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                                                                                                                    Résumé 

     Chaque année, près de 50 millions de personnes sont touchées par le sepsis, un problème de 

santé mondial qui se manifeste par un dysfonctionnement d'organe potentiellement mortel, 

provoqué par une réponse dérégulée de l’organisme à une infection De 25% à 50% des patients 

atteints de sepsis développent le syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA), une forme 

grave de lésions pulmonaires aiguës (ALI). 

    Notre recherche vise à comprendre les mécanismes complexes de la physiopathologie du 

sepsis afin de concevoir une thérapie ciblée. Nous avons analysé, à l'aide d'un modèle murin de 

sepsis polymicrobien, l’impact du stress oxydatif sur les lésions pulmonaires causées par le 

sepsis, ainsi que le rôle du dithiocarbamate de pyrrolidine )PDTC(, un inhibiteur du NF-κB, 

dans la prévention de ces lésions. 

    Le sepsis polymicrobien a été induit par une 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 poumons et la rate ont été prélevés pour des études 

biochimiques et histologiques.  

    Les données biochimiques montrent que le sepsis provoque un stress oxydatif dans les 

poumons, avec une augmentation du taux de MDA (marqueur pro-oxydant) et une diminution 

de la catalase (marqueur antioxydant). Le PDTC, restaure l’équilibre entre pro-oxydants et 

antioxydants en diminuant le MDA et en augmentant la catalase.  

    Les résultats histologiques montrent des dommages oxydatifs dans les poumons et 

l'activation de réponses immunitaires et inflammatoires caractéristiques avec une infiltration 

leucocytaire dans la rate. Le PDTC prévient les dommages oxydatifs et inflammatoires causés 

par sepsis. 

   Nos résultats offrent des perspectives très prometteuses pour l'utilisation thérapeutique du 

PDTC dans le traitement du sepsis. De plus, nous confirmons que le stress oxydatif joue un rôle 

essentiel dans la physiopathologie du sepsis. 

Mots clés : Sepsis, CLP, stress oxydatif, PDTC, NF-kB, poumon, rate. 



                                                                                                                   Abstract 
 

      Every year, 50 million people are affected by sepsis, a global health problem that is 

manifested by a potentially fatal organ dysfunction caused by an unregulated response of the 

body to an infection. 25% to 50% of patients with sepsis develop acute respiratory distress 

syndrome (AGDS), a severe form of acute lung damage (ALI). 

 

   Our research aims to understand the complex mechanisms of sepsis physiopathology in order 

to design a targeted therapy. We analyzed, using a murin model of polymicrobial sepsis, the 

impact of oxidative stress on pulmonary lesions caused by septicemia, as well as the role of 

PDTC, a NF-κB inhibitor, in the prevention of these lesions. 

 

   Polymicrobial sepsis was induced by caecal ligature and perforation (CLP) in BALB/c mice 

treated with a dose of 200 mg/kg of PDTC. The mice were slaughtered 24 hours after treatment, 

and their lungs and spleen were taken for biochemical and histological studies. 

Biochemical data show that sepsis causes oxidative stress in the lungs, with an increase in the 

level of MDA (pro-oxidant marker) and a decrease in catalase (marqueur antioxydant). PDTC 

restores the balance between pro-oxidants and antioxidants by decreasing MDA and increasing 

catalase. 

 

    Histological results show oxidative damage in the lungs and activation of characteristic 

immune and inflammatory responses with leukocyte infiltration into the spleen. PDTC prevents 

oxidative and inflammatory damage caused by sepsis. 

Our results offer very promising prospects for the therapeutic use of PDTC in the treatment of 

sepsis. In addition, we confirm that oxidative stress plays an essential role in the 

physiopathology of sepsis. 

 

Keywords: Sepsis, CLP, oxidative stress, PDTC, NF-kB, lung, spleen.  



 ملخص                                                                                                                        

 

سبب اضطراب معظم أعضاء حيث يمشكلة صحية عالمية  الذي يعتبر، بالانثانمليون شخص  50يتأثر سنويا حوالي      

وى.رد فعل غير منتظم من الجسم على العد يكون سببه يذوال الجسم غالبا ما يؤدي الى الموت،  

شكل من أخطر  وهي ،             حادة   متلازمة الضائقة التنفسية ال المصابين ب من المرضى 50%الى  %25من  

. الرئة           ىالأضرار الشائعة عل  

   

بالفعل، قمنا من ناحية بتحليل علاج مستهدف.  رطويفي فهم الآليات المعقدة لفيزيولوجيا الإنتان من أجل تتهدف ابحاثنا   

 خدام نموذج الفئران للإنتان متعدد الميكروبات، ومنتأثير الإجهاد التأكسدي على إصابات الرئة الناجمة عن الإنتان باست

في الوقاية من هذه                                                                ناحية أخرى قمنا بفحص دور

               . الإصابات

 

                                                             الأعورتم تحفيز الإنتان متعدد الميكروبات من خلال ربط وتثقيب     

ساعة من العلاج  24التضحية بالفئران بعد  تم               ملغ/كغ من 200بجرعة وتم علاجها                   في فئران

. وتشريحية ةبيو كيميائيوتم أخذ الرئة والطحال والمِسْرَان من أجل دراسة   

  

        ، يتبين أن الإنتان يسبب إجهادًا تأكسديًا في الرئتين، مع زيادة مستوىيالبيو كيميائبيانات الاختبار تبين       

توازن النسبة بين المؤكسدات                يعيد .مؤشر مضاد للأكسدة()           وانخفاض في )مؤشر مؤكسد( 

         وزيادة             ومضادات الأكسدة عن طريق خفض

أضرارًا تأكسدية في الرئتين، مرتبطة بتفعيل الاستجابة المناعية والالتهابية المميزة مع تسلل تظهر النتائج التشريحية   

لأضرار التأكسدية والالتهابية التي يسببها الإنتانا               الطحال. يمنعالرئة و كثيف لخلايا الدم البيضاء في الأضرار  .

