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Résumé

A lorigine de cette étude, des auto-anticorps anti-LKM2 (Liver Kidney
Microsomes) avaient été détectés par immunofluorescence indirecte sur coupes de
foie de rats dans le sérum de patients ayant fait une heépatite aprés prise d'acide
tienilique (Diflurex). Il avait été montré au laboratoire que ces anticorps sont dirigés
contre un cytochrome P-450 humain responsable du métabolisme du médicament, le
cytochrome P-450-8 (IIC).

Nous avons émis une hypothése quant au mécanisme conduisant a l'apparition
de ces auto-anticorps et élaboré un modéle d'étude chez I'animal.

Nous avons tout d'abord déterminég, par différentes techniques biochimiques, ia
protéine hépatique de rat reconnue par les anticorps anti-LKM2. Ces anticorps
réeagissent de fagon croisée avec une forme constitutive de cytochrome P-450
hépatique de rat, le cytochrome P-450-UT-A ([IC11) qui est majoritaire dans le foie de
rats non traités. Cette reconnaissance croisée permet de comprendre le test clinique
de détection des anticorps anti-LKM2 sur coupes de {oie de rats.

Nous avons ensuite montré qu'un traitement des rats par ['acide tiénilique,
aprés certaines inductions hépatiques, fait apparaitre a la surface de leurs
hépatocytes un néo-antigéne reconnu par les anticorps anti-LKM2,

Afin de généraliser le mécanisme d'apparition d'anticorps anti-tissus proposé,
nous nous sommes intéressés a I'hépatite induite par l'iproniazide (Marsilid) oU des
anticorps spécifiques anti-mitochondries (anti-M6) ont été détectés dans le sérum des
patients. Nous avons montré que ces anticorps reconnaissaient une protéine de la
membrane externe des mitochrondries de foie humain, la monocamine oxydase B
(MAO B), qui est inhibée de fagon irréversible par liproniazide.

Il s'agit du troisieme exemple d'hépatite médicamenteuse de type immuno-
allergique avec apparition d'anticorps anti-tissus ou ces anticorps semblent dirigés
contre une protéine responsable de I'activation métabolique du médicament.

Mots clés : Auto-anticorps, hépatite, cytochrome P-450, monoamine oxydase, anti-
M6, anti-LKM2, acide tiénilique, iproniazide.
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I.1. SITUATION DU SUJET

Des études récentes ont montré que certains médicaments
ne révélant aucune toxicité sur les modéles animaux utilisés
classiquement pour les dossiers d'Autorisation de Mise sur le
Marché, peuvent cependant conduire & des effets hépatotoxiques
secondaires ;hez quelques patients (environ 1 cas sur 10.000)
(1). Ces manifestations hépatiques de type immuno-allergique
sont trés difficiles & prévoir & 1'heure actuelle, du fait du
manque de connaissances de leur mécanisme et de 1l'absence de

modéles animaux prédictifs.

En effet, deux types de phénoménes peuvent &tre & l'origine
d'hépatites médicamenteuses
- une toxicité directe facilement détectable lors des &tudes
toxicologiques chez 1'animal,
- une toxicité de type immuno-allergique dépendant de la sensi-
bilité particuliére de certains sujets (idiosyncrasie). Sur

641 médicaments répertoriés comme responsables d'atteintes

hépatiques, 103, soit 16 %, provoquent ce type de toxicité (2).

1.2, LES HEPATITES MEDICAMENTEUSES DE TYPE IMMUNO-ALLERGIQUE

1.2.1., CARACTERISTIQUES DES HEPATITES MEDICAMENTEUSES DE TYPE
IMMUNO-ALLERGIQUE

Une hépatite de type immuno-allergique est suspectée a
partir des critéres suivants (3)

- une fréquence faible (environ 1 cas sur 10.000),

- pas de relation effet-dose apparente,

- une période de sensibilisation (1 2 5 semaines),

- une association de manifestations d'hypersensibilité

extra-hépatiques (fiévre, éruption cutanée, éosinophilie...),

- une réapparition du trouble aprés réadministration du

médicament responsable,
- la présence d'anticorps anti-tissus dans le sérum de ces

malades dans 14 % des cas (2).
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1.2.2. PROBLEME DE PREDICTION DES HEPATITES MEDICAMENTEUSES
DE TYPE IMMUNO-ALLERGIQUE

Lors des études toxicologiques chez l'animal les effets
hépatotoxiques secondaires de type immuno-allergique d'un

médicament ne peuvent &étre prédits. Les essais de mise au
point d'un modéle animal pour reproduire ce type d'hépato-
toxicité n'ont pas conduit, jusqu'ad présent, & des résultats

satisfaisants (4).

I1.2.3. MECANISMES PROPOSES POUR LES HEPATITES MEDICAMENTEUSES
DE TYPE IMMUNO-ALLERGIQUE

Le mécanisme des hépatites médicamenteuses de type immuno-
allergique a donné lieu & de nombreuses hypothéses et proposi-
tions. Nous retiendrons ici la plus communément admise, faisant
intervenir la formation d'un métabolite réactif (5, .6). La
figure 1 illustre 1'hypothése de formation d'un hapténe pro-
posée par PARK et coll. (7).

Fig. 1 : Hypothése de formation d'un hapténe dans les réactions

d'hypersensibilité induite par des médicaments{d'aprés 7).

Médicament--mmeeccmmm—— Hypersensibilité
A

¥ ;
Métabolite réactif a |

Altération tissulaire
Fy

‘ -
Conjuqué protéine-médicament !
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\\\h ; Complexes immuns
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Différentes étapes conduisent & l'apparition de phénomeénes
hépatotoxiques de type immuno-allergique. Le médicament respon-
sable est tout d'abord transformé en métabolite réactif. Ce
métabolite instable peﬁt réagir sur des protéines présentes
et former un conjugué protéine-médicament. Cette protéine,
modifiée par le médicament, devient immunogéne. Le systcme
immunitaire produit alors des anticorps qui vont former des
complexes immuns avec la protéine antigénique. L'étape finale
consiste en une altération tissulaire avec manifestations

d'hypersensibilité.

Ce schéma résulte d'un mécanisme général que l'on va pouvoir
adapter ici 4 la cellule hépatique. L'hépatocyte n'est la cible
d'une réaction immunitaire que si l'antigéne en cause (protéine
modifiée par le médicament) est exprimé a la surface de la cel-
lule. Cette expression membranaire pourrait résulter d'une mi-
gration de l'antigéne de la membrane du réticulum endoplasmique,
site de production du métabolite réactif, vers la membrane cel-
lulaire, ou de la fixation directe du métabolite réactif sur
un constituant membranaire. Cette structure, protéine-hapténe,

servirait alors de cible au systéme immunitaire.

Les mécanismes immunitaires capables de lyser 1'hépatocyte
ont été décrits par CALMUS et coll. (8) et sont résumés figure 2.
L'anticorps, aprés interaction avec 1l'antigéne, peut fixer le
complément ou é€tre reconnu par des cellules "killer'". La lyse
hépatocytaire peut résulter de 1'intervention directe des cel-
lules immunitaires (lymphocytes T spécifiques ou cellules
"natural killer") ou du dépdt de complexés immuns sur la

membrane cellulaire.

Ce probléme des hépatites médicamenteuses de type immuno-
allergique est donc complexe et d'accés trés difficile, Mais,
d'aprés les mécanismes proposés, deux faits importants sont
a considérer, d'une part, l'activation métabolique du médicament

avec formation de métabolites réactifs et, d'autre part,

! - -
1'existence éventuelle d'anticorps anti-tissus.
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Fig. 2 : Mécanismes immunitaires dans 1'hépatotoxicité médi-

camenteuse de type immuno-allergique (d'aprés 8).

[> Néo-antigene d'origine médicamenteuse
=3 Molécule HLA
© Fixation de complément

Anticorps fixan! le complément
@ Cytotoxicité cellulaire. dépendant

d'un anticorps {COA)
%@ intervention des lymphocytes T
>@ . Cytotoxicité des lymphocytes NK

®
@
v
@ b Dépdt des complexes immuns

@

Membrane hépatocylaire

I.3, FORMATION DE METABOLITES REACTIFS ET CYTOCHROMES P-450

Déja, dans les années 1950, on suspectait que de nombreux
xénobiotiques n'étaient pas toxiques en eux-mémes, mais seule-
ment aprés métabolisation en espéces électrophiles capables de
modifier des composants cellulaires. Depﬁis, cette hypothése

a été largement confirmée (9, 10).

L'activation métabolique de composés exogénes est assurée
par différents systémes enzymatiques présents dans les cellules
(monooxygénases & cytochrome P-450, monooxygénases a flavine,

peroxydases, glutathion S-transférases, époxyde hydrolases,

UDP-glucuronyl-transférases...). Cependant, le systéme enzymatique
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impliqué de fagon majoritaire dans la biocactivation de xénobio-
tiques est 1ié au cytochrome P-450 (9). Ce dernier, particulie-
rement étudié, a donné lieu 4 une bibliographie importante ;

aussi, nous ne développerons ici que les éléments indispensables

4 la compréhension des hépatites médicamenteuses. |

I1.3.1. GENERALITES SUR LE CYTOCHROME P-450

De nombreux composés exogénes et, parmi eux, les médicaments,
sont trop hydrophobes pour étre directement éliminés par l'orga-
nisme. La plupart des &tres vivants disposent de systémes enzy-
matiques de détoxication capables de transformer ces composés
en dérivés plus hydrosolubles, facilement éliminables. Cette
réaction de détoxication comporte deux phases, schématisées

figure 3.

Fig. 3 : Réaction de détoxication.

phase I phase I1
RH B ROH ~——————3 ROR' ~—¥> Elimination
hydroxylation conjugaison

Lors de la phase I, des monooxygénases hydroxylent le
composé a é€liminer. Dans un trés grand nombre de cas, cette é
réaction est catalysée par des cytochromes P-450. Lors de la i
phase II, des enzymes, dites de conjugaison, couplent au composé
hydroxylé des entités hydrophiles afin de le rendre encore plus
hydrosoluble (10). L'action conjuguée de ces deux systémes en-
zymatiques joue un rdle prépondérant en pharmacologie et toxi-

cologie.

Entre 1940 et 1950, MUELLER et MILLER étudient la déméthy-
lation oxydative du diméthyl-azobenzéne en présence d'homogé-
nats de foie (11, 12). Quelquesiannées plus tard, BRODIE et coll.
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(13) reprennent ces expériences pour examiner le métabolisme
oxydatif de certains médicaments. Ce n'est qu'en 1958 que
KLINGENBERG {14) et GARFINKEL (15) notent la présence d'un
pigment fixant le monoxyde de carbone dans les microsomes

de foie de Mammiféres. Ces microsomes, réduits et traités par

le monoxyde de carbone absorbent aux environs de 450 nm, contrai-
rement aux complexes formés entre le monoxyde de carbone et
d'autres hémoprotéines qui présentent une bande de Soret autour
de 420 nm. En 1964, OMURA et SATO (16) démontrent que ce pigment

hépatique est une hémoprotéine dénommée alors cytochrome P-450.

Les cytochromes P-450 sont les constituants majeurs d'un
systéme multi-enzymatique, les monooxygénases qui, par activation
de 1'oxygéne moléculaire, permettent d'incorporer un atome d'oxy-

géne au niveau d'un substrat selon la réaction globale

RH + Q2 +2H"+ 2¢- = ROH + H20
NADPH

Les cytochromes P-450 possédent des caractéristiques structu-
rales particuliéres. L'héme des cytochromes P-450 est la proto-
porphyrine IX de fer (figure 4). Le fer est coordiné aux quatre
azotes pyrroliques de la protoporphyrine et a un ligand cystéi-
nate assurant la liaison avec l'apoprotéine. Celle-ci est une
chaine peptidique de poids moléculaire compris entre 48 et 60 kd,
selon les cytochromes P-450. Cette chaine protéique forme une
cavité hydrophobe ol pénétrent les substtrats pour y &tre hydro-

xylés [(figure §5),

L'oxydation d'un substrat par les monooxygénases requlert
la présence, en plus du cytochrome P-450, de deux éléments
- un donneur d'électrons,généralement le nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate réduit (NADPH),
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Fig. 4

Fig. 5 :

Protoporphyrine IX de fer.

Représentation schématique du cytochrome P-450.

Protéine

Site
hydrophobe
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- une flavoprotéine, la NADPH-cytochrome P-450 réductase,
qui assure le transfert au cytochrome P-450 des électrons
provenant du NADPH. Cette enzyme comporte une mole de
flavine adénine &inucléotide (FAD) et une mole de flavine
mononucléotide (FMN) par mole d'apoprotéine.

L'organisation des monooxygénases est schématisée figure 6
(17). Ce systéme, trés réactif, est capable d'hydroxyler une
grande variété de composés et méme de réduire des dérivés halo-
génés. Ce manque de spécificité assure l'efficacité de la déto-

Xication des composés exogénes en général.

Fig. 6 : Transport d'électrons du NADPH au cytochrome P-450.

(d'aprés 17).

Cytoplasme

axygine
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Les cytochromes P-450 ont une localisation trés ubiquitaire
dans 1l'organisme. Ils sont principalement situés dans le foie et
présents, en plus faible quantité, dans de nombreux organes
(reins, poumons, intestin, peau, artéres...). Dans la cellule,
ils sont répartis au niveau du réticulum endoplasmique lisse
et rugueux, du noyau, de la membrane cellulaire et des mitochon-

dries.

Nous nous intéresserons plus particuliérement aux cytochromes
P-450 responsables du métabolisme des xénobiotiques. Ces enzymes
sont surtout localisées au niveau du réticulum endoplasmique des
hépatocytes. Ils sont présents in vitro dans les microsomes
hépatiques obtenus aprés centrifugations différentielles d'homo-

génats de foie.

1.3.1.4. Induction_des_cytochromes P-450 chez l'animal

_________ g e i B T T e S raP ¥ gt i
'

Les isoenzymes du cytochrome P-450 sont nombreuses chez 1'ani-
mal non traité. Cependant, le traitement des animaux par cer-
tains composés augmente la concentration en cytochromes P-450
dans les protéines microsomales et stimule sélectivement des
activités enzymatiques. Les modifications observées (propriétés
spectrales et catalytiques, profil électrophorétique des pré-
parations microsomales) montrent qu'une induction modifie la
répartition des isoenzymes du cytochrome P-450 et peut faire
apparaitre une ou plusieurs formes n'existant pas chez 1'animal
non traité. Selon les isoenzymes induiteg,les inducteurs ont
été groupés en 5 catégories (18). La premiére, la plus importante
est celle des molécules de type phénobarbital (PB). Elle com-
prend, outre le phénobarbital, de nombreux composés dont la
structure chimique peut &étre trés différente du phénobarbital

lui-méme. Une deuxiéme catégorie regroupe les hydrocarbures poly-
aromatiques. On y distingue la dioxine (TCDD), le benzo (a)pyréne %
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(BP), la B-naphtoflavone (BNF), le méthyl-3-cholanthréne (3MC).
Dans la troisiéme catégorie, on trouve des dérivés de type
stéroides comprenant des glucocorticoides comme la dexaméthasone
(DEM). Le dérivé le plus utilisé est la cyano-l6a-pregnenolone
(PCN). Cependant, certains antibiotiques macrolides, tel le
triacétate d'oléandomycine (TAO) font également partie de

ces inducteurs. Une autre classe d'inducteur est déterminée par
le clofibrate (CLO), hypolipidémiant, et ses analogues struc-
turaux, comme le fénofibrate (FEN). L'éthanol constitue une
autre catégorie d'inducteur comprenant également 1'acétone,

L'isonigzide: v
La figure 7 représente les structures de ces principaux

composés.

I1.3.2. DIFFERENTES FORMES DE CYTOCHROMES P-450 HEPATIQUES CONNUES

L'existence de nombreuses isoenzymes du cytochrome P-450
joue un rdle important dans le métabolisme des médicaments. Ce
domaine, abondamment étudié, nous améne tout d'abord a4 réperto-
rier les différentes formes de cytochromes P-450 hépatiques de
rat isolées 4 ce jour par les principales équipes travaillant
sur ce sujet, dont celles de WOLF, LEVIN, GUENGERICH et
WAXMAN. L'identification de ces formes a été réalisée en compa-
rant les propriétés des préparations de cytochromes P-450
obtenues par ces différents laboratoires. Cette comparaison a
porté sur la longueur d'onde du maximum d'absorption du complexe
cytochrome P-450-CO, sur les activités catalytiques (nature
des substrats oxydés), les propriétés immunochimiques (recon-
naissance croisée d'une isoenzyme par un anticorps dirigé
contre une autre isoenzyme), sur la séquence N-terminale et
la mobilité électrophorétique et enfin, sur la réponse aux
inducteurs. Les progrés de la biologie moléculaire ont également
permis de caractériser ces isoenzymes par la séquence de leur
ADN ou ADN complémentaire, ou dg la protéine elle-méme.

i
s
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Fig. 7 : Inducteurs classiques des cytochromes P-450C chez
L'animal de laboratoire.
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A partir de ces données, une nomenclature officielle des
isoenzymes du cytochrome P-450 a été récemment établie (19).
Le tableau 1 donne la liste des cytochromes P-450 hépatiques de
rat actuellement connus avec leur nomenclature suivant le labo-
ratoire ol ils ont été isolés (20, 21, 22, 23) et la nomencla-
ture officielle préconisée. La nomenclature de GUENGERICH,
la plus simple & mémoriser, sera retenue pour la suite de ce
travail. Elle correspond a 1'induction utilisée pour la purifi-
cation de chaque isoenzyme (UT : formes présentes chez les
animaux non traités ; PB : phénobarbital ; PCN : cyano-16a-
pregnenolone ; BNF : pg-naphtoflavone ; ISF : isosafrole).
Le tableau 2 décrit l'origine (induction, sexe) et les activités
oxydantes connues des différentes formes de cytochromes P-450
hépatiques de rat (23). Nous voyons par exemple que le cyto-
chrome P-450 UT-A (IIC11), est présent chez le rat mile adulte
non traité. Il n'est pas augmenté par des inducteurs et il cata-
lyse trois types de réactions (hydroxylation, oxydation et N-
déméthylation). Les substrats indiqués ici sont des substrats
endogénes ou exogénes connus pour é&tre oxydés par ce cytochrome
P-450,

Chaque forme de cytochrome . P-450 est plus particulié€rement
présente, soit chez des rats non traités (UT), soit chez des
rats spécifiquement induits par différents composés. En effet,
certaines formes existant en faible proportion chez des rats
non traités (les formes PB ou PCN par exemple) voient leur |
taux hépatique considérablement augmenter aprés une induction
spécifique (24). A 1l'inverse, la forme constitutive majoritaire
(UT-A), en quantité importante chez des rats non traités, se
trouve proportionnellement diminuée aprés traitement par des
inducteurs (PB, PCN, 3MC).
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Tableau 1

14 -

Nomenclature des cytochromes P-450 hépatiques de rTat

d'aprés 19, 20, 21, 22, 23).
Wolf |Levin Guengerich| Waxman Autres Nomenclature
recommandée
mclb C BNF-B - - TAL
mela d ISF-G MC2 - TA2
utl a Ut-F PB3 al I1iAl
al 1IA2
al IIA3
pbia b PB-3B PB4 5 IIB1
pb3b e PE-D PBS - IIBZ
- - - . IIB3 IIB3
/| pb1b k | PB-C PB1 pTE2 11C6
I pbla o _ - " "
pbZb - - - - = -
- f = = pTE1L 1I1C7
pb2a h UT-A PB2c M-1,16a,RLM5|  1I1C11 |
méle i
- i Ut-1I PBIZd 158 11C12.
) femelle
- g - - s I1IC13
= = UT-H = db1,CMFla IID3
- = - = db2,CMF2 I1IDZ
= = & - db3 I1D3
- - - - dbd4 ,CME3 1ID4
= - = - db5,CMF1b 1IDS
- j - - alcool ITEIL
= = - 0lfl 11361
pb2c P PCN-E PB2a pcnl TTIAL
= - - - pcnZ ITIAZ
p-452 | - - x LAwl VAL
- - - - _ LAwZ IVAZ
) ) i - 4| LAw3 IVA3
- - - z 5 IVB1
- . , - 17a XVITAL
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- 15

