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Résumé

Le sepsis est un probleme de santé mondiale, associant une exacerbation de la réponse de
I’héte vis-a-vis de I’agent infectant, un stress oxydatif et une défaillance d’organes. Le
syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA), une forme sévere de lésions pulmonaires

aigués (ALI, Acute Lung Injury) et survient chez 25% a 50% des patients atteints de sepsis.

L’objectif de notre méta- analyse, portant sur 16 travaux de recherche, est de mettre en
exergue I’implication du stress oxydatif dans les altérations pulmonaires induites par sepsis,
dans différents modéles animaux d’une part, et d’autre part le role de la mélatonine dans la

prévention de ceux-ci.

Les résultats montrent que le sepsis induit une mortalité chez les animaux et que la
mélatonine prévient cette mortalité. La mélatonine réduit également la charge bactérienne
dans les poumons et les liquides de lavage broncho-alvéolaire et péritonéal des animaux

septiques.

Le sepsis induit une réponse inflammatoire systémique et pulmonaire associée a un stress
oxydatif pulmonaire. La réponse inflammatoire est caractérisé par une augmentation du
nombre de leucocytes (neutrophile, macrophage) des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a,
IL-1PB, IL-6, et IFN-y). La mélatonine exerce un effet anti-inflammatoire systémique et
diminue le nombre de leucocytes et de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1p, I1L-6)

dans le sérum des animaux.

Le stress oxydatif induit par sepsis est caractérisé par une augmentation du taux des
marqueurs pro-oxydant (MPO, MDA, NO) associé a une diminution des taux de marqueurs
anti-oxydants (SOD, catalase, GSH) dans le poumon. La mélatonine exerce un effet

antioxydant et rétablie la balance prooxydant/antioxydant.

Les résultats histologiques confirment une destruction de 1’architecture du tissu
pulmonaire, associé une forte activation de la réponse immuno-inflammatoire, avec une
infiltration massive des leucocytes et la formation d’un cedéme pulmonaire. La mélatonine

prévient les dégats pulmonaires induits par sepsis.

Ces aboutissements stimulent des éventualités trés prometteuses quant a 1’utilisation

thérapeutique de la mélatonine comme traitement du sepsis.

Mots clés : Sepsis, stress oxydatif, inflammation, melatonine, poumon.



Abstract

Sepsis is a global health problem, combining an exacerbation of the host's response to the
infectious agent, oxidative stress and organ failure. Acute respiratory distress syndrome
(ARDS), a severe form of acute lung injury (ALI), occurs in 25% to 50% of patients with

sepsis.

The objective of our meta-analysis on 16 research works is to highlight the involvement of
oxidative stress in pulmonary alterations induced by sepsis in different animal models on the

one hand, and on the other hand the role of melatonin in the prevention of these.

The results show that sepsis induces mortality in animals and that melatonin prevents this
mortality. Melatonin also reduces the bacterial load in the lungs and bronchoalveolar and
peritoneal lavage fluids of septic animals.

The oxidative stress induced by sepsis is characterized by an increase in the level of pro-
oxidant markers (MPO, MDA, NO) associated with a decrease in the levels of anti-oxidant
markers (SOD, catalase, GSH) in the lung. Melatonin exerts an antioxidant effect and restores

the prooxidant / antioxidant balance.

The histological results confirm a destruction of the architecture of the lung tissue,
associated with a strong activation of the immune-inflammatory response with massive
infiltration of leukocytes and the formation of pulmonary edema. Melatonin prevents lung

damage caused by sepsis.

These achievements stimulate very promising possibilities for the therapeutic use of

melatonin as a treatment for sepsis

Keywords: Sepsis, oxidative stress, inflammation, melatonin, lung.
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Introduction

Introduction

Le sepsis est un syndrome de réponse inflammatoire systémique complexe et mortel, causé
par une infection bactérienne, virale ou parasitaire. Plus de 30 millions de sepsis sont enregistrés
chaque année, dans le monde avec un taux de mortalité des patients avoisinant les 40%
(Napolitano, 2018; Qiu et al., 2019).

Jusqu’a aujourd’hui aucune thérapie ne semble efficace pour traiter le sepsis. Tous les essais
thérapeutiques se sont révélées inefficaces voire délétéres. La mortalité élevée et I’absence d’un
traitement efficace reviennent a la physiopathologie complexe et ambigué du sepsis. Ceci
constitue, a ’heure actuelle, un défi majeur pour les chercheurs afin de définir, et cerner la
physiopathologie de cette affection et la traiter de maniere appropriée (Laroye, 2017 ;
Saloméo et al., 2019).

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

Un déséquilibre du systéeme redox (oxydant /antioxydant) méne a un état de stress oxydatif
caractérisé par une surproduction des ROS/RNS (Migdal et Serres, 2011).

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

mélatonine (Claustrat et al., 2015).

Dans le cadre du projet de fin d’études, il nous a été proposé d’étudier a I’aide d’un modele
un modele murin de sepsis polymicrobien, I’implication du stress oxydatif dans les altérations
pulmonaires induite par sepsis et I’effet de la mélatonine sur ces derniers. Nous avions pour

objectifs de :

v Le développement d’un modéle murin de sepsis polymicrobien.

v' Evaluer la réponse immuno-inflammatoire systémique au cours du sepsis par
dosage de laCRP, FNS...

v’ Evaluer le statut redox pulmonaire par dosage des marqueurs de stress oxydatif,
pro-oxydants (MDA, MPO, NO) et antioxydants (Catalase et GSH).
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v Etudier les dommages pulmonaires induits par sepsis par une étude histologique.
v’ Evaluer les effets antioxydants et anti-inflammatoires de la mélatonine sur le sepsis
induit par CLP.

La survenue de la pandémie au SARS-Cov2 et I’expansion de la COVID-19, avec le
confinement qui s’en est suivi, a contraint les structures sanitaires et universitaires a arréter
toute activité. Nous avons ainsi effectué une méta-analyse de 16 travaux de recherche afin de

répondre aux objectifs mentionnés précédemment.



Rappels bibliographigues

l. Sepsis

Le sepsis est un probleme de santé mondial et continue d'étre la principale cause de déces par
infection. Le taux de mortalité associé au sepsis demeure élevé (>40%) et aucun traitement ne
semble efficace (Napolitano, 2018; Qiu et al., 2019).

En 2017, 11 millions de cas de déceés par sepsis ont été signalé dans le monde parmi 48,9
millions cas enregistré. Le taux de mortalité était plus élevé chez les hommes comparés aux
femmes (164,2/100 000 contre 134,1/100 000). Les nouveau-nés et les enfants ayant un age
<5ans (20,3 millions cas) ainsi que les personnes agés de plus de 20ans (23,7 millions cas)

étaient les plus touchés par le sepsis (Rudd et al., 2020).
1.1. Définition du sepsis

Le sepsis est le terme anglo-saxon venant du grec ofjym, qui signifie putréfaction ou putridité.
Il a été décrit pour la premiere fois par le philosophe musulman Ibn Sina comme une

putréfaction du sang et des tissus avec fievre (Majno, 1991).

Le sepsis est un syndrome physiopathologique complexe et hétérogeéne, qui est causé par une

réponse déséquilibrée et excessive de I'n6te a une infection.

En 1991, la premiere définition consensuelle du sepsis a été le Syndrome de Réponse
Inflammatoire Systémique (SIRS) a une infection microbienne, avec SIRS attesté par la
présence d'au moins deux critéres parmi les 4 suivants: (i) température >38°C ou <36°C, (ii)
fréquence cardiaque >90 battements/minute, (iii) fréquence respiratoire >20 cycles/minute ou
pression artérielle en CO2 <32 mmHg, (iv) nombre de globules blanc >12 000 cellules/pL ou
<4 000 cellules/puL ou présence d'au moins 10% de granuleux immatures (Singer et al., 2016).
Le SIRS pourrait s’aggraver en sepsis sévere (sepsis et dysfonctionnement d’un organe) puis en

choc septique (sepsis et hypotension sévéere) (Bone et al., 1992) (Figure 1).

Cette définition a connue deux mises a jours en 2001 et en 2016 et ’association entre
I’inflammation et 1’infection ainsi que les critéres de SIRS ont été abandonnés (Levy et al.,
2001 ; Singer et al., 2016). En effet, une réaction de I'néte a une infection implique non
seulement I'activation des réponses pro et anti-inflammatoires, mais également des
modifications des voies non immunologiques (cardiovasculaire, autonome, neurologique,
hormonal, métabolique et coagulation). De plus, I’utilisation de 2 critéres de SIRS ou plus pour

identifier le sepsis a été considéré d’une spécificité et une sensibilité inadéquates, étant
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donné que la fiévre, la tachycardie, la tachypnée et les modifications des globules blancs

pourraient refléter une infection seulement (Singer et al., 2016)

Le sepsis est maintenant défini comme un dysfonctionnement mortel d’organes causé par
une réponse dysrégulée de I'h6te a l'infection. Il est aggravé en choc septique, caractérisé par
des anomalies circulatoires, cellulaires et métaboliques particulierement profondes augmentant

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

Les nouveaux critéres cliniques du sepsis incluent une infection suspectée ou confirmée avec
un dysfonctionnement d’organe, identifié¢ par une augmentation de deux points ou plus du score

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

Un score clinique simplifié et rapide appelé quickSOFA (qSOFA), utilisé en milieu
extrahospitalier, est basé sur deux des critéres cliniques suivants : (i) fréquence respiratoire >
22 cycles/min, (ii) pression artérielle systolique < 100 mm Hg (iii) Altération des fonctions

supérieures (encéphalopathie ou syndrome confusionnel, score de Glasgow <14).

Le choc septique est identifié, en plus des critéres cliniques de sepsis, par une exigence de
vasopresseur pour maintenir une pression artérielle supérieure ou égale a 65 mm Hg et un taux

de lactate serique supérieur & 2 mmoles/L (>18 mg/dL) (Singer el al., 2016).

Sepsis 3: 2016

e Definition of sepsis

Sepsis 1: 1991

e Defined by 2 or more criteria * Life-threatening organ dysfunction
caused by a dysregulated host response to

infection

* SIRS + Infection = Organ dysfunction

- - ‘ » Assessed using the SOFA score*
» Sepsis + at least one sign of

organ dysfunction o Sepsis clinical criteria

Severe
Sepsis

* Infection + change of 2 or more

* Severe sepsis with refraCtory parameters in the SOFA score*

hypotension

SOFA Variables * —
Pa0,/Fi0, ratio
Glasgow Coma Scale score

€€

» Sepsis with persistent hypotension

Mean arterial pressure

Administr vasopressors requiring vasopressors to maintain MAP
:"“"" Lol '”;““l'"‘ 265mmHg and a serum lactate 22mM
prum Creatinine of urine outpu
Bilsrubin
Platelet count JAMA. 2016;315(8):801-810. doi:10.1001/jama.2016.0287

Figure 1. Diagramme comparatif des definitions de sepsis décrite par les conférences de
consensus de 1991 et 2016 (Singer et al., 2016).
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1.2. Physiopathologie du sepsis

Le sepsis est le résultat d’une activation excessive et maintenue du systeme immunitaire par

des stimuli & la fois infectieux et non infectieux. La réponse de I'hdte durant les syndromes

septiques est une succession de phases hyper inflammatoires et de phases d’immunodépression.
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Figure 2. Réponse immuno-inflammatoire au cours du sepsis (Derek et al., 2013). La réponse
de I'h6te lors du sepsis est caractérisée a la fois par des réponses pro-inflammatoires (en haut du panneau,
en rouge) et des réponses immunosuppressives anti-inflammatoires (en bas du panneau, en bleu). La
direction, I'étendue et la durée de ces réactions sont déterminées a la fois par les facteurs de I'hdte (par
exemple, les caractéristiques génétiques, I'dge, les maladies coexistantes et les médicaments) et les
facteurs pathogenes (par exemple, la charge microbienne et la virulence). Les réponses inflammatoires
sont initiées par l'interaction entre les motifs moléculaires associés aux pathogénes exprimés par les
agents pathogenes (PAMPS) et les récepteurs de reconnaissance de formes exprimés par les cellules
hotes a la surface cellulaire PRRs (récepteurs de type Toll [TLR] et récepteurs de lectine de type C
[CLRY]), sur la membrane plasmique, sur I'endosome (TLR) ou dans le cytoplasme (récepteurs de type
géne 1 inductibles par I'acide rétinoique [RLR] et récepteurs de type domaine d'oligomérisation se liant
aux nucléotides [NLR]). La conséquence d'une inflammation exagérée est une lésion tissulaire
collatérale et la mort nécrotique des cellules, ce qui entraine la libération de modéles moléculaires
associés aux dommages (DAMPs), des molécules dites de danger qui perpétuent I'inflammation au
moins en partie en agissant sur les mémes récepteurs PRRs qui sont déclenchés par des agents

pathogenes.
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1.2.1. Phases hyper-inflammatoires

Au cours du syndrome septique, le systéme immunitaire innée reconnait par les récepteurs
« PRR » (Patterns Recognition Receptors) des motifs hautement conservés spécifiques des
pathogenes ou « PAMPs » (Pathogen-Associated Molecular Patterns) ou des motifs
moléculaires associés aux dommages cellulaires ou « DAMPs » (Alarmines, Damage-
Associated Molecular Patterns). Il résulte de cette interaction une reéaction inflammatoire qui
débute par une phase pro-inflammatoire contrebalancée par une phase anti-inflammatoire

excessive, maintenue et non equilibrée (Figure 2).

L’activation des PRR par les PAMPs/DAMPs initie une signalisation intracellulaire qui
résulte en une activation de différents facteurs de transcription dont le NF-kB (Nuclear Factor
kB). Ce dernier régule I'expression de médiateurs pro/anti-inflammatoires, dont notamment les
cytokines : 1'lIL-1p, le TNFa, IL 12, IL 18, I'INFy et IL10 ; les chimiokines : IL-8 ; des molécules
d’adhérence : ICAM-I, VCAM-1 ; des enzymes : iNOS, Cox-2, SOD et les facteurs de
coagulation : facteur tissulaire. Ces médiateurs vont induire, d’une part, la production de
nouveaux médiateurs inflammatoires et contribuer, d’autre part, au développement et au

maintien des réponses immunitaires innée et adaptative (Grimaldi, 2014) (Figure 2).