.التأكسدية والالتهابية التي يسببها الإنتان  

في علاج الإنتان. بالإضافة إلى ذلك، نعتقد أن                 لنتائج التي حصلنا عليها تقدم آفاقًا واعدة جداً لاستخدام ا  

.الإجهاد التأكسدي يلعب دورًا أساسيًا في الفيزيولوجيا المرضية للإنتان  

 

                              ، الطحالالرئة,                                             التأكسدي،الإنتان، الإجهاد الكلمات المفتاحية: 

 

  (SDRA) 

  )ALI)   

  )PDTC) )dithiocarbamate de pyrrolidine  ( 

  )PDTC)   

  )CLP )   

  )BALB /c)   

  )PDTC)   

  (MDA)   

  (MDA)     (CAT)   

  (CAT)   

  )PDTC)   

  )PDTC)   

(PDTC),(CLP),(NF-ƘB) 

(Puncture and CecalLigation ( 
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ACCP: American College of Chest Physicians. 

ADN : Acide désoxyribonucléique. 

ALI: Lésions pulmonaires aiguës.  

ARNm: Acide ribonucléique messager 

ATP: Adénosine triphosphate. 

BAFF: B-cell activating factor 

Bcl-2: B-cell lymphoma 2 

BSA: Bovine Serum Albumin. 

CAT : Catalase. 

CeO2 : Oxyde de cérium. 

CINC : Cytokine-induced neutrophil chemoattractant.  

CLP : Cecal Ligation and Puncture . 

Cox-2 : Cyclooxygenase 2.   

DAMPs : Damage or danger-associated.molecular patterns.  

FNS : Formule de numération sanguine.  

GMPc : Guanosine monophosphate cyclique 

GPx : La glutathion peroxydase.   

GSH : Glutathion. 

H2O2 : Peroxyde d’hydrogène.   

HOCl: Acide hypochloreux.  

ICAM-I: Intercellular adhesion molecule 1.   

IKK: Related Tank-binding kinase. 

IL-1β : Interleukine -1 β. 

iNOS : Oxyde nitrique synthase inductible.   
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JAK2: Janus kinase 2 

L: Lymphocyte.  

LPO: Peroxydation lipidiques.   

MAMPs: Microbe-associated molecular patterns.  

MAPK: Mitogen-activated protein kinase  

MDA: Malondialdéhyde. 

MODS: Multiple Organ Dysfunction Syndrome.  

MPO: Myéloperoxydase.   

 mTOR: Protéine mammalian target of rapamycyin 

NaCl : Chlorure de sodium 

NADP (H) :  Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

NETs: Neutrophil extracellular traps. 

NF-κB: Nuclear factor-kappa B.  

NO: Monoxyde d’azote.  

Notch: Notch signaling pathway 

O2
•-: Anion superoxyde.   

ONOO: Seroxynitrite. 

PAMPs: Pathogen-Associated Molecular Patterns.   

PDTC: Dithiocarbamate de pyrrolidine. 

PKG : Protein kinase G. 

PRRs : Patterns Recognition Receptors.  

RANKL: Eceptor activator of nuclear factor- κB ligand 

RNS: Reactive nitrogen sepecies.   

ROS: Reactive oxygen sepecies.   
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SCCM: Society of Critical Care Medicine. 

SDRA : Syndrome de détresse respiratoire aiguë.  

SOD: Superoxyde dismutase.   

SOFA: Sequential [sepsis-related] Organ Failure Assessment.   

SRIS : Syndrome de réponse inflammatoire systémique.  

TBA : Acide thiobarbiturique.   

TBARS : Espèces réactives de TBA.   

TLRs: Toll-like receptors. 

TNF-α: Tumer necrosis factor α.   
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Le sepsis et le choc septique constituent des problèmes de santé majeurs, touchant des 

millions de personnes chaque année dans le monde et provoquant fréquemment des décès. Les 

dernières données ont enregistré 11 millions de cas de décès par sepsis parmi 48,9 millions cas 

incidents, dans le monde (Rudd et al., 2020). 

        Le sepsis est un dysfonctionnement organique potentiellement mortel, résultant d'une 

réponse dérégulée de l'organisme à une infection (Dellinger et al.,2012 ; Rhodes et al., 2016). 

Le poumon est l’un des organes les plus vulnérables au sepsis (Mikkelsen et al., 2013), ce qui 

conduit souvent à des lésions pulmonaires, une des principales causes d'insuffisance respiratoire 

aiguë (Mokra et al., 2015 ;Butt et al., 2016). 

    La réponse inflammatoire excessive en réponse à l’infection et le stress oxydatif associé sont 

souvent responsable de dysfonctionnement d’organes associé au sepsis et à son évolution en 

une forme plus grave comme le choc septique (Mokra et al., 2015 ; Butt et al., 2016 ). 

L’implication du facteur de transcription NF-κB dont l’induction d’une réponse inflammatoire 

exacerbée et du stress oxydatif au cours du sepsis a été largement démontré (Garcia et al., 2014 ; 

Rahim et al., 2017). Ainsi, l’inhibition de la voie NF-κB pourrait être utilisée comme une 

stratégie thérapeutique potentielle prévenir le sepsis et les lésions pulmonaires aiguës qui sont 

associé à cette affection. Ainsi, le Pyrrolidine-Di-Thio-Carbamate « PDTC » pourrait constitué 

une molécule thérapeutique efficace du sepsis puisqu’il exerce un effet inhibiteur du NF-κB en 

plus de ses activités antioxydantes et scavenger des espèces réactives de l’oxygène  (ROS) 

(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 pulmonaires 

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

- L’évaluation du statut redox pulmonaire 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 pulmonaires induits par sepsis par une étude 

histologique. 

 



 

 

 

 

Rappels 

bibliographiques 

 



                                                                                       Rappels bibliographiques 

3 
 

I. Sepsis  

I. 1. Définition du sepsis  

     Le sepsis est un problème de santé mondial qui touche entre 47 et 50 millions de personnes 

chaque année, avec au moins 11 millions de morts par an, avec 1 décès causé par le sepsis 

survient toutes les 2,8 secondes. (Sepsis Global Alliance, 2023). 