Tableau 2 Spécificité, inductibilité et activité oxydante de
cytochromes P-450 hépatiques de rat (d'aprés 23).
Cytochromes Origine Activités oxydantes connues
P-450Q
UT-F{IIA1l) Rat non traité hydroxylation testostérone (7a),
androstenedione (7a),
progestérone (70}
UT-H (IIb1) Rat non traité hydroxylation débrisoquine (4)

bufuraloil (1'); propranolol (4)
oxydation : spartéine (A°)

O-déméthylation : gncainamide
extrometorphan

Rat méle adulte

UT-A(IIC11),
: non traité

hydroxylation testostérone (2a)
oestradiol (2 et 4), warfarine (4'
et 6), vitamine D3.

oxydation acétaminophéne,
nifédipine.
N-déméthylation

éthyl-morphine

Rat femelle
adulte non

UT-I(1IIC12)

hydroxylation : 5Sa-androstane-3a,
I7 R diol 3,17 disulfate (158)

traitée

PB-C{I1IC6) Rat non traité hydroxylation : warfarine (7)
ou induit par N-oxydation azoprocarbazine
PB

PR-B,D Rat induit hydroxylation : warfarine (4'),

(IIB1,2) par PB testostérone (16a,B8, 17R8),

androstenedione {16R8)
O-déalkylation 7-pentoxyréso-

rufine.
N-déméthylation d-benzphétamine,
aminopyrine

PCN-E(IIIA1) Rat non traité hydroxylation warfarine {(10),

ou induit par
PCN, TAO ou PB

testostérone (6R), oestradiol (2
et 4), méphénytoine (4).
N-déméthylation éthyl-morphine

ISF-G(TA2) Rat induit par hydroxylation oestradiol (2 et
ISF ou des hy- 1), acétanilide (4)
drocarbures po- | N-oxygénation amines aromatiques,
lycycliques pyrolysats d'acides aminés
BNF-B(IA1) Rat induit par | hydroxylation hydrocarbures poly-
3MC, BNF ou cycliques, testostérone (6R),
hydroxycarbures | warfarine (6 et 8)
polycycliques N-oxygénation amines aromatiques

0-dééthylation 7-éthoxyrésorufine

Rat non-traité
ou induit par
CLO

P-452(1VA1)

hydroxylation acide laurique

{ 1T et 12)

Les cytochromes P-450 sont répertoriés sous la nomenclature de
GUENGERICH et la nomenclature officielle. Les activités oxydantes

connues sont indiquées comme suit
d'oxydation).

ractivité : substrat (position
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La mé&me approche a été réalisée & partir des différents
cytochromes P-450 de foie humain, a l'exclusion du phénoméne
d'induction difficilement étudié chez 1'Homme pour des raisons

éthiques.

Le tableau 3 indique les isoenzymes du cytochrome P-450
hépatique humain actuellement connues par isolement de la pro-
téine ou par séquence de son ADN ou de 1'ADNc (19, 25, 26). La
nomenclature recommandée est basée sur des données génétiques
(séquence des ADN ou ADNc) mais pas sur 1'isolement de la pro-
téine elle-méme. Cela explique que, sur la vingtaine d'iso-
enzymes humaines répertoriées, seule une dizaine de cytochromes
P-450 a €té complétement caractérisée a la fols au niveau de
la protéine (isolement et séquence) et de son ADN ou ADNc

{clonage et séquence).

Si 1'on considére les formes de cytochromes P-450 hépatiques
humaines responsables de l‘hydrdxylation-en position 4 de 1la
S-méphénytoine, au moins trois protéines différentes ont été
isolées et plusieurs ADN ou ADNc séquencés. Cette sous-famille
de cytochromes P-450 de foie humain a donné lieu 4 de nombreuses
¢études en raison du polymorphisme génétique de cette activité
enzymatique. Deux @ 5 % de la population d'origine Caucasienne
sont hydroxylateurs lents ainsi que 13 % de la population du
Japon (27). Une protéine possédant l'activité méphénytoine
hydroxylase, avait tout d'abord été isolée ; il s'agissait du
cytochrome P-450-8 (28) ou Meph(29). Puis deux protéines,
appelées respectivement MP1 et MP2, de méme activité, ont été
4 leur tour isolées et caréctérisées par des techniques clas-
siques (30). A 1l'aide de la biologie moléculaire,-un ADNc,
relatif & cette sous-famille de cytochrome P-450, a été cloné
puis séquencé,la séquence protéique déduite et comparée aux
séquences N-terminales des protéines préalablement isolées
(31). Depuis,une troisiéme protéine a été identifiée, MP3,

«
"y
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Tableau 3

- 17 =

: Différents cytochromes P-450 de foie humain

. nIomen-

clature et substrats caractéristiques (d'aprés 19,25,26).

Différentes nomenclatures Substrats Nomenclature
ADNc ADN Protéines caractéristiques recommandée
Pi1: P1 P1 IAl
P3,4 4 PA Phénacétine IAZ
P-450(1) ITA3
ITTA3
LM2 IIBs
I1IB7 L1187
1IBS TIBS
1,11C2, . S:méphénytoine 11C8
mp-12 MP3 Rétinol
mp-20 ,
IICI,mp-4 MP S-Méphénytoine IIC9
mp, mp-8 MP S-Méphénytoine 11C10
Tolbutamide
Débrisoquine
dbl BEF, U8 Spartéine 11D6
Bufurailol
IID7 IID7
IID8 IID8
J J HI,] sate Alcool 1IEL
TIF, TIF1
HLp NF, 5 Nifédipine,Cortisol ITIA3
Cyclosporine
nf-25 fédipine I11A4
pcnl,ﬁf—lo Nifédipine
pensd TITAS
SCC SCC Cholestérol XIAI
170 17a XVIIAL
arom Androstenedione XIXAL
C21B C21B| XXIAZ
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portant une activité supplémentaire (32). D'autres ADNc de cette
sous-famille de cytochromes P-450 ont été également séquencés
(33] .

Cet exemple illustre la complexité du probléme en ce qui
concerne la caractérisation des différentes isoenzymes du cyto-
chrome P-450. Les techniques trés sophistiquées de la biologie
moléculaire permettent d'isoler sans cesse de nouvelles formes
ne différant parfois des formes connues que par quelques acides

aminés.

Dans le but d'extrapoler & 1'Homme les études du métabolisme
de xénobiotiques effeétuées chez 1'animal (le rat notamment),
11 semblait intéressant de comparer les différentes formes de
cytochromes P-450 de foie humain & celles présentes chez le
rat. Le tableau 4 résume 1'état actuel des travaux, tous labo-
ratoires confondus (23, 26). Les homologies présentées, entre
cytochromes P-450 de foie humain et de rat, sont basées d'une
part sur une réactivité immunologique croisée (reconnaissance
d'une forme par des anticorps dirigés contre une autre forme)
et, d'autre part, sur la comparaison des séquences N-terminales.
Les séquences des ADN ou ADNc n'étant pas toutes connues, ce
critére n'a pas été utilisé pour 1'élaboration de ce tableau.
Une analogie a, par exemple, été déterminée, entre les cyto-
chromes P-450 responsables de la 4-hydroxylation de la S-
méphénytoine (MP) chez 1'Homme et les cytochromes P-450 hépa-
tiques présents chez les rats non traités miles (UT-A) ou
femelles (UT-I1).




w T8 -

Tableau 4
Homologies entre cytochromes P-450 de foie humain et de rat
(d'aprés 23, 26)

tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

Cytochromes P-450 humains Cytochromes P-450 de rat
(GUENGERICH)
UT-A (IIC11)
MP3(TIC8)
UT-1 (IIC12)
UT-A (IIC11)
MP (IIC9)
UT-I (IIC12)
UT-A (IIC11)
MP (IIC10)
UT-1 (1IC12)
BUF, DB (IIDG) UT-H (IID1)
NF, 5 (IIIA3) PCN-E (IIIA1)
PA (IA2) ISFG (IA2)
P1 (IA1) BNF-B (IA1)
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I.3.3. FORMATION DE METABOLITES REACTIFS

Les différentes formes de cytochromes P-450 hépatiques
jouent un réle majeur dans la détoxication de xénobiotiques
mais, paradoxalement, elles peuvent &tre également a4 1l'origine

de phénoménes toxiques.

Certains composés exogénes incluant divers médicaments
(Tableau 5)(34), comme l'acétaminophéne, 1'acide tiénilique,
sont transformés en métabolites réactifs. Ces métabolites
instables sont formés par différents types de mécanismes et ont
des structures chimiques trés diverses (époxydes, carbocations,
radicaux), comme il est décrit figure 8 (10). L'oxydation par
le cytochrome P-450 de dérivés présentant une insaturation
peut conduire & la formation d'époxydes (chlorure de vinyle),
celle de dérivés aminés & des hydroxylamines réactives (acéta-
minofluoréne) ou a des carbocations (diméthyl nitrosamine).

La formation d'entités réactives par les cytochromes P-450

peut égﬂement résulter d'une réduction avec production de
radicaux libres (tétrachlorure de carbone) (10). Ces métabolites
formés ont en commun la propriété d'étre trés électrophiles

et trés réactifs vis-a-vis des nucléophiles tissulaires. Deux

cas peuvent alors se produire : soit le métabolite réactif

est pris en charge et détoxiqué a 1'aide d'enzymes spécifiques
{époxyde. hydrolases), soit il peut contracter des liaisons
covalentes irréversibles avec différents constituants cellulaires
{35} .

Dans ces deux cas, le métabolite électrophile va réagir sur
des sites nucléophiles. Or, dans la cellule, un des sites nucléo-
philes les plus abondants se trouve &tre le groupement thiol
de la cystéine. Ce groupement est présent dans les protéines
mais aussi dans un tripeptide, le glutathion, ayant un rdle
protecteur majeur au niveau cellulaire. La glutathion-S-transfé-
rase catalyse la détoxication de métabolites réactifs par conju-
gaison avec le glutathion. Ce systéme de détoxication n'est pas

toujours suffisant en cas de métabolisation massive et les
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Tableau 5 : Médicaments hépatotoxiques connus pour étre
transformés en métabolites réactifs {(d'aprés 34).

Acétaminophéne - Erythromycine Métronidazole
Acide tiénilique Estrogénes naturels Nitrofurantoine
Alphaméthyldopa Ethinylestradiol MNorethistérone
Benoxaproféne Fluroxéne Phénacétine
BCNU (Carmustine} Halothane Phénylbutazone
CCNU (Lomustine) Hycanthone Phénytoine
Chloramphénicol Imipramine : Propranolol
LChloroforme Iproniazide Propylthiouracile
Chlorpromazine Isaxonine Trichloroéthyléne
Cyclophosphamide Isoniazide Troléandomycine
Dantroléne Méthimazole Uréthane
Enflurane Méthoxyflurane
Fig. 8§ : Mécanismes conduisant a la formation de métabolites

réactifs (d'aprés 10).

. Dérivés présentant une insaturation : formation d'époxydes

R1 Rl R!

/——-\ R 2.

R, Ry

. Dérivés aminés : formation d'hydroxylamines réactives
W/N_H"_“' RVfN‘OH I PV

. Dérivés aminés : formation de carbocation par

N-désalkylation
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métabolites formés peuvent alors se fixer sur d'autres consti-
tuants nucléophiles. Plusieurs cas de figures sont alors envi-
sageables en fonction de la réactivité intrinséque et de la
durée de vie (stabilité) du métabolite réactif (9, 10, 36).

Ces cas sont résumés dans le tableau 6.

Le métabolite formé a 1'intérieur de la poche hydrophobe
du cytochromé P-450 peut directement réagir sur celui-ci. Une
destruction du cytochrome P-450 (sulfure de carbone, fluroxéne..
ou un blocage de cette enzyme par différents mécanismes sont
possibles. Les dérivés d'amphétamines forment un complexe avec
Fe'". Les métabolites de dérivés présentant une insaturation
alkylent les azotes de 1'héme. Le chloramphénicol, quant & lui,
est métabolisé en dérivés se fixant sur les lysines de 1'apo-
protéine. Les conséquences d'une inactivation des cytochromes
P-450 sont importantes dans le cas d'une association médicamen-
teuse. Si un médicament est administré en association avec un
composé bloquant les cytochromes P-450 aprés activation méta-
bolique, le médicament ne sera plus métabolisé comme s'il avait
été administré seul et, par conséquent, n'aura plus les mémes
effets thérapeutiques quantitatifs ou qualitatifs. C'est le cas
par exemple des antibiotiques macrolides impliqués dans un

certain nombre d'interactions médicamenteuses (37).

Le métabolite formé peut également sortir de la poche hydro-
phobe du cytochrome P-450 et réagir sur des fenctions des acides
aminés (SH, NHZ’ OH..;). C'est le cas par exemplé de l'acrylo-
nitrile ou du thioacétamide (9).I1 se fixe alors de facon cova-
lente sur des protéines cellulaires par alkylation.

Lorsque le métabolite formé a une durée de vie plus longue,
il va pouvoir réagir sur 1'ADN ou 1'ARN en alkylant les bases
puriques ou pyrimidiques. Il s'agit notamment de métabolites
réactifs de cancérogénes tels le benzo(a)pyréne, l'aflatoxine
(10).
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Tableau 6 : Macromolécules cibles des métabolites réactifs
issus de différents composés (d'aprés 9, 10, 36)
Macromolécules Mécanisme réactif Exemples de composés
cibles
DisgErmeriEn Sulfure de carbone CS2
Nitroso-diméthyl—CHS\N_N=O
amine ~
CH3
Fluroxéne CF.-CH,-0-CH=CH
. 3 2 2
(anesthésique)
Complexe Amphétamines <:jycarcﬁqm,
avec Fe™™ ¢H,
Cytochrome
P-450
Benzo-1,3 Ry
dioxole J[:]:j)”:
Rt ——
Alkylation | Chlorure de vinyle AN
Blocage des azotes el
Sy
de 1'héme Nondne P AT W W
Alkylation
de 1'apo- . NHCOCHC
. Chloramphé- ]
protéine st ¥o, ;Wahqﬁm
Alkylation des fonc- e B
> . tions des acides Acrylonitrile CHZ—CHCN
rotelines P
celiulgires aminés (OH (TYR),
NH(LYS), SH(CYS) Thioacétamide C,H:NS
Alkylation des 2 o
bases nucléiques Aflatoxines
ADN N7(G), N aromatique
ou aliphatique, O,
CB(A), phosphate
Acétylamino- 2 "
fluoréne O I~cocn,
Lipides Peroxydation par Tétrachlorure de carbone CCl4
membranaires formation de radicaux

Py
A

Acétaminophéne

CilyCONTt —@— OH
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Le cytochrome P-450 peut se comporter comme un réducteur
et déshalogéner certains haloalcanes (exemple, le tétrachlo-
rure de carbone) pour former des radicaux libres. Ces radicaux
se fixent alors sur des lipides et induisent une peroxydation
lipidique qui aura pour conséquences de déstabiliser les

membranes et d'entrainer une lyse cellulaire (10).

[.4, LES ANTICORPS ANTI-TISSUS EN PATHOLOGIE HEPATIQUE

La recherche d'anticorps anti-tissus dans le sérum de malades
est utile au diagnostic étiologique et & la surveillance d'un
certain nombre d'affections hépatiques, au premier rang des-
quelles se situent la cirrhose biliaire primitive et les hépa-

tites de type immuno-allergique.

Le terme d'anticorps anti-tissus est utilisé pour les dési-
gner par opposition aux anticorps spécifiques d'organe trouvés
notamment dans la pathologie endocrinienne et par opposition
aux anticorps anti-médicaments. Le premier anticorps anti-tissus
non spécifique d'organe et d'espéce a été décrit en 1965 : il
s'agissait d'un anticorps anti-mitochondrie (M). Depuis,
d'autres anticorps anti-tissus ont été détectés dans le sérum
de patients atteints d'affections hépatiques : anticorps anti-
muscle lisse (SM), anticorps anti-microsomes de foie et de rein
{(LKM) ,anticorps anti-ribosomes (R), anticorps anti-cytosol hépa-
tique (LC). Au cours de nombreuses observations, ces anticorps
ont pu &tre divisés en sous-groupes {exemple, anticorps anti-
mitochondries, M1 a M6), faisant apparaitre une relation entre
la présence d'un anticorps anti-tissus particulier et une affec-

tion hépatique (38).

Ces anticorps anti-tissus reconnaissent des antigénes pré-
sents au niveau des noyaux ou des organites intra-cytoplasmiques

de nombreuses cellules et de différentes espéces.
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I1.4.1. DETECTION DES ANTICORPS ANTI-TISSUS

L'immunofluorescence indirecte est la méthode de choix pour
le dépistage d'anticorps anti-tissus (39). Elle est réalisée
sur coupes d'organes congelés (foie, rein, estomac, principale-
ment) de rat, et de souris de facon complémentaire. Le test
consiste & incuber ces coupes,dans un premier temps avec le
sérum du malade, puis avec une antiglobuline marquée a la fluo-
rescéine qui va révéler les anticorps fixés sur le tissu

(figure 9).

Fig. 9 : Test d'immunofluorescence indirecte

T s
FaN
//////ég;ﬁf a A-ﬁj>
Antigine I/ /
SERUM DE MALADE

coupe d'organe

/C%Z{Q/

ANTIGLOBULINE CONJUGUEE
A LA FLUORFSCEINE

.
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Chaque anticorps anti-tissus (anti-M, SM, LKM, LC) est
identifié par son profil de reconnaissance en immunofluorescence
indirecte, c'est-a-dire.suivant les intensités de fluorescence
obtenues pour chaque organe et type cellulaire. Le tableau 7
indique les profils de reconnaissance des principaux anticorps
anti-tissus rencontrés (40).

Tableau 7 : Profil de reconnaissance par immunofluorescence in-
directe d'anticorps anti-tissus sur différentes

coupes d'organes (d'aprés 40)

Rein Estomac Pancreas
Hépatocyte g r P2 P3  TLH D CD P c M APUD  Exo  Endo
Anti-M1 ++ - + + + - +44 - + + + ? + +
Anti-M2a # + ++ +4 ++ - +et + +++ + + ? + +
Anti-M2b + S ) RN 0 B £ ' + ot R (H) (H) ? (+}  (+)
Anti-M3 e S T S i + o+t + +++ A+ kit ? + +
Anti-M4 + (+) ++ +4 ++ = +++ + +4+ + + ? + +
Anti-M5 + i = = A = SR - + - e + +4+ ? - +
Anti-MG +++ — ek (+) - + - - - - - +F+ - +++
Anti-LKMI1 S = + I - - - - - + - - -
Anti-LKM2 +++ S S L + - - - - - + - - -
Anti-R +t+ - {+) (+) (+) (+) {+) (+) - +++ - 2 +++ -
Coupes d'organes (toutes espéces confondues) : foie, rein

(6 : glomérule, PL & P3 tube proximal, TLH anse gréle de
Henlé, D tube distal, CD

lules pariétales, C cellules principales, M

cel-
de la

Intensité de

tube collecteur)}, estomac (P

cellules
musculosae), pancréas (exocrine et endocrine).
fluorescence des anticorps anti-mitochondries (M1 & M6), anti-
microsomes de foie et de rein (LKMI1,2) anti-ribosomes (R).