Ainsi, un cycle vicieux est instauré et une libération massive de cytokines a I'échelle
systémique qualifiée d' « Orage cytokinique » ou d’état d'hyper-inflammation systémique est

observée (Pougol, 2016).

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

Les lymphocytes T effecteurs migrent vers le site infectieux et participe, de par leurs activités
helper et cytotoxiques a I’amplification de la réponse immune et a I'élimination des pathogénes
et des cellules infectées. L immunité humorale n’est pas en reste, puisque des anticorps immuns
sont générés apreés activation prolifération et différentiation des LB. Ces anticorps sont une
fraction soluble trés importante puisqu’elle est capable de neutraliser le germe infectieux et
d’induire des mécanismes spécifiques tels que, 1’activation du systtme du complément,

I’opsonisation et I’ADCC (Grimaldi, 2014) (Figure 2).
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Les réponses inflammatoires caractéristiques du sepsis comprennent également l'activation
du systeme du complément, du systéme de coagulation et de I'endothélium vasculaire, dont les
fonctions sont étroitement interconnectées et trans-régulées (Van der Poll et al., 2017). Une
forte activation de ces derniers contribue au dysfonctionnement endothéliale, au défaut d’apport
en oxygene dans les tissus (hypoxie), la formation de thromboses microvasculaires secondaires
a une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD), au défaillances d’organes et
éventuellement a la mort (Bougle et Annane, 2007 ; Tesniere et al., 2008 ; Cimolai et al.,
2015).

Plusieurs travaux de recherche ont démontré le réle clé du NF-xB dans la pathogénése, le
dysfonctionnement d’organe et la 1étalité au cours du sepsis. Il fut démontré que le niveau
d’activation du NF-kB est positivement corrélée a la gravité du sepsis montrant une
augmentation de son activité chez les patients septiques décédés par rapport aux survivants
(Arnalich et al., 2000; Fan et al., 2001).

1.2.2. Phase d’immunodépression

La deuxiéme phase de la réponse de I’hote dans le syndrome septique est la phase
d’immunodépression. Il s’agit d’une suppression immunitaire caractérisée par une altération
des cellules immunitaires innées et adaptatives (apoptose, altérations fonctionnelles et
modifications phénotypiques), qui ne seront plus capable de combattre 1’infection. Des études
indiquent que le sepsis est associé a une forte déplétion des lymphocytes T (CD4+ et CD8+) et
B et des cellules dendritiques (DC) qui subissent une apoptose ainsi qu’une reprogrammation
des cellules présentatrice de l'antigéne (monocytes/macrophages) (Boomer et al., 2011 ;
Hotchkiss et al., 2013) (Figure 3).
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Figure 3. Altération des fonctions immunitaires (immunodépression) au cours du sepsis (Venet
et Monneret., 2017). La réponse immunitaire innée est modifiée aprés sepsis chez les patients ainsi
que dans les modeles murins. Ces altérations immunitaires se produisent non seulement dans le sang,
mais également dans la moelle osseuse et dans les organes distants du site initial de I'infection. Ces
altérations incluent, (i) une libération excessive, par la moelle osseuse, de neutrophiles immatures et de
cellules myéloides suppressives (MDSC) (ii) des altérations fonctionnelles des neutrophiles matures, (iii)
des altérations phénotypiques et fonctionnelles des monocytes/macrophages et des cellules dendritiques,
(iv) ces altérations concernent des fonctions effectrices diminuées, la production accrue de médiateurs
anti-inflammatoires et une augmentation de l'expression des inhibiteurs des points de contrdle
immunitaires. Ces modifications sont délétéres pour I’hdte, elles entrainent une diminution de la réponse

de premiére intention contre l'infection et une modification des fonctions des lymphocytes T.
1.3. Dysfonctionnement pulmonaire associé au sepsis

Le poumon est l'organe le plus vulnérable lors du syndrome septique. Le syndrome de
détresse respiratoire aigué (SDRA), une forme sévére de lesions pulmonaires aigués (ALI,
Acute Lung Injury), survient chez 25% a 50% des patients atteints de sepsis (Cohen, 2002).
L’ALI est caractérisé par un cedéme alvéolaire, une insuffisance respiratoire hypoxémique
aigué et une réponse inflammatoire pulmonaire accrue (Bedirli et al., 2007 ; Choudhury et
al., 2015).
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Bien que le sepsis soit le déclencheur le plus courant d’ALI, les mécanismes sous-jacents ne
sont pas completement compris, limitant la découverte de traitements efficaces. Des études
antérieures ont révélé que la physiopathologie d’ALI induit par sepsis est complexe et
multifactorielle, y implique une activation incontr6lé de I’inflammation, un dysfonctionnement
endotheéliale, des changements hémodynamiques et des troubles microcirculatoires, une
apoptose des cellules épithéliales alvéolaires, un stress oxydatif excessif, et un
dysfonctionnement de la coagulation (Sano et Reed, 2013 ; Zarjou et Agarw al., 2011 ; Lin
et al., 2015).

Malheureusement et malgré des décennies de recherche, il n’existe aucune stratégies de
prévention ni de thérapie efficaces pour I'ALI en raison des complications de I'étiologie et de la
pathogenése de I'ALLI.

1.4. Stress oxydant cellulaire et sepsis
1.4.1. Définition du stress oxydant

Dans des conditions physiologiques, une production contrélée et a des doses raisonnables
des espéces réactives de 1’oxygene/nitrogene (ROS/RNS) est indispensable & de nombreuses
fonctions physiologiques comme la signalisation cellulaire, la mort cellulaire programmée et la
réponse immunitaire (Ye et al., 2015 ; Belaich, 2016). Le taux des ROS/RNS est maintenu a
des concentrations physiologiques grace a un équilibre entre leur production par le systéme pro-

oxydant et leur élimination par le systéme antioxydant.

Cependant, un déséquilibre entre les systémes pro-oxydant/antioxydant, en faveur d’une
surproduction de ROS/RNS, pourrait survenir lorsque les défenses anti-oxydantes sont surmené
par l'augmentation des oxydants ou affaiblies par une carence d'apport et/ou de production
d'antioxydants. Cette rupture de I’homéostasie redox est appelée stress oxydant (Kirschvink et
al., 2008 ; Migdal et Serres, 2011).

1.4.2. Systemes pro-oxydant/antioxydant

Les ROS/RNS cellulaires sont génerés principalement par la chaine respiratoire
mitochondriale mais également par des enzymes dont la NADPH oxydase, la xanthine oxydase
et la NOSynthase.

Les ROS résultent d’une réduction de I’oxygeéne moléculaire (O2) alors que les RNS sont
issus de 1’azote (N). Ainsi, la réduction ¢électronique de 1’oxygéne donne 1’anion superoxyde

(O2+—) qui constitue une espece radicalaire toxique a de forte concentration. Ainsi, le systeme
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antioxydant s’adapte aux taux de ROS et I’anion superoxyde est rapidement transformé par une
réaction de dismutation en peroxyde d’hydrogéne (H202), catalysée par une enzyme
antioxydante la superoxyde dismutase (SOD). Bien que le peroxyde d’hydrogéne ne soit pas en
soi un radical mais une molécule oxydante, il est lui-méme toxique et capable de donner
naissance, via des réactions de type « réaction de Fenton », a la plus délétére des especes
radicalaires du stress oxydant, le radical hydroxyle ‘OH. Le peroxyde d’hydrogéne est
transformé en eau par la catalase (CAT) et par le systeme antioxydant de glutathion peroxydase/
Glutathion réduit (GPx/GSH) (Bouguirne, 2012 ; Shah et al., 2014).

Les principales RNS sont le radical monoxyde d’azote (*NO) et le peroxynitrite (ONOO-).
Le *NO est synthétisé par I’Oxyde nitrique synthase (NOS) a partir de la L-arginine, en présence
d’oxygene. Le *NO forme avec 1’anion superoxyde O2+— un puissant oxydant, le peroxynitrite

(ONOO-) (Shah et al., 2014 ; Phaniendra et al., 2015).

Les ROS/RNS produites altérent les molécules cellulaires (ADN, protéines, lipides et

glucides) conduisant au dysfonctionnement d’organes caractéristique de sepsis (Galley, 2011 ;

Nagar, 2018).

Endogenous / .- NO® =
Exogenous sources ’ 02 » | ONOO
SOD 1/SOD 2/SOD 3
2+ o -
. Fe 2 .
OH |- » | OH
Fenton reaction Haber Weiss reaction

HZOZ
RH
1 2GSH NADPH
R‘ CAT GPx GR
1 o, GSSG NADP

RO’/ ROO’ H,0+0,

Figure 4. Production des espéces réactives de I’oxygene/ de nitrogéne (ROS/RNS) et leur
neutralisation par des antioxydants (Olawale et al., 2015). CAT : catalase; GPx : glutathion
peroxydase; GR : glutathion réductase; SOD:superoxyde dismutase; RH : lipide membranaire;

R., radical alkyle.
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1.4.3. Role du stress oxydant dans le sepsis

Au cours de ces dernieres années, de nombreuses études ont décrit le stress oxydatif chez les
patients atteints de sepsis, avec des preuves de production de ROS/RNS associée a des
dommages d’organes, et une déplétion antioxydante (Spanidis et al., 2015 ; Yamaguchi et al.,
2018 ; Pahlavani et al., 2019). Le niveau de stress oxydatif semble corrélé avec la sévérité de
sepsis. 1l est significativement plus élevé chez les patients atteints de SIRS avec défaillances
d’organes que chez ceux n’ayant pas de défaillances d’organes et pourrait contribuer a la
survenue de multiples défaillances d’organes (Motoyama et al., 2003 ; Huet et al.,2007). De
plus, le stress oxydatif semble jouer un rdle dans le maintien de la réponse inflammatoire
systémique via I’activation des réponses inflammatoires par les voies redox (Arnalich et al.,
2000).

Néanmoins, I’importance du stress oxydatif est sous-estimée malgré les preuves de son réle
central dans la pathogénése du sepsis. La notion de stress oxydatif n’a pas été soulignée dans

les directives de la derniére conférence de consensus de 2016.

1.5. Modéle de sepsis

L’objectif central de tous les modéeles de sepsis est de reproduire fidelement une pathogenése
cliniguement pertinente, similaire a la maladie observée chez I'nomme. Plusieurs
caractéristiques cliniques de sepsis humaine sont utilisées pour valider la pertinence de modéles

animaux (Buras et al., 2005).

Les modeles animaux peuvent fournir des informations importantes sur les mécanismes de
la réponse de I'ndte aux agents pathogenes. Sur la base de I'agent d'initiation, les modeles de

sepsis peuvent étre divisés en trois catégories (Buras et al., 2005).
- Administration exogene d'une toxine (LPS, les endotoxines ou le zymosan) ;
- Administration exogene d'un agent pathogene viable (comme une bactérie);

- Altération de la barriére protectrice endogeéne de lI'animal (induisant une perméabilité du

cblon, permettant une translocation bactérienne).

Le modele de péritonite est celui qui est le plus souvent utilisé. Il s’agit d’une ligature et
ponction cacale (CLP).Ce modeéle, décrit il y a plus de trente ans, consiste a exposer le ceecum

pour le ligaturer puis le perforer avec une aiguille. Ce modéle comporte a la fois une

11
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infection bactérienne mais également une atteinte ischémique du tube digestif (Bouroche,
2012).

Le modele monobactérien est aussi utilisé pour induire le sepsis, par injection d’une dose
sublétale d’une suspension bactérienne en intra-péritonéale ou en intraveineuse. Une variété
d'especes bactériennes est utilisée pour induire le sepsis particulierement le Gram négatif a leur
téte Escherichia coli. Théoriquement toutes les bactéries a Gram neégatif pathogene
opportunistes pour I’homme peuvent étre utilisées dans des modeles murins de sepsis. Nous
citons : Klebsiella pneumoniae (Toky et al., 2003), Serratia marsescens (Iwaya et al., 2005),
Salmonella (Mathur et al., 2012).

1.6. Mélatonine

La mélatonine ou N-acétyl-5-méthoxytryptamine », fut isolée et identifiée pour la premiére
fois en 1958 par un dermatologue Américain, Aaron Lerner. Il s’agit d’'une neurohormone
principalement synthétisée par 1’épiphyse ou glande pinéale. Son nom vient du grec peioc
[melas]= noir et movoo [tonos]= tension qui signifie concentration, revient au fait qu’elle

éclaircit la peau de grenouille, par agrégation des mélanophores (Lerner et al., 1959).

1.6.1. Biosynthese de la mélatonine

Bien que principalement synthétisée par la glande pinéale, la mélatonine peut également étre
synthétisée dans des proportions infimes par d’autres organes et tissus tels que la rétine, le
tractus gastro-intestinal, les follicules pileux épithéliaux, la peau, la rétine, les globules rouges

et les plaquettes (Favero et al., 2017).

La mélatonine est synthétisée et sécrétée chez tous les mammiféres selon un rythme circadien
dont le pic plasmatique coincide toujours avec une période d’obscurité. Elle est synthétisée dans
les pinéalocytes dans la glande pinéale a partir du L-tryptophane. Le L- tryptophane est d’abord
hydroxylé en 5-hydroxytryptophane par la L-tryptophane hydroxylase avant d’étre décarboxylé
par un aminoacide decarboxylase pour donner la sérotonine (5-hydroxytryptamine). La
sérotonine est ensuite N-acétylée par la N-acétyl- transférase (NAT) et O-méthylée par
I’hydroxyindole-O-méthyltransférase (HIOMT) pour donner la mélatonine (Claustrat et al.,
2015). Une fois produite, lamélatonine est rapidement libérée dans le sang veineux pour accéder
a tous les tissus, les compartiments cellulaires et les fluides (Venegas et al., 2012 ; Acufia
Castroviejo et al., 2014). Cependant, le profil

12
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plasmatique de la mélatonine varie de fagon journalieres, annuelles, interindividuelles (selon le

chronotype) mais aussi au cours de la vie d’un méme individu.

La demi-vie d’absorption est de 0,4 heure et les taux augmentent dans le plasma au bout de

30 min & 3 heures (Villette, 2017).