     En 1991, durant une conférence organisée par la Society of Critical Care Medicine (SCCM) 

avec l'American College of Chest Physicians (ACCP), un consens fut adopté en définissant le 

sepsis comme une réponse systémique à l'infection. La notion de « syndrome de réponse 

inflammatoire systémique » ou SRIS fut introduite. Elle est basée sur des critères très simples, 

à savoir des changements mineurs dans au moins deux des quatre variables: la température 

(hypo ou hyperthermie), la fréquence cardiaque (Tachycardie), la fréquence respiratoire 

(tachypnée) et le nombre de globules blancs du sang (hyperleucocytose ou leucopénie) (Bone, 

1992). 

      En 2001, la définition du sepsis est révisée en intégrant de nouveaux indicateurs cliniques 

et biologiques, améliorant ainsi le diagnostic. Suite à cela, le sepsis est classé comme un 

syndrome clinique allant de sepsis au sepsis sévère, suivi d’un Syndrome de dysfonctionnement 

d’organes multiples (MODS, Multiple Organ Dysfunction Syndrome) (Dellinger, 2004). 

     En 2016 et en raison d’un manque de spécificité, le sepsis a été redéfini pour la 3éme fois. 

Cette définition repose sur la pathobiologie et la physiopathologie de la réponse de l’hôte à 

l’infection, décrite comme « non homéostatique ». Les changements les plus importants sont 

l’élimination des termes « SRIS » et « sepsis sévère » (Carneiro, 2017). 

     Le sepsis est défini par le dysfonctionnement  d’au moins un organe qui pourrait être mortel 

en raison d'une réponse dérégulée de l’hôte à une infection. (Singer et al., 2016). En cas de 

changement dans l'évaluation séquentielle de la défaillance d'un organe liée au sepsis (SOFA) 

(Annexe 1), où deux points ou plus sont liés à un taux de mortalité hospitalière supérieur à 10 

%, la défaillance d'un organe est désormais envisagée. Le choc septique est une complication 

du sepsis qui se manifeste par une instabilité circulatoire, cellulaire et métabolique et un risque 

de décès plus élevé que le sepsis lui-même (Carneiro et al., 2017). 
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Ⅰ. 2. Physiopathologie du sepsis  

     Le sepsis, défini comme un syndrome, englobe divers processus physiopathologiques. Il 

résulte de l'interaction entre des produits microbiens et un hôte prédisposé à cause de facteurs 

génétiques ou autres. Ces interactions déclenchent la libération de nombreux médiateurs, 

conduisant à des dysfonctionnements cellulaires et organiques. Différentes réponses et voies 

sont impliquées dans cette pathologie telles que la réponse immunitaire innée, les cascades 

inflammatoires, les voies procoagulantes et antifibrinolytiques, les altérations du métabolisme 

cellulaire et de la signalisation, ainsi que le dysfonctionnement de l'immunité acquise (Cohen, 

2002;Engl, et al., 2006). 

     La réponse normale à l'infection est complexe et implique la production de médiateurs pro-

inflammatoires et anti-inflammatoires, ainsi que l'activation des phagocytes circulants et 

résidents. Les microorganismes sont reconnus par les récepteurs spécifiques de reconnaissance 

de motifs moléculaires (PRRs, Pattern Recognition Receptor), portés par les cellules 

immunitaires innées, qui détectent et se lient aux motifs moléculaires associés aux pathogènes 

(PAMPs) ou aux motifs moléculaires associés aux dommages (DAMPs) ou alarmines (Chen et 

al., 2010). Il s’en suit une phagocytose. 

     Un grand nombre de gènes sont activés lors du processus de phagocytose suite à l’activation 

de nombreuses voies de signalisation (Nau et al., 2002), dont la voie du NF-κB (Van der Poll 

et al., 2017). Cette dernière a pour conséquence la libération de cytokines pro-inflammatoires 

par les macrophages impliqués dans la réponse inflammatoire de l'hôte, citons le TNF-α, l’IL-

1, l’IL-6 et les chimiokines, ainsi que des molécules d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1), les ROS 

(espèces réactives de l’oxygène) et les RNS (espèces réactives du nitrogène) dont le NO. 

     Cela entraîne le recrutement de cellules inflammatoires en premier lieu les neutrophiles. La 

réponse globale est régulée par une combinaison de médiateurs pro-inflammatoires et anti-

inflammatoires (Barriere et al.,1995; Van der Poll et al., 1995). L'homéostasie est restaurée 

si les médiateurs pro-inflammatoires et anti-inflammatoires s'équilibrent et que l'infection 

initiale est surmontée (Bone et al., 1996; Schulte et al., 2013). Lorsque la libération de 

médiateurs pro-inflammatoires en réponse à une infection dépasse les limites de 

l'environnement local, une réponse plus généralisée, appelée sepsis, se produit. Cette production 

incontrôlée de médiateurs pro-inflammatoires est connue sous le nom de tempête de cytokines 

(Parrish et al., 2008 ;Rittirsch et al., 2008). Les patients passent souvent d'un état pro-

inflammatoire à un état immunosuppresseur après un certain temps (Schulte et al., 2013). 
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     Les patients atteints de sepsis sévère deviennent hyposensibles aux stimuli pro-

inflammatoires, avec une augmentation de l'apoptose des lymphocytes et des cellules 

dendritiques (Hotchkiss et al., 2006). Une diminution des populations lymphocytaires et une 

réponse réduite des monocytes peuvent augmenter le risque d'infections nosocomiales, 

entraînant une mortalité importante chez les patients gravement atteints. L'apoptose induite par 

sepsis peut contribuer à la perte de cellules dans les voies gastro-intestinales et respiratoires, 

comme elle peut également contribuer au dysfonctionnement des organes et à 

l'immunosuppression. 