En considérant dans ce tableau 7 les anticorps anti-LXMZ.
ceux-ci donnent une fluorescence intense au niveau des hépatocytes
et des segments Pl et P2 du tube proximal du rein. La fluores-
cence est plus faible au niveau de P3 et des cellules de la

couche musculosae de l'estomac. Aucune fluorescence n'est observée
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au niveau des autres types cellulaires. L'obtention de ce profil
particulier de fluorescence avec un sérum de malade permettra

de diagnostiquer la présence d'anticorps anti-LKMZ dans ce
sérum. Ce tableau résume, de facon générale, la réactivité des
différents anticorps anti-tissus par rapport aux sous-structures
tissulaires, toutes espéces confondues. Nous verrons par la suilte
qu'il peut y avoir quelques petites différences pour un méme
anticorps suivant que l'on utilise des organes de rat ou de
souris (par exemple, l'intensité de fluorescence des anticorps

anti-LKM2 au niveau des hépatocytes périportaux est différente

chez le rat et chez la souris midle, mais est identique au
niveau des hépatocytes centrolobulaires).

Chaque anticorps anti-tissus est dirigé contre une orga-
nelle cellulaire. Aucune fluorescence ne peut donc &tre observée
si 1'on teste un sérum qui a été préalablement adsorbé sur la
fraction subcellulaire contre laquelle il contient des anticorps.
Cette expérience, appelée extinction de fluorescence, permet de
vérifier que tel anticorps est dirigé contre tel organite cellu-

laire.

I.4.2. RELATION ENTRE LE TYPE D'AUTO-ANTICORPS ET L'ORIGINE DE

L'HEPATITE

Des anticorps anti-tissus ont &té détectés dans .le sérum

de patients atteints d'hépatites infectieuses

- anti-noyau et anti-muscle lisse (hépatite B),
- anti-LKM & (hépatite D)
- anti-M1 (syphilis hépatique).
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Trois types d'hépatites dont l'origine reste encore indéter-
ninée conduisent & l'apparition d'anticorps anti-tissus dans

le sérum des malades

- la cirrhose biliaire primitive (CBP) (anticorps anti-
mitochondries M2, M4, M8 et M9),

--1'hépatite auto-immune de type I ou hépatite lupoide
{anticorps anti-noyau et anti-muscle lisse),

- 1'hépatite auto-immune de type II ou hépatite chronique
active (CAH) (anticorps anti-LKM1 et anti-LC1)

Nous ne développerons pas ici les hépatites médicamenteuses
algués mais nous nous focaliserons sur les hépatites chroniques
d'origine médicamenteuse dont les lésions sont comparables a
celles des hépatites chroniques actives. Cependant, les médica-
ments responsables de ce type d'hépatite provoquent également
des hépatites aigués. Il est a remarquer que la présence d'auto-
anticorps dans le sérum de patients atteints d'hépatite médica-

menteuse ne se prodult qu'avec certains médicaments.

Selon le type d'anticorps apparaissant dans les hépatites
qu'ils déclenchent, ies médicaments ont été classés en trois

groupes {40)

- le premier groupe comprend l'oxyphénisatine, la clométacine,
la nitrofurantoine, la papavérine, le fénofibrate et 1' a-
méthyldopa. Des anticorps anti-muscles lisses, anti-noyaux
et quelquefois anti-mitochondries ont &été détectés dans le
sérum des malades atteints d'hépatite aprés traitement par

ces médicaments ;
- le deuxiéme groupe est constitué de 2 médicaments : 1'acide
tiénilique (Diflurex®) et 1'iproniazide (Marsilid*). Ces deux

médicaments conduisent chacunid l'apparition d'anticorps treés
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spécifiques, respectivement des anti-LKM2Z (41) et des anti-

mitochondries de type 6 (M6)(42). Nous reviendrons abondamment

sur ces auto-anticorps tout au long de ce travail ;

a,

- le troisieme groupe ne comprend que l'halothane. Dans 25 %
des hépatites provoquées par cet anesthésique, la présence
d'anticorps anti~LKM1l est détectée dans le sérum des malades.

Bien siir, cette liste est loin d'8tre exhaustive ; des anti-
corps ont été récemment détectés dans les sérums de malades
présentant une hépatite & la dihydralazine (43) entre autres. Il
s'agissait d'anticorps anti-microsomes de foie (anti-LM).

Dans la majorité des cas, la nature exacte de l'antigéne

contre lequel sont dirigés ces anticorps n'est pas connue.

Nous allons nous intéresser plus particuliérement a deux
médicaments : l1l'halothane et 1l'acide tiénilique, qui conduisent
a des phénoménes hépatotoxiques de type immuno-allergique. En
effet, ce sont les deux seuls cas ol l'on posséde quelques élé-
ments de départ vers une compréhension des mécanismes de cer-

taines étapes & l'origine de ces phénoménes hépatotoxiques.

1.5, EXEMPLE DE DEUX MEDICAMENTS RESPONSABLES D'HEPATITES DE

TYPE IMMUNO-ALLERGIQUE

I.5.1. CAS DE L'HALOTHANE

L'halothane, un anesthésique halogéné, commercialisé dés
1953, et de loin le plus couramment utilisé dans le monde, a

été rendu responsable de nécroses hépatiques dés 1958.

Deux types d'hépatites 2 1'halothane ont été& mis en évidence
(44)
- une hépatotoxicité directe, généralement bénigne avec

une é&lévation des transaminases et un taux de phospha-

tases alcalines modérément augmenté. Un examen histologique

montre une nécrose centrolobulaire ;

i
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- une hépatotoxicité de type immuno-allergique, rencontrée

chez un petit nombre de patients (1 cas sur 30.000) mais
sévére, se produisant généralement aprés réexposition
sans relation effet/dose apparente et présence de carac-
téres cliniques allergidues (éruption cutanée, fiévre,
éosinophilie). Chez 25 % de ces malades, des anticorps
anti-tissus de type LKMLl ont été détectés dans leur

sérum (1, 45).

Différentes études ont démontré 1'importance du métabolisme
dans ces hépatites & 1'halothane (46). La figure 10 montre
que 1'halothane est métabolisé selon deux voies, oxydative et
réductrice, dont les importances relatives dépendent de la
pression partielle en oxygéne (47). Ces deux voies générent des
métabolites réactifs capables d'alkyler les protéines hépatiques.
La voie réductrice conduit a la formation d'un radical, CPSéHCI,
qui est a l'origine de 1'hépatotoxicité directe de 1'halothane.
La voie oxydative, quant a elle, génére CFBCOC1 (TFA) entité
réactive pouvant se fixer de facon covalente sur les protéines
hépatiques. Ce métabolite est responsable de 1'hépatotoxicité
de type immuno-allergique. Il a &té montré que CF3C0C1 a la
capacité de trifluoroacétyler les proté&ines hépatiques. En
effet, des anticorps dirigés contre cet hapténe (anticorps anti-
TFA) reconnaissent spécifiquement par immuno-transfert. deux
protéines trifluoroacétylées (54 et 59 kd) dans les microsomes
de rats induits par le phénobarbital, puils anesthésiés par 1'ha-
lothane. La protéine de 54 kd a été identifiée comme é&tant la
forme majeure des cytochromes P-450 induite par le phénobarbital
(48). Ces mémes anticorps anti-TFA ont permis, par immunofluo-
rescence indirecte, de mettre en évidence la présence de protéines
trifluoroacétylées au niveau de la membrane d'hépatocytes de
rats traités par l1'halothane (49). Les conséquences de 1l'appari-
tion d'un néo-antigéne a4 la surface des hépatocytes peuvent &étre
déduites des résultats de DAVIS (46). Celui-ci a montré que
1'incubation de sérums de malades,ayant fait un accident hépa-

tique de type immuno-allergique et contenant des anticorps anti-
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Fig. 10.. - : Métabolisme de 1'halothane (d'aprés 47)
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LKM1, en présence d'hépatocytes de lapins traités par 1'halothane
et de lymphocytes de sujets sains conduit & la lyse des hépato-
cytes. Ces résultats suggérent que le métabolite réactif, formé
par oxydation de 1'halothane par un cytochrome P-450, se fixe

sur celui-ci par liaison covalente et induit l'expression mem-

branaire de cette protéine modifiée. Ce néo-antigéne devient

alors la cible du systéme immunitaire.

1.5.2. CAS DE L'ACIDE TIENILIQUE

L'acide tiénilique (Diflurex*),diurétique uricosurique, a
¢té mis sur le marché en 1976 par le laboratoire ANPHAR ROLLAND
pour ses propriétés dans le traitement de 1l'hypertension.
Introduit en 1979 aux Etats-Unis, 1l a, aprés quelques mois,
été retiré de la vente du fait de l'apparition de phénoménes
hépatotoxiques secondaires chez certains patients {1 cas sur
10.000) (50) .
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Le métabolisme de ce médicament a été étudié au laboratoire,
en collaboration avec le centre de recherche ANPHAR ROLLAND, afin
d'expliquer 1'hépatotoxicité de l'acide tiénilique.

L'acide tiénilique est métabolisé de fagon importante chez
1'Homme et chez le Rat. Le métabolite urinaire majeur dérive
de 1'hydroxylation en position 5 du noyau thiophéne (figure 11).

Ce métabolite représente 50 % de la dose chez 1'Homme et 30 %
chez le rat (51}).

Fig. 11 . Métabolisme de 1l'acide tiénilique.
4 3 Ci Cl H
N
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Ce métabolisme oxydatif est retrouvé in vitro par incubation
de l1l'acide tiénilique (marqué au 140 sur la fonction cétone)
en présence de microsomes hépatiques (humains ou de rats) et

d'un systéme générateur d'électrons (NADPH} (52).

D'autre part, le laboratoire ANPHAR ROLLAND a montré que,
in vivo, une proportion faible de 1'acide tiénilique ou de ses
métabolites est 1liée de fagon covalente aux protéines hépatiques
de rat. L'isomére en position 3 de l'acide tiénilique, le CRE
4316 (figure 11), donne, dans les mémes conditions, un taux de

fixation covalente dix fois plus élevé que l'acide tiénilique.

i
o
=i
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Des résultats similaires ont été retrouvés in vitro & partir
de microsomes hépatiques de rats incubés en présence d'acide
tiénilique ou de CRE 4316 (marqués au 14C sur la fonction cétone)
et d'un systéme générateur d'électrons (NADPH)(53).

Différents paramétres analysés aprés survenue d'une hépatite
chez des patients ayant pris de 1'acide tiénilique suggérent un
phénoméne de type immuno-allergique (54}

- fréquence rare (1 cas sur 10.000),

- période de sensibilisation,

- survenue de 1'hépatite 4 la réadministration du médicament

apreés un arrét,

- pas de relation effet/dose apparente,

- présence dans le sérum de ces malades d'anticorps anti-

LKMZ (41).

Une étude effectuée au laboratoire, en collaboration avec
1'équipe du Pr. LEROUX {H6pital Necker, Paris}, a permis d'iden-
tifier 1'antigéne contre lequel semblent étre dirigés ces anti-
corps anti-LKMZ (55). Des analyses par immuno-transfert ont
montré que les sérums humains contenant des anticorps anti-LKM2
reconnaissaient spécifiquement un cytochrome P-450 humain,
présent dans les microsomes hépatiques, le cytochrome P-450-8
{IIC). D'autres cytochromes P-450 humains (P-450-5, P-450-9)
ne sont pas reconnus par ces sérums, de méme que des microsomes
provenant de foie humain foetal connus pour leur absence de cy-
tochrome P-450-8 (56). De plus, ces sérums contenant des anti-
corps anti-LKMZ inhibent 1'hydroxylation en 5 de 1'acide tiéni-
lique. L'activation métabolique in vitro de l'acide tiénilique
ou de son 1somére, avec fixation covalente sur les protéines hépa-

tiques, est également inhibée par ces sérums.
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Ces résultats suggérent qu'un cytochrome P-450 responsable
de l'activation métabolique d'un médicament peut, sous 1l'in-
fluence de ce médicament (ou de ses métabolites), devenir anti-

génique et induire la formation d'auto-anticorps.

[.6, MOTIVATION DU TRAVAIL

I.6.1. PROBLEME

A partir de quelques données de la littérature concernant
1'hépatite de type immuno-allergique a 1'halothane et des élé-
ments que nous venons de décrire au sujet de 1'hépatite a
1'acide tiénilique, nous pouvons proposer un mécanisme hypothé-
tique dans le cas de ce dernier médicament.

La figure 12 représente l'adaptation d'un schéma général,
tiré de la revue de CALMUS et coll. (8), au cas particulier de

l'acide tiénilique. Ce mécanisme comporterait & étapes

1. Activation métaboliqué de 1'acide tiénilique
- formation d'un métabolite stable,
- formation de métabolites réactifs.

2. Fixation covalente des métabolites réactifs sur les
protéines hépatiques dont les cytochromes P-450.

3. Migration d'une protéine ({(éventuellement alkylée)

d la surface de 1'hépatocyte.

4, Expression membranaire d'un néo-antigéne.
Intervention du systéme immunitaitre avec formation
d'anticorps anti-LKMZ.

6. Formation d'un complexe immun avec lyse hépatocytaire.

1.6.2. STRATEGIE SUIVIE

Au début de cette é&tude, nous possédions les informations
ci-aprés relatives aux différentes étapes représentées sur

la figure 12, )
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anti-LKMZ.
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Etape 1 : L'hydroxylation en position 5 de 1'acide tiénilique
par le cytochrome P-450-8 présent dans le foie humain
a été montreée.

Etape 2 : Au cours de 1l'activation métabolique de l'acide tiéni-
lique, la formation et la fixation de métabolites
réactifs sur les protéines hépatiques ont été observées.

Etape 5 : Les anticorps anti-LKM2 détectés dans le sérum des
patients ayant fait un accident hépatique sont spéci-
fiquement dirigés contre une protéine hépatique, le
cytochrome P-450-8.

Afin d'obtenir des informations sur les étapes 3 et 4, il
fallait disposer d'un modéle animal. Pour pouvoir suivre 1'appa-
rition d'éventuels néo-antigénes, reconnus par les anticorps
anti-LKMZ, & la surface d'hépatocytes de rats traités par
1'acide tiénilique, il était, dans un premier temps, nécessaire
de mieux comprendre la reconnaissance des constituants hépatiques
de rat par ces anticorps humains. Cette réactivité croisée
existe puisqu'elle est & la base du test de détection des anti-
corps anti-LKMZ. Ceci nous a amenée a répondre successivement a

deux questions

1. Que reconnaissent les anticorps anti-LKMZ sur les coupes de
foie de rat ? En d'autres termes, comment peut-on expliquer
le test de détection de ces auto-anticorps pratiqué par le
Pr. HOMBERG ?

Cette question fera 1l'objet du chapitre III avec trois ap-
proches différentes
- utilisation de la technique d'immuno-transfert pour dé-
terminer ce que reconnaissent les anticorps anti-LKMZ dans
les microsomes hépatiques de rats différemment traités ;
- capacité des anticorps anti-LKMZ a inhiber 1'activation
métabolique de l'acide tiénilique ou de son isomére par

des microsomes hépatiques de rat ;
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- degré de reconnaissance, par immunofluorescence indirecte,

des anticorps anti-LKMZ sur des coupes de foie de rats

différemment prétraités.

2. Y a-t-il apparition d'un nouvel antigéne & la surface d'hépa-
tocytes de rats aprés traitement par l'acide tiénilique ou
son isomére avec, éventuellement, une induction préalable ?

Cette question sera abordée dans le chapitre IV a 1'aide
d'un test en immunofluorescence utilisant des hépatocytes de rats
différemment traités et des anticorps anti-LKM2Z ou des anti-
corps anti-acide tiénilique préparés chez le lapin (dans le cas
de la présence d'une protéine hapténisée par un dérivé de l'acide

tiénilique).

La derniére partie de ce travail porte sur un théme différent.
Peut-on généraliser ce type de mécanisme 4 un autre médicament,
1'iproniazide (Marsilid*), conduisant également a une hépatite
de type immuno-allergique ? Les anticorps anti-tissus détectés
dans le sérum des patients ayant fait une hépatite aprés prise
d'iproniazide = sont des anticorps anti-mitochondries (anti-M6).

Le but du chapitre V est d'essayer de déterminer la nature du
(ou des) constituant(s) de la mitochondrie reconnu(s) par ces

anticorps anti-M6 (42).
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I1.1. MATERIELS

II.1.1. PRODUITS CHIMIQUES

L'acide tiénilique et son isomére, le CRE 4316, nous
ont été donnés par les Laboratoires Anphar Rolland. Ces
produits ont été& marqués au 14‘C sur le groupement cétone
(5 et 25 Ci/mole} par le CEA (France) pour 1'acide tiémilique
(57) et par Amersham pour le CRE 4316.

Les réactifs d'électrophorése ont été achetés chez
SERVA,les feuilles de nitrocellulose chez Bio-Rad, les immuno-
globulines conjuguées a la peroxydase chez DAKO, celles conju-
guées & la fluorescéine chez Diagnostics Pasteur. Les marqueurs
de poids moléculaire pour électrophorése (phosphorylase B 94 kd,
albumine sérique bovine 67 kd, ovalbumine 43 kd) proviennent
de chez LKB, les adjuvants de Freund de chez Gibco, la
protéine A (Ultrogel) de chez IBF (RP), la polylysine (P 1524)

de chez Sigma.
‘ La pargyline tritiée (23 Ci/mmole) a été achetée ainsi
que l'Enlightning chez NEN (Boston, USA) et la tyramine marquée

au 14C (1 mCi/mmole} chez Amersham.

Le déprényl et la clorgyline proviennent des Laboratoires

Fournier.

Les autres réactifs utilisés sont de la meilleure qualité

commercialement disponible.

I1.1.2. ANIMAUX

Des rats mdles de souche Sprague Dawley (Iffa Credo,"i
69 - L'Arbresle} pesant environ 200 g ont été utilisés pour
les différentes études. Les animaux, rvépartis de facon aléatoire

par cage, ont @té hébergés en caissons avec renouvellement




tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

d'air filtré, & une température constante, dans des conditions
hygrométriques stables et un éclairement de rythme nychtéméral.
La nourriture (AO4, UAR, 91 - Epinay sur Orge) et 1l'eau

de boisson ont été données ad libitum.

Des lapins "Fauve de Bourgogne'" ont été employés dans

les expériences d'obtention d'anticorps.

IT.1.3. TRAITEMENTS

Les rats aprés une période de stabilisation de 10 jours,
ont été traités pendant 3 jours par injection péritonéale de

différents produits aux doses indiquées.

Produits Dose Solution injectée (1 ml)
‘ mg/kg/j
_ Phénobarbital (PB) 80 20 mg/ml en solution
saline NaCl 0,9 %
- g-naphtoflavone (BNF) 50" ; 12,5 mg/ml dans l'huile
de mais
- Cyano-16a -pregnenolone 50 12,5 mg/ml dans 1'huile
(PCN) de mais
- Méthyl-3 cholanthréne 25 6,25 mg/ml dans 1'huile
(3MC) de mais
- Triacétate d'oléando- 500 125 mg/ml en suspension
mycine (TAO) dans 1'huile de mais
- Fénofibrate (FEN) 500 solution a 10 % en volume
dans 1'huile de mais
- Clofibrate (CLO) 500 solution a 10 % en volume
dans 1l'huile de mais
- Acide tiéniligue (AT) 100 25 mg/ml dans un tampon
' Tris 85 mM

- CRE 4316 100 25 mg/ml dans un tampon
: Tris 85 mM




tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

Le traitement clofibrate, puis acide tiémnilique, a é&té
réalisé par 3 injections de clofibrate (500 mg/kg/j‘;Jl 5 3)

1 injection d'acide tiénilique (100 mg/kg;J,) avant sacrifice.a

A la fin du traitement, aprés une nuit de jefine, les
rats sont tués par dislocation cervicale et saignés, par
section de la carotide. Le foie et le rein éventuellement sont

prélevés.
Dans le cas d'obtention d'hépatocytes isolés, les rats
sont endormis par injection intra-péritonéale de pentobarbital

sodique a 6 % (30 mg/kg) avant perfusion du foie.