Tryptophan

[ 5-hydroxitryptophan J

Serotonin

[ N-acetylserotonin J

HIOMT |

Figure 5. Biosynthése de la mélatonine a partir de L-Tryptophane (Awad Alkozi, 2019).
AANAT : arylalkylamine Nacétyltransférase; AC : adénylate cyclase; HIOMT : hydroxyindole-O-
méthyltransférase; CAMP :cyclic adenosine monophosphate; CREB : cAMP response element-binding
protein; NAS : N-acetyl 5-méthoxytryptamine; NE : norépinephrine; PKA : protéine kinase A.

1.6.2. Mécanisme d’action de la mélatonine

Tout comme d’autres hormones, la mélatonine agit par I’intermédiaire de récepteurs
membranaires et nucléaires. Toutefois, la mélatonine pourrait agir par d’autre mécanismes,
parmi lesquels : interaction avec des protéines cytosoliques, interaction avec les mitochondries,
neutralisation des ROS/RNS (Acuiia Castroviejo et al., 2007).

13
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- Les récepteurs membranaires

Trois récepteurs membranaires mélatoninergiques ont éte identifiés et caractérisé
pharmacologiquement : MT1, MT2 et MT3. Les deux sous-types MT1 et MT2 sont des
récepteurs couplés aux protéines G et appartiennent a un groupe de sites pharmacologiques a
haute affinité, tandis que M T3 a été caractérisé comme enzyme participant a la protection contre
le stress oxydatif, et appartient a un groupe de sites de basse affiniteé (Villette, 2017). La
mélatonine exerce ses principaux effets via ses récepteurs de haute affinit¢ MT1 et MT2 (MTR),
exprimés au niveau du systeme nerveux central et au niveau des tissus périphériques
(Hardeland et al., 2006 ; Benleulmi, 2014)

- Les récepteurs nucléaires

La mélatonine ne semble pas se lier qu’a des récepteurs membranaires, mais également a des
sites de liaisons intracellulaires. Elle est dotée d'une forte lipophilie, ce qui lui permet de
traverser facilement les membranes cellulaires (Ambroise-Thomas, 1998). Un récepteur
nucléaire mélatoninergique a été identifié. Il fait partie de la famille de la superfamille des
récepteurs nucléaires orphelins RZR/ROR (retinoid-related orphan receptor/retinoid Z receptor),
constitué de trois sous-types (a, B et y) (Wang et al., 2015). Le RORa est ubiquitaire et est
largement exprimé dans les tissus périphériques, en particulier le foie, les muscles et dans les
leucocytes sanguins. Le RORP est exprimé dans le cerveau au niveau de la glande pinéale, de
I’hypothalamus et du thalamus alors que le RORy est exprimé dans les muscles squelettiques,
le thymus, le pancréas, la prostate, le cceur et le foie.

Ces récepteurs nucléaires orphelins pourraient jouer un rdéle dans [’action
immunomodulatrice de la mélatonine (Wang et al., 2015). Ces facteurs de transcriptions
régulent de nombreux processus biologiques comme le développement embryonnaire, le rythme
circadien, les processus de différenciation et de prolifération cellulaire, la réponse immunitaire
et le métabolisme cellulaire. Ceci aurait pour effet la régulation de I'expression d'enzymes anti-
oxydantes, telles que la glutathion peroxydase (GPx), la glutathion réductase (GRd) et la
superoxyde dismutase (SOD), et la régulation négative des enzymes pro- oxydantes, telles que
les NOS, en particulier les INOS (Sarti et al., 2013).

I. 6. 3. Effets physiologiques de la mélatonine

Le role de la mélatonine dans I’homéostasie du corps humain n’est pas encore bien connu.

Néanmoins différentes études ont permis de mettre en évidence 1’influence de celle-ci sur

14
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différents processus physiologiques. Ainsi, 1’action principale de la mélatonine in vivo, semble-

t-elle étre en rapport avec la synchronisation des rythmes nycthéméraux liée a I’environnement.
1.6.3.1. Effets antioxydants de la mélatonine

La mélatonine est une molécule riche en électrons, et est capable de céder ces électrons pour
neutraliser directement les ROS/RNS dont : le radical hydroxyle OHe, I’anion superoxyde, le
peroxyde d'hydrogene et le peroxynitrite (Acufia-Castroviejo et al, 2001). En outre, la
mélatonine active le systéme antioxydant et stimule 1’expression des enzymes antioxydantes.
Elle régule I’expression de la catalase, et de la SOD et augmente 1’activité de la glutathion
peroxydase (GPx) et réductase (GRd) (Acumia Castroviejo et al., 2007 ; Ortiz et al., 2014).
Elle stimule le cycle de glutathion (GSH) et régule ainsi la balance du glutathion oxydé
(GSSG)/glutathion réduit (GSH) (Urata et al., 1999).

1.6.3.2. Effets régulateurs de I’homéostasie mitochondriale

La mélatonine s’accumule dans les mitochondries a des concentrations élevées, ou elle
élimine les ROS/RNS. Elle protege également la cardiolipine de l'oxydation et prévient les
complexes des chaines respiratoires, ainsi que 'ADNmt des attaques des radicaux libres,
protégeant ainsi le port de transition de permeéabilité membranaire (mPTP), empéchant
I'apoptose cellulaire (Sarti et al., 2013). Cependant, I’effet régulateur de 1’homéostasie
mitochondriale de la mélatonine ne semble pas se limiter a son pouvoir antioxydant exercer a
I’intérieur de la mitochondrie, mais également a de multiples effets sur la mitochondrie, parmi
lesquels : I’augmentation de la biogenése mitochondriale, la prévention de l'apoptose par

modulation de I'noméostasie du calcium (Acufia-Castroviejo et al., 2017).

1.6.3.1. Effets sur le systéme immunitaire

La mélatonine exerce un effet immunostimulant via I’activation des récepteurs de haute
affinité exprimés a la surface des cellules immunocompétentes (lymphocytes et neutrophiles
circulants et lymphocytes T helper). Il a été rapporté, qu’en se liant aux cellules
immunocompétente et surtout au niveau des LT CD4+, la melatonine pourrait stimuler la
synthese de lymphokines (IL-2, IFN-y), ainsi que des peptides opioides et moduler les fonctions
immunitaires. De plus, les IFN-y augmentent la production de la mélatonine par les

lymphocytes T humains et les macrophages in vitro (Bruls et al., 2000 ; Devavry, 2011).
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1.6.4. Role thérapeutique de la mélatonine dans le sepsis

Les effets bénéfiques de la mélatonine dans le sepsis ont été démontrés aussi bien dans des
¢tudes sur des modeles animaux et sur des patients. Ceci pourrait étre expliqué par 1’effet
pléiotrope, antioxydant, anti-inflammatoire, anti-apopotique, que présente la mélatonine (Wei

Hu et al ., 2017). Plusieurs études rapportent cet effet protecteur :

- La mélatonine inhibe la réponse inflammatoire et diminue la mortalité induite par le
sepsis dans différents modéles de sepsis (Fink et al., 2014 ; Rahim et al., 2017 ; Wei
Huetal ., 2017).

- La mélatonine administrée chez des patients atteints de sepsis prévient la mortalité,
réduit le stress oxydatif, améliore 1’état clinique et les parametres biochimiques des

patients (Gitto et al., 2001 ; El Frargy et al., 2015 ; Madrid-Navarro et al., 2015).
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Figure 6. Schéma récapitulatif de certains mécanismes moléculaires a la base des effets anti-
inflammatoires, antioxydants et antiapoptotiques de la mélatonine. aMT : mélatonine, adaptée

de (Favero et al., 2017).
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Chapitre 11. Matériel et Méthodes

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

collaboration avec 3 laboratoires :

v’ Laboratoire de pédagogie Biologie Cellulaire et Moléculaire de la FSB de 1’université
de Blida 1.
v’ Laboratoire de pharmacologie cellulaire et signalisation de la FSB-USTHB.

v' Laboratoire d’anatomie pathologique du CPMC d’Alger

La survenue de la pandémie au SARS-Cov2 et I’expansion de la COVID-19 a profondément
touché plusieurs secteurs, notamment 1’enseignement supérieur et la recherche scientifiques,
dans le monde et en Algérie. Dans ces circonstances, exacerbées par le confinement total de la
wilaya de Blida, premier foyer de I’infection et lieu de notre résidence, notre travail est limité a

une meta-analyse.

Ainsi, notre étude est une méta-analyse de 16 travaux de recherche dont 15 articles et un

mémoire de master. Ces travaux de recherche répondent a nos objectifs axés sur :

- L’implication du stress oxydatif dans les altérations pulmonaires induites par sepsis
dans différents modéles animaux.
- Le rble de la mélatonine dans la prévention du stress oxydatif, de la réponse

inflammatoire et des altérations pulmonaires induits par sepsis.
I1.1. Matériel

Nous avons élaboré une synthése des différents travaux de recherche mentionnée en tableau
I. Différents modeles murins de souris (C57BL/6, BALB/c, ICR Imprinting Control Region) ou
de rats (Wistar, Sprague—Dawley) ont été utilisés. Des modeles expérimentaux de sepsis
polymicrobien (CLP, Cecal Ligation Puncture ou FIP, Feces-Injection-in-Peritoneum) ou par
endotoxémie (LPS, LipoPolySacharide) ont été également élaboré (Rahimet al., 2012 ; Chen
etal., 2014 ; Anetal., 2016 ; Chen et al., 2018 ; Hong et al., 2018 ; Cardoso- Sousa et al.,
2019 ; Cinar et al., 2019 ;Kingir et al., 2019 ; ;Li et al., 2019 ; Qin et al., 2019 ; Xu et al.,
2019a ;Xu et al., 2019b ; Akbulut et al., 2020 Ibrahim et al., 2020 ; Kostakoglu et al., 2020;
Wang et al., 2020).
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Tableau | : Récapitulatif des 16 études utilisees en méta-analyse.

Rats Wistar ~ Male &' FIP (24h/72h) -Protocole :2 lots (C, FIP 24h/72h). Les

(200 £97g) (n=7) 200 mg/kg/ip rats ont été sacrifié aprés 24h 72h de
Poumon sepsis.
- Parameétres : Histologie du poumon
H-E ; stress oxydatif pulmonaire (MPO
MDA, GSH, catalase) .
Rat Mile & CLP+aMT(72) -Protocole : 3 lots (CS, CLP,
Sprague— (n=10) Poumons CLP+Mel); la mélatonine administrée a
Dawley 20mg/kg/ip & 30min puis 50mg/kg/ip a
(350-400 g) 6h, 24h.
- Sacrifice aprés 72h de CLP.
-Parameétres : Survie, IL-6, GB sérique
; Histologie du poumon H-E.
Rat Sprague ~ Male &' CLP+aMT (48h) -Protocol :3lots(C,CLP,CLP+Mel) ;la
—Dawley Survie sérum mélatonine administrée a 300mgr/kg/ip
(220-250g) 7j a 3h,6h,12h,18h,24h.Animaux sacrifiés
(n=20) apres 48h de CLP.
Dosage -Paramétres :Catalase , SOD,MDA ,
(n=8) TNF a , IL-1P dans le sérum.
Rat Male & CLP (18h) - Protocole :2 lots : CS, contrdle Sham
Sprague— (n=6) Poumon ; CLP 18h.
Dawley - Parametres : Histologie du poumon
(180-220 g) H-E ; Stress oxydatif pulmonaire
(MDA)
Souris Mile & LPS (4h) (4mg/kgl/ip) - Protocole: 4 lots (C, FIP 6h; C, LPS
C57BL/6 (n=10) ; 4h). Les souris ont été sacrifiées apres
FIP (6h) (3.75g/kg, 4h de LPS et aprés 6h de FIP.
i.p) - Parametres : survie; Histologie du
Poumon, sérum poumon  H-E;  stress  oxydatif

pulmonaire (MPO, MDA, GSH, SOD)
; Cytokines sériques (IL-6, TNF-a).

Rats Wistar ~ Male & CLP (12h) -Protocole :2lots :contréle
(2600) Poumon droit Sham ;CLP24h.
BALF - Parameétres : Cytokines pro-

inflammatoire IL-1p et IFNy ,
proteines dans le BALF (liquide
fluide) de lavage broncho —
alvéolaire) ;Histologie pulmonaire H-
E ;stress oxydatif(MDA,SOD,catalase)

pulmonaire.
Rats wistar ~ Femelle CLP (12h) -Protocole : 2lots (CS,CMel
(250-300g) @ poumons CLP,CLP+Mel).
(n=6) -parametres : histologie du poumons
H-E ; stress oxydatif pulmonaire
(MDA).
Souris Male & CLP (12 /24h) -Protocol :2lots( CS,CLP 12h /24h) de
C57BL/6 (n=9) Poumons , sérum CLP. Les souris ont été sacrifiées apres
(20-259) 48h de CLP.
-paramétres : survie, Histologie du
poumons H-E ; stress oxydatif
pulmonaire

(MPO ,MDA,GSH,SOD),cytokines
sérique (IL-6, TNF-a).
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Souris
BALB/c
(20-25 g)

Souris
C57BL/6

Souris
C57BL/6

Souris
C57BL/6
(20-25 g)

Souris
ICR(20-25
9)

Rats Wistar
(200-3009)

Rats Wistar
(200+/-979)

Femelle

Mile &
(n=10)

Male &
(n=10)

Male &
(n=10)

Femelle

?

Male &
n=18

Mile &
(n=10)

LPS

(48h)

(4mg/kg/intratrachéal

)-4ml/kg
Poumon,
Sérum
CLP +aMT
(24h)
Poumon

CLP +aMT
(24h)
Poumon

CLP (24h)
Poumon

LPS

BALF,

(24h)

(8mg/kg/ip)-2mg/ml

Poumon,
Sérum

CLP-aMT
(12h /24h)
sérum

CLP(24)
Poumons
,BALF,Sérum

BALF,

- Protocole :2 lots (C, LPS 48h). Les
souris ont été sacrifiées apres 48h de
LPS.

- Parametres : Histologie du poumon
H-E ; cytokines sériques (IL6, TNF-a).
- Protocole : 3lots (CS, CMel CLP,
CLP+Mel); la mélatonine administrée a
50mg/kg/ip 30min avant CLP puis
50mg/kg/ip a 30min apres CLP. Les
souris ont été sacrifiées apres 24h de
CLP.

- Parameétres : Survie; Histologie du
poumon H-E, charge Bactérienne
pulmonaire, dans le BALF et le
péritoine ; MPO active dans le
péritoine.