Ⅰ. 3. Dysfonctionnement pulmonaire associé au sepsis  

     Environ 40 % des patients atteints de sepsis développent un syndrome de détresse 

respiratoire aiguë (SDRA), avec un taux de mortalité de 40 à 50 %. La pathogenèse des lésions 

pulmonaires aiguës (ALI) liées au sepsis est complexe et implique l'inflammation, la 

coagulation, le stress oxydatif et des facteurs génétiques. La libération de cytokines pro-

inflammatoires et des anomalies de la coagulation systémique accélèrent la maladie, provoquant 

une réaction inflammatoire en cascade, un dysfonctionnement immunitaire et l'aggravation des 

lésions pulmonaires (Mikkelsen, et al., 2013 ; Baisheng  et al, 2023). 

     Les ALI endommagent principalement les alvéoles  à travers les voies NF-κB, 

JAK2/STAT3, mTOR, Notch et MAPK, perturbant l'échange gazeux et provoquant une 

exsudation inflammatoire. Les monocytes reconnaissent les PAMPs via les récepteurs TLR et 

libèrent des médiateurs inflammatoires et des chimiokines, pouvant se différencier en 

macrophages M1 et M2 (Baisheng et al, 2023).  

     Les macrophages alvéolaires, les polynucléaires et autres cellules effectrices sont activés par 

les facteurs inflammatoires des phagocytes et les cellules endothéliales pulmonaires, libérant 

des radicaux libres d'oxygène, transformés en substances toxiques endommageant directement 

les cellules épithéliales alvéolaires. Les lésions pulmonaires, l'œdème, l'ischémie et l'hypoxie 

entraînent un dysfonctionnement mitochondrial et une accumulation de radicaux libres, 

augmentant la perméabilité vasculaire et causant des dommages cellulaires (Baisheng et al, 

2023). 

     Enfin, l'activation du système de coagulation et les dommages des cellules endothéliales 

vasculaires provoquent une thrombose et un dépôt de fibrine, déséquilibrant le système 

anticoagulant et aggravant les lésions et le dysfonctionnement pulmonaires (Baisheng et al, 

2023). 
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Ⅱ. Stress oxydatif au cours du sepsis  

     Le stress oxydatif est reconnu depuis longtemps comme un facteur contribuant à la 

pathogenèse du sepsis (Prauchner, 2016). Il résulte d'un déséquilibre entre les défenses 

antioxydantes et la production rapide d'espèces réactives, entraînant une surproduction 

d'oxydants dans les cellules (Jones, 2008). 

     La surproduction de NO, un facteur associé au sepsis, entraîne une hypotension 

caractéristique de ce syndrome. La NO synthase inductible (iNOS) est responsable de cette 

surcharge. Ainsi, les inhibiteurs de l'iNOS (aminoguanidine et L-canavanine) et les anti-

inflammatoires pourraient améliorer l'issue du sepsis (Parratt et al., 1998; Sjakste, et al., 

2004). D'autres espèces réactives, comme l’anion superoxyde (O•-
2), le peroxyde d'hydrogène 

(H2O2), le peroxynitrite (ONOO), l'acide hypochloreux (HOCl) et le radical hydroxyle (•OH), 

contribuent également à la pathogenèse du sepsis. (Carlos, 2016 ; Parihar , et al, 2008). 

     Ces espèces réactives attaquent directement les cellules endothéliales, augmentant la 

perméabilité vasculaire, aggravant l'hypotension et réduisant la pression osmotique colloïdale 

du plasma. Elles affectent aussi la consommation d'oxygène des cellules, accélérant ainsi la 

défaillance multiviscérale (Parihar et al., 2008). De plus, l'activation oxydative de la protéine 

kinase 1 alpha dépendante du GMPc (PKG) cause la dilatation et la perméabilité des vaisseaux 

sanguins ainsi que la diminution du débit cardiaque, pouvant entraîner une ischémie des organes 

en réduisant leur perfusion et leur apport d'oxygène (Rudyk et al., 2013). 

     La xanthine oxydase catalyse la formation d'acide urique avec coproduction d’anion 

superoxyde dans des conditions ischémiques suivies de reperfusion. Indirectement, les espèces 

réactives activent le facteur de transcription NF-κB, augmentant l'expression d'iNOS 

(Abraham, 2003; MacDonald, et al., 2003; Morgan, Liu, 2011; Yadav, et al., 2013). 

     Le sepsis est caractérisé par des marqueurs de stress oxydatif, tels que des niveaux élevés de 

malondialdéhyde (MDA), des groupes protéiques carbonylées accrus, une diminution des 

niveaux de GSH et une augmentation du rapport superoxyde dismutase (SOD)/catalase (CAT), 

entraînant une accumulation de H2O2 dans les cellules (Chanock, et al., 1994; Robinson, 

1994). Le stress oxydatif mitochondrial semble aussi réduire la capacité respiratoire des tissus 

gravement touchés, en raison du découplage partiel de la phosphorylation oxydative, entraînant 

de faibles niveaux d'ATP intracellulaire et une augmentation des niveaux de lactate (Crouser, 

et al., 2004 ;Carré et al., 2010). Enfin, la libération d'ions calcium des réserves intracellulaires 
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et le déclenchement de la mort cellulaire programmée sont liés à l'échec énergétique cellulaire 

(Brealey, et al., 2002 ; Svistunenko et al., 2006 ; Galley, 2011). 

Ⅲ.  Thérapies du sepsis  

     De nombreuses preuves suggèrent que les antioxydants peuvent être bénéfiques en tant que 

co-thérapie pour le traitement du sepsis. Parmi eux, les antioxydants ciblant les mitochondries 

semblent particulièrement prometteurs en raison de leur capacité à s’accumuler dans la 

membrane mitochondriale interne. D'autres composés utiles incluent les vitamines C et E, ainsi 

que des oligo-éléments tels que les sels de sélénium (sélénite) et certains composés 

organoséléniés (ebselen et diséléniure de diphényle), qui peuvent protéger les mitochondries 

des dommages oxydatifs, réguler négativement l'activation de NF-κB et prévenir la 

surexpression précoce de la NADPH oxydase et de l'iNOS dans le contexte du sepsis 

(Prauchner et al., 2016). 