IT.1.4. SERUMS

Les sérums de patients atteints d'hépatite aprés prise
d'acide tiénilique et contenant des anticorps anti-LKM2 (JOR,
CAI, TAY, KUT, PLA ) nous ont été donnés par le Pr. HOMBERG
(Hopital Saint Antoine, Paris), ainsi que ceux de patients
atteints d'hépatite & 1'iproniazide et contenant des anticorps
anti-M6 (BIM, JAC). Des sérums humains témoins {ne contenant

pas d'auto-anticorps)ont été utilisés.

Des sérums de lapin contenant des anticorps polyclonaux
contre diverses formes purifiées de cytochromes P-450 hépatiques
de rat nous ont été donnés par le Dr R.C. WOLF (Edimbourg,

Ecosse).

Le Dr. E.E. BILLETT (Nottingham,,Grande Bretagne) nous a
fourni des anticorps polyclonaux de mouton et monoclonaux
de souris dirigés contre la monoamine oxydase B de foie humain.

II.1.5. CYTOCHROMES P-450 PURIFIES DE FOIE DE RAT

Les cytochromes P-450 purifiés de foie de rat proviennent
du Laboratoire du Dr R.C. WOLF (Edimbourg, Ecosse).

%Y
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II.1.6. FOIES HUMAINS

Les foies humains nécessaires & la préparation de micro-
somes ont été prélevés aprés mort accidentelle et congelés. Les
foies de sujets normaux (H97, H96, H86) nous ont é&té donnés par
le Pr. BEAUNE (Hopital Necker, Paris), le foile d'un sujet
hydroxylateur lent pour la méphénytoine (KDL) par le Pr URS
MEYER (Bdle, Suisse) et les foies foetaux (F 135, F 139) par
le Dr CRESTEIL (Ho6pital Necker, Paris).

11.2. ETUDES BIOCHIMIQUES

11.2,.1. MICROSOMES

A partir des foies humains ou de rat, des microsomes
ont été préparés par centrifugations différentielles selon

le protocole suivant (58}

a) Foie perfusé par NaCl 0,154 M jusqu'a décoloration (élimina-
tion de 1'hémoglobine), découpé en dés dans du tampon Tris

0,1 M contenant 0,2 M sucrose et 1 mM EDTA, pH = 7,4, broyé

a 1'Ultra-Turrax dans le cas de foie humain ceig€lé, homogénéisé
dans un appareil de Potter-Elvejhem (20a 40 g de foie pour

100 ml de tampon) et centrifugé 10 min a 800 g (précipitation

des noyaux et débris cellulaires).

b) Surnageant centrifugé 20 min a 13500 g (précipitation des
Lyaiy,

mitochondries).

c) Surnageant centrifugé 60 min a 100.000 g (précipitation

du glycogéne et des microsomes, le surnageant contenant le

cytosel] .
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(€ 450-490 nm = 91 cm” tmM”

d} Culot homogénéisé dans un tampon de diphosphate de tétra-
sodium (pyrophosphate de sodium} 0,1 M, pH = 7,5, puis centri-
fugé 30 min & 100.000 .g (élimination de 1'hémoglobine soluble

dans ce tampon).

e) Culot homogénéisé dans un tampon phosphate de sodium 0,1 M

contenant 20 % de glycérol, pH = 7,4.

Toutes ces manipulations sont effectuées & 4°C, les
microsomes obtenus sont congelés immédiatement dans 1l'azote

liquide et conservés & -80°C.

II.2.1.2.1. Dosage du cytochrome P-450

Toutes les mesures spectrophotométriques ont été effec-
tuées sur un spectrophotométre KONTRON 820 possédant une sphére
de diffusion et en utilisant des cuves & bords noirs afin de di-
minuer la diffusion de la lumiére par la suspension micro-

somale.

Deux dosages sont immédiatement effectués sur la prépa-
ration microsomale diluée dans un tampon phosphate 0,1 M
contenant 0,1M EDTA, pH = 7,4. Le cytochrome b5 est dosé
par spectroscopie UV-visible différentielle entre la suspen-
sion microsomale réduite par quelques grains de dithionite de
sodium (cuve €chantillion) et la suspension microsomale non

traitée (€ 427-410 nm = 181 cm 1 mM_l).

La concentration des microsomes en cytochromes P-450
est déterminée par la méthode de OMURA et SATO (59) : les hémo-
protéines contenues dans les deux cuves sont réduites par addi-
tion de quelques grains de dithionite de sodium et la cuve

échantillon est saturée en monoxyde de carbone par barbotage
1
).
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La concentration en protéines des microsomes préparés
a été déterminée par la méthode de LOWRY (60). Cette méthode
colorimétrique utilise 1'albumine sérique bovine comme standard.

La densité optique est lue a 546 nm.

11.2.2. MITOCHONDRIES

Des mitochondries sont préparées a partir du foie
humain H97. La méthode de préparation est identique a celle
des microsomes jusqu'a l'étape b) et se poursuit selon le pro-

tocole ci-aprés

c) Culot homogénéisé dans un tampon Hépés 5 mM contenant
0,5 mM EDTA et 0,25 M saccharose, pH = 7,5, puls centrifugé
15 min 3 500 g.

d) Surnageant centrifugé 15 min & 15.000 g.

e} Culot homogénéisé dans le tampon de 1'étape c¢) puis centri-
fugé 15 min a 13.000 g.

£) Culot homogénéisé dans un tampon phosphate de sodium 0,1 M

1]

contenant 20 % glycérol, pH = 7,4.

Toutes ces manipulations sont effectuées a 4°C, les
mitochondries obtenues sont immédiatement congelées dans

l'azote liquide et conservées a -80°C.

Des mitochondries ont été également préparées a partir
d'un placenta humain frais provenant de la maternité de Baude-
locque (Paris), selon une méthode décrite (61).
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Aprés élimination du cordon ombilical, du sac amniotique
et du tissu conjonctif, le placenta est rincé par du tampon
phosphate (PBS), pH = 7,4.

a) Découpé, broyé dans un Waring Blendor, homogénéisé a 1'Ultra-
Turrax dans un tampon phosphate 10 mM contenant 0,25 M sucrose,
0,5 mM EDTA et 0,5 mM fluorure de phénylméthyl sulfoxyle,

pH = 7,2, filtré sur une gaze, puis centrifugé 15 min a

1250 g,

b) Surnageant centrifugé 15 min a 26.000 g.

c) Culot homogénéisé dans un appareil de Potter-Elvejhem dans

le tampon de a) puis centrifugé 15 min & 26.000 g ;

d) Culot homogénéisé dans un tampon Tris 10 mM contenant 0,15 M

-

KC1, 0,5 mM EDTA, pH = 7,2 puis centrifugé 20 min a 40.000 g.

e) Culot homogénéisé dans un tampon phosphate 0,1 M contenant
20 % glycérol, pH = 7,4,

Toutes les manipulations sont effectuées a 4°C. Les mito-
chondries aprés congélation dans 1'azote liquide sont conservées
a -80°C.

Les mitochondries obtenues a partir de foie ou de
placenta humains (325 pg de protéines mitochondriales dans un
volume final de 50 pl complété par du tampon phosphate 0,1 M,
pH = 7,4) sont incubées en présence de 0,9 pM de pargyline tri-
tiée (23 Ci/mmole) pendant 1 h a 37°C.

Une inhibition spécifique du marquage a la pargyline

des monoamine  oxydases A ou B est ré&alisée par une incubation
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préalable des mitochondries en présence de 1,5 pM de clorgyline

ou de déprenyl pendant 1 h a 37°C (62).

_______________________________________________________

am e v o e me e e me o mm me e wm w bw  ae e

La suspension mitochondriale de foie ou de placenta
humains marquée a la pargyline est centrifugée 5 min a 12.000 g
(centrifugeuse Eppendorf, Sigma). Le culot est lavé 5 fois
par du tampon phosphate de potassium - 0,1 M, pH = 7,4 afin
d'éliminer la pargyline non fixée. Le culot final obtenu
est solubilisé par un tampon phosphate 0,1 M, pH = 7,4 conte-
nant 1 % CHAPS et 0,4 % Triton. Une centrifugation & 12.000 g
pendant 3 min permet d'éliminer les mitochondries non solubi-
lisées et d'obtenir une solution mitochondriale homogéne a une

concentration d'environ 6 pg de protéines/pl.

Différentes quantités de cette solution mitochondriale
(10 a 70 pl), complétées a 100 pl par du tampon phosphate 0,1 M
pH = 7,4 sont incubées pendant 1 h a température ambiante en
présence de 50 pl de sérum humain témoin ou contenant des an-
ticorps anti-M6 (JAC, BIM) dilués au 1/200, 1/100 ou 1/50¢. _
Sont ajoutés ensuite 50 pul d'une suspension de protéine A (Ultrogel
aul/Z,Sédans le tampon phosphate 0,1 M , pH = 7,4 par rapport

la suspension commerciale)} et laissés incuber pendant 1 h

)

Qs

température ambiante. Le mélange est alors centrifugé
min a 12.000 g

[¥a3

]

Le surnageant obtenu est déposé sur filtre de verre. Les
protéines sont précipitées par immersion du filtre 20 min

dans une solution d'acide trichloracétique a 15 %. Les filtres
sont ensuite rincés deux fois 10 min dans du méthanol et une
fois 10 min dans de 1'acétate d'éthyle; La radiocactivité

des filtres séchés est quantifiée dans un compteur &
scintillation Packard Tricarb 300 aprés addition de 2 ml

de toluéne scintillant.
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Le culot est lavé par du tampon phosphate 0,1 M,
pH = 7,4 puis solubilisé par 100 pl NaOH 1M. La radioactivité

est comptée aprés addition de Picofluor.

L'activité enzymatique des MAQ est mesurée dans le sur-
nageant obtenu aprés immunoprécipitation a partir de 240 pg
de protéines mitochondriales par les différents sérums. Pendant
15 min, 50 pl de ce surnageant sont incubés a 37°C en présence
de 45 pM de chlorhydrate de tyraﬁine marquée au 14C (1 mCi/mmole)
dans un volume final de 220 pl complété par du tampon phosphate
0,1 M, pH = 7,4. Le produit d'oxydation est extrait par 3 ml
d'un mélange acétate d'éthyle/toluéne (v/v). La radioactivité
est comptée dans la phase organique aprés addition de 10 ml de

toluéne scintillant.

11.2.3. FIXATION COVALENTE DE L'ACIDE TIENILIQUE OU DE SON
ISOMERE SUR LES PROTEINES MICROSOMALES

Les microsomes de foie humain ou de rat (0,2 nmole P-450)
sont mis en suspension dans 100 pl de tampon phosphate 0,1 M,
pH = 7,4. Les incubations de 150 ul sont initiées par addition
d'un systéme générant du NADPH (10 mM glucose-6-phosphate,
1 mM NADP,201/ml glucose-6-phosphate déshydrogénase) et du
substrat (100 pM acide tiénilique ou CRE 4316 marqués au 1%C).
Aprés 20 min a 37°C, 50 pl d'incubat sont prélevés et déposés
sur filtre de verre Whatman GFA 20 mm (63). Les protéines sont
précipitées par immersion du filtre 20 min dans une solution
d'acide trichloracétique a 15 %. Les filtres sont ensuite
rincés 2 fois 10 min dans du méthanol et une fois 10 min
dans de l'acétate d'éthyle. La radioactivité des filtres séchés
est quantifiée dans un compteur & scintillation Packard Tricarb

300 aprés addition de 2 ml de toluéne scintillant.
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les effets des anticorps sur cette fixation covalente
sont étudiés aprés préincubation des microsomes en présence

de sérum pendant 20 min & 0°C.

11.2.4. ELECTROPHORESE ET IMMUNO-TRANSFERT

Les électrophoréses de protéines sur gel SDS/polyacryla-
mide ont été réalisées selon la méthode de LAEMMLI (64)

dans des cuves LKB contenant un tampon de migration.

Les protéines (microsomes, cytochromes P-450 purifiés,
mitochondries) sont tout d'abord démnaturées par un mélange de
g-mercapto-éthanol et de sodium dodécyl sulfate (SDS) (solution
de dénaturation des protéines) et par chauffage 2 min a 100°C
avant d'étre déposées (5 & 20 ug de protéines/puits) sur un
gel discontinu de SDS/polyacrylamide. Le gel de migration
est 2 9 % en polyacrylamide et celui de compression & 4,5 %
(gels de migration et de compression). Un courant de 20 mA/gel
est appliqué jusqu'a ce que les protéines atteignent le gel de

migration. L'intensité est alors augmentée a 40 mA/gel.

Les protéines séparées par €lectrophorése sont ensuite
soit colorées au bleu de Coomassie, soit transférées sur feuille

de nitrocellulose {65) dans un tampon de transfert.

Les protéines transférées sont colorées de facon fugi-
tive au Rouge Ponceau S. Les feuilles de nitrocellulose sont
ensuite saturées pendant 10 min & 37°C par une solution de
saturation contenant de la BSA et du sérum de veau foetal.
Puis le sérum a tester (dilué au 1/100é en général dans la
solution de saturation) est incubé en présence des feuilles
de nitrocellulose pendant 30 min a 37°C et une nuit a 4°C.
Aprés 6 lavages de 5 min par du tampon PBS contenant du Tween

(PBS Tween), des immunoglobulines marquées a la peroxydase
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(diluées dans du tampon PBS au 1/100& a 1/500é suivant les

cas) sont ajoutées pendant 30 min a température ambiante.

La révélation des anticorps fixés est réalisée, aprés 6 la- é
vages de 5 min par du tampon PBS, par une solution de tétra-
chlorure de diamino-3,3" benzidine (Sigma) contenant de

l'eau oxygénée et des sels de chlorure de nickel et de

cobalt (solution de révélation) (66).

- Tampon de migration

- Glycine 115,2 g

- Tris 24,2 g a diluer au 1/4
- SDS 8,0 g
- H,0 2,0 1

- Solution de dénaturation des protéines

-~ Glycérol 60 % dans HZO 5,0 mil
- Tris 2M, pH = 6,8 1,0 mlij 1 mg de protéines
- SDS 10 % dans H,0 5,0m1| °F ggéuﬁilége: ]
-~ Pyronine 0,5 % dans HZO 0,2 ml{ cette solution
- HZO 0,8 ml
- f-Mercapto-éthanol 1,5 ml
- Gel de migration
- Acrylamide 22,0 g
- Bis-acrylamide 0,6 g 16 ml
- HZO qsp 100,0 ml
- Temed 1 % dans HZO 1,2 ml
- Persulfate NH4 1 % dans HZO 1,7 ml
- Tris 0,75 M, pH = 8,8 1,9 ml
- SDS Z % dans H,O 2,0 ml

2
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Gel de

compression

Acrylamide/bis-acrylamide

1,4 ml

{solution identigue 2 celle du gel de migration})

Temed 1 %
Persulfate NH, 1
Tris 0,25 %, pH = 6,8
SDS 2%

Saccharose

oS

Bleu de Coomassie

‘Bleu de Coomassie 200 ng

Acide acétique 10 ml1
Ethanol 45 ml
HZO 45 ml

de transfert

Glycine 43,2 ¢
Tris sl
H,O 2400,0 ml

2
Méthanol 600,0 ml

Rouge Ponceau S

0,5 ml
0,4 ml
5,0 ml
0,5 ml
1,0 g

coloration pendant 30 min
puis décoloration par

une solution méthanol-
acide acétique (v/v)
diluée au 1/5%& dans HZO

- Rouge Ponceau S 0,2 g

- Acide trichleoracétique 3,0 g

- HZO 100,0 ml
Tampons PBS/PBS Tween \

- NaCl 40,0 g

- KHZPO4 1,0 g

= Na HPO,,12H 0 14,5 8 + Tween 20 2,5 ml

= Kl 1,0 g

- HZO 5;0 1

/

Solution de saturation

- BSA d:0 =

Sérum de veau foetal 10,0 ml
PBS Tween 90,0 ml
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- Solution de révélation

- Tétrachlorure de diamino-3,3"

benzidine 50,0 mg
- 012C0,6H20 - 7,5 mg
- C12N1,6H20 ‘ 7,5 mg
- HZOZ 30 % 10,0 ul
- PBS 50,0 ml

1I1.2.5. FLUOROGRAPHIE

Afin de visualiser les protéines mitochondriales marquées
a la pargyline tritiée, une fluorographie est réalisée & partir
des gels d'électrophorése colorés au bleu de Coomassie. Ces gels
sont incubés pendant 30 min en présence d'Enlightning (solu-
tion commerciale) puis séchés et mis au contact d'un film
photographie KODAK (X-OMAT) pendant 3 semaines. Le film est
alors révélé (Révélateur LX 24 KODAK}, puis fixé (Fixateur
AL4, KODAK).

I[.3, ETUDES IMMUNOLOGIQUES

11.3.1, IMMUNISATION D'ANIMAUX

Afin d'obtenir des anticorps anti-hapténe, ici, anti-
acide tiénilique, 1l'acide tiénilique a été couplé a des pro-
téines porteuses (BSA ou Caséine) selon une méthode décrite
(67). Dans 2,85 ml de dioxane, sont dissous 100 mg (0,3 mmole)
d'acide tiénilique froid auxquels sont ajoutés 20 ul d'une solu-
tion 10 mM d'acide tiénilique marqué au 14C (5 pCi/umole) et
0,07 ml de tri-n-butylamine. La solution est refroidie a -10°C
et 0,04 ml de chlorocarbonate d'isobutyl est ajouté. La réaction
se poursuit pendant 20 min & 4°C. L'addition d'une solution
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homogeéne et refroidie, de 0,4 g de BSA (ou de Caséine) dans
20 ml HZO/dioxane (v/v) et 0,4 ml NaOH 1 N, est alors effectuée.
Aprés 60 min, 0,19 ml de NaOH 1N est ajouté. L'agitation et
le refroidissement sont poursuivis pendant 4 h. La solution E
obtenue est dialysée contre de 1l'eau pure pendant 48 h. Le |

précipité est recueilli par centrifugation.

Un comptage de la radiocactivité et un spectre en UV per-
mettent de vérifier que le couplage a été réalisé et de déter-

miner la quantité d'acide tiénilique fixée aux protéines.

Les solutions de BSA-AT et Caséine-AT ont respectivement
pour concentration 1,7 et 2,1 mg/ml, et pour quantité de radio-
activité 10.000 et 10.800 cpm/mg. La solution initiale d'acide
tiénilique marqué étant de 33 cpm/nmole, le nombre de nmoles
d'acide tiénilique fixées par mg de protéines est donc de 300
pour la BSA et de 324 pour la caséine. Ce résultat équivaut

a4 20,4 nmoles d'acide tiénilique fixées par nmole de BSA et &

39,2 par nmole de caséine.

Des lapins "Fauve de Bourgogne'" ont été immunisés par
injections sous-cutanées au niveau dorsal de 1 mg de BSA-AT ou
Caséine-AT en suspension dans 1 ml d'une;soldz?gn sérum physjo-
IEQEQUe/adjuvant complet de Freund (v/v) pour la premiére injec-
tion, puis de fagon identique, mais avec de 1'adjuvant dneemplet i

de Freund (pour les 5 rappels & 1 mois d'intervalle). Des pré- f

lévements sanguins sont effectués 10 jours aprés chaque injec-

tion, au niveau de la veine externe de 1l'oreille.

[I.3.2. TEST ELISA DES SERUMS DE LAPINS IMMUNISES

I1 est déposé 100 pl d'une solution de BSA-AT ou Caséine-
AT (5 a 20 pg/ml dans le tampon A) dans chaque puits d'une



tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

plaque de microtitration - (NUNC, Réf. 4-068667), et incubés pen-
dant une nuit a 4°C. Aprés 3 lavages par/un tampon PBS Tween, les
puits sont saturés pendant 60 min & 37°¢ par 200 pul d'une solu-
tion de 3 % gélatine dans du PBS Tween.” Les sérums a tester

(100 pl a différentes dilutions dans du PBS Tween) sont ajoutés
pendant une nuit a 4°C. Trois lavages par du PBS Tween sont
effectués. +Sont.ajoutés . 100 pl d'immunoglobulines marquées

a la peroxydase (diluées au 1/250é dans du tampon PBS) et:incubés

pendant 60 min a 37°C.