- Protocole : 3lots (CS, CMel CLP,
CLP+Mel); la mélatonine administrée a
50mg/kg/ip 30min avant CLP puis
50mg/kg/ip a 30min apres CLP. Les
souris ont été sacrifiées aprés 24h de
CLP.

- Paramétres : Survie; Histologie du
poumon H-E, charge Bactérienne
pulmonaire, dans le BALF et le
péritoine ; MPO active dans le
péritoine.

- Protocole :2 lots (CS, CLP 24h). Les
souris ont été sacrifiées apres 24h de
CLP.

- Parametres : survie; Histologie du
poumon  H-E, stress  oxydatif
pulmonaire (MPO, MDA, NO, SOD) ;
Cytokines sériques (IL-6, TNF-a).

- Protocole :2 lots (C, LPS 24h). Les
souris ont été sacrifiées apres 24h de
LPS.

-Parametres : Histologie du poumon
H-E, stress oxydatif sérique (SOD
MDA) Protéines, leucocytes et
Cytokines (IL6, IL-1B, TNF-a) dans le
BALF.

-Protocol: 3lots:Cs, controle Sham;
CLP 12h de lumiére ; CLP 24h de
lumiére.

-Effet d’une privation de la mélatonine
sur le sepsis .

- Les annimaux soumis a un cycle de
lumiére blanche continue (202lux)
pendant 24h pendant 10j, et sacrifier a
12h et 24h.

-Paramétres : Survie , leucocytes,
MDA.

-2lots (CS,CLP24h). les rats ont éte
sacrifié 24h aprés CLP.

-paramétres : Histologie du poumon
H-E ; stress oxydatif pulmonaire (SOD
;MDA ;GSH).taux de proteines et de
leucocytes dans le BALF ;

cytokines sérique (I1L-6).
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Rats Femelle  CLP(16h) -Protocol :2lots (C,CLP,16h). Les rats
Sprague- Q poumons ont été sacrifiés aprés 16h de CLP.
Dawley (n=8) -paramétres :Histologie du poumons
(290+/-10g) H-E ;stress oxydatif pulmonaire
(MDA,GSH,MPO) ; cytokines
pulmonaires (IL-1f , TNF-a).
Souris Femelle  LPS(24h) -Protocol:2lots(CS,CLP24).Les souris
ICR(20-25g) 2 (8mg/kg/ip)-2mg/ml  ont été sacrifiées aprés 24h de LPS.
Poumon,BALF,séru  -Paramétres :Histologie du poumons
m H-E,stress oxydant pulmonaire

(SODMDA,GSH) ; taux de proteines
Jleucocytes; cytokines (IL-6, IL-1pB ,
TNF-a).

BALF : liquide (fluide) de lavage broncho-alvéolaire ; CLP : Cecal Ligation Puncture ; CS : contrdle
Sham ; GSH : Glutathion réduit ; H-E : hématoxyline-éosine ; MPO : Myéloperoxydase ; MDA:
Maldondialdéhyde, NO : monoxyde d’azote ; PerF : liquide (fluide) péritonéal ; SOD : Superoxyde
dismutase.

11.2. Méthodes
1. Evaluation de la survie des animaux

La survie et la mortalité des animaux septiques ont été étudiées dans différents modeéles
expérimentaux. Toutefois nous avons choisi de présenter uniguement deux études qui ont mis

en évidence I’effet de la mélatonine sur la mortalité des animaux septiques.

Dans la premiére étude de An et al. (2016) trois groupes de rats Sprague—Dawley ont été

utilisés :

- Un groupe de rats controle-Sham (n=20) qui subissent une chirurgie sans ligature ou
perforation cecale.

- Un groupe de rats septiques (n=20) qui ont été sujets a une ligature et ponction cacale
(CLP). 11 s’agit d’un modéele de sepsis polymicrobien le plus utilisé, décrit il y a plus de
trente ans, et qui consiste a exposer le cacum pour le ligaturer puis le perforer avec une
aiguille (Bouroche, 2012).

- Un groupe de rats septiques traités par une dose 30mg/kg/ip de mélatonine (n=20)
injectée a 3h, 6h, 12h, 18h, et a 24h aprés CLP. Le taux de survie des animaux a été suivi
pendant 7 jours (An et al., 2016).
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Dans la deuxieme étude de Xu et al. (2019a) deux groupes de souris C57BL/6 ont été utilises

- Un groupe de souris septiques induit par CLP (n=10).

- Un groupe de souris septiques traité par 50 mg/kg/ip de mélatonine (n=10) administrée
30 minutes avant et 30 minutes apres CLP. Le taux de survie des animaux a été suivi
pendant 4 jours (Xu et al., 2019a).

2. Evaluation de la charge bactérienne

Dans le but d’estimer la virulence bactérienne ainsi que le rdle antiseptique de la mélatonine,
la charge bactérienne a été déterminé dans les homogénats pulmonaires, le liquide (fluide) de

lavage broncho-alvéolaire (BALF) et dans le liquide péritonéal (PerF).

Les poumons des souris C57BL/6 ont été homogénéises dans 1 mL de PBS, puis 50 pL
d’homogénats ont été cultivé sur gélose au sang. Le fluide péritonéal et BALF ont été aussi
cultivés sur gélose au sang apres 24h de CLP. Le nombre CFU dans chaque boite est obtenu

aprés dénombrement de toutes les colonies bactériennes (Xu et al., 2019a).
3. Etude de la réponse inflammatoire systémique et pulmonaire
3.1. Dosage des protéines du BALF

Le liquide (fluide) de lavage broncho-alvéolaire a été récolté par aspiration d’eau

physiologique injecté a raison 1mL dans la trachée des animaux anesthésié.

Le taux de protéine dans le BALF a été mesuré par méthode colorimétrique de Bradford ou
par Kit (Cardoso-Sousa et al., 2019 ; Ibrahim et al., 2020 ; Wang et al., 2020).

3.2. Dosage des leucocytes du BALF

Le nombre de leucocytes a été déterminé dans le BALF des animaux (souris ICR ou rats
Wistar). Le BALF a été centrifugé (1000 rpm, 10 min/4°C) et le culot cellulaire est remis en
suspension dans du PBS ou d’eau physiologique. Les cellules sont ensuite dénombré par
hémocytométre (Ibrahim et al., 2020 ; Wang et al., 2020). Le nombre de neutrophile et
macrophage a été déterminé sur frottis cellulaires colorés avec Wright — Giemsa (Wang et al.,
2020).

21



Matériel et méthodes

3.3. Dosage des cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-1p, IL6, INF-y)

Le taux des cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL6, INF-y) dans le serum, le poumon
et le BALF des animaux a été mesuré par des kits ELISA commerciaux (Cardoso- Sousa et al.,
2019; Kingir et al., 2019 ; Lietal., 2019 ; Qinet al., 2019 ; Xuet al., 2019b ;lbrahim et
al., 2020 ; Kostakoglu et al., 2020).

4. Etude du stress oxydatif
4.1. Dosage de I’activité de la myéloperoxydase (MPO)

La MPO est une peroxydase caractéristique des granules primaires des Polynucléaires
Neutrophiles (PN) (Serteyn et al., 2003). Il s’agit d’un marqueur de l'accumulation et de
l'activation des neutrophiles. Ainsi I’infiltration des poumons par les neutrophiles a été

recherchée en dosant 1’activité peroxydase de la MPO.

Le dosage de I’activité MPO dans les homogénats pulmonaires a été réalisé soit par des kits
ELISA commerciaux ou selon les méthodes décrites par Krawisz et al. (1984) et Rui et al.
(2005) (Rahimet al., 2012 ; Kingir et al., 2019 ; Liet al., 2019 ; Xu et al., 2019a; Xu etal.,
2019Db).

Le dosage de la MPO active dans le liquide (fluide) péritonéal (PerF) a été réalisé apres
culture des neutrophiles péritonéaux. Le PerF a été récupéré apres lavage de cavité péritonéale
des souris par du PBS stérile. Le fluide péritonéal est ensuite centrifugé (1700 rpm, 5min/4°C),
lavé avec du PBS puis mis en culture cellulaire. Le taux de MPO active a été mesuré par kit
ELISA dans le milieu de culture (Hong et al., 2018).

4.2. Dosage du taux de malondialdéhyde (MDA)

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

Le dosage du taux de MDA a été réalisé a I’aide de kits commerciaux, ou selon les méthodes

(Mihara et Uchiyama., 1978 ; Ohkawa et al., 1979)
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4.3. Dosage du taux de monoxyde d’azote (NO)

L’activité NOSynthase est estimée par le dosage du NO, ce dosage est réalisé de maniére
indirecte par la détermination des taux de nitrites (NO2 ) et nitrates (NO3 ) (Grand et

al.,2001). Le dosage du taux de NO a été fait par des Kits commerciaux.
4.4. Dosage de ’activité Superoxyde Dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases sont des métalloprotéines qui représentent la premiere ligne de
défense antioxydante contre le stress oxydatif, catalysant la conversion du radical anion

superoxyde en peroxyde d’hydrogéne et oxygéne (Fridovich, 1974).

L'activité SOD a été mesurée soit en utilisant des kits commerciaux ou selon les méthodes
(McCord et Fridovich., 1969 ; Diniz Vilela et al.,2016).

4.5. Dosage de Iactivité catalase

La catalase est une enzyme ubiquitaire localisée dans les peroxysomes et dans le cytosol. Elle
catalyse la réaction de décomposition du peroxyde d’hydrogeéne, produit par la SOD, en eau et
OXygene.

L’activité catalase a été mesurée selon les méthodes (Fossati et al.,1980 ; Aebi, 1984) ou a

I’aide de kits commerciaux.

4.6. Dosage du taux de glutathion réduit (GSH)

Le glutathion est un tripeptide (L-.glutamyl-L-cystéinyl glycine) qui joue un réle central
dans le systéme antioxydant cellulaire (Sies, 1999). Sous sa forme réduite (GSH), le gluthation
est un donneur d’électron pour réduire le glutathion oxydé (GSSG) produit lors d’un stress
oxydant. Il intervient également comme donneur d’atomes d’hydrogeénes dans les réactions

catalysées par les glutathion peroxydases (Cossu et al., 1997).

Le taux de GSH a été dosé selon les méthodes (Ellman, 1959 ; Sedlak, 1968) ou par kits

commerciaux.
5. Etude Histologique
5.1. Coloration Hématoxyline-Eosine (H-E)

Les poumons des animaux, soumis aux différents protocoles pharmacologiques, furent

découpés puis fixés dans formol a 4%, pendant 24h. Les pieces ont été déshydratées par
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passage successifs dans des bains d’alcools a degrés croissants (70°, 90° et 100°) suivis d’un

bain de toluéne.

Des blocs ont été confectionnés, apres imprégnation des fragments fixés a la paraffine. Des
coupes de Spum d’épaisseur ont été faites a 1’aide d’un microtome (Américain Optical) et

colorées a I’hématoxyline-éosine (Chen et al., 2014 ; Xu et al., 2019a).
5.2. Evaluation du taux d’cedéme pulmonaire (ratio wet/dry)

Les poumons ont eté pesés immédiatement aprés le prélevement afin de déterminer le poids
humide (Wet). lls sont ensuite séchés dans un four a une température de 60 a 80 C° pendant 24
a 72h puis pesés pour obtenir le poids sec (Dry) (Chen et al., 2018 ; Li et al., 2019 ; Xu et al.,
2019b ; Ibrahim et al., 2020 ; Wang et al., 2020). Le taux d’cedéme pulmonaire pourrait étre

évalue par :

- Ratio wet/dry : poids humide divise par le poids sec (Zhang et al., 2017),
- Teneur en eau pulmonaire (%) : (poids humide - poids sec) / poids humide x 100)
(Chen et al., 2018).

5.3. Perméabilité microvasculaire pulmonaire

La perméabilité microvasculaire pulmonaire a été évaluée par le colorant Bleu Evans selon
la méthode de (Zheng et al., 2016). En bref, une solution de Bleu Evans a 0.4% a été injectée
dans la veine caudale 30 min avant 1’euthanasie des souris. Les poumons ont été, ensuite,
homogénéisés, mélangés au formamide, incubé a 60 °C pendant 16h, puis centrifugés 20 000 g
a4 ° C pendant 5 min. Le surnageant est utilisé pour déterminer la concentration de Bleu Evans
par spectrophotométrie (620, 740 nm).

La perméabilité microvasculaire a été évaluée par la fuite de bleu Evans dans les tissus
pulmonaires comme suit : bleu Evans (ug)/poids pulmonaire (g) x 10/30. Elle est exprimée en

pg EB/g poumon / min (Hong et al., 2018).
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I11. Résultats et Discussion

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’une recherche fondamentale des mécanismes
physiopathologiques du sepsis. Pour ce faire, nous avons élaboré une synthése de différents

travaux de recherche réalisée sur des modéles murins. Ces études ont porté sur :

- L’implication du stress oxydatif dans les altérations pulmonaires induites par Sepsis.
- Le role de la melatonine dans la prévention du stress oxydatif, de la réponse

inflammatoire et les dommages oxydatifs induits par sepsis.

Dans ce qui suit nous allons présenter et interpréter les résultats des différents travaux

comme suit ;

- Nous présenterons d’abord le role de la mélatonine dans 1’augmentation de la survie
des animaux septiques.

- Ensuite, nous procéderons a 1’analyse des propriétés anti-inflammatoires de la
mélatonine.

- Enfin, nous discuterons I’effet de la mélatonine dans la prévention du stress oxydatif

et des dommages oxydatifs pulmonaires induits par sepsis.
I11.1. Résultats
1. La mélatonine atténue la mortalité induite par sepsis

Le rble de la mélatonine dans la prévention de la mortalité induite par sepsis a été démontré
par deux différents modeles murins. Dans le premier modele de souris C57BL/6, la mélatonine
a été administrée a raison de 50 mg/kg/ip, 30 minutes avant et 30 minutes apres CLP et le taux
de survie a été suivi pendant 4 jours (Figure 7 /A) (Xu et al., 2019a). Dans le deuxiéme modéle
de rats Sprague—Dawley, une dose plus faible de 30mg/kg/ip de mélatonine a été injectée a 3h,
6h, 12h, 18h, et a 24h apres CLP et le taux de survie a été suivi pendant 7 jours (Figure7 /B)
(Anetal., 2016).
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Figure7 : Effet de la mélatonine sur le sepsis induit par CLP chez les souris C57BL/6 et les
rats Sprague—Dawley. A: Des souris C57BL/6 (n=10/groupe) ont recu une injection de 50 mg/kg/ip
de mélatonine 30 minutes avant et 30 minutes apres CLP et le taux de survie a été suivi pendant 4 jours.
B : Des rats Sprague—Dawley (n=20/groupe) ont recu une dose de 30mg/kg/ip de mélatonine a 3h, 6h,
12h, 18h, et a 24h aprés CLP et le taux de survie a été suivi pendant 7 jours. CLP: cecal ligation and
puncture, Mel: mélatonine. ** P <0,01 vs CLP (An et al., 2016; Xu et al., 2019a).