     Les composés naturels à petites molécules, tels que la curcumine, l'émodine, le salidroside 

et la diosmine, peuvent prévenir et traiter le sepsis en modulant diverses voies de signalisation, 

notamment les voies NF-κB, TLR4, MAPK, NLRP3, AMPK et PI3K/AKT. La plupart de ces 

substances ciblent des protéines spécifiques pour inhiber les voies responsables de 

l'inflammation, ce qui prévient les lésions et les défaillances d'organes et peut réduire les 

dommages causés par le sepsis au cœur, au foie, aux reins, au tractus intestinal et aux poumons 

(Jingqian et al., 2023). 

     Une dose unique de nanoparticules de CeO2 a été associée à une amélioration de la survie 

des animaux, à une réduction des lésions hépatiques, à une augmentation des dépôts d'oxyde de 

cérium dans le foie et à une diminution des signes d'inflammation systémique après sepsis. 

Grâce à la technologie actuelle, ces particules sont envisageables pour le traitement. Leur 

stabilité dans diverses conditions environnementales suggère qu'elles pourraient être utiles pour 

traiter le sepsis. Des études supplémentaires sont indispensables pour explorer l'efficacité 

potentielle des nanoparticules de CeO2 dans le traitement du sepsis (Vellaisamy et al., 2015). 

Ⅲ. 1. Thérapie du sepsis par le dithiocarbamate de pyrrolidine (PDTC) 

Ⅲ. 1. 1. Activation de la voie de signalisation NF-κB  

     Le NF-κB est un facteur de transcription qui régule de nombreux processus cellulaires. Cette 

voie est largement reconnue comme une voie de signalisation pro-inflammatoire prototypique, 

activée par diverses cascades de signalisation et impliquée dans de multiples interactions 
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cellulaires. Le NF-κB contrôle la réponse pro-inflammatoire principalement par les voies de 

signalisation du TNFα et de l'IL-1 (Laurent, 2009 ; Biswas et al., 2016). Il existe deux voies 

distinctes pour l’activation de NF-κB : 

 La voie canonique : Les TLR et les cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFα 

et l'IL-1 déclenchent cette voie, entraînant l'activation de RelA, qui régule l'expression 

des gènes pro-inflammatoires et la survie cellulaire (Laurent, 2009). 

 La voie alternative (non canonique) : les LT, CD40L, BAFF et RANKL activent cette 

voie, mais pas le TNF-α, ce qui conduit à l'activation des complexes RelB/p52. Cette 

voie régule les gènes nécessaires à l'organogenèse lymphatique et à l'activation des 

cellules B (Laurent, 2009). 

     Ces voies se distinguent par les sous-unités IKK recrutées. La voie canonique dépend de 

l'IKKβ, qui régule l'activation par la phosphorylation de l'IκB et nécessite la sous-unité IKKβ 

mais pas IKKα. En revanche, la voie alternative nécessite IKKα pour la phosphorylation et 

l’activation du p100, le précurseur de p52, indépendamment des sous-unités IKKβ et IKKγ 

(Laurent, 2009). 

Ⅲ.1.2  Inhibition de NF-κB par le dithiocarbamate de pyrrolidine (PDTC) 

     L'incapacité à inhiber plusieurs médiateurs représente un obstacle majeur dans le traitement 

du sepsis et du choc septique. Inhiber in vivo l'activation du NF-κB pourrait constituer une 

stratégie utile pour traiter le choc septique en utilisant le dithiocarbamate de pyrrolidine (PDTC) 

(Shu et al., 1999). Le PDTC est un composé thiol doté de propriétés anti-inflammatoires et 

antioxydantes (Aditi et al., 2016). 

     Des études ont démontré in vivo l’effet du PDTC sur l’inhibition de l’activation du NF-κB 

et sur l'expression des médiateurs pro-inflammatoires. L'activation du NF-κB stimule 

l’expression des gènes pro-inflammatoires et pro-oxydants tels que le TNF-α, COX-2, CINC et 

ICAM-1. Le PDTC empêche l'activation de NF-κB ainsi que l'expression  de TNF-α, COX-2, 

et ICAM-1. Il réduit également les concentrations plasmatiques de TNF-α, de 6-céto-

prostaglandine F1α et de CINC induites par le LPS. L'inhibition de l'expression de ces 

médiateurs prévient l'augmentation de l'activité de la myéloperoxydase (marqueur d’infiltration 

de neuutrophile) dans le cœur, les poumons et le foie. 
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     Le PDTC inhibe donc l'activation de NF-κB ainsi que l'expression de ces gènes pro-

inflammatoires et  leurs produits. Ainsi, bloquer l'activation de NF-κB pourrait être une stratégie 

efficace dans le traitement du sepsis et du choc septique (Shu et al., 1999). 
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Notre étude a été réalisée au niveau des laboratoires de pédagogies de la Faculté de la Nature 

et de la Vie de l’université de Blida, de Février à juin 2024. Notre travail a porté sur :  

 L’étude de l’implication du stress oxydatif dans les dommages pulmonaires induits par 

sepsis polycmicrobien, in vivo. 

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

altérations pulmonaires induits par sepsis polymicrobien. 

I. Matériel  

I.1. Matériel non biologique 

        La verrerie, les appareillages, les solutions et réactifs utilisés dans cette étude sont résumés 

dans l’annexe 2. 

        Le Pyrrolidine dithiocarbamate « PDTC » (C5H12N2S2, Sigma), un composé possédant des 

propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires a été utilisé dans notre étude. 

I. 2. Matériel biologique 

    Dans notre étude, nous avons réalisé un modèle murin de sepsis polymicrobienne par (CLP) 

Cecal Ligation and Puncture en utilisant des souris BALB/c. 