Aprés 3 lavages par du PBS, 1l'addition de 100 ul d'une
solution contenant le substrat de la peroxydase (solution B)
est réalisée pendant 20 min a 37°C.

Dans le cas d'une réaction positive (présence d'anticorps
spécifiques dans le sérum), une coloration verte est développée.
Elle sera quantifiée, aprés arrét de la réaction par 100 pul
HZSO4 1N, par la mesure de densité optique a 490 nm effectuée
par un lecteur automatique de plaques de microtitration
(Titertek Multiskan).

- = = - e aa mn oms ome me ome

- Tampon A

- Na2603 158 g
- NaHCO, 2,30 g

- NaN3 0,20 g pH = 9,6
- HZO 1,0 1 )
- Solution B
- NaZHPO4 4,12 g
- Acide citrique 0,89 g pH = 5,6
- HZO 100,0 ml
- ABTS (acide azino-2,2' di(éthyl-3'
benzthiazoline sulfonique) 75,0 mg
~ HsOs I % A 200,0 ul

Z 2
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I11.3.4. IMMUNOFLUORESCENCE SUR COUPES D'ORGANES

Les foies et reins de rats ou de souris, traités ou non,
sont prélevés, découpés en blocs de 0,25 cm?® environ et immé-
diatement congelés dans l'azote liquide. Ces blocs d'organes
sont ensuite coupés a 1'aide d'un cryostat en sections de

4 ym d'épaisseur déposées sur lames et conservés a -80°C.

Les sérums & tester (dilués en général au 1/20é dans
du tampon PBS)sont incubés sur les coupes d'organes pendant
30 min a température ambiante et en atmosphére humide. Aprés
trois lavages de 5 min par du tampon PBS, les immunoglobulines
marquées a la fluorescéine sont ajoutées et laissées au contact
des coupes pendant 30 min. Les lames sont ensuite rincées
53 fois par du tampon PBS. Une goutte de PBS contenant du
glycérol (v/v) permet de déposer sur la coupe une lamelle
de verre avant lecture des lames a l'aide d'un microscope

optique Leitz équipé pour la fluorescence.

II.3.5. HISTOLOGIE

Un fragment d'organe (foie, rein) prélevé chez 1'animal
est fixé dans une solution de Bouin, puis déshydraté par une
série de bains successifs

- Alcool 70° 2 h

- Alcool 95° 15 min

- Alcool 100° 3 x 10 min

- Toluéne 2 x 15 min

- Paraffine 2 x 20 min
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L'inclusion est effectuée dans la paraffine. Les blocs
sont coupés & 1l'aide d'un microtome en sections de 4 um

d'épaisseur, déposés sur lames et séchés a 1'étuve a 60°C.

I1.3.5.2, Coloration & 1'Azan de Heidenhain

Cette coloration associe l'azocarmin G, le bleu d'aniline

et l'orange G. Les noyaux cellulaires sont colorés en rouge,
les cytoplasmes en rouge ou jaune suivant leur pH, les fibres
de collagéne en rouge foncé, les structures riches en muco-
polysaccharides acides en bleu clair et les fibres élastiques

restent incolores.

Les lames sont déparaffinées par bains successifs dans
du toluéne, de 1'alcool 100° puis 95° et 70° avant d'étre
rincées a l'eau. La coloration par la solution d'azocarmin G
est réalisée pendant 30 min & 60°C. Les lames sont ensuite
rincées a 1l'eau, différenciées par de 1l'alcool 70° contenant
1 % d'aniline et passées dans de 1'alcool & 95° contenant 1 %
d'acide acétique. Aprés rincage, les coupes sont mises au
contact d'une solution d'acide phosphotungstique & 5 % dans
1l'eau pendant 15 min. Les lames sont ensuite rincées et colo-

rées par la solution de bleu d'Heidenhain pendant 15 min.

Aprés rincage, les coupes sont déshydratées par des
bains successifs d'alcool (70°, 95° puis 100°) et de toluéne.
Une lamelle de verre est placée sur la lame aprés dépdt d'une

goutte de PBS contenant du glycérol (v/v).

- Solutions de coloration

- Solution d'azocarmin G

- Azocarmin G 0,1 g
- Acide acétique 2,0 ml chauffage a 60°C
- H,0 100,0 ml

2

k
v
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-~ Bleu de Heidenhain

- Bleu d'aniline 0,5 g dissolution a chaud, puis
addition de 8 ml d'acide

- Orange G - 2,08 acétique

- H,0 100,0 ml

I11.3.6. IMMUNOFLUORESCENCE SUR HEPATOCYTES ISOLES

IT1.3.6.1. Obtention_des_hépatocytes

Les hépatocytes de rats (témoins ou traités) sont isolés
suivant la méthode de SEGLEN (68). Aprés anesthésie par injec-
tion intra-péritonéale de pentobarbital sodique & 6 % (30 mg/kg),
l'abdomen est incisé, les veines cave et porte (respectivement
l'entrée et la sortie des liquides de perfusion) sont dégagées,
des ligatures posées et le systéme veineux sus-hépatique
clampé aprés avoir posé le cathéter au niveau de la veine cave
et incisé la veine porte. Le foie est alors perfusé 5 min par
250 ml1 de tampon Krebs sans calcium et contenant du glucose

(tampon de rincage) & un débit de 30 a 50 ml/min sous oxygéna-
tion & 37°C, afin d'éliminer une grande partie de 1'hémoglobine.

Puis le foie est perfusé par une solution de collagénase
a 37°C, qui est recyclée pendant 30 min. Au terme de cette
étape, le foie est prélevé, les cellules sont dissociées a
l'aide d'une peigne fin dans la solution de collagénase puis
filtrées sur toile de nylon. Une premiére centrifugation a 50 g
est effectuée pendant 2 min dans du tampon Krebs sans calcium.
Une filtration et deux centrifugations s;ccessives a 50 g per-
mettent d'obtenir un culot cellulaire propre.

Les hépatocytes sont comptés en cellule de Malassez et
leur viabilité est déterminée par le test d'exclusion au bleu

Trypan : 100 - cellules mortes x 100 = § viahitis

cellules totales
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- Tampon Krebs sans calcium

- NaCl 121,0 mM
- KC1 4,85 mM

- KH,PO, 1,22 mM pH = 7,4

- MgSO, 1,22 mM

- NaHCO, 25,50 mM

- Tampon de rincage

- Krebs sans calcium 250 ml
- Glucose 500 mg

- Solution de collagénase

- Tampon Krebs sans calcium 100 ml
- Glucose 360 mg
- Collagénase 50 mg (a 0,27 U/mg)

I11.3.6.2. Test d'immunofluorescence

Des lames d'immunofluorescence a 18 puits sont traitées
a la polylysine (0,5 mg/ml) pendant 30 min, le liquide est
aspiré et les lames sont stockées & -20°C, prétes a l'emploi.

Les cellules isolées sont disposées dans chaque puits
(10 pl d'une suspension a 4.106ce11ules/m1). Elles adhérent
pendant 2 h puis sont fixées par une solution de paraformal-
déhyde 4 % et de glutaraldéhyde 0,01 % dans du tampon PBS
pendant 20 min. Troils rincages par du tampon PBS sont
effectués, dont un en présence de glycine 0,1 M. Les sites non
spécifiques sont saturés par une solution BSA 4 % dans un
tampon PBS pendant 30 min, puis le sérum a tester (dilué au
1/25&) est ajouté pendant 60 min. Aprés lavages, les immuno-




tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

globulines marquées & la fluorescéine (diluées au 1/100€ dans

du tampon PBS) sont incubées pendant 60 min. Les lames sont
ensuite rincées et une .lamelle de verre est déposées aprés addi-
tion d'une goutte de tampon PBS contenant de la glycérine (v/v}.
L'observation est alors effectuée & l1'aide d'un microscope
optique Olympus équipé pour la fluorescence.

I1.3.6.2.2. Cellules non fixées

Dans ce cas, les mémes étapes que précédemment
sont réalisées (& l'exclusion de la fixation) mais en suspension
dans des tubes Eppendorf. Aprés la derniére incubation, un

frottis du culot d'hépatocytes est effectué sur lames de verre.
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CHAPITRIE LI

Etude de la capacité de
reconnaissance des anticorps anti-
LKM2 vis a vis des microsomes
hépatiques de rat
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OBJECTIFS

Ce chapitre devrait permettre de répondre a la premiére
question posée, 4 savoir que reconnaissent les anticorps anti-
LKM2 au niveau des microsomes hépatiques de rat. Cette réacti-
vité croisée entre antigénes de rat et anticorps humains est la
clé des études ultérieures explorant le mécanisme d'apparition

des anticorps anti-LKMZ.

ITI.1., DETERMINATION PAR LA TECHNIQUE D' IMMUNO-TRANSFERT, DES

CONSTITUANTS MICROSOMAUX HEPATIQUES DE RAT RECONNUS PAR LES

ANTICORPS ANTI-LKMZ,

Nous allons, dans cette premiére partie, essayer de déter-
miner par la technique d'immuno-transfert ce que reconnaissent
les anticorps anti-LKM2 dans les microsomes hépatiques de rat.
Des comparaisons seront réalisées & la fois par rapport a des
microsomes de foie humain et aussi par rapport a des aﬁticorps
anti-cytochromes P-450 de rat obtenus par immunisation de

lapins a 1l'aide des protéines purifiées.

IIT.1.1. SEPARATION ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES MICROSOMALES
HEPATIQUES

III1.1.1.1. Protéines microsomales de foie humain

Avant d'immunorévéler les protéines’microsomales de foie
humain avec différents sérums, il était nécessaire de pouvoir
visualiser leur profil aprés électrophorése sur gel de polyacry-
lamide. Les protéines de diverses préparations microsomales de
foie humain ont été séparées par électrophorése. Nous avons uti-

lisé des microsomes de foie humain de sujets normaux (H97, H86) a
titre de référence. Le Pr. URS MEYER (Bile, Suisse) nous ayant
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donné un foie de sujet hydroxylateur lent pour la méphénytoine,
des microsomes de ce foie ont été préparés (KDL). Les anticorps
anti-LKM2 étant dirigés contre un cytochrome P-450 humain
(cytochrome P-450-8) présentant une activité méphénytoine hydro-
xylase, il était intéressant de voir si des différences pouvaient
étre observées entre sujet .normal et sujet hydroxylateur lent
aussi bien au niveau du profil électrophorétique que reconnais-
sance par les sérums. - '

Des microsomes de foie humain foetal (F135) nous ont été
donnés par le Dr T. CRESTEIL (Ho6pital Necker, Paris) et ont été
utilisés du fait de 1l'absence de cytochrome P-450-8 chez le
foetus (56).

La figure 13 montre le profil électrophorétique de ces diffé-

rentes préparations microsomales hépatiques.

La répartition protéique des différents microsomes de foie
adulte (H97, H86, KDL) est trés analogue. Aucune différence
électrophorétique n'apparait entre les microsomes hépatiques de
sujets normaux et de sujet hydroxylateur lent pour la méphény-
L0 THE.

Si 1'on compare maintenant le profil électrophorétique des
microsomes de foie adulte aux microsomes de foie foetal, deux
protéines présentes chez 1'adulte sont absentes chez le foetus.
Il s'agit du cytochrome P-450-8 (environ 53 kd) et de 1'époxyde
hydrolase (EH, environ 47 kd), comme ceci avait été décrit par
T. CRESTEIL et coll. (56).

- ee e e e e e e e me m m ww e e me m m m mw e m me e o e v P L e

Un traitement des rats par des inducteurs hépatiques
classiques ou par des médicaments modifie de facon importante
la répartition (proportion et type) des cytochromes P-450 hépa-
tiques par rapport a celle de rats non traités. Ce phénoméne est
décrit dans la figure 14.
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Fig. 13 : Migration électrophorétique sur gel de polyacrylamide
de protéines microsomales de différents foies humains.

H97 H86 KDL F135

Electrophorése sur gel SDS/polyacrylamide (9 %) de 12 pg .
de chaque fraction microsomale de foie humain de sujets
norm&@c(HQ?, H86), d'un sujet hydroxylateur lent pour la
méphénytoine (KDL) et d'un foetus (F135).

Coloration au bleu de Coomassie.
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Fig. 14 : Migration électrophorétique sur gel de polyacrylamide
de protéines microsomales hépatiques de rats traités

par différents inducteurs.

pentao bot "I pocio fen at o

Electrophorése sur gel de SDS/polyacrylamide (9 %) de

16 pg de chaque fraction microsomale hépatique de rats
non traités miales {(tem m) ou femelles (tem £) ou de rats
traités par PB, CLO, FEN, AT, CLO-AT, BNF, TAO et PCN
(pb, clo, fen, at, cloat, bnf, tao, pcn).

Coloration au bleu de Coomassie.
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Des protéines microsomales hépatiques de rats traités par
différents inducteurs (PB, CLO, FEN, BNF, TAO, PCN) ou par
l'acide tiénilique (AT, .CLO-AT), ont été séparées par électro-
phorése comparativement & des protéines microsomales hépatiques

de rats non traités méles ou femelles (tem m, tem f).

Le méme profil électrophorétique est observé avec les micro-
somes hépatiques de rats non traités, qu'ils soient midles ou
femelles, ou traités par l'acide tiémilique (AT). La bande
majoritaire présente correspond au cytochrome P-450-UT-A (IIC11)
(environ 53 kd). Un traitement des rats par le phénobarbital (PB),
inducteur classiquement utilisé, augmehté"forpement_la quantité
d'au moins deux protéines majoritaires par rapport & des microsomes
de rats non traités, les cytochromes P-450-PB-B (IIB1) et PB-D
(IIBZ) ainsi . que  la proportion d'époxyde hydrolase. Deux pro-
téines semblent également &tre induites par traitement des rats
par le clofibrate {(CLO) ou par le fénofibrate (FEN). Le double
traitement clofibrate puis acide tiénilique (CLO-AT) conduit au
méme profil électrophorétique que le traitement par le clofibrate
seul (CLO). Un ensemble  de cytochromes P-450, proche du cyto-
chrome P-450-UT-A, est considérablement augmenté en cas de trai-
tement par la cyano-l6oa-pregnenolone (PCN) ou par le triacétate
d'oléandomycine (TAO). Le traitement des rats par la B-naphtofla-
vone (BNF) induit deux bandes protéiques supplémentaires compara-
tivement a celles obtenues a partir de microsomes de rats non

traités.

Différentes isoenzymes des cytochromes P-450 hépatiques de
rat, dont la présence dans les microsomes vient d'é&tre décrite
figure 14, ont été purifiées dans le laboratoire de R. WOLF
(Edimbourg, Ecosse)(69). Aprés purification, & partir de microsomes
hépatiques de rat, 1'€lectrophorése sur gel de polyacrylamide de
ces protéines montre la présence d'une seule bande homogéne.
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La figure 15 illustre cela pour les cytochromes P-450 mcla
(ISF-G, IA2), mclb (BNF-B, IAl}, pb2a (UT-A, IIC11} et p-452
(IVAl). Les isoenzymes pb3b (PB-D, IIB2) et pblb (PB-C, IICG6)
sont, quant & eux, respectivement contaminés par les formes
pb3a (PB-B, IIB1) et pbla qui leur sont trés proches par leurs

caractéristiques biochimiques.

Fig.15 : Migration &électrophorétique sur gel de polyacrylamide

de cytochromes P-450 purifiés de foie de rat.

T 5 5 R 8% Leusz

.
|
94 =~
67 -
43 .

Electrophorése sur gel SDS/polyacrylamide (9 %) de 0,25 pug
de chaque cytochrome P-450 purifié de foie de rat (nomenclature

de Wolf). Coloration par le bleu de Coomassie.
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I11.1.2. RECONNAISSANCE DES CONSTITUANTS MICROSOMAUX DE FOIE
HUMAIN ET DE RAT PAR LES ANTICORPS ANTI-LKM2Z2 ET PAR CERTAINS
ANTICORPS ANTI-CYTOCHROMES P-450 DE RAT.

Aprés avoir montré le profil protéique des microsomes de
foie humain et de rat aprés électrophorése sur gel de polyacry-
lamide, nous pouvons maintenant nous intéresser a leur reconnais-
sance par les sérums humains contenant des anticorps anti-LKMZ
(TAY, JOR, CAI) qui nous ont été donnés par le Pr HOMBERG (Hoépital

Saint Antoine, Paris).

A titre de comparaison, un anticorps polyclonal de lapin
dirigé contre le cytochrome P-450-UT-A (IIC1l1l) de rat et prove-
nant du laboratoire de R. WOLF (Edimbourg; Ecosse)} a également
&té utilisé, aprés avoir vérifié que cet anticorps était bien
spécifique. La figure 16 montre que ce sérum reconnait une seule
protéine au niveau des microsomes hépatiques de rats non traités
(tem m) ou traités par différents inducteurs (pb, clo, bnf, pch).
Cette protéine correspondrait au cytochrome P-450-UT-A (IIC11)})
présent de facon constitutive chez tous les rats. La spécificité
de cet anticorps a été également montrée par la reconnailssance
des cytochromes P-450 de rat purifiés décrits précédemment
(Figure 17). Cet anticorps ne revéle que le cytochrome P-450
pbza (UT-A, IIC11). Il est donc spécifique d'une forme majori-
taire de cytochromes P-450 présente chez le rat mdle non traité,
le cytochrome P-450-UT-A (IIC1l1).

ITI.1.2.1. Microsomes de foie humain

Avant d'aborder la reconnaissance par les anticorps anti-

-LKMZ des microsomes hépatiques de rat, il était intéressant

de montrer .le. profil de reconnaissance par ces anticorps
et par l'anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A de rat, des
microsomes de foie humain.
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Fig. 16 : Reconnaissance par immuno-transfert de microsomes
hépatiques de rat par un anticorps anti-cytochrome
P-450-UT-A de rat.

pen bnfelo pb tem 22

UTA — B B san s ™
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A-P-450-UT-A

Electrophorése sur gel SDS/polyacrylamide (9 %) de 20 ug

de chaque fraction microsomale hépatique de rats miles

non traités {tem m) ou traités respectivement par PB, CLO,-
BNF et PCN (pb, clo, bnf, pcn) et de 0,25 pg de cytochrome
P-450 purifié (pbZa) de foie de rat, traﬁsfert sur nitrocellu-
lose et immunorévélation par un sérum de lapin contenant des
anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A (pbZa, IICI11) de rat.
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Fig. 17 : Reconnaissance par immuno-transfert de cytochromes
P-450 purifiés de foie de rat par un anticorps anti-
cytochrome P-450-UT-A de rat.

Thia 3b 82 B,glfﬁ 5’39452

A-P450-UTA

—— Wy —

Electrophorése sur gel SDS/polyacrylamide (9 %) de 0,25 ug

de chaque cytochrome P-450 purifié de foie de rat (nomenclature
de Wolf), transfert sur nitrocellulose et immunorévélation par
un sérum de lapin contenant des anticorps anti-cytochrome
P-450-UT-A (pb2a, IIC1l1) de rat.
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Les microsomes hépatiques utilisés sont ceux d'un sujet
normal (H97), d'un sujet hydroxylateur lent pour la méphénytoine
(KDL) et d'un foetus (F135). La figure 18 montre que les deux
sérums humains contenant des anticorps anti-LKM2Z (TAY et CAI)
se comportent de facon identique. Ils révélent par immuno-
transfert une seule protéine microsomale de foie humain. Cette
protéine est présente a la foilis dans les microsomes H97 et KDL. :
Aucune différence ne peut &étre mise en évidence au niveau de la é
reconnaissance par les anticorps anti-LKMZ des protéines hépa- |
tiques d'un sujet normal (H97) et d'un sujet hydroxylateur lent
pour la méphénytoine (KDL). La protéine microsomale de foie hu-
main reconnue par les sérums humains contenant des anticorps anti-
LKM2Z (TAY, CAI) correspond au cytochrome P-450-8 (55). Cette
protéine est absente dans le foie foetal, ce qui explique que
les anticorps anti-LKMZ ne révélent aucune protéine dans les
microsomes F135. Ces résultats sont analogues & ceux déja publiés
(55).