Les résultats des deux études montrent que le sepsis induit une mortalité des animaux et que
la mélatonine prévient cette mortalité. Dans le modele de souris C57BL/6, le sepsis induit une
mortalité¢ de 80% des animaux aprés 48h de CLP, alors qu’avec la mélatonine ce taux diminue
a 20% apres 48h de CLP (Figure 7/A). De méme, dans le modéle de rats Sprague— Dawley, le
sepsis induit une mortalité de pres de 80% des animaux aprés 6 jours de CLP et la mélatonine

augmente le taux de survie a 50% (Figure 7/B).
2. La mélatonine réduit la charge bactérienne au cours de sepsis

La charge bactérienne a été déterminé apres culture des homogénats pulmonaires, du liquide
de lavage broncho-alvéolaire (BALF) et dans le liquide péritonéal (PerF), dans le but d’estimer
la virulence bactérienne ainsi que le réle antiseptique de la melatonine. Le modeéle utilisé dans
cette étude est un modele de souris C57BL/6. La mélatonine a eté administrée a raison de 50
mg/kg/ip, 30 minutes avant et 30 minutes aprés CLP. Les animaux ont été sacrifiés 24h apres

CLP et les poumons, le BALF et le PerF ont été récupérés et mis en culture (Xu et al., 2019a).
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Figure 8 : Effet de la mélatonine sur la charge bactérienne induite par CLP chez les souris
C57BL/6. (A) Les unités formant des colonies bactériennes (UFC) ont été mesurées dans 1’homogénats
du poumon, 24 h apres CLP. (B) Les UFC dans le liquide péritonéal (PerF) et le liquide de lavage
broncho-alvéolaire (BALF). Les données représentent la moyenne de six échantillons indépendants

(deux souris par expérience, pour un total de trois expériences). ** P <0,01 vs CLP (Xu et al., 2019a).

Le sepsis induit une augmentation de bactéries aussi bien dans le poumon (Figure 8/A), que
dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire (BALF) et le liquide péritonéal (PerF) (Figure
8/B). Le traitement par la mélatonine réduit la charge bactérienne prés de 2 fois dans le poumon
(Figure 8/A), 5 fois dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire (BALF) et plus de 4 fois dans
le liquide péritonéal (PerF) (Figure 8/B).

2. Le Sepsis induit une réponse inflammatoire systémique et pulmonaire

Le sepsis est un syndrome de réponse inflammatoire systémique excessive contre une
infection. L’ampleur de la réponse inflammatoire pourrait étre déterminée au niveau systémique
et pulmonaire par la mesure des parameétres inflammatoires parmi lesquels : le nombre de

cellules immunitaires et le taux de cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-1p, IL-6, et IFN-y).

Le tableau Il représente le taux de protéines et le nombre de cellule immunitaires dans le
BALF. Ces résultats sont issus de trois études avec deux modeles de sepsis : le modele de CLP
induit chez des rats Wistar (Cardoso-Sousa et al., 2019 ; Ibrahim et al., 2020) et de LPS
administré a 8 mg/kg/ip chez des souris ICR (Wang et al., 2020). Les animaux ont été sacrifies

24h apreés induction de sepsis.
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Tableau Il : Taux de protéines et de leucocytes du liquide de lavage broncho-pulmonaire

(Cardoso-Sousa et al., 2019 ; Ibrahim et al., 2020 ; Wang et al., 2020)

Paramétres Controle

Références
Cardoso-Sousa et al.,

Protéine BALF 0.9020.12 0.9020.12 2019
(Hg/pl)
Ibrahim et al., 2020
Protéine BALF 2.1240.24 4.7240.72%**
Leucocytes BALF 1.8+0.4 7.2+£0.8***
(x10)
Wang et al., 2020
Protéine BALF (mg/ml) 0.413+0.03 0.626+0.03**
Leucoytes/ml *10° BALF 3+0.08 8.66+0.08**
Neutrophiles /ml *10° 0.92+0.08 4.16+0.08**
BALF
Macrophages/ml  *10° 0.35+0.01 2.55+0.05**
BALF

BALF : liquide (fluide) de lavage broncho-alvéolaire (Bronchoalveolar lavage). **P <0,01, ***P

<0,001 vs Controle.

Le taux de protéines augmente significativement dans le BALF de 122.6% et de 51.6% aprés
24 de CLP et injection de LPS respectivement (Ibrahim et al., 2020 ; Wang et al., 2020) alors
qu’il reste inchangé aprés 24h CLP (Cardoso-Sousa et al., 2019). Le nombre de leucocytes
augmente également de 300% (4 fois) apres CLP dans le BALF des rats et de 188.7% (2.9 fois)
aprés injection de LPS dans le BALF des souris. Le nombre de neutrophiles augmente de
352.2% (4.5 fois) tandis que le nombre de macrophage augmente de 628.6% (7.3 fois) dans le
BALF des souris septiques.

Le tableau Il et la figure 9 représentent le taux de cytokines inflammatoires (TNF-a, IL- 1§,
IL-6, et IFN-y) dans le sérum, le BALF et les poumons des animaux dans différents modéles de
sepsis (CLP et LPS).
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Tableau Il : Taux de cytokines inflammatoires systémiques et pulmonaires (Cardoso-

Sousa et al., 2019; Kingir et al., 2019 ; Lietal., 2019 ; Qinet al.,, 2019 ; Xuet al., 2019b

;Ibrahim et al., 2020 ; Kostakoglu et al., 2020)

Parametres Controle Références
Xu et al., 2019b
Température Oh 24h oh 24h CLP 24h
) 37.0t 37.120 37.1£0.1 30.1%0.2-
0.5 2
TNF-a (pg/ml) 56.66+0.33 170+10*
Serum
IL-6 (pg/ml) 50+3.44 150+6.86*
Serum
1L-6 (pg/m 419+19 655 % 2.7 *** 2020 oo
12h 24h 12h 24h CLP 12h-24h
TNF-a (pg/ml) 25+3. 25+8.75 362.51+37. 500+37.5
Serum 75 Gk -
IL-6 (ng/ml) 0.13 0.22 8.88+1.33* 11.44+2*
Serum 3 220pg *% *k
13.3 x100 8880pg 114.40x10
pg Opg
N 4.83+0.96 89.03+4.83* a2
::FN-Y(pg/ml) 23.22+3.87 37.41+3.87*
TNF-a  poumon 0.44+0.006 0.54+0.01* 2019
(pg/ml) CLP 24h
IL-1p poumon 1.73+0.04 2.04+£0.04**
(pg/ml)
- - al., 2020
) TNF-a (ng/g tissu 0.81+0.16 0.98 £0.21 CLP 16h
Qinetal.,, 2019
LPS 48h
TNF-o (pg/ml) 78.57+14.28 571.42+42 .85%*
Poumon
IL-6 (pg/ml) 57.14+14.28 385.71+28.57**
Poumon

BALF : liquide (fluide) de lavage broncho-alvéolaire (Bronchoalveolar lavage). *P <0,05,**P

<0,01, ***P <0,001 vs Controle.
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Figure 9 : Effet de sepsis sur le taux de cytokines inflammatoires sériques, pulmonaires et
du liquide broncho-pulmonaire. A : taux de TNF-a et de I’'TL-6 sériques apres 24h de CLP. B :
taux de cytokines IL-1p et IFN-y dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire BAFL. C : taux
de TNF-a , I’IL-6, et de I’'IL-1p pulmonaires aprés 24h de CLP ou 48h de LPS. CLP: cecal
ligation and puncture. *P <0,05,**P <0,01, ***P <0,001 vs Contréle (Cardoso-Sousa et al.,
2019; Kingir et al., 2019 ; Lietal., 2019 ; Qinetal., 2019 ; Xu et al., 2019b ;Ibrahim et al.,
2020 ; Kostakoglu et al., 2020)

Le taux de cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6, et IFN-y) augmente
significativement apres sepsis, aussi bien dans le sérum que dans le poumon et le liquide de
lavage broncho- alvéolaire. Le sepsis augmente le taux de TNF-a sérique de 200% (3 fois) et de
1900% (20 fois) chez les souris C57BL/6 apres 24h de CLP (Tableau 111 ; Figure 9/A) (Li et
al., 2019 ; Xu et al., 2019b). Le taux de TNF-o pulmonaire augmente également de 22.7% (1.2
fois) apres 24h de CLP, chez les rats Sprague—Dawley et de 627.3% (6.6 fois) aprés 48h de
sepsis, par injection de 4 mg/kg/intratrachéale de LPS chez les souris BALB/c (Tableau III ;
Figure 9/C) (Kingir et al., 2019 ; Qin et al., 2019) .

De méme, le taux d’IL-6 sérique augmente significativement de 200% (3fois) (Xu et al.,
2019b) et de 5100% (52 fois) (Li et al., 2019) chez C57BL/6 apres 24h de CLP et de 56.3%
(1.6) apres 24h de CLP chez les rats Wistar (Ibrahim et al., 2020) (Tableau Ill ; Figure 9/A).
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Il augmente également de 575% (6.7 fois) dans le poumon des souris BALB/c septiques apres
48h d’injection de 4mg/kg/ intratrachéale (Tableau 111 ; Figure 9/C) (Qin et al., 2019) .

Par ailleurs, le taux de la cytokine pro-inflammatoire IL-13 augmente de 17.9% (0.2 fois)
dans le poumon des rats Sprague—Dawley aprés 24h de CLP (Tableau I11; Figure 9/B) (Kingir
et al., 2019) et de 1743.3% (18.4 fois) dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire des rats
Wistar apres 24h de CLP (Tableau il ; Figure 9/C) (Cardoso-Sousa et al., 2019). Le sepsis
induit également une augmentation de 61.1% (0.6 fois) du taux d’IFN-y dans le liquide de lavage
broncho-alvéolaire aprés 24h de CLP chez les rats Wistar (Tableau 11 ; Figure 9/C) (Cardoso-
Sousa et al., 2019).

Les cytokines pro-inflammatoires TNF-a, IL-1p, IL-6, et IFN-y sont directement impliquées
dans la thermogenése (Lee et al., 2012). Cependant si dans la majorité des cas de sepsis on
observe une hyperthermie, il existe dans environ 10 % des cas une réponse hypothermique a
I’infection (Arons et al., 1999). Le sepsis induit une hypothermie chez les souris C57BL/6 apres
24h de CLP, latempérature des souris diminue de 7°C pour atteindre 30.1+0.2 °C, comparée au
groupe contrdle qui présente une température de 37.0+0.5 °C (Tableau I11) (Xu et al., 2019b).

La libération massive de cytokines pro-inflammatoires démontrée dans les différents travaux
indique la présence d’une tempéte ou d’un orage cytokinique caractéristique de 1’état hyper-

inflammatoire du sepsis.

3. La mélatonine diminue la réponse inflammatoire systémique induite par sepsis

L’effet anti-inflammatoire de la mélatonine a été largement démontré dans plusieurs
pathologies dont le sepsis. Le tableau IV représente le taux de leucocytes et de cytokines
inflammatoires (TNF-a, IL-1p, IL-6) systémique de deux études de sepsis induit par CLP chez
les rats Sprague—-Dawley. Différents protocoles d’administration de mélatonine ont été entrepris
: Dans I’¢tude de Chen et al. (2014), la mélatonine a été administrée a raison de 20 mg/kg/ip,
30 minutes puis a 50mg/kg/ip a 6h, et 24h apres CLP et les rats ont été sacrifiés 72h apres sepsis
(Chenetal., 2014) ; Dans I’étude de An et al. (2016) une dose de 30mg/kg/ip de mélatonine a
été injectée a 3h, 6h, 12h, 18h, et a 24h apreés CLP et les rats ont été sacrifiés 48h apres sepsis
(Anetal., 2016).
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Tableau IV : Taux leucocytes et de cytokines systémiques (Chen et al., 2014 ; An et al.,

2016)
Pa Controle [ Sepsis + Mel Reéf
rametr érences
g“fg 0 6 7 0 6h 72 0 6h 72h | netal,
JP |h |h |2n |h h h 2014
wbri 1 1 7 1 16, 13, 1 153 25t | 0 O
ques | 10% [ 00 | 9% |12+ | 5+12*% | 0£15%| 15+ | #11* 1.5%
xi0 |17 1.2 1.2 1.3 1.9
3Im
m?)
( ] 6 1 7 6h 18 72h
© h h [8h |[2h | h | h 8h 2h h h
d= g g 1 1 9 177 129 70.8
= E 28 | 2 | 4% | 0+ | 3 | 82 | 5l | 54 | + | #1IEFF* | 2260k | £19.4%%k
2 + | £ | 27 | 1 | £2 | 103% | 146** | 50.8* | 1.9 ## H#
= 149 | 2.9 * * ok
An
T 10.71+1.42 32.85+0.71** 21.42+1.42#4# etal,
NF-a 2016
(pg/ml) CLP
IL 9.28+0.35 34.28+1.07** 21.42+1.07## 48h
_IB
(pg/ml)

*P <0,05,**P <0,01, ***P <0,001 vs Controle ; ##P <0,01, ###P <0,001 vs CLP.

Comme nous 1’avons mentionné précédemment dans les tableaux II et III, le nombre de
leucocytes et de cytokines pro-inflammatoires (TNF-o, IL-1p, IL-6) augmentent

significativement apres sepsis.

Le nombre de leucocytes augmente significativement de 65% (0.65 fois) a 6h et a 72h apres
sepsis comparé aux groupes controles. Le traitement par mélatonine, diminue le nombre de
leucocytes de 7.3% et de 3.8% a 6h et 72h respectivement comparé aux groupes CLP. Toutefois,

cette diminution n’est pas significative (Chen et al., 2014).