    Ce travail a été réalisé sur 20 souris mâles de type BALB/C de poids (25±2g), âgées de 10 à 

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

ont été acclimatées à un environnement où la température moyenne était de 25 ºC et l’humidité 

était ambiante, dans l’animalerie de l’Université Saad Dahleb de Blida 1. Le régime alimentaire 

se limitait à un aliment granulé (glucides 49,80% ; protéines 34.50% ; lipides 10% et complexe 

minéral vitaminé : 5.70%) et à de l’eau du robinet. 

     La législation Algérienne sur la protection des animaux d'expérimentation utilisés à des fins 

scientifiques a été respectée pour toutes les expériences. [Loi n°12-235/2012; décret exécutif 

n° 10-90]. 

II. Méthodes  

II. 1. Modèle murin de sepsis polymicrobien par CLP (Ligature et ponction caecale)  

     Pour induire  un sepsis polymicrobien, les souris ont subi une CLP, qui est le modèle animal 

le plus couramment utilisé pour étudier la pathogenèse du sepsis chez l'homme. Il constitue la 
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base de la recherche sur le sepsis et reste la référence pour comprendre les nouvelles voies de 

la physiopathologie du sepsis et développer des approches thérapeutiques (Alverdy et al., 

2020). 

     Le modèle CLP consiste à perforer le cæcum, ce qui permet la libération de matières fécales 

dans la cavité péritonéale, entraînant une réponse immunitaire due à une infection complexe 

(péritonite suivie de sepsis). Les souris subissant une CLP avec réanimation liquidienne 

présentent une première phase hyperdynamique (précoce) qui évolue vers une phase 

hypodynamique (tardive) (Toscano, 2011). 

     Pour réaliser la CLP, les souris sont anesthésiées par injection intrapéritonéale (IP) d’un 

mélange de kétamine/acépromazine (10 mg/kg ; 2mg/Kg) puis placées sur une table d'opération 

aseptique dans un environnement stérile.  

     La première étape consiste à raser la partie inférieure de l'abdomen, puis à la désinfecter 

avec de l'alcool. Une incision médiane de 1 cm est pratiquée pour exposer le cæcum. Celui-ci 

est étroitement ligaturé avec une suture de soie, puis perforé trois fois avec une aiguille calibre 

22. Une petite quantité de fèces est légèrement pressée à travers les sites de ponction. Le cæcum 

est ensuite replacé dans la cavité péritonéale et l'incision abdominale est suturée. Après  CLP, 

les souris sont remises dans leurs cages en mettant à leur disposition de l'eau et de la nourriture 

(Figure 1). 
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Figure 1 : Etapes critiques de CLP induite chez la souris BALB/c. 

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. 1. 2. Protocole pharmacologique  

Les souris BALB/c ont été réparties en quatre lots (Figure 2): 

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

- Lot PDTC (n=5) : ayant reçu 200 mg/kg/ip de PDTC (Jian-Wei et al.,2009) 

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

- Lot septique traité par PDTC (CLP-PDTC) (n=5) : ayant subi une CLP après 30 min 

de l’injection de 200 mg /kg de PDTC en intrapéritonéale. 
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     Les animaux ont été sacrifiés 24 heures après CLP et les organes (les poumons et la rate) 

seront prélevés rapidement, lavés dans une solution froide de NaCl à 0,9 % et préparés pour 

l'analyse biochimique et histologique. Le sang a été prélevé par ponction cardiaque sur tube 

EDTA afin de déterminer la formule d’énumération sanguine (FNS).  

 

  

   

 

 

 

 

 

Figure 2. Protocole expérimental chez les souris BALB/c. (IP): voie intrapéritonéale ; (SC): voie 

sous-cutané; (PC): poids corporel. 

 

II. 3. Etude biochimique 

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

Les tissus pulmonaires ont été homogénéisés à 4°C et à une vitesse de 800 rpm à l'aide 

d'un homogénéisateur SS2 équipé d'un pilon en Téflon. Nous avons utilisé 10 volumes de 

tampon phosphate (50mM, pH 7,2) contenant 0,5% de Triton X-100. Les homogénats ont été 

centrifugés pendant 20 minutes à 10,000 g et 4°C. Après trois cycles de congélation-

décongélation, le surnageant a été récupéré, aliquoté, puis conservé à -20°C jusqu'à son 

utilisation (Blandizzi et al., 2005). 

II. 3. 2. Dosage des protéines 

     La concentration des protéines dans les poumons est évaluée par la méthode colorimétrique 

de Bradford. Cette méthode repose sur la liaison du bleu de Coomassie G-250 aux protéines, 

formant un complexe bleu qui absorbe à 595 nm. L'intensité de l'absorption est proportionnelle 
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à la concentration en protéines, déterminée à partir d'une courbe standard établie avec de 

l'albumine sérique bovine (BSA) à 0,1% (Bradford, 1976). 

II. 3. 3. Dosage des marqueurs pro-oxydants 

II. 3. 3. 1. Dosage du taux de malondialdéhyde (MDA)  

        La MDA est souvent utilisé comme indicateur direct des dommages oxydatifs aux lipides, 

et est considéré comme un biomarqueur de peroxydation lipidique (Toto et al., 2022). Cette 

méthode repose sur la détermination de l'intensité de la couleur rose produite par la réaction de 

deux molécules d'acide thiobarbiturique (TBA) avec les peroxydes lipidiques ou les espèces 

réactives de TBA, notamment le MDA, par spectrophotométrie à 532 nm (Lefèvre et al., 1998). 

        100 μL d'homogénat pulmonaire sont ajoutés à un mélange réactionnel comprenant : 375 

μL d'acide acétique 20% (pH 3,5), 375 μL d'acide thiobarbiturique à 0,8%, et 50 μL de sodium 

dodecylsulfate à 8,1%. Le volume réactionnel est ajusté à 1,0 ml avec de l'eau distillée et 

chauffé à 95°C pendant une heure. La réaction est stoppée par un refroidissement rapide à 0°C, 

suivie d'une centrifugation à 3000g pendant 10 minutes à 4°C. La densité optique est mesurée 

à 532 nm et les résultats sont exprimés en µmoles de MDA par mg de protéine (Rozenberg et 

al., 2006). 