La révélation des protéines microsomales de foie humain
par le sérum de lapin contenant des anticorps anti-cytochrome
P-450-UT-A (I1IC11) de rat montre que cet anticorps reconnait
également le cytochrome P-450-8 humain ainsi que deux protéines
supplémentaires de poids moléculaire plus faible. Comme les
anticorps anti-LKM2, 1'anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A
ne reconnait aucune protéine dans les microsomes de foie foetal. ;
Le profil de reconnaissance des protéines microsomales de foie
humain par les anticorps anti-LKM2 est relativement simple
puisque ces sérums ne révélent qu'une seule protéine avec la-
quelle réagissent de facon croisée des anticorps anti-cytochrome
P-450-UT-A (IIC11) de rat.

Nous allons maintenant étudier la reconnaissance par
ces anticorps anti-LKMZ des microsomes hépatiques de rat.
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Fig. 18 : Reconnaissance par immuno-transfert de microsomes
de foie humain par des anticorps anti-LKMZ ou
anti-cytochrome P-450-UT-A de rat.

KDL F135H97' KDL F135H97* . KDL F135 Ho7 ™

P-450-8—~ o fey = v i o

CTAY CAl . UTA

Electrophorése sur gel de SDS/polyacrylamide (9 %) de 20 upg de
chaque fraction microsomale de foie humain d'un sujet normal
(H97), d'un sujet hydroxylateur lent pour la méphénytoine
(KDL) et d'un foetus (F135), transfert sur nitrocellulose

et immunorévélation par des sérums humains contenant des anti-
corps anti-LKMZ (TAY, CAI) ou un sérum de lapin contenant des
anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A(IIC11}) de rat, dilués au
1/100e.
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Divers microsomes” hépatiques de rats témoins ou traités
par des produits connus pour induire différentes classes de
cytochromes P-450 (PB, CLO, BNF, PCN), ont été étudiés vis-a-

vis de leur reconnaissance par différents sérums.

La figure 19 montre que le sérum humain JOR contenant des
anticorps anti-LKM2 révéle une protéine dans les microsomes de
rats témoins (tem m) ou traités par le clofibrate (clo), 3
protéines dans les microsomes de rats traités par le phénobar-
bital (pb) et aucune protéine dans les microsomes de rats traités
par la g-naphtoflavone (bnf) ou la cyano-16a-pregnenolone (pcn).

La protéine révélée a la fois dans les microsomes tem, pb
et clo correspond, d'aprés son poids moléculaire, au cytochrome
P-450-UT-A (IIC11). Cette isoenzyme bien que présente dans tous
les microsomes hépatiques de rat (puisqu'il s'agit d'une forme
constitutive) n'est pas révélée par les anticorps anti-LKMZ
dans les microsomes bnf ou pcn. Cela peut s'expliquer par une
répression importante du cytochrome P-450-UT-A (IIC11) aprés
traitement des rats par ces deux inducteurs (24). Le tableau 8
illustre ce phénoméne. En effet, le taux de cytochrome P-450-UT-A
est de 1,2 nmole P-450/mg protéines dans des microsomes hépa-
tiques de rats témoins mais ce taux tombe a 0,49 en cas d'induc-
tion par le phénobarbital et n'est seulement que de 0,33 dans
les microsomes de rats traités par la g-naphtoflavone ou la
cyano-16g-pregnenolone. Le taux de cytochrome P-450-UT-A dans
ces microsomes doit &tre inférieur au seuil de détection par

les anticorps anti-LKMZ.

Les anticorps anti-LKM2 révélent également deux protéines
supplémentaires dans les microsomes de rats traités par le phéno-
barbital. Ces protéines pourraient correspondre aux formes majeures
induites par le phénobarbital, les cytochromes P-450-PB-B (IIB1})
et PB-D(IIBZ). Ces formes sont spécifiquement présentes dans les
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Fig. 19 : Reconnaissance par immuno-transfert de microsomes

hépatiques de rat par un anticorps anti-LKMZ.

pcnbnfclopbt?nm '

- *—PB-B,D
- ——UTA

Electrophorése sur gel SDS/polyacrylamide (9 %) de 20 ug

~de chaque fraction microsomale hépatique de rats mdles non

traités (tem m) ou traités respectivement par PB, CLO, BNF,
PCN (pb, clo, bnf, pcn), transfert sur nitrocellulose et
immunorévélation par un sérum humain contenant des anticorps
anti-LKM2 (JOR), dilué au 1/100é.
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Tableau 8 : Quantification immunologique des diverses apopro-
téines des cytochromes P-450 dans des microsomes

hépatiques de rats midles Sprague-Dawley traités

par différents inducteurs (d'apreés 24).

Traitement des rats

Protéines . . Témoin : PB BNF . PCH
P-450-UT-A (nmole/mg 1.2 0,49 0,33 0,33
protéines)

P-450-PB~-B 0,03 1,27 0,04 0,10
P~450-BNF-B 0,04 0,04 1,41 0,06
P-450-PB-C 0,36 0,69 0,26 0,31
P-450-PB-D 0,07 0,92 0,04 0,09
P~-450-PB/PCN-E 0,39 1,06 -0,33 1,32
P-450-UT-F 0,15 0,10 0,12 | 0,08
P-450-BNF/1SF-G ' < 0,03 . [< 0,03 | 0,57 |< 0,03
Concentration totale en a§o~ 2,24 4,57 3,10 2,29
protéine (nmole/mg protéines)
Concentration totale en 1,1 2,39 1,69 1,86
cytochrome P-450 (apo-
protéine ayant inséré
1'héme) e
{(nmole/mg protéines)
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microsomes de rats traités par le phénobarbital. Leurs taux
respectifs, d'aprés le.tableau 8, sont alors de 1,27 et 0,92
nmole/mg protéines. Ce taux devient pratiquement nul dans les
autres types de microsomes de rat.

Le sérum humain JOR contenant des anticorps anti-LKM2
réagit donc de fagon croisée avec des protéines microsomales
hépatiques de rat présentes chez des rats témoins ou traités

par le phénobarbital ou le clofibrate.

Dans le but de confirmer la reconnaissance par les anti-
corps anti-LKMZ de protéines microsomales hépatiques de rat,
nous avons révélé a l'aide de ces sérums les différents cyto-
chromes P-450 purifiés de foie de rat dont nous disposions.
La figure 20 montre la reconnaissance par le sérum JOR de trois
de ces cytochromes P-450 purifiés ; les formes pb2a (UT-A, IIC11),
pb3a (PB-B, IIB1) et pb3b (PB-D, IIBZ). Ces protéines corres-
pondent respectivement 4 une forme majeure de cytochrome P-450
présente chez les rats non traités et a deux formes induites
par le phénobarbital. La forme pbZa est reconnue par ce sérum
de facon plus intense que les formes pb3a et pb3b. Par contre,
les formes mcla (BNF-B, IAl1), mclb (ISF-G, IA2), pbla, pblb
(PB-C, IIC6) et p-452 (IVAl) ne sont pas du tout révélées par les
anticorps anti-LKMZ, Ces résultats, obtenus a partir de cyto-
chromes P-450 purifiés de foie de rat, sont tout & fait en accord
avec ceux observés précédemment a partir des fractions microso-

males hépatiques de rat.
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Fig. 20 : Reconnaissance par immuno-transfert de cytochromes
P-450 purifiés de foie de rat par un anticorps
anti-LKMZ. ..

Electrophorése sur gel SDS/polyacrylamide (9 %) de 0,25 pg
de chaque cytochrome P-450 purifié de foie de rat (nomencla-
ture de Wolf), transfert sur nitrocellulose et immunorévéla-
tion par un sérum humain contenant des anticorps anti-LKMZ
{(JOR) dilué au 1/100¢.
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IIT.1.3. CONCLUSION

Les résultats obtenus sur la reconnaissance par immuno-
transfert de protéines microsomales hépatiques par des sérums
humains contenant des anticorps anti-LKMZ ou un sérum de lapin
contenant des anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A de rat
sont résumés dans le tableau 9. Les résultats que nous venons
de montrer avec le sérum humain JOR peuvent é€tre généralisés
a deux autres sérums humains contenant des anticorps anti-LKM2
(TAY et CAI). En effet, une reconnaissance des mémes protéines
microsomales hépatiques a &€té obtenue avec ces deux autres

sérums.

Les anticorps anti-LXM2Z réagissent de facon croisée avec
trois protéines microsomales hépatiques de rat. La protéine
reconnue majoritairement est le cytochrome P-450 pbZa (UT-A,
IIC11) présent dans les microsomes de rats témoins ou traités
par le clofibrate ou le phénobarbital. Le taux de ce cytochrome
étant fortement diminué par traitement des rats par la B-naphto-
flavone, ou la cyano-16 o -pregnenolone, il n'est pas révélé par
les anticorps-anti-LKMZ dans ces microsomes. Deux autres iso-
enzymes, inductibles par le phénobarbital, pb3a (PB-B, IIB1) et
pb3b (PB-D, IIB2Z) sont également reconnues par les anticorps

anti-LKMZ, mais de facon minoritaire.

Les anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A de rat réagissent,
quant & eux, de facon croisée avec des protéines microsomales
de foie humain dont le cytochrome P-450-8 contre lequel sont

dirigés les anticorps anti-LKMZ.

La reconnaissance des protéines microsomales hépatiques
de rat par les sérums humains contenant des anticorps anti-
LKMZ, est en bon accord avec des résultats préliminaires effec-
tués par P. BEAUNE (Hoépital Necker, Paris)(70). En utilisant
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Tableau 9 : Reconnaissance paf immuno-transfert de protéines
microsomales hépatiques par des anticorps anti-
LKMZ ou un anti-cytochrome P-450-UT-A de rat.

Sérums ' Protéines

Cytochromes P-450 de rat purifiés Microsomes

pb mc Rat Humain |

la 1b 2a 3a 3b la 1b p-452 tem pb clo bnf pcn | H87 H86 KDL F135
A-LKM2 ‘
JOR & - + + + - - - + + + - - + + +# -
TAY - - + + + - - - + + + - - + + + -
CAI - - + + + - - - + + + = = + + # e
A-Cyt-
P-450
UT-A - - + 5 - - - 7 + ¥ + + + + + + -

également le sérum JOR, il révéle par les techniques d'immuno-
transfert une protéine dans les microsomes hépatiques de rats
témoins et au moins deux protéines dans les microsomes de rats
induits par le phénobarbital. De méme, les cytochromes P-450
UT-A (IIC1l1l) et PB-B (IIB1) purifiés dans son laboratoire,

sont reconnus par le sérum JOR. Une autre étude sur la reconnais-
sance croisée entre protéines microsomales hépatiques de rat

et sérums humains contenant des anticorps anti-LKM2 a été
publiée trés récemment par WAXMAN et coll. (71). Dans cette
étude, les sérums humains (contenant desranticorps anti-LKM2)
utilisés ne révélent aucune protéine hépatique, qu'elle soit
humaine ou de rat, par la technique d'immuno-transfert. Toutes
leurs études ont donc été réalisées en ”dot;blot“, technique

ou les protéines sont directement déposées sur nitrocellulose,
sans dénaturation préalable par le SDS, la révélation se faisant
ensulte de facon identique 4 la technique d'immuno-transfert.

La différence majeure entre ces deux techniques réside donc
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dans la dénaturation ou non des protéines. Par cette technique
de "dot blot", ces auteurs montrent que les anticorps anti-
LKM2 reconnaissent certains cytocchromes P-450 purifiés de foie
de rat. Les isoenzymes reconnues par ces sérums correspondent
aux formes UT-F (IIAl), PB-C (IIC6) et UT-A (1IC1l1), les formes
BNF-B (IA1), ISF-G (IA2), PB-B (IIB1) et PB-D (IIBZ) n'étant pas

du tout révélées,

Ces résultats sont en accord avec les ndtres en ce qui
concerne la reconnaissance par les anticorps anti-LKMZ de 1a
forme UT-A (IIC11) et la non reconnaissance des formes BNF-B
(IA1) et ISE-G (IAZ); Ne disposant pas du cytochrome P-450
UT-F (IIAl)}, nous ne sommes pas en mesure de comparer ce résul-
tat. La différence observée dans la reconnaissance par ces
sérums des formes PB-C (IIC6), PB-B {(IIB1l) et PB-D (IIBZ) peut
provenir de la technique utilisée {systéme natif ou dénaturé)
et des sérums eux-mémes. En effet, WAXMAN et coll. indiquent
que les sérums qu'ils ont testés présentent une variabilité
dans la reconnaissance des protéines microsomales hépatiques
de rat (71).

[II.2., INHIBITION DE LA TRANSFORMATION DE L'ACIDE TIENILIQUE

OU DE SON ISOMERE (CRE 4316) EN METAROLITES REACTIFS PAR LES

ANTICORPS ANTI-LKMZ

Des études précédentes avaient montré qu'au cours de
l'oxydation de l'acide tiénilique ou de son isomére (CRE 4316},
11 se formait, entre autres, des métabolites réactifs capables
de se fixer de facon covalente sur les protéines hépatiques
(Figure 21)(52). Le taux de fixation covalente observé a partir
du CRE 4316 était environ 10 fois supérieur & celui de 1'acide

tiénilique (52) d'ou son intéré&t dans cette étude.
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Fig. 21 : Activation métabolique de 1l'acide tiénilique ou du

CRE 4316.
4 3 Ci Cl _
s/ N c.{i:j;-ocnpOOH p 5-OHAT
=l P-~450
02
Acide tiénilique -~ Métabolite(s)
réactif(s)
Ct Cli |
— C—ﬁa::S;-OCHCOOH
5 Fixation covalente
CRE 4316 aux protéines

Ltactivation métabolique implique la formation de métabo-
lites stables mais aussi la transformation en métabolites réac-
tifs dont on peut mesurer une partie par la fixation covalente
sur les protéines hépatiques. Les anticorps anti-LKMZ peuvent-
ils inhiber cette formation de métabolites réactifs a partir de
1'acide tiénilique ou du CRE 4316 donc interagir avec les cyto-
chromes P-450 responsables de l1'activation métabolique ou seule-
ment avec d'autres cytochromes P-450 7

Nous allons tout d'abord nous intéresser 4 l'activation
métabolique de 1'acide tiénilique ou du CRE 4316 par des microsomes
de foie humain avant de réaliser la méme étude & l1'aide de micro-

somes hépatiques de rat.
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111.2.1. FIXATION COVALENTE DE METABOLITES REACTIFS DE L'ACIDE
TIENILIQUE OU DU CRE4316 SUR DES-PROTEINES MICROSOMALES DE FOIE

HUMAIN

Aprés incubation de différentes préparations microsomales
en présence d'acide tiénilique (marqué au L4 sur la fonction
cétone) ou de son isomére (CRE 4316), de cofacteurs nécessaires
a 1'activation métabolique (systéme générant du NADPH) et
d'oxygéne moléculaire, on note l'apparition en fonction du temps
d'une fixation irréversible de métabolites issus de ces composés

sur les protéines microsomales hépatiques.

Des résultats précédents obtenus au laboratoire (53)

avaient permis de sélectionner les conditions expérimentales. Nous

avons donc mesuré ici les taux de fixation covalente dans les
conditions standards dérivées de cette étude, & savoilir une
incubation a 37°C pendant 20 minutes en présence de 0,Z nmole

de P-450 pour 150 pl d'incubat. Les résultats donnant les taux
de fixation covalente, de 1l'acide tiémnilique ou de son isomére,
comparés pour quatre types de microsomes humains sont indiqués
figure 22. Quel que soit le type de microsomes humains, adultes
(H97, KDL) ou foetaux (F135, F139), le taux de fixation cova-
lente de métabolites réactifs dérivés du CRE 4316 est toujours
de 4 a 10 fois supérieur a celuil de l'acide tiénilique. Cette
différence entre les deux composés est en accord avec les résul-
tats d'études précédentes effectuées au laboratoire (52). Si
1'on compare maintenant les taux de fixation covalente obtenus
avec les microsomes H97 et KDL, aucune différence significative
n'apparait entre les microsomes hépatiques d'un sujet normal

ou d'un sujet hydroxylateur lent pour la méphénytoine. De méme,
les taux de fixation covalente obtenus avec deux préparations
microsomales de foie foetal (F135 et F139) sont équivalents.

Par contre, on note une différence importante entre les taux de
fixation covalente de dérivés de 1l'acide tiénilique ou du
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nmoles de produits fixées/mg prot/20 min.

Fig. 22 : Taux de fixation covalente de métabolites de 1'acide
tiénilique ou du CRE 4316 sur les protéines microsomales

de différents.foies humains.
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Taux de fixation covalente obtenus aprés incubation pendant

20 min & 37°C de 0,2 nmole de cyt. P-450, d'un systéme générateur
de NADPH et de 0,1 mM de substrat radioactif (AT ou CRE 4316)
dans un volume final de 150 pl. Les résultats indiqués sont la
valeur moyenne + ES obtenue sur 14 déterminations (7 expériences
indépendantes)pour les microsomes H97 et sur 4 déterminations

{2 - expériences indépendantes) pour les autres microsomes.
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CRE 4316 sur les protéines microsomales de foie adulte et sur
les protéines microsomales de foie foetal. Le taux faible obtenu
dans le cas de microsomes de foie foetal peut &tre expliqué

par 1'absence de cytochrome P-450-8. Ces résultats suggérent

que cette isoenzyme est non seulement responsable de 1'hydroxy-
lation en 5 de l'acide tiénilique mais également de 1la transfor-
mation en métabolites réactifs de ce composé ou de son isomére.
Cependant, le taux de fixation covalente de ces produits sur les
protéines microsomales de foie foetal n'est pas nul. Le faible
taux observé pourrait correspondre 3 la formation de métabolites
réactifs par des cytochromes P-450 différents du cytochrome
P-450-8.

La fixation covalente due & 1'acide tiénilique étant
faible, les études d'inhibition de la transformation en métabo-
lites réactifs par les anticorps anti-LKMZ n'ont été réalisées
qu'a partir du CRE 4316 afin qu'elles puissent &tre interpré-
tables et significatives. Une seule étude sera présentée avec

l'acide tiénilique & titre de comparaison.