Comparé aux groupes controles, le taux d’IL-6 augmente aprés 6h (19.8 fois), 18h (16 fois)
et 72h (15.9 fois) chez les rats septiques mais il diminue significativement aprés traitement par
mélatonine a 18h (14.6%, 0.8 fois) et a 72h (25.8%, 0.7 fois) (Tableau 1V) (Chen et al., 2014).

Le sepsis augmente également les taux de TNF-a et d’IL-1p de 206,7% (3 fois) et 269.4%

(3.7 fois) respectivement, comparé au groupe contréle. La mélatonine réduit significativement
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les taux de TNF-a de 34,8% (0.65 fois) et d’IL-1P de 37.5% (0.62 fois) comparé au groupe
septique (Tableau V) (An et al., 2016).

Ces resultats montrent les propriétés anti-inflammatoires de la mélatonine. La melatonine
prévient 1’orage cytokinique et transforme 1’état d'hyper-inflammatoire du sepsis en un état

inflammatoire modéré.

6. Effet du sepsis et de la mélatonine sur D’activité myéloperoxydase (MPO),

marqueur d’infiltration des neutrophiles

La myéloperoxydase (MPO) est une hémoprotéine stockée dans les granules azurophiles des
neutrophiles. Elle synthétise de I'acide hypochloreux et d'autres oxydants réactifs pour éliminer
les bactéries ingérées. Ainsi, la MPO est un composant important de I'immunité innée et I'un
des principaux piliers de I’activité antibactérienne des neutrophiles (Winterbourn et al., 2005;
Klebanoff, 2005). Les neutrophiles sont les premieres cellules a réagir dans la défense
immunitaire de I'néte. Ainsi, le taux de MPO a été mesuré dans les poumons et dans le fluide
péritonéal des animaux dans différents modéles de sepsis et traitement par mélatonine (Tableau
V). Trois modeles de sepsis ont été utilisés : dans le premier le sepsis a été induit par CLP chez
des souris C57BL/6 ou des rats Sprague—Dawley et qui ont été sacrifiés aprés 24h de CLP
(Kingir et al., 2019 ; Li et al., 2019 ; Xu et al., 2019a; Xu et al., 2019b) ; dans le deuxiéme,
le sepsis a été induit par injection de 4mg/kg/ip de LPS chez les souris C57BL/6 et les souris ont
été sacrifiées apres 4h de sepsis (Hong et al., 2018) ; dans le troisieme modeéle, le sepsis a été
induit par injection de matiéres fécales dans le péritoine chez des souris C57BL/6 qui sont
sacrifiées aprés 6h ou chez des rats Wistar qui sont sacrifiées aprés 24h ou 72h apres sepsis
(Rahim et al., 2012 ;Hong et al., 2018).
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Tableau V: Activité MPO pulmonaires et péritonéale (Rahim et al., 2012 ;Hong et al.,

2018; Kingir et al., 2019 ; Liet al., 2019 ; Xu et al., 2019a; Xu et al., 2019b)

Paramet
res

Controéle

Sepsis+

Réf
érences
Xu et

poumon

MPO (U/g
tissu) poumon

5.16+ 2.16+
0.66 0.13

15.33+2.16*

15.40+2.70*

al., 2019a
CLP
MPO 0.1-0.133 1.53 +0.33** 3.73 24h
active PerF +08
[ Conttdle | ~ cP [ - | et
MPO 9.52+0.57 80+7.62%** - al. 2018
e 24h
Poumon
MPO 0.9+0.066 1.40.05%** - ir et al,
(Uig  tissu) 20190LP
poumon ot
12h 24h 12h 24h al. 2019
MPO (Urg 51.85 51.85 240.74+44 .4 348.15+29.6 12h-24h
prot) +7.40 +2.92 fFFx Jkk

Hong
etal., 2018

24h 72h 24h 72h - m 1‘? al.,
MPO 0.181 0.181 0.273 + 0.21 + 0.02* - FIP
(umoles/min/m +0.001 +0.001 0.03%** 24h-72h
g de prot)
poumon

FIP: feces-injection-in-peritoneum. PerF : liquide (fluide) péritonéal. p<0,05,**p<0,01 vs controle

, ##p<0.01 vs Sepsis.

Activité MPO pulmonaire (U/g tissu) >
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0 Sepsis

MPO active libérée (10 cellules)
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Figure 10 : Effet de sepsis et de la mélatonine sur 1’activité Myéloperoxydase (MPO). A :
Activité MPO pulmonaire. B :Taux de myéloperoxydase dans le liquide (fluide) péritonéal
(PerF). *P<0,05 ,**P<0,01 vs contrle , ##P<0.01 vs Sepsis (Rahim et al., 2012 ;Hong et al.,
2018; Kingir et al., 2019 ; Lietal., 2019 ; Xu et al., 2019a; Xu et al., 2019b).

L’activité myéloperoxydase augmente significativement apres sepsis dans les poumons des
animaux. Cette augmentation est différente d’'un modéle a un autre en fonction de I’animal
utilisé du temps du sacrifice, et comment le sepsis a été induit. L’activit¢ MPO augmente de
742.1% (8.4 fois) et de 55.5% (0.55 fois) chez les souris C57BL/6 et les rats Sprague— Dawley,
respectivement apres 24h de CLP comparé aux groupes de contréles (Kingir et al., 2019 ; Xu
etal., 2019b). De méme, I’activité MPO augmente de 364.3% (4.6 fois) aprés 12h de CLP chez
les souris C57BL/6 et continue a augmenté apres 24h de CLP. L’augmentation est estimée a
571.4% (6.7 fois) (Li et al., 2019) . Il semble que I’activité MPO connait une stabilité aprés 24h
de sepsis ou nous avons noté une augmentation similaire a 72h a celle observée a 24h apres
induction de sepsis par FIP (Tableau V ; Figure A) (Rahim et al., 2012).

L’activit¢ MPO augmente de 197.1% (3 fois) aprés 6h d’induction de sepsis par FIP et de
613% (7.1 fois) apres 4h d’induction de sepsis par LPS chez les souris C57BL/6, compares aux
groupes contrdles. Ceci suggere que le modéle d’induction de sepsis influence significativement
I’activité MPO (Tableau V ; Figure 4/A) (Hong et al., 2018).

L’activit¢ MPO augmente également de 1430% (15.3 fois) dans le fluide péritonéal (PerF)
des souris C57BL/6 et encore plus aprés traitement par la mélatonine. L’augmentation est
estimée a 143.8% (2.4 fois) (Tableau V ; Figure 4/B) (Xu et al.,, 2019a). Ces données
suggerent que la mélatonine exerce un effet antimicrobien par activation de la libération de la
MPO et le développement de NETs (Neutrophil Extracellular Trap) (Xu et al., 2019a).

L’augmentation du taux de MPO dans le poumon lors du sepsis confirme [’infiltration
pulmonaires par les neutrophiles, et refléte la sévérité des dommages oxydatifs causés par les
neutrophiles dans les organes (L. et al., 2019).

Il a été démontré que le dosage de la MPO plasmatique, pourrait étre utilisée comme
biomarqueur de diagnostic différentiel entre un SIRS sans infection et un sepsis, et qui pourrait
prédire la mortalité des patients atteints de sepsis. Lors d’un sepsis, les neutrophiles libérent le

contenu de leurs granules, contenant la MPO et des ROS dont l'acide
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hypochloreux, dans le plasma afin de combattre 1’agent pathogéne. La MPO et les ROS formés
par la MPO peuvent endommager les cellules natives sanguines ainsi que les organes
(ElIGammasy et al., 2015 ; Schrijver et al., 2017). De plus, I'acide hypochloreux, un oxydant
puissant a été impliqué dans la destruction des bactéries (Nathan, 2002) et la destruction des
tissus par induction de nécrose et d'apoptose (Klebanoff, 2005).

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

7. Effet du sepsis et de la mélatonine sur le taux de malondialdéhyde (MDA),

marqueur de peroxydation lipidique

Le stress oxydatif induit la peroxydation des lipides membranaires, ce qui génére divers
produits finaux de décomposition tels que le malondialdéhyde (MDA). Le MDA est un
aldéhyde de faible poids moléculaire résultant d'attaques de radicaux libres sur des acides gras
polyinsaturés lors de la dégradation de phospholipides membranaires cellulaires (Draper et
Hadley, 1990; Dalle-Donne et al., 2006). Ainsi, le taux de MDA a été mesuré dans les poumons
et dans le sérum des animaux (souris C57BL/6, ICR ; Rats Wistar et Sprague— Dawley) dans

différents modeles de sepsis (CLP, LPS, FIP) et traitement par mélatonine (Tableau V) .

Tableau VI : Taux de MDA pulmonaires et sériques (Rahim et al., 2012 ;An et al., 2016

; Chen et al., 2018 ; Hong et al., 2018 ;Cardoso-Sousa et al., 2019; Cinar et al., 2019 ;
Kingir et al., 2019 ; Li et al., 2019 ; Xu et al., 2019b ;lbrahim et al., 2020 ; Kostakoglu et
al., 2020 ; Wang et al., 2020)

Parametres Controle CLP+ Référen
Mel ces
l\IAD/AI 4.28+0.17 16.07£0.71** 7.14+0. 2016 Anetal,
(rmolesm) |
Wang et
MDA 24+2 37.5+0.7** - LPS
(nmoles/ml) 8mg/Kg 24h
sérum
Cinar et
al., 2019
CLP 12h
MDA 1.54+0.36 4.63£0.54* 200,6% 3x -
(nmoles/mg
prot) poumon
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MDA
(nmoles/g tissu)
poumon

MDA
(nmoles/mg
prot) poumon

| Contble [~ CLP [ - ]  Chenetal |
MDA 5.83 +1.04 17.5 +1.25%*200,2% 208 o
(nmoles/mg 3X
prot) poumon
| Contble [~ CLP [ - [ Xuetal |
MDA 2.88+0.29 10+0.50% 247,2% 3.5x 200
(U/mg prot)
poumon
| Contdle [~ CLP | - | Kingir et
MDA 17.14+0.71 28.57+4.28* 66.7% o2
(nmoles/g tissu)
poumon
| Contrdle | ~  Clp [ - ] o tbrahimer |
MDA 3.24+0.20 8.97+0.58*** 176.8% al.2020
(nmoles/g tissu) 2.8x
Poumon )
MDA 12 24h 12h 24h 2 b on
(nmoles/mg h 24h
prot) poumon
18 20.77+1.92 29.61+1. 32.31¢1
A6+2 92*** 60.4% 92***
3 55.6%

13.24+2.34

0.075+0.0025

16.04 £ 1.89** 21,1%

0.098+0.0125 30%

MDA
(umoles/mg
prot) poumon

81

MDA
(nmoles /mg de
prot) poumon

.36+181

428.57+21
4.28

1954.54+
409.09*%405.9
% 5x

1892.85
+107.14*
341.7% 4.4x

72h 24h 72h
h
0.7 0.71+0.04 123+ 132+
1+0.04 0.07*** 0.09%**
73.2% 85.9%

FIP: feces-injection-in-peritoneum. *P<0,05,**P<0,01, ,***P<0,001 vs contrdle , ##P<0.01 vs

Sepsis

Kostakoglu
etal., 2020
CLP 16h

Cardoso-
Sousa et al,
2019 CLP 24h

Hong et al.,

2018
FIP 6h
/LPS 4h

Rahim et
al., 2012 FIP
24h-72h
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Figure 11 : Effet du sepsis et de la mélatonine sur le taux de Malondialdéhyde (MDA)
pulmonaires et sériques. A : taux de MDA serique ; B : taux de MDA poulmonaire. *P<0,05
,**P<0,01, ***P<0,001 vs contrble , #P<0.01 vs Sepsis (Rahim et al., 2012 ;An etal., 2016
; Chen et al., 2018 ; Hong et al., 2018 ;Cardoso-Sousa et al., 2019; Cinar et al., 2019 ;
Kingir et al., 2019 ; Li et al., 2019 ; Xu et al., 2019b ;Ibrahim et al., 2020 ; Kostakoglu et
al., 2020 ; Wang et al., 2020).

L’ensemble des résultats montrent une augmentation du taux de MDA aussi bien dans le
sérum que dans les poumons des animaux. Comparé aux groupes contréles, le taux de MDA
sérique augmente de 56.2% (0.56 fois) et de 275.5% (3.7 fois), aprés 24h et 48h de sepsis par
LPS et CLP respectivement (An et al., 2016 ; Wang et al., 2020). Ce taux diminue de 55.6%
(2.25 fois) aprées 48h chez les rats Sprague—Dawley traités par la mélatonine, comparés aux rats
septiques (Tableau VI, Figure 11/A) (An et al., 2016).
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Le taux de MDA augmente également dans les poumons apres induction de sepsis par CLP,
LPS ou FIP. Il augmente de 60.4% et 200,6% (3 fois) aprés 12h de CLP chez les souris C57BL/6
et les rats Wistar, respectivement, comparés aux groupes contréles (Cinar et al., 2019 ; Li et
al., 2019). Chez les rats Sprague—Dawley, le taux de MDA augmente de 21,1% et de 200,2% (3
fois) apres 16h et 18h de CLP respectivement (Chen et al., 2018 ; Kostakoglu et al., 2020).
Aprés 24h de CLP, I’augmentation du taux de MDA pulmonaire varie de 30%, a 247,2% (3.5
fois) chez les animaux septiques (souris C57BL/6, rats Wistar et Sprague— Dawley) comparés
aux groupes contréles (Tableau VI, Figurell /B) (Cardoso-Sousa et al., 2019; Kingir et al.,
2019 ; Lietal., 2019 ; Xu et al., 2019b ;Ibrahim et al., 2020 ; Kostakoglu et al., 2020). Le
taux de MDA augmente de 341.7% (4.4 fois) et 405.9% (5 fois) apres 4h de sepsis par injection
de LPS et 6h d’injection de FIP chez les souris C57BL/6 comparés aux groupes de contréles
(Hong et al., 2018). L’augmentation du taux de MDA est estimé a 85.9% aprés 72h de sepsis
induit par FIP chez les rats Wistar comparé au contréle (Tableau VI, Figure 11/B) (Rahim et
al., 2012).