II. 3. 4. Dosage des paramètres antioxydants  

II. 3. 4. 1. Dosage de l’activité catalase  

        La catalase est une enzyme ubiquitaire présente dans les peroxysomes et le cytosol, 

catalysant la décomposition du peroxyde d’hydrogène en eau et en oxygène selon la réaction 

suivante : 

2H2O2→2H2O+O2 

          L'activité catalase a été mesurée en suivant de transformation du peroxyde d'hydrogène 

(H2O2) en eau et oxygène. Pour ce faire, 50 μL d'homogénat tissulaire ont été mélangés avec 

950 μL de tampon phosphate 50 mM, à un pH de 7,0. 

         La réaction a été initiée par l'ajout de 500 μL de H2O2 à une concentration de 30 mM. La 

réaction a été suivie pendant 2 minutes à une température de 25°C. Selon Aebi (1984), l'activité 

de la catalase est évaluée en observant la baisse de l'absorbance à 240 nm, exprimée en 

U/min/mg de protéines. La valeur d'une unité d'activité catalase est calculée selon la formule 

de  Aebi (1984):  
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Une unité de catalase correspond à K/6,93x103-. 

K = (2,3/t) (log A1/A2) 

Où : 

- t représente le temps en secondes, 

- A1 et 𝐴2 représentent respectivement les absorbances initiale et finale mesurées à 240 

nm. 

Cette formule permet de convertir les changements d'absorbance en activité enzymatique 

catalase, exprimée en unités par minute par milligramme de protéines. 

II. 4. Etude hématologique par FNS  

      La numération formule sanguine (NFS), également connue sous le nom d'hémogramme, est 

un examen hématologique réalisé après une prise de sang pour compter (numération) et 

classifier (formule) les différents composants du sang, tels que les globules rouges, les globules 

blancs et les plaquettes (Cloutier et al., 2014). 

     Cet examen permet d'évaluer la santé globale du patient, de diagnostiquer diverses 

pathologies telles que l'anémie, une altération de l'état général, des hémorragies, des 

thromboses, des infections persistantes ou des cancers. Il est également prescrit dans le cadre 

de la surveillance d'un traitement médicamenteux (Berthélémy, 2014). L'hémogramme a été 

réalisé à l'aide d'un automate. 

II. 5. Etude histologique  

       Après avoir prélevé les poumons et la rate des souris, ils ont été fixés dans une solution de 

formol tamponnée à 4 % pendant 24 heures. Ensuite, les pièces ont été déshydratées par 

immersion successive dans des bains d'alcool de concentration croissante (70°, 90° et 100°), 

suivis d'un bain de toluène (Martoja et Martoja, 1967). 

      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). 
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II.6. Etude statistique : 

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

logiciel GraphPadPrism v. 6.0 est utilisé pour analyser les données.  

          Les groupes expérimentaux sont comparés en utilisant le test ANOVA unidirectionnel 

avec un test post hoc de Tukey, avec une valeur de P<0,05 considérée comme statistiquement 

significative.   
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II. Discussion générale 

Dans cette étude, nous avons démontré l'influence du stress oxydatif sur les lésions 

pulmonaires causées par le sepsis, caractérisé par une augmentation des marqueurs pro-

oxydants (MDA) et une diminution des antioxydants (CAT). Le poumon est particulièrement 

vulnérable lors du sepsis (Vandini et al., 2015). Une tempête de cytokines provoquée par le 

sepsis  peut entraîner une inflammation pulmonaire sévère, conduisant à une lésion pulmonaire 

aiguë (ALI) ou à un syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA). Ces dommages sont 

irréversibles conduisant à une mortalité. Les lésions pulmonaires peuvent être directes (lésion 

épithéliale) ou indirectes (lésion des cellules endothéliales) (Bellani et al., 2016; Englert et 

al., 2019). 

 

           Le stress oxydatif et la réponse inflammatoire jouent un rôle important dans la 

physiopathologie du sepsis. Les PAMPs, MAMPs et DAMPs activent les récepteurs PRRs 

(TLRs) et déclenchant diverses voies de signalisation impliquées dans la réponse inflammatoire 

dont celle du NF-κB (Vijay, 2018 ; Kumar et al., 2020). Ce dernier est un facteur de 

transcription clé qui régule de nombreux gènes liés aux réponses immunitaires et 

inflammatoires, notamment les cytokines pro-inflammatoires, les chimiokines, les molécules 

d'adhésion et les enzymes pro-oxydantes (Oeckinghaus et al., 2009). Il peut être à l’origine 

d’un état hyper-inflammatoire observé lors du sepsis (Liu et Malik, 2006). Cette réponse 

provoque une accumulation de neutrophiles et de macrophages, la sécrétion de cytokines et le 

recrutement de lymphocytes, aggravant les lésions pulmonaires et augmentant la mortalité 

(Idell, 2012 ; Chen et al., 2014; Wang et al., 2019). 

 

           Le stress oxydatif au cours de cette réponse inflammatoire endommage directement les 

tissus (Kvietys et Granger, 2012; Bedreag et al., 2015). Cette réponse démesurée est liée à un 

déséquilibre redox, marqué par une augmentation de la production de ROS/RNS. Ces derniers 

endommagent les biomolécules, provoquant une toxicité et des dommages organiques, et 

activent le NF-κB, amplifiant ainsi l'inflammation et le stress oxydatif (Zhou et al., 2001; 

Horton, 2003 ; Halliwell, 2009). 

 

           Nos résultats montrent que le PDTC inhibe la réponse inflammatoire, le stress oxydatif 

et limite les lésions pulmonaires. Le PDTC, un composé thiol aux propriétés anti-

inflammatoires et antioxydantes (Narsale et al., 2016), est utilisé comme inhibiteur de NF-κB 

et antioxydant dans divers modèles (Thompson et al., 2010 ;Li et al., 2012). Il atténue les 
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lésions pulmonaires, réduit l'infiltration cellulaire et la libération de cytokines inflammatoires 

(Cheng et al., 2010), améliore l'équilibre antioxydant (Yang et al., 2017) et réduit le 

dysfonctionnement mitochondrial. 