I1T.2.2. INHIBITION DE LA TRANSFORMATION DE L'ISOMERE DE L'ACIDE
TIENTLIQUE (CRE 4316) EN METABOLITES REACTIFS PAR LES ANTICORPS
ANTI-LKM2

Ces études d'inhibition de la transformation du CRE 4316
en métabolites réactifs par des sérums humains contenant des
anticorps anti-LKMZ ont été réalisées en préincubant les micro-
somes en présence de différentes quantités de sérum (exprimées
en pl de sérum/nmole de P-450) pendant 20 min & 4°C avant
l'addition des cofacteurs et du produit radioactif. La figure
23 présente les résultats obtenus pour 1'inhibition de la fixation
covalente de métabolites dérivés de 1'acide tiénilique ou du
CRE 4316 sur des protéines microsomales de foie humain de sujet
adulte normal (H97) par 3 sérums humains contenant des anticorps
anti-LKM2 (TAY, JOR, KUT).
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Fig. 23 : Inhibition de la fixation covalente de métabolites de
1'acide tiénilique ou du CRE 4316 sur des protéines
microsomales de foie humain H97 en présence de sérums

contenant des anticorps anti-LKMZ,
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Pourcentage de fixation covalente de métabolites de l'acide
tiénilique ou du CRE 4316 sur les microsomes de foie humain H97
obtenu en présence de sérums humains témoins ou contenant des
anticorps anti-LKM2 (TAY, JOR, KUT) par rapport a4 une expérience
témoin sans sérum (100 % correspond a 0,45 nmole d'AT fixées/mg
protéines/20 min ou 2a-4,9 nmoles de CRE 4316 fixées/mg protéines/

1

20 min). <
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La premiére remarque est que le sérum humain témoin (ne
contenant pas d'anticorps anti-LKM2) ne conduit 2 aucune
inhibition de cette fixation covalente, voire méme a une
légére activation (trés souvent observée avec les sérums
humains}. Les trois sérums (contenant des anticorps anti-

LKM2) utilisés se comportent de la méme facon dans 1'inhibition
de la fixation covalente de 1l'acide tiéniligue ou du CRE 4316 sur
les protéines microsomales de foie humain H97, les courbes
d'inhibition obtenues étant paralléles, voire confondues. L'ad-
dition d'une quantité croissante de sérums contenant des anti-
corps anti-LKM2 conduit a une inhibition progressive allant
jusqu'a 70 % dans le cas de 1l'acide tiénilique et totale dans
le cas du CRE 4316. On a toujours constaté qu'au dela de 50 pl
de sérum/nmole de P-450, il n'y avait pas de modification no-
table de 1l'inhibition. C'est pourquoi, dans les autres expé-
riences, du fait des faibles quantités de sérums que nous
possédions, les mesures ont été réalisées avec 50 pl de sérum/
nmole de P-450.

Ainsi, les résultats suivants seront présentés comme
la figure 24 montrant 1'inhibition de la transformation en méta-
bolites réactifs du CRE 4316 par deux sérums humains contenant
des anticorps anti-LKM2 (CAI, TAY). L'addition de ces sérums
provoque une inhibition pratiquement totale (de 1l'ordre de 90 %)
de la fixation covalente de métabolites réactifs du CRE 4316
sur les protéines microsomales de foie humain d'un sujet normal
(H97) ou d'un sujet hydroxylateur lent pour la méphénytoine (KDL).
La encore, ces deux types de microsomes humains ne montrent pas
de différence entre eux. Il est a noter que le sérum humain
témoin (ne contenant pas d'anticorps anti~LKM2) ne conduit a
aucune inhibition. Ces résultats suggérent que l'activation en
métabolites réactifs de l1l'acide tiénilique ou du CRE 4316 est
sous la dépendance du cytochrome P-450-8. En effet, les anti-
corps anti-LKMZ inhibent de facon presque totale la fixation
covalente de ces métabolites sur les protéines microsomales de

foie humain.
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% fixation covalente du CRE 4316

Fig. 24 : Inhibition de la fixation covalente de métabolites
du CRE 4316 sur des protéines microsomales de diffé-
rents foies humains en présence de sérums contenant

des anticorps anti-LKMZ.
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sur les microsomes de foie humain H97 ou KDL en présence de
sérums humains (50 gl de sérum/nmole P-450), témoins ou contenant
des anticorps anti-LKM2Z (CAI, TAY) par rapport a une expérience
témoin sans sérum (100 % correspond & 5,1 nmoles de CRE 4316 fi-
xées/mg protéines/20 min pour les microsomes H97 et & 7,5 pour
les microsomes KDL. Le pourcentage indiqué ici représente la

valeur moyenne * ES sur 3 expériences.
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I1T1,.2,3. FIXATION COVALENTE DE METABOLITES REACTIFS DE L'ACIDE
TIENILIQUE OU DU CRE 4316 SUR DES PROTEINES MICROSOMALES HEPATIQUES
DE RAT.

La figure 25 montre les taux de fixation covalente de méta-
bolites réactifs de 1l'acide tiénilique ou du CRE 4316 obtenus
aprés activation in vitro par les cytochromes P-450 présents dans
les différentes fractions microsomales hépatiques de rat en
présence des cofacteurs nécessaires. Comme dans le cas des micro-
somes de foie humain, il est noté que le taux de fixation cova-
lente du CRE 4316 est supérieur (de 4 a 6 fois) a celuil de
1'acide tiénilique quels que soient les microsomes hépatiques de
rat considérés. La comparaison des différents types de microsomes
hépatiques de rat montre que le taux de fixation covalente de
métabolites réactifs dérivés de 1'acide tiénilique ou du CRE
4316 est analogue sur les protéines microsomales hépatiques de
rats témoins ou traités par la cyano-l6g-pregnenolone (respectivement
de 7,9 + 1,2 et 7,7 * 1,4 nmoles CRE fixées/mg protéines/20 min
et de 1,7 + 0,1 et 2,1 + 0,8 nmoles AT fixées/mg protéines/20 ﬁin).
Un traitement des rats par le phénobarbital provoque une augmen-
tation d'environ 40 % de la fixation covalente de métabolites
réactifs de 1'acide tiénilique ou du CRE 4316 sur ces microsomes
par rapport & des microsomes de rats non traités. Un phénoméne
remarquable concerne le traltement des rats par le clofibrate
ou le fénofibrate, aux capacités inductrices proches (72).

Un traitement des rats par 1'un de ces produits conduit a

~multiplier par un facteur 2,5 environ le taux de fixation cova-

lente de 1l'acide tiénilique ou du CRE 4316 sur les protéines
microsomales hépatiques de ces rats. Ce résultat est en bon
accord avec les résultats obtenus au laboratoire par E. NEAU
(73) qui a montré qu'un traitement des rats par le clofibrate
augmentalt de fagon beaucoup plus importante 1'hydroxylation en
5 de 1'acide tiénilique que les autres inducteurs hépatiques

classiques.
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Fig. 25 : Taux de fixation covalente de métabolites de l'acide
tiénilique ou du CRE 4316 sur des protéines microso-

males hépatiques de rats différemment traités.
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Taux de fixation covalente obtenu aprés incubation pendant

20 min a 37°C de 0,2 nmole de cyt. P-450, d'un systéme géné-
rateur de NADPH et de 0,1 mM de substrat radicactif (AT ou

CRE 4316) dans un volume final de 150 pl: Les résultats indiqués
sont la valeur moyenne + ES obtenue sur n = 4 expériences pour
les microsomes TEM, n = 3 pour les microsomes PB et CLO et

n = 2 pour les microsomes FEN et PCN,
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III.2.4. INHIBITION DE LA TRANSFORMATION DE L'ISOMERE DE L'ACIDE
TIENILIQUE (CRE 4316) EN METABOLITES REACTIFS PAR LES ANTICORPS
ANTI-LKM2Z

Deux sérums humains contenant des anticorps anti-LKM2
(JOR, KUT)} ont été étudiés en ce qui concerne leur capacité
3 inhiber la transformation en métabolites réactifs du CRE 4316,
par des microsomes hépatiques de rats différemment induits. La
figure 26 montre que les deux sérums (KUT et JOR) ont un compor-
tement identique. Ils inhibent de facon nette (30 & 40 %) la for-
mation demétabolites réactifs du CRE 4316 par les microsomes de
rats témoins (TEM) ou traités par le phénobarbital (PB) ou
la cyano-16a-pregnenolone (PCN). Le sérum humain témoin (ne
contenant pas d'anticorps anti-LKM2Z) ne provoque aucune inhibi-
tion, voire méme une 1lé&gére activation. Par contre, les anti-
corps anti-LKMZ sont incapables d'inhiber la formation de méta-
bolites du CRE 4316 par les microsomes de rats traités par un

hypolipidémiant (CLO ou FEN).

IT1.2.5. CONCLUSIONS

Afin d'expliquer la capacité des sérums humains contenant
des anticorps anti-LKM2Z a inhiber (ou non) la transformation mé-
tabolique de l'acide tiénilique ou de son isomére par diffé-
rents microsomes hépatiques de rat, il est nécessalre de revenir
a des résultats obtenus par E. NEAU au laboratoire (74). Ces
résultats montrent que la 5-hydroxylation de 1l'acide tiénilique
est majoritairement dépendante du cytochrome P-450-UT-A (IIC11)
dans les microsomes de rats témoins ou traités par la cyano-16a-
pregnenolone (PCN). Cette isoenzyme et des formes spécifiquement
induites par le phénobarbital sont responsables de la formation
de 5-0OHAT par les microsomes de rats PB. Par contre, 1'hydroxyla-
tion en 5 de l1l'acide tiénilique par des microsomes de rats traités
par le clofibrate est due seulement de facon minoritaire au cyto-
chrome P-450-UT-A (IIC1ll) et essentiellement & une (ou des) iso-
enzyme (s) induite(s)“par le clofibrate mais non encore hien
définie (s) (75). "
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% fixatlon covalente du CRE 4316

Fig. 26 : Inhibition de la fixation covalente de métabolites

du CRE 4316 sur des protéines microsomales hépatiques

de rats en présence de sérums contenant des anticorps

anti-LKMZ.
TEM
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P

Pourcentage de fixation covalente de métabolites du CRE 4316
sur des microsomes hépatiques de rats témoins ouinduits par PB,
CLO, FEN ou PCN en présence de sérums humains (50 upl de sérum/

nmole P 450) témoins ou contenant des anticorps anti-LKM2

o,
K]

(JOR, KUT) par rapport a ume expérience témoin sans sérum (100
correspond a 7,9 nmoles de CRE 4316 fixées/mg protéines/20 min
pour lcs microsomes TEM, 4 11,1 pour les microsomes PB, a 19,3
pour les microsomes CLO, a 21,5 pour les microsomes FEN et a

7,7 pour les microsomes PCN). Le pourcentage indiqué icil repreé-

sente la valeur moyenne *ES sur 4 déterminations (2 expériences

indépendantes).
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La capacité des anticorps anti-LKMZ a inhiber la formation
de métabolites réactifs du CRE 4316 par les microsomes de rats
témoins (TEM), PB ou PCN est en bon accord & la fois avec 1les
résultats obtenus par E. NEAU et avec ce que nous avons montré
précédemment par la technique d'immuno-transfert. En effet, le
cytochrome P-450-UT-A (IICll) et certaines formes induites par
le phénobarbital (IIB1 et IIBZ) sont reconnues en immuno-
transfert par les anticorps anti-LKMZ. Ces isoenzymes sont égale-
ment responsables de la formation du métabolite stable de 1l'acide
tiénilique (5-OHAT). Il n'est donc pas surprenant que ces cyto-
chromes P-450 soient aussi a 1l'origine de la formation de
métabolites réactifs a pértir de l'acide tiénilique ou de son

isomeére.

Ce qui, a priori, semble plus curieux, c'est l'incapacité
des anticorps anti-LKM2Z d'inhiber la formation de métabolites
réactifs du CRE 4316 par les microsomes de rats CLO ou FEN. En
effet, le cytochrome P-450-UT-A (IIC1ll) est présent dans les
microsomes de rats CLO et est méme reconnu au sein de ces micro-
somes par les anticorps anti-LKMZ en immuno-transfert. On peut
expliquer cette apparente contradiction par le fait que 1'hydro-
Xylation de 1l'acide tiénilique par les microsomes de rats induits
par le clofibrate est trés majoritairement sous la dépendance
d'une isoenzyme autre que le cytochrome P-450-UT-A (IICL1). Si
ce résultat est extrapolé a l'activation métabolique dans son
ensemble (avec formation de métabolites réactifs), on comprend
que les anticorps anti-LKMZ qui, apparemment, ne reconnaissent
que le cytochrome P-450-UT-A (IIC11l) et des formes induites
par le phénobarbital, ne provoquent aucune inhibition nette avec les
microsomes CLO. L'absence de reconnaissance par les anticorps
anti-LKM2 d'un cytochrome P-450, spécifiquement induit par le
clofibrate et assurant l'activation métabolique de l'acide tié-
nilique chez le rat, pourrait expliquer 1'absence d'inhibition

observée.
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II1.3, REACTIVITE DES ANTICORPS ANTI-LKMZ SUR COUPES DE FOIE

DE RATS DIFFEREMMENT TRAITES

Aprés avoir déterminé au niveau moléculaire, par les
techniques décrites précédemment (cf. III.1. et III.Z2), les
protéines hépatiques de rat reconnues par les anticorps anti-
LKM2,4il1 était intéressant de revenir sur le test,en immunofluo-
rescence indirecte, utilisé pour la détection de ces anticorps

anti-tissus sur coupes d'organes de rat.

Avant d'aborder cette étude, il était nécessaire de
rappeler briévement l'anatomo-histologie du foie et du rein

pour la meilleure compréhension de cette technique.

II1.3.1. RAPPELS

Le foie de rat est constitué de plusieurs lobes eux-mémes
divisés en lobules de structure hexagonale comme il est indiqué .
figure 27. Au centre de chaque lobule, se trouve la veine centro-
lobulaire (C) et en périphérie les espaces portes (P). Chaque
espace porte comprend une artériole, une veinule, un canalicule
biliaire et un lymphatique.La circulation sanguine se fait
de la périphérie vers le centre du lobule. Les hépatocytes sont
organisés en travéesa partir de. la veine centrolobulaire, les
sinus veincuX passant ‘entre chaque travée. On différencie géné-
ralement lecs hépatocytes centrolobulaires (proches de la veine
centrolobulaire), des hépatocytes périportaux (situés prés des

espaces portes).

Le rein de rat est également constitué de lobules organisés
en pyramides et comprenant chacun une unité fonctionnelle, le
néphron. La figure 28 représente un néphron, canalicule rénal
comprenant différentes parties. L'artére inter-lobulaire (AIL)

TG S S
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Fig. 27 : Structure schématique du foie de rat

Structure hexagonale des lobules hépatiques avec, au centre,
la veine centrolobulaire (C) et, en périphérie, les espaces

portes (P).

arrive au glomérule (G) qui se poursuit par le tube proximal,
divisé lui-méme en tube contourné proximal *(TCP) et anse de
Henlé (H). Cette anse de Henlé se continue par le tube distal
(TD} qui revient au contact du glomérule et se jette ensuite
dans le tube collecteur (TC}.
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Fig. 28 : Structure d'un lobule rénal

AlL

Cortex

Médullaire

Schéma d'un néphron avec l'artére inter-iobulaire (AIL}, le
glomérule (G}, le tube contourné proximal {TCP}, l1l'anse de
Henlé (H), le tube distal (TD) et le tubercollecteur (TC) ;

Pys Py et Py étant les différentes parties du tube proximal.
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Les parties importantes du néphron pour la détection

des anticorps anti-tissus par immunofluorescence indirecte

sur coupes de rein de rat sont les troils segments (pl, Py ps}

du tube proximal décrits figure 28.

Fig. 29 : Structure du rein de rat (d'aprés STERNBERG).

p1 glomérule

p2

— m—— At S Bk m S mama  cmvs  bevh mem memy e wwer  ien e e e e

Schéma d'un néphron avec les trois parties”

Corticale superficielle

Corticale profonde

Médullaire superficielle

S QP

Medullaire profonde

du tube proximal

Py ¢ tube contourné proximal ; p, * pars recta et p; : anse de

Henlé.
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Selon l'intensité de fluorescence obtenue au niveau des
différents organes (foie, rein, principalement) de rat et éven-
tuellement de souris, 11 est identifié 1le type d'auto-anticorps
présents dans le sérum de malades. A chaque auto-anticorps
correspond un profil particulier en immunofluorescence indi-
recte. Celui des anticorps anti-LKM (1 et 2) est résumé dans
le tableau 10.

Tableau 10 : Profil de reconnaissance en immunofluorescence

indirecte d'organes de rat et de souris par les

anticorps anti-LKM

Organes Anti-LKMZ | Anti-LKM1
Hépatocytes centro- 4+ i
Foie lobulaires -
B périportaux . s
mile
Rein Pis> Py EE +
| Bz | +{*) + b
Hépatocytes centro- 444 T+
Béid lobulaires
oie _ ;
Souris periportaux + +++
méle pl, p2 +4++ +
Rein
P * +++

(*) hétérogéne

Les anticorps anti-LKM présentent en immunofluorescence
indirecte sur coupes d'organes une fluorescence granulaire répar-
tie réguliérement dans le cytoplasme des cellules. Une fluores-

cente intense {(+++) est observée aussi bien avec les anticorps
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anti-LKM1 que les anti-LKMZ au niveau de tous les hépatocytes

de rat. Par contre, sur coupes de foie de souris midle, les
anticorps anti-LKM1 présentent une fluorescence homogéne alors
que les anticorps anti-LKMZ réagissent plus faiblement (+) au
niveau des hépatocytes périportaux. La distinction des anti-
corps anti-LKM1l et anti-LKM2 se fait également au niveau du rein
de rat ou de souris. Les anticorps anti-LKMZ conduisent a 1'appa-
rition d'une fluorescence intense de py et p, (+++) mais faible
au niveau de Ps (+), 1'inverse étant observé dans le cas des
anticorps anti-LKM1. De plus, au niveau du rein de rat, les anti-
corps anti-LKM2Z montrent une fluorescence hétérogéne des cellules
de Psg (1 cellule sur 10 est plus fortement fluorescente). La
figure 30 illustre les caractéristiques essentielles des anti-
corps anti-LKMZ en immunofluorescence indirecte sur coupes d'or-
ganes & savoir une fluorescence homogéne sur foie de rat,hétéro-
géne sur foie de souris midle et sur les cellules de Py de rein

de rat.

IIT.3.2. REACTIVITE DES ANTICORPS ANTI-LKMZ SUR COUPES DE FOIE
DE RATS DIFFEREMMENT TRAITES

I711.3.2.1. Immunofluorescence indirecte

Les anticorps anti- LKM2 réagissent en immunofluorescence indi-
recte sur les coupes de foie de rats non traités. Le but de cette
étude est de voir si un traitement des rats par des inducteurs
des cytochromes P-450 hépatiques (PB, CLO, BNF, TAO), par l'acide
tiénilique, seul (AT), ou aprés prétraitement par le clofibrate
(CLO-AT), ou par 1l'isomére de l1l'acide tiénilique (CRE 4316),
modifie de facon importante 1l'intensité de fluorescence des anti-
corps anti-LKM2 sur coupes de foie de ces rats par rapport a

des coupes de foie de rats non traités.

Afin de comparer la reconnaissance par les sérums humains

contenant des anticorps anti-LKMZ, des coupes de foie de rats
i
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Fig. 30 : Immunofluorescence indirecte des anticorps anti-LKMZ
sur coupes de foilie et de rein -

Foie de rat (x 100)

hépatocytes

Foie de souris male (x 100)

thépatocytes
périportaux

P3 de rein de rat
{x 400)

\it

Coupes d'organes révélées par un sérum humain (XUT) contenant

A = s P T TrALA o 1290 . 14 foanx
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différemment traités, une titration des sérums est réalisée

nous permettant de choisir 4 dilutions adéquates. Cette titration
consiste 3 déterminer la-dilution du sérum a partir de laquelle
aucune reconnaissance par 1lmmunofluorescence n'est observée. Le
tableau 11 montre cette titration, pour le sérum JOR. Une forte
fluorescence est notée aux dilutions 1/20¢é et 1/40é. L'intensité
de fluorescence reste importante aux dilutions 1/80¢& a 1/320¢,
diminue au 1/640&, atteint le seuil de détection aux 1/1280¢é et

1/2560¢& et n'est plus détectable aux dilutions supérieures.

Tableau 11 : Titration en immunofluorescence indirecte d'un

sérum contenant des anticorps anti-LKMZ sur coupes

d'organes de rat non traité.

Sérum JOR Foie Rein P Py
1/208 + 4ok +++
1/408 o+ + +++ b
1/80¢é& +4 +++
1/1608& 4 o
1/320é dor +T
1/640¢ + + b
1/1280¢é (] (+) =
1/25608 iy = B
1/5120é - =
1/10240¢ - ~

L'intensité de fluorescence observée lors de la révélation par les
anticorps anti-LKMZ de coupes d'organes est notée comme suit,
dans le sens décroissant : +++>++r>++>+>4>(+4)>- >~

-» indique les dilutions choisies.