L’induction de la peroxydation lipidique lors du sepsis a été largement démontré chez
I’Homme et dans divers modéles animaux (Rahim, 2009 ; Lorente et al., 2013 ; Toufekoula
etal., 2013 ; Lorente, 2015).

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

La mélatonine neutralise les ROS et prévient la peroxydation lipidique (Costantino et al
1998 ; Sener et al., 2005).

7. Effet du sepsis et de la mélatonine sur le taux de NO, marqueur de I’activité NOS

Le monoxyde d’azote (NO) est un agent oxydant synthétisé par la NO synthase (NOS) a une
forte concentration lors d’un stress oxydatif. L’activité NOS dans les poumons des animaux
soumis aux différents protocoles pharmacologiques, pourrait étre été estimée par le dosage des

métabolites stables du NO, les nitrites NO>™ et nitrates NO3z™ (Tableau VI).
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Tableau VII : Taux de NO pulmonaires et de pression artérielle moyenne (MAP) (Xu et
al., 2019b ;lbrahim et al., 2020)

Parametres

Controle-sham |

Références

NO (umoles/mg 3.41+0.48 13+1.25* Xu etal., 2019b
prot) Poumon CLP 24h

NO(nmoles/g 11.39+0.09 33.35+0.68*** lorahim et al,
tissu) Poumon 2020

CLP 24h

MAP  (mm Oh 24h Oh 24h Xu et al., 2019b

Hg) 82.0 83.0 84.0 35.0 CLP 24n
+1.0 6.0 +2.0 6.0 *

MAP : pression artérielle moyenne. *P<0,05, ***P<0,001 vs contrdle.
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Figure 12 : Effet de sepsis sur le taux de monoxyde d’azote (NO). *P<0,05, ***P<0,001
vs controle (Xu et al., 2019b ; Ibrahim et al., 2020 ).

Le sepsis par CLP augmente significativement le taux de NO de 281.2% (3.8 fois) et de
192.8% (2.9 fois) chez les souris C57BL/6 et les rats Wistar, respectivement, comparés aux
groupes contréles (Tableau VII , Figure 12) (Xu et al., 2019b ; Ibrahim et al., 2020).

Il a été suggéré que I’activation de I’iNOS induirait une augmentation importante du NO
plasmatique et serait impliquée dans la vasodilatation et donc I’hypotension artérielle observée
au cours du sepsis (Luiking et al., 2010 ; Besnier et al., 2015). Ainsi, une forte réduction de la
pression artérielle moyenne a été observée chez les souris C57BL/6 septiques et a été estimee a
57.8% (2.4 fois) comparé au groupe contréle (Xu et al., 2019b).

Le role du NO dans la pathogénese septique a été largement démontré aussi bien chez
I’homme que dans des mod¢les animaux (Rahim, 2009 ; Qiu et al., 2019). Des taux de NO
significativement élevés ont été observés chez les patients septiques, et ce dés le premier jour

d’admission, comparé aux volontaires sains. Cette constatation était corrélée a la gravité du
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tableau clinique et aux taux de TNFa. La production de NO diminuait ensuite progressivement
chez les patients survivants d’environ 25 % a 15 jours de I’admission, tandis qu’elle augmentait

chez les patients non survivants (Besnier et al., 2015).

Le NO participe a la genese de 1’état de choc et est responsable de dysfonctions macro- et
microvasculaires, ainsi que myocardiques. De plus, il semble impliqué dans les phénoménes
d’infiltration leucocytaire et d’activation plaquettaire. Enfin, dans certaines situations
pathologiques, le NO participe a la formation d’un de ses dérivés, le peroxynitrite (ONOO-),
présentant des propriétés bactéricides, mais également toxiques sur le métabolisme
mitochondriale et cellulaire. Il serait donc potentiellement impliqué dans la défaillance

d’organes et I’immunodépression tardive du sepsis (Besnier et al., 2015).
8. Effet du sepsis et de la mélatonine sur I’ activité catalase et Superoxyde dismutase

La Superoxyde dismutase (SOD) et la catalase sont deux enzymes anti oxydantes qui jouent
un role important dans la détoxification des ROS. La SOD catalyse la conversion du radical
anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne, qui est ensuite dégradé en eau par la catalase. Par
conséquent, un déséquilibre dans le systéme antioxydant pourrait étre a 1’origine d’un stress
oxydatif. Les résultats de dosage des activités SOD et catalase dans les sérums et les poumons
des animaux soumis aux différents protocoles pharmacologiques, sont représentés dans le
tableau VII .

Tableau VIII :Activité catalase et SOD pulmonaires et sériques (Rahim et al., 2012 ;An
etal., 2016 ;Cardoso-Sousa et al., 2019; Cinar et al., 2019; Li etal., 2019 ; Xu et al., 2019b
;Ibrahim et al., 2020 ; Wang et al., 2020)

Para Controle-sham CLP+Mel Référ
metres ences

Catal 24.44+1.11 13.88+0.55** 43.2% 1.8X 17.77+1. An et
ase sérum 11## 28% al., Zoéﬁp
(U/ml) 1.28x 48h

~ SOD 255.55+8.33 113.88+5.55** 55.4% 2.2X 205.55+5
serum .55## 80.5%

(U/mi 1.8x
) .

_ Activit 1.38+0.033 0.4+0.066**71% 3.4x Wang et
é SOD al., 2020
(U/ml) LPS
sérum 8mg/Kg 24h

Catal 11.81+3.63 37.2745.45*215.6% 3.1x - Cardoso
Ase -Sousa et al.,
(10*U/mg 2019
prot) CLP
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poumon 24h

SOD 0.97+£0.128 1.15+0.128 18.5%
(U/mg
prot)
poumon

Activi 50.93+1.15 20.97+1.45*%**58.8% 2.4X Ibrahim
té catalse etal, (?E%O
U/g ti
I(:’OUngI!'ISSU) 24h

Activi 1047+42.61 592.5+41.56***43.4% 1.8X
té SOD
(U/g tissu)
Poumon

SOD 78.09+3.8 51.42+1.71*34.1% 1.5% Xu et
activity al., 2019b
(U/mg CLP
prot) 24h
Poumon

SOD 59.42+1.02 5.71£0.57%90.4% 10.4x Cinar et
activity al., 2019
(U/mg CLP
prot) 12h
poumon
) Activit 12h 24h 12h 24h Lietal.,
Umg orat 19.7 19.28 9.52+0.95%* 8.09+0.95%* S
poumon 6+1.9 +0.95 51.8% 2.1x *58% 2.4X 12h-24h

Activit 24h 72h 24h 72h Rahim
é Catalase etal., 2012
(Uimin/mg 11.31 11.3 St 7,66 £ FIP 24h-72h
de prot ) 2.2 1+22 2.6**55.8% 2.3x | 1.3*32.3% 1.5x
poumon

*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 vs contrdle, ##P<0.01, ###P<0.001 vs Sepsis.
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Figure 13 : Effet de sepsis sur I’activité catalase et superoxyde dismutase (SOD) sériques
et pulmonaires. A : activité catalase et SOD au niveau du sérum. B : Activité catalase et SOD
au niveau du poumon. *P<0,05 ,**P<0,01, ***P<0,001 vs controle , ##P<0.01, ###P<0.001 vs
Sepsis (Rahim et al., 2012 ;An et al., 2016 ;Cardoso-Sousa et al., 2019; Cinar et al., 2019;
Lietal.,, 2019 ; Xu etal., 2019b ;lIbrahim et al., 2020 ; Wang et al., 2020).

L’activité SOD diminue significativement de 55.4% (2.2 fois) et de 71% (3.4 fois) au niveau
du sérum des rats Sprague—Dawley et de souris ICR aprés 48h et 24h de sepsis, respectivement.
Aussi, ’activité catalase sérique diminue de 43.2% (1.8 fois) chez les rats Sprague—Dawley
septiques apres 48h de CLP. La mélatonine restaure 1’activité SOD et I’activité catalase sériques
de 80.5% (1.8 fois) et 28% (1.28 fois) respectivement, apres 48h de CLP (Tableau VIII, Figure
13/ A) (An et al., 2016 ; Wang et al., 2020).

L’activité SOD pulmonaire diminue de 51.8% (2.1 fois) et de 90.4% (10.4 fois) chez les
souris C57BL/6 et les rats Wistar respectivement, apres 12h de CLP comparée aux groupes
contréles (Cinar et al., 2019; Li et al., 2019). Aprés 24h de sepsis par CLP, I’activité SOD
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continue a diminué significativement de 34.1% (1.5 fois) et de 58% (2.4 fois) chez les souris
C57BL/6 septiques, et de 43.4% (1.8 fois) chez les rats Wistar septiques comparés aux groupes
de contrdles (Li et al., 2019 ; Xu et al., 2019b ; Ibrahim et al., 2020). Cependant, Cardoso-
Sousa et al. (2019) n’ont observé aucun changement de [’activit¢é SOD pulmonaire
contrairement a une augmentation de 215.6% (3.1 fois) de I’activité catalase aprés 24h de sepsis
par CLP (Cardoso-Sousa et al., 2019). Par ailleurs, lbrahim et al. (2020) et Rahim et al. (2012)
ont observé une diminution significative de ’activité catalase pulmonaire de 58.8% (2.4 fois)
et de 32.3% (1.5 fois), respectivement, chez les rats Wistar aprés 24h et 72h de sepsis (Tableau
V111, Figure 13/B) (Rahim et al., 2012 ; Ibrahim et al., 2020).

Ces resultats pourraient indiquer un état de stress oxydatif instauré lors du sepsis. Ces
différences dans les résultats qui varient d’une diminution a une augmentation ou une stabilité
des activités SOD et catalase, pourraient étre expliquées par la différence des modeles

d’induction de sepsis et le temps de sacrifice des animaux.

Le dosage des activités de SOD et catalase pourrait étre considérée comme un marqueur de

mauvais pronostic chez les patients septiques (Molina et al., 2017 ; Kumar et al., 2018).
9. Effet du sepsis et de la mélatonine sur le taux de glutathion réduit (GSH)

Le glutathion est un constituant important des mécanismes de protection intracellulaire
contre divers stimuli nocifs, notamment le stress oxydatif. Ce tripeptide, constitue un cofacteur
de la gluthathion peroxydase (GPx), une enzyme antioxydante sélénium-dépendante qui
dégrade le H,O2 en eau. Les résultats de dosage de GSH dans les poumons des animaux soumis

aux différents protocoles pharmacologiques, sont représentés dans le tableau VIII.

Tableau VIII : Taux de glutathion pulmonaire (Rahim et al., 2012 ; Cinar et al., 2019;
Kingir et al., 2019 ;Li et al., 2019 ; Kostakoglu et al., 2020)

Parametres

Controle-sham

Référenc

€s

GSH 5.16+0.16 2.25+0.16™ 56.4% 2.3x Cinaretal.,
(nmoles/mg  prot) 2019
poumon CLP 12h
GSH _ 10.26 + 2.06 14.07 + 2.46** 37.1% otal ';%ztgkoglu
L%Tr?':gz/g ) L1.4x 'CLP 16h
GSH (moles/g 1.5+0.10 1.28+0.10 Kingiretal.,
tissu) poumon 2019
CLP 24h
GsH 12h 24h 12h 24h Lietal., 2019
é%ﬁr‘;]'gz’ mg  prot) 140+15 138.46 78.46+21. 49.23+9.2 CLP 12h-24h
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poumon 6,18 + 6,18 + 441 + 3,44 +
0,6 0,6 0,4** 0,2***
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Figure 14: Effet de sepsis sur le taux de glutathion (GSH) pulmonaire.
*P<0,05,**P<0,01, ***P<0,001 vs controle (Rahim et al., 2012 ; Cinar et al., 2019; Kingir

etal., 2019 ;Lietal., 2019 ; Kostakoglu et al., 2020).

Le taux de GSH pulmonaire diminue de 44% (1.8 fois) et de 56.4% (2.3 fois) aprés 12h de
CLP chez les souris C57BL/6 et les rats Wistar respectivement (Cinar et al., 2019 ; Li et al.,
2019). 1l diminue encore plus aprées 24h de sepsis induit par CLP chez les souris C57BL/6 et
par FIP chez les rats Wistar. La diminution du taux de GSH est de 64.4% (2.8 fois) chez les
souris C57BL/6 et de 28.6% (1.4 fois) chez les rats Wistar comparés aux groupes controles.
Aprés 72h de sepsis induit par FIP, le taux de GSH continue a diminué de 44.3% (1.8 fois) chez
les rats Wistar septiques comparé au groupe contrdle (Tableau I1X , Figure 14) (Rahim et al.,
2012 ; Cinar et al., 2019; Li et al., 2019).

Néanmoins, Kingir et al. (2019) n’ont observé aucun changement du taux de GSH
pulmonaire chez les rats Sprague—Dawley septiques aprés 24h de CLP alors que Kostakoglu et

al. (2020) ont démontré une augmentation significative de 37.1% (1.4 fois) du taux de son
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taux chez les rats Sprague—Dawley septiques apres 16h de CLP (Tableau IX, Figure 14)
(Kingir et al., 2019 ;L.i et al., 2019 ; Kostakoglu et al., 2020).

Les différences des résultats du taux de GSH pulmonaires observées dans les différentes
études, pourraient étre expliquées par la différence des modéles animaux utilisés. Ces résultats
indiquent un déséquilibre dans le taux de GSH pulmonaire qui définit I’instauration d’un état
de stress oxydatif. Le glutathion est consommé au cours du processus de deégradation du
peroxyde d’hydrogéne par la GPx et doit étre reconstitué afin que la cellule empéche
I’accumulation de H20O> & des niveaux toxiques. La reconstitution du glutathion n'est toutefois
pas favorisée pendant les périodes d’hypermétabolisme prolongé et d'insuffisance calorique, qui
accompagnent souvent des maladies graves telles que le sepsis entrainant I'épuisement des
réserves de glutathion (Sener et al., 2005). De plus, le GSH a des effets sur I'immunité, il est
souvent considéré comme anti-inflammatoire, car il inhibe la production et ’effet de plusieurs
cytokines et chimiokines inflammatoires. Les patients septiques montrent une déplétion du taux
de GSH, qui pourrait constitué un marqueur d’un mauvais pronostic (Villa et al., 2002 ;

Pravda, 2014).