 

          Cette étude suggère un rôle protecteur du PDTC dans les lésions pulmonaires aiguës 

induites par CLP. Cependant, bien que les effets thérapeutiques du PDTC sur le syndrome 

septique soient prometteurs, la nature précise de son action nécessite des études 

supplémentaires pour mieux comprendre ses mécanismes chez les patients septiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                      

 

Figure 13. Effet de PDTC dans la modulation du stress oxydatif de la réponse inflammatoire 

à l’origine d’ALI/SDRA induit par sepsis. 
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   L'étude de l'effet du sepsis et du PDTC dans notre modèle de souris BALB/c suggère : 

- L'implication du stress oxydatif dans les altérations pulmonaires 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 pulmonaire, une hémorragie et des dommages oxydatifs 

pulmonaire. 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 poumon, 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. 

      L’ensemble de nos résultats ouvrent des perspectives très prometteuses quant à l’utilisation 

thérapeutique de PDTC comme traitement du sepsis. En outre, nous affirmons le rôle clé du 

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

- Etudier l’implication du stress oxydatif et l’effet de PDTC chez des patients septiques. 

- Rechercher des paramètres de diagnostic précoce du sepsis. 

- Etudier les mécanismes par lesquels le PDTC exerce son effet immuno-régulateur, anti-

oxydant et anti-inflammatoire. 

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

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

Cardiovasculai

re 

MAP≥7

0 mm 

Hg 

MAP≥7

0 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 
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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). 

 

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

 Appareillages:  

 

 

  

Centrifugeuse 

réfrigérée 

Spectrophotomètre  

Bain marrie 

Lecteur de 

microplaques 

ELISA 

Lecteur de 

microplaques 

ELISA 
 

Lecteur de 

microplaques 

ELISA 
 

 Agitateur 

 Homogénéisateur 

 Balance de 

précision  

PH mètre Centrifugeuse  

https://www.medicalexpo.fr/fabricant-medical/lecteur-microplaques-elisa-11374.html
https://www.medicalexpo.fr/fabricant-medical/lecteur-microplaques-elisa-11374.html
https://www.medicalexpo.fr/fabricant-medical/lecteur-microplaques-elisa-11374.html
https://www.medicalexpo.fr/fabricant-medical/lecteur-microplaques-elisa-11374.html
https://www.medicalexpo.fr/fabricant-medical/lecteur-microplaques-elisa-11374.html
https://www.medicalexpo.fr/fabricant-medical/lecteur-microplaques-elisa-11374.html
https://www.medicalexpo.fr/fabricant-medical/lecteur-microplaques-elisa-11374.html
https://www.medicalexpo.fr/fabricant-medical/lecteur-microplaques-elisa-11374.html
https://www.medicalexpo.fr/fabricant-medical/lecteur-microplaques-elisa-11374.html
https://www.medicalexpo.fr/fabricant-medical/lecteur-microplaques-elisa-11374.html
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 Liste des Listes de Réactifs et consommables: 

 

Tableau III : Liste des Listes de Réactifs et consommables. 

 

Réactifs et solutions Consommables 

NaCl, Na2HPO4, NaH2PO4, NaOH, SDS 

(Sodium Dodécyl Sulfate), 

 

 

Eppendorf 

 

KCl ,K2HPO4, KH2PO4 Lames et lamelles 

Bleu de coomassie G250, Muy-Grunwald,  

Giemsa, Hématoxyline-éosine 

 

Tube en plastique 3mL, Tube à vice en 

verre, Tube Falcon 15mL 50m 

Acide orthophosphorique 85%, Acide 

Acétique, HCl, TBA (Thiobarbituricacid), 

EDTA 

Cuve de spectrophotmètre 1et 3mL, Cuve 

en quartz 

BSA (Bovine serumalbumin) Flacon en verre, Boite de pétri, Papier pH 

Ethanol 100°, Formol, Trousse de dissection 

 

Annexes 3: 

Etude histologique par coloration standard à hématoxyline-éosine  

1. 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 altéré 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 mise dans des casettes en plastiques puis fixées dans du formol 

tamponé pendant 24 heures.   

2. 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 
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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 (tableauIV). 

Tableau IV. Circuit de la batterie de déshydratation et d’imprégnation du tissu à la paraffine. 

Etapes Réactifs Durée 

Fixation Formole tamponné à 4% 1h 

 

Deshydatation 

1 bain d’éthanol 70° 

1 bain d’éthanol 80° 

1 bain d’éthanol 95° 

3 bains d’éthanol 100° 

6h 

6h 

6h 

6hx3 

Inclusion 3 bains de xylène 

3 bains de paraffine 

3h x3 

3h x3 

 

     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 

libérés sont remplis par la paraffine, après refroidissement, on procède alors au démoulage ; on 

obtient des fragments tissulaires inclus dans un bloc de paraffine.  

3. 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 



                                                                                                             Annexes 
 

 

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. 

 Tableau V. Etapes de coloration hématoxyline- éosine.  

Etapes Réactifs Durée 

Déparaffinage Etuve 100°C  

3 bains de paraffine 3hx3   

1 bain d’éthanol 100°  

1 bain d’éthanol 95°  

1 bain d’éthanol 80°  

1 bain d’éthanol 70°  

1 bain d’eau distillée  

5min 

2min x3 

2min 

2min 

2min 

2min 

2min 

Coloration H-E Hématoxyline  

Lavage eau  

Eosine  

Lavage eau 

10min 

2min 

1min 

2min 

Déshydratation 3 bains d’éthanol 100°  

3 bains de Toluène  

45sec x3 

45sec x4 

 

4. Observation microscopique : 

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

anatomopathologiste. 