La mélatonine, une molécule antioxydante qui restaure le taux de GSH et induit I’expression

d’enzyme antioxydante GPx (Garcia et al., 2015 ; Rahim et al., 2017).

10. La mélatonine prévient les dommages oxydatifs et inflammatoires pulmonaires

induits par sepsis

Dans notre synthese nous nous sommes également intéressées a I’étude histologique par une
coloration a I’hématoxyline-éosine des poumons des animaux traités par différents protocoles
pharmacologiques. 14 études ont présenté des résultats histologiques du poumons (Rahim et
al., 2012 ; Chen et al., 2014 ; Chen et al., 2018 ; Hong et al., 2018 ; Cardoso- Sousa et al.,
2019; Cinar et al., 2019 ; Kingir et al., 2019 ; Liet al., 2019 ; Qin et al., 2019 ; Xu et al.,
2019a ; Xu et al., 2019b ;Ibrahim et al., 2020 ; Kostakoglu et al., 2020 ; Wang et al., 2020).
Toutefois, nous avons choisi de présenter uniquement les résultats histologiques des études qui
se sont intéressées non seulement au sepsis mais aussi aux effets de la mélatonine (Figures 15
et 16).
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Figure 15 : Effet de la mélatonine sur les dommages pulmonaires sur le sepsis induit par CLP
chez la souris. Des souris C57BL/6 ont recu une injection de 50 mg / kg de mélatonine 30
minutes avant CLP. Trente minutes apres la chirurgie, les souris ont de nouveau recu la méme
concentration de mélatonine. Coloration a I'hématoxyline et de I'éosine (H&E) des poumons 24
h apres CLP (Xu et al., 2019a).
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Figurel6 : Résultats histopafhologiques du parenchyme pulmonaire a 72h abrés CLP chez le
rat Sprague—Dawley. A : Groupe Contréle sham (SC) ; B : Groupe septique par CLP ; C :
Groupe septique traité par la mélatonine 20mg/kg/ip a 30min puis 50mg/kg/ip a 6h, 24h ; D :
Résultats analytiques du nombre de sacs alvéolaires. Gx100, Coloration H & E ; barre d’échelle

100 um. CLP = ligature caecale et ponction; Mel = mélatonine (Chen et al., 2014).

L’ensemble des résultats histologiques montrent une architecture du tissu pulmonaire chez
les animaux controles similaire a celle des animaux contréle mélatonine, sans lésions tissulaires
ou modifications structurelles. La paroi alvéolaire est intacte, la lumiére alvéolaire est bien
visible et les cloisons inter-alvéolaires sont réguliéres. On note aussi, la présence des

pneumocytes | et 11, ainsi que les macrophages alvéolaires (Figuresl5 et 16/A).

Les animaux septiques montent une destruction de 1’architecture du tissu pulmonaire avec
des collapsus alvéolaire sévere, altération des parois alvéolaires, un rétrécissement de la lumiere
alvéolaire, une diminution significative du nombre des sacs alvéolaires (Figure 16/D), une
infiltration massive des leucocytes, des lésions hémorragiques (Figures 15 et 16/B) associées

a un (Edéme interstitiel et alvéolaire pulmonaire (Tableau X ; Figure 15).
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Le traitement par la mélatonine, préserve I’architecture du tissu pulmonaire avec une

architecture similaire a celle des animaux contréle. On note en comparaison avec les animaux

septiques une diminution de I’infiltration leucocytaire, une absence des hémorragies, des lésions

parenchymateuses avec une paroi alvéolaire moins épaisse, une lumiere alvéolaire plus grande

et un nombre de sacs alvéolaires plus élevé. Ainsi, la mélatonine protege les tissus pulmonaires

des lésions et des dommages oxydatifs et inflammatoires induits par sepsis (Figures 15, 16/C

et D).

Le tableau suivant représente le taux d’eau ou d’cedéme pulmonaire ainsi que la

perméabilité vasculaire dans les poumons des animaux septiques.

Tableau X : Taux d’eau et d’cedéme pulmonaires (Chen et al., 2018; Li et al., 2019 ; Xu
etal., 2019b ;Ibrahim et al., 2020 ; Wang et al., 2020).

Parametres

Controle

Références

5 Contenu d’eau (%) 59.3+8.47 84.74+8.47* 42.9% 1.4x gtinleghal-v 2018
oumon
b Ratio Wet/dry 1.3+0.025 1.95+0.071*50% 1.5x ét;tzﬂﬁ 2019b
oumon
Ratio Wet/dry 4.11+0.33 6.28 £ 0.44***52.8% Ibrahim et al., 2020
Poumon 1.5x CLP 24h
Ratio Wet/dry 12h 24h 12h 24h (L:i et ag,hzglg
Poumon 4.35+ 4.23+ 4.82+0. 5.05+0.4 LP 12h-24
0.23 0.09 09* 1*
10.8% 19.4%
Contrble PBS LPS (8mg/kg) 24h \ﬁ\gggf; al., 2020
5 Ratio Wet/dry 4.46+0.15 5.53+0.3**24% 1.2x
oumon
Perméabilité vasculaire Contro Contro FIP 6h LPS 4h Hong et al., 2018
) (E\{an’s blue pg/g lung le EIP le LPS FIP 6h/LPS 4h
tiosue/min) 3.39+ 3,26+ 16.96+ 9.28+2.4
0.53 0.612 1.78* 4%
400.3% 184.7%
5x 2.8x

*P<0,05,**P<0,01, ***P<0,001 vs contrble.
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Figure 17 : (Edéme pulmonaire induit par sepsis. *P<0,05,**P<0,01, ***P<0,001 vs
controle (Chen et al., 2018; Li et al., 2019 ; Xu et al., 2019b ; Ibrahim et al., 2020 ; Wang

et al., 2020).

Le taux d’cedéme pulmonaire augmente de 10.8% aprés 12h de sepsis par CLP chez les souris
C57BL/6 comparées au groupe contrdle (Li et al., 2019). Ce taux augmente de 42.9% (1.4 fois)
apres 18h de CLP chez les rats Sprague—-Dawley comparés au groupe contrble (Chen et al.,
2018). 1l augmente d’avantage de pres de 50% apres 24h de sepsis par CLP chez les souris
C57BL/6 et les rats Wistar (Xu et al., 2019b ; Ibrahim et al., 2020). Aussi, le taux d’cedéme
pulmonaire augmente de 24% apres 24h d’injection de 8mg/kg/ip de chez les souris ICR (Wang
et al., 2020) (Tableau X, Figure 17).

La mélatonine inhibe la formation d’cedéme pulmonaire apres 24h de CLP chez les souris

C57BL/6 (Xu et al., 2019a)

La perméabilité vasculaire pulmonaire augmente également de 184.7% (2.8 fois) aprés 4h
d’injection de LPS et de 400.3% (5 fois) apres 6h d’injection de FIP chez les souris C57BL/6

comparees aux groupes contréles (Tableau X).

Ces résultats concordent avec les résultats histologiques qui montrent une forte infiltration
leucocytaire et une apparition d’cedéme chez les animaux septiques ce qui est expliqué par

I’augmentation de la perméabilité vasculaire pulmonaire.
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IV. Discussion générale

Dans la présente meta-analyse nous avons démontré I’implication du stress oxydatif dans les
altérations pulmonaires induites par le sepsis. Ce stress oxydatif est caractérisé par une
augmentation des marqueurs pro-oxydants (MPO, MDA, NO) et une diminution d’anti-
oxydant (SOD, catalase, GSH).

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

L’ALI/ARDS sont associés a une mortalité importantes chez les patients. Il a été démontré
que ces phénotypes sont dus essentiellement a des infections a Gram négatif. Les PAMPS (dont
le LPS des bactéries a Gram négatif) bactériens activent les récepteurs PRRs (TLRs) et induisent
plusieurs voies de signalisation, impliquées dans la réponse inflammatoire. Ceci a pour
conséquence 1’installation des lIésions pulmonaires (Zhang et al., 2011 ; Dushianthan et al.,
2012; Butt et al.,2016).

Le NF-kB constitue le facteur de transcription clé de la réponse inflammatoire, induite au
cours du sepsis. Il régule ’expression de plus de 200 génes tels que des cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1pB), des chimiokines (IL-8), des molécules d’adhésion (ICAM-I,
VCAM-1), des molécules nécessaires a l'activation des cellules T, des enzymes pro-oxydantes
(iNOS, Cox-2), des enzymes antioxydantes (SOD, GPx), des molécules anti-apoptotiques

(Bcl2) et des facteurs de coagulation (facteur tissulaire) (Leentjens et al., 2013).

Les cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, et TNFa), exercent un feedback positive et
activent la voie NF-«kB intensifiant la réponse inflammatoire et conduisant a [1’état

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

Le systeme immunitaire tente de rétablir cette réponse hyper-inflammatoire délétére et
d’¢liminer I’agent pathogéne, par activation du systéme immunitaire inné, accumulation de
neutrophiles et de macrophages, sécrétion de cytokines, recrutement des lymphocytes T et B,
et formation d'anticorps. Néanmoins, cette réponse cause encore plus de dommages collatéraux

pulmonaires entrainant ainsi une anergie des mécanismes de défense de I'héte, une
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défaillance rapide du poumon et enfin une mortalité (Idell, 2012 ; Chen et al., 2014 ; Wang et
al., 2019).

Parallélement a la réponse immuno-inflammatoire, un stress oxydatif s’installe. Le stress
oxydatif influence les mécanismes moléculaires qui contrélent I'inflammation et causent

directement des lésions tissulaires (Kvietys et Granger., 2012; Bedreag et al., 2015).

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre de la balance redox a 1’origine d’une
surproduction de ROS/RNS. Son réle dans la pathogénése d’ALI/ARDS induit par sepsis est
bien établi (Guo et Ward., 2007 ; Wang et al., 2019).

La réponse immuno-inflammatoire fait appel a des cellules immunitaires principalement les
polynucléaires neutrophiles et les macrophages. Ces derniers produisent des ROS/RNS dans le
but d’éliminer le pathogéne (Xu et al., 2019a). Cependant, la production de ROS augmente
également dans les cellules endothéliales et épithéliales du tissu pulmonaire (Valavanidis et al.,
2013). Les ROS/RNS libérées amplifient la réponse inflammatoire, et endommagent les
constituants cellulaires (ADN, lipides, protéines) conduisant a des Iésions cellulaires et a des

dommages pulmonaires (Wang et al., 2019).

En outre, les ROS/RNS modulent plusieurs voies de signalisation comme la voie NF-«xB et
NRF-2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2), dont I’activation amplifient la réponse

inflammatoire et le stress oxydatif (Zhou et al., 2001; Horton, 2003).

Parallé¢lement, I’activation du Nrf2 par les ROS régule la réponse antioxydante par
I’expression des génes codants pour I’héme oxygénase 1 (HO-1), la glutathion peroxydase
(GPx) et réductase (GRd), la superoxyde dismutase (SOD) et pour des enzymes essentielles a

la synthése de glutathion (glutamate cysteine ligase) (Kensler et al., 2007 ; Liu et al., 2017).

Il a été démontré que le Nrf2 a un effet protecteur significatif sur les lésions pulmonaires
hyperoxique (Wiese et al., 2000 ; Wang et al., 2019 ;Xu et al., 2019).

En plus de son role physiologique dans le catabolisme de ’héme, I'neme oxygénase possede
des propriétés anti-inflammatoires grace a larégulation positive de 1’expression de I'interleukine
10 (IL-10). Aussi, I’'HO-1 supprime le stress oxydatif en cas d’ALI /ARDS induit par sepsis, et
le mécanisme possible pourrait étre associée a 1’activation de la voie PI3K / Akt ou la voie Nrf2
(Yuetal., 2016; Leung et al., 2017 ; Zhang et al., 2017).
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L’ensemble des résultats de notre méta-analyse montrent également le r6le de la mélatonine

dans la prévention de la mortalité, I’inhibition de la réponse inflammatoire et le stress oxydatif.

En effet, la mélatonine est une molécule pléiotrope avec un effet anti-inflammatoire, anti-
oxydant et anti-apoptotique. La mélatonine neutralise les ROS et régule la réponse anti-
oxydante Nrf2-dépendante (Rodriguez et al., 2004; Garcia et al., 2017 ; Rahim et al., 2017).
En outre, la mélatonine réprime la réponse inflammatoire dépendante du NF-«B, rétablie
I’homéostasie mitochondriale, et réduit les dommages pulmonaires sepsis-dépendants
(Escames et al., 2003 ; Garcia et al., 2015 ; Chen et al., 2018).
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Figure 18 : Effet de la melatonine dans la modulation du stress oxydatif de la réponse

inflammatoire a I’origine d’ALI/SDRA induit par sepsis.
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Conclusion
Nous avons montreé a travers cette méta-analyse que :

La mélatonine réduit la mortalité induite par sepsis polymicrobien dans les différents

modeéles murins.

Le sepsis induit une augmentation de la charge bactérienne aussi bien dans le poumon que
dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire (BALF) et le liquide péritonéal (PerF). Le

traitement par la mélatonine exerce un effet antimicrobien et réduit la charge bactérienne.

La réponse inflammatoire induite par sepsis est caractérisée par une augmentation du nombre
de leucocytes (neutrophile, macrophage) dans le sérum et le BAFL, et des cytokines pro-
inflammatoire (TNF-a, IL-1B, IL-6, et IFN-y) dans le sérum, le BALF et les poumons. La
mélatonine exerce un effet anti-inflammatoire systémique et diminue le nombre de leucocytes

et de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1p, IL-6) dans le sérum des animaux.

Le sepsis induit un stress oxydatif caractérisé par une augmentation du taux des marqueurs
pro-oxydant (MPO, MDA, NO) associé a une diminution des taux de marqueurs anti- oxydants

(SOD, catalase, GSH) dans le poumon.

Le stress oxydatif associé a la réponse inflammatoire excessive provoque des dommages
oxydatifs pulmonaire et un cedéme pulmonaire. La mélatonine rétabli 1’équilibre redox et

prévient les dommages oxydatifs pulmonaire et la formation d’cedéme.

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

clé du stress oxydatif dans la physiopathologie du sepsis.

En perspectives, il serait intéressant de :

- Etudier I’effet de la mélatonine sur notre modele murin de souris.

- Explorer I’effet de la mélatonine sur le dysfonctionnement mitochondrial induit par sepsis.

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

septiques. .
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