A partir de ce tableau, on a choisi 4 dilutions dont une
donnant une intensité de fluorescence importante (+++)(1/408&) et
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trois autres pour lesquelles on passe d'une reconnaissance posi-
tive a une absence de reconnaissance. Ce seuil de détection étant
situé au 1/1280&. Cette dilution et les deux dilutions qui l'en-
cadrent (1/640& et 1/2560é) ont donc été utilisées. Deux autres
sérums humains contenant des anticorps anti-LKM2Z (KUT, TAY) ont
été,parallélement au sérum JOR, testés aux dilutions 1/40e¢,
1/640&, 1/1280& et 1/2560¢& sur les coupes de foie de rats diffé-
remment traités (TEM, PB, CLO, BNF, TAO, CRE 4316, AT, CLO-AT)
ainsi que sur coupes de foie de rat foetal. Le tableau 12 résume

1'ensemble des observations.

Les résultats obtenus sur coupes de foie de rats non trai-
tés (TEM) permettent de classer les 3 sérums contenant des anti-
corps anti-LKM2. KUT est le sérum le plus actif avec une perte
de reconnaissance a une dilution supérieure au 1/2560&, puis
viennent JOR qui ne reconnait déja plus rien a cette dilution et
TAY dont la derniére dilution positive est le 1/6406é.

S'il est comparé maintenant la reconnaissance par les anti-
corps anti-LKMZ des coupes de foie de rats traités par rapport a
celles de rats témoins, 1l apparait que certains traitements ne
changent pas le seuil de reconnaissance et que d'autres le modi-
fient légérement, soit dans le sens d'une augmentation, soit
dans le sens d'une diminution. Le sérum JOR reconnait de facon
équivalente les coupes de foie de rats TEM et CLO. Ce sérum re-
connait moins bien celles de rats traités par BNF, TAO ou CRE
4316. A la dilution 1/1280é&, 1'intensité de fluorescence est
négative (-) alors qu'elle est encore légérement positive chez
les témoins (+). La reconnaissance est un peu améliorée par
traitement des rats par AT ou CLO-AT et peut-&tre par PB (il

subsiste une certaine fluorescence (+) au 1/2560é&).

En considérant le sérum XKUT, la révélation, en immuno-

fluorescence indirecte est identique pour les coupes de foie de

i
.
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Tableau 12 : Effet de 1'induction des rats sur la reconnaissance

(en immunofluorescence indirecte) de coupes de foie

de rats par des anticorps anti-LKMZ.

tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

Rat TEM PB CLO BNF | TAO CRE AT | CLO-AT {Foetus
Dilution 4316
Sérum ®
1/40 + 4+ +++ +++ +4++ | 4+ +E4 AR e =
1/640 + + + + + +r ++ +r -

KUT (+)
1/1280 (+) (+) (+) - e -, + + .
1/2560 -. (+) -. - - - (+) () 2
:::::::‘..‘:::::.—.::l::::::: el I e e e IR s
1/40 2w ookor $4 5+ | 4+ b+ FE+ | F4s -
1/640 JOR +T + + + + + + + + @
1/1280 + + + (+) 1 (+) (+) + + -
1/2560 (+) (+) (+) = = (+) (+) |+ -
1/40 ++ ++r +dr 4 ++ +4 B B -
1/640 TAY (+) (+) + =, + = + + -
1/1280 - - (+) | - % = (+) () -
1/2560 - - - - - - - % <

Intensité de fluorescence obtenue 2 partir de 3 sérums humains
(JOR, KUT, TAY) contenant des anticorps anti-LKM2 sur coupes de
foie de rats traités : +++ > 44+ > ++ > 4+ > 4+ > (+) > -, > -
3 expériences ont été réalisées sur 3 lots de rats différents.




tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

sa1A0)Rda

agnel}




tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

- 101 =~

rats TEM, PB, CLO, CRE 4316 et AT, mais diminuée pour celles de
rats traités par BNF ou TAO. La fluorescence s'éteint au 1/2560¢&
alors qu'elle subsiste encore au niveau des coupes de foie de
rats témoins. Une augmentation de 1l'intensité est notée en cas
de traitement par CLO-AT. La fluorescence est encore nette au
1/2560¢& (+).

Le troisiéme sérum testé (TAY) révéle les coupes de foie
de rats TEM et PB avec la méme intensité. Une intensité plus
faible est observée au niveau des foies de rats traités par BNF,
TAO et CRE 4316 ou la fluorescence est franchement négative au
1/1280é&. Une fluorescence est encore détectable au 1/1280& (+)
en cas de traitement des rats par CLO, AT ou CLO-AT.

Ces observations sont résumées de facon globale (tous
sérums confondus) dans le tableau 13. La reconnaissance par les
anticorps  anti-LKMZ de coupes de foie de rats traités par PB ou
CLO est identique & celle de coupes de foies de rats non traités
(TEM). L'intensité des reconnaissances est diminuée en cas de
traitement des rats par BNF, TAO et CRE 4316 et augmentée si les
rats sont traités par AT ou CLO-AT.

Tableau 13 : Comparaison en immunofluorescence indirecte de la

reconnaissance par les anticorps anti-LKMZ de coupes
de foie de rats différemment traités..

Intensités de fluorescence Traitement des rats
/Coupes de rats témoins
Intensité analogue ~ Phénobarbital (PB)
- Clofibrate (CLQ)
Intensité inférieure - B-Naphtoflavone (BNF)
- Triacétate d'oléandomycine (TAO)
- CRE 4316 .
Intensité supérieure - Acide tiénilique (AT)
- Clofibrate puls acide tiémi-
lique (CLO-AT)

Ce tableau compare la reconnaissance par trols sérums contenant
des anticorps anti-LKMZ (JOR, KUT, TAY) de coupes de foies de
rats différemment traités.: résultats basés sur les intensités
relatives de fluorescence décrites dans le tableau 11.



tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

- 102 -

De cette étude, se dégage une donnée importante : quel
que soit le traitement administré aux rats, il existé toujours
une reconnaissance par les anticorps anti-LKMZ des coupes de
foie de rats. Cette reconnaissance peut &tre, dans certains cas,
l1égérement diminuée ou améliorée mais elle subsiste. Ce résul-
tat est en bon accord avec ceux précédemment obtenus (cf. III.1
et I11.2), & savoir une réactivité croisée entre les sérums
humains contenant des anticorps anti-LKM2Z et une forme constitu-
tive de cytochrome P-450 présente chez tous les rats, quel que
soit le traitement. Il est constaté umne reconnaissance plus
faible quand cette isoenzyme est réprimée par certains induc-
teurs (BNF, TAO).

Un autre résultat vient conforter ces conclusions. En
effet, les anticorps anti-LKMZ ne révélent rien sur coupes de
foie de rat foetal (Tableau 12 p.100). Ceci est cohérent avec
le fait que le cytochrome P-450-UT-A (IIC11) est absent dans
le foie foetal (23). La figure 31 montre la fluorescence obtenue
par un sérum contenant des anticorps anti-LKMZ sur coupes de foie
de rat femelle et de foie de rat foetal. (Un foie de rat femelle
a été utilisé ici car lors du prélévement du foie de foetus,
il était plus facile de prélever le foie de la mére et de;conf
geler ensemble .ces deux’Organes'afin=de'pouvoir ensuite cbmparer'

en immunofluorescence indirecte un méme sérum sur ces deux foies).

La reconnaissance par les anticorpg anti~LKM2 de foie de
rat femelle pourrait sembler surprenante du fait de l'absence
du cytochrome P-450-UT-A (IIC1l1l) chez les femelles (23). Cela
peut &tre expliqué par la présence chez les rats femelles d'un
autre cytochrome P-450, le cytochrome P-450-UT-I (IIC12) qui
présente avec le cytochrome P-450-UT-A une trés forte homologie
{71 %) (75). Une réactivité croisée entre les anticorps anti-
LKMZ et le cytochrome P-450-UT-I de rat est domnc tout a fait

compréhensible et n'est pas contradictoire avec ce que nous
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Fig.31 : Fluorescence indirecte de coupes de foie de rat
femelle et de foie de rat foetal en présence

d'anticorps anti-LKMZ.

Foie de rat femelle Foie de rat foetal

Coupe de foie de rat femelle et de foie de rat foetal réveleée
par un sérum humain (KUT) contenant des anticorps anti-LKM2Z
et dilué au 1/208é.

venons de montrer tout au long de ce chapitre. Le test de dé-
tection de ces auto-anticorps peut se faire invariablement sur

coupes de foie de rats miles ou femelles (41).

Parallélement & 1'étude en immunofluorescence indirecte,
des interactions entre anticorps anti-LKMZ et coupes de foie de
rats traités, il était intéressant de faire une étude histolo-
gique de ces foies afin de détecter d'éventuels désordres en-

gendrés par ces traitements.

Les observations histologiques ont été réalisées par le
Dr. N. MAURIN (Hopital Saint Antoine, Paris). Tous les foies et
reins de rats traités ont été observés mais on décrira plus
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particuliérement 1'histologie du foie de rats traités par le
clofibrate, 1l'acide tiénilique ou l'association des deux par
comparaison avec celle d'un foie de rat non traité. Dans le

foie de rat témoin (figure 32), l'espace porte comprend la

veine (V), l'artére (A), le canal biliaire (B) et le lymphatique
(L). Ce dernier est vide car.il n'y a pas d'inflammation. Les §
hépatocytes organisés en travées sont de taille réguliére. Le |
noyau (N) est central, comprend un nucléole et la chromatine

est différenciée en granules bien visibles. Des grains sont

répartis réguliérement dans le cytoplasme. Les sinus veineux §
passant entre chaque travée hépatocytaire ne sont pas visibles. %
Seuls quelques noyaux sombres des cellules endothéliales sont |
visibles (E). Par contre, aprés un traitement des rats par 1l'acide
tiénilique (figure 33), une importante dilatation des sinus.:vei-
neux (SV) est due & la propriété diurétique de ce médicament.

Les hépatocytes ont un aspect normal avec un noyau central con-
tenant un nucléole et de la chromatine et avec la présence

de grains cytoplasmiques. L'organisation en travées est

respectée. Une différence par rapport au foie de rat témoin

vient des cellules endothéliales (E) des sinus veineux, appelées
également cellules de Kipffer, a fonction macrophagique. Ces
cellules sont ici ballonisées et certaines sont détachées,

libres dans les sinus veineux. L

Les hépatocytes de rats traités par le clofibrate (figure
34) présentent un aspect différent. L'organisation en travées
4 partir de la veine centrolobulaire (VCL) persiste mais une
souffrance cellulaire est visible. Le cytoplasme est clair,
bourré de grains lipidiques ("stéatose™). Le cellules ont une
taille irréguliére avec présence de grosses cellules. Certains
hépatocytes sont anucléés, d'autres n'ont pas de nucléole et
la chromatine n'est pas individualisée. Les sinus veineux sont
fins, quoique gorgés de globules rouges (GR). La souffrance
cellulaire observée semble toucher plus particuliérement les hé-
patocytes périportaux qﬁe les hépatocytes centrolobulaires
présence de nombreuses cellules de taille irréguliére au cyto-

plasme clair et non organisées en travées.
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Coupe de foie de rat tralte par l'acide tzenllique.

Coloration & 1'Azan de Heldenhaln (x 250)
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4 : Coupe de foie de rat traité par le clofibrate.

Coloration & 1'Azan de Heidenhain (x 250).
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Le fole d'un rat ayant subi le double traitement (clofi-
brate + acide tiénilique) (figure 35) présente des veines
trés dilatées et riches en globules rouges (GR). Le canal
lymphatique (L) est lui-méme dilaté et gorgé de lymphocytes.
Certains hépatocytes périportaux sont dégénérescents ; les
cellules sont de taille irréguliére, sans noyau ou avec un
noyau pycnotique {signe de nécrose). Par contre, 1l existe
des hépatocytes normaux et fonctionnels dans lesquels le noyau
contient un nucléole. L'épithélium du canal biliaire est trés
aplati et certaines de ses cellules ont desquamé. Le failt re-
marquable aprés ce double traitement est l'infiltrat lymphocy-
taire, phénoméne retrouvé généralement lors du déclanchement
d'une hépatite (3).

Ces résultats, ainsi que ceux obtenus de la méme maniére
sur des rats traités par PB, TAO, ou BNF, sont résumés dans
le tableau 14. Le traitement des rats par l'acide tiénilique
a conduit & des anomalies beaucoup plus faibles que celles
observées aprés traitement par BNF ou CLO. Par contre, des
anomalies plus nettes et plus nombreuses ont &été constatées
aussi bien au niveau du foie gue du rein lors du double
traitement (CLO-AT).

I1IT1.3.3. COMPARAISON DU PROFIL DE RECONNAISSANCE, EN IMMUNO-
FLUORESCENCE INDIRECTE SUR COUPES D'ORGANES, DES ANTICORPS
ANTI-LKMZ ET DE DIVERS ANTICORPS ANTI-CYTOCHROMES P-450
HEPATIQUES DE RAT

Une autre approche dans la reconnaissance de protéines
hépatiques de rat par les anticorps anti-LKMZ a été de comparer
le profil obtenu en immunofluorescence indirecte avec ces auto-
anticorps & celui de divers anticorps anti-cytochromes P-450
hépatiques de rat (anticorps anti-UT-A, anti-pbla, anti-pblb,
anti-pb3a et anti-p-452). Les profils de reconnaissance
obtenus avec ces anticorps sur coupes de foie et de rein de

rat et souris miles sont résumés dans le tableau 15.
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Coupe de foie de rat traité par le clofibrate puis
par l'acide tiénilique.

_Coloration & 1'Azan de Heidenhain (x 250).
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Tableau 14 Observations histologiques sur le foie et le rein de rats traités
Traitement FOIE REIN
Vascularisation | Infiltration Souffrance Mitose
cellulaire cellulaire
|20 - S I NORMALF-----rmmmmm e m e e e e e o e s
TAO  f-rmmmmmmmm e e NORMAL| == - m s e e e e e e e mm i e
BNF 2 NORMAL ok * NORMAL
AT L e NORMAL| =~ ~-cmmmmm e e mmm e e e e e - -
CLO * NORMAL x NORMAL £
CLO-AT * * * NORMAL *
* .

présence de signes anormaux.

= QL
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Tableau 15 : Comparaison des profils de reconnaissance (en

immunofluorescence indirecte) sur coupes d'organes

des anticorps anti-LKM et d'anticorps anti-
cytochromes P-450 hépatiques de rat.

Anticorps Rat Souris
Foie Rein Foie Rein
LKM1 +++ pl<p2<p3 +++ pl<pZ<p3
pd bt 3 +++
LKMZ e+t pl,p2>p3 +++ pl,p2>p3
pl,pZ +++ € pl,pZ2 +++
p3 h
UT-Al 1 pl,pi>p3 ++ pl +
pl,p2 ++ -
p3 h
UT-AZ + pl,p2>p3 o Py *
pl,pZ2 ++
p3 h
pblb +++ pl=p2=p3 ++ pl -
++ c pz’p3 +
pbla ++ p1=p2=p3 ++
+ & B
pbia ++ pl<p2<p3 ++ pi<p2<p3
p3 +++ p3 ++
p-452 + pl=p2=p3 * o r1<pZ,p3
+ pz’pz +

¢ : hépatocytes centrolobulaires > périportaux
h : hétérogéne (aspect de p3)

Reconnaissance en immunofluorescence indirecte de coupes d'organes
de rat et de souris midles par des sérums humains contenant des
anticorps anti-LKM1 (LEF), ou anti~LKM2 (JOR) et par des anti-
corps anti-cytochromes P-450 de rat (anti-UT-A, anti-pblb, anti-
pbla, anti-pb3a et anti-p-452). Ces sérums ont été utilisés a

la dilution 1/208&.

UT-Al1 : Laboratoire de R. WOLF

UT-A2 : Laboratoire de J.P. LEROUX.



tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

Il est a remarquer que l'anticorps anti-cytochrome P-450

de_rat donnant le profil de reconnaissance le plus proche
des anticorps anti-LKMZ est 1'anti-P-450-UT-A. En cffet, ces_

deux antlcorps ont en commun les caracterlsthues sulvantes

TR

- homogenelte de fluorescence des hcpatocytes de rat,

# predomlnance “de la fluorescence des hepatocytes centro-

el

P iy A e

lobulaires de souris male sur les hepatocytes perlportaux
- fluorescence des Py et P, de rein de rat supérieure a
celle de p; et hétérogénéité de la fluorescence des cellules

de Pz

La seule différence de reconnaissance de ces deux types
d'anticorps réside au niveau du rein de souris mile. Les anti-
CoTps enti~cytochrome P-450-UT-A présentent une réactivité plus
faible que les anticorps anti-LKM2 vis-a-vis du rein de souris.
Toutefois, les caractéristiques essentielles (énumérées ci-
dessus) de reconnaissance en immunofluorescence indirecte des
anticorps anti-LKMZ sont retrouvées avec les deux anticorps
anti-cytochrome P-450-UT-A testés provenant de deux laboratoires
différents (celui de R. WOLF, Edimbourg et ceui de J.P. LEROUX,
Paris). Les autres anticorps anti-cytochromes P-450 de rats tes-
tés ne montrent pas le méme profil de reconnaissance que les
anticorps anti-LKMZ. Les anticorps anti-pblb, anti-pbla et anti-
p-452 présentent une fluorescence homogéne de Py, P, €t P de
rein. de rat. L'anticorps anti-pb3a montre quant a lui le méme
profil de reconnaissance que les anticorps anti-LKM1, présents
dans le sérum de malades ayant une hépatite chronique active

(pl<p2<p3 et fluorescence homogéne des ﬁ%patocytes de souris miles).

ITT. 4. concLUSION

L'étude de la reconnaissance par les anticorps anti-LKM2
de microsomes hépatiques de rat a é€té réalisée a partir de

trois approches différentes.
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Tout d'abord, nous avons montré par des techniques d'immuno-
transfert que les anticorps anti-LKMZ reconnaissaient trois
cytochromes P-450 de rat purifiés : les cytochromes P-450-pbZa
(E?iﬁ, 11C11), pb3a (PB-B, IIB1) et pb3b (PB-b, IIBZ2). Ces
ﬁ?gtéines sont présentes au niveau des fractions microsomales
Hépatiques de rat. Elles sont donc reconnues par les anticorps
JngfiKMZ dans les microsomes de rats témoins ou traités par
le phenobarbltal ou le cloflbrate pour le cytochrome P-450- UT A

(IIC11) et sp661f1quement dans les microsomes de rats 1ndu1ts

SUSY

par 1é phenobarbltal pour les cytochromes P-450-PB-B (IIBI) et
PB-D (IIBZ} Ces résultats sont en accord avec des résultats

P S g

prellmlnalres obtenus en collaboration avec P. BEAUNE (70)

montrant que les anticorps anti-LKMZ reconnaissaient le cyto-
chrome P-450-UT-A (IIC11) ainsi qu'une forme induite par le
phénobarbital, le cytochrome P-450-PB-B (IIB1). Une étude
réalisée par WAXMAN et coll. (71) a montré, en utilisant d'autres
sérums contenant des anticorps anti-LKMZ2 et une autre technique
sans dénaturation des protéines (cf. III.1, p. 60 )}, que les an-
ticorps anti-LKMZ reconnaissent les cytochromes P-450-UT-A
(IIC11), UT-F (IIAl} et PB-C (IIC6). Une réactivité croisée
entye les anticorps anti-LKMZ et une forme constitutive de cyto-
chrome P-450 de rat, le cytochrome P-450-UT-A (IIC11l) a été éga-
lement montrée par cette équipe. Les différences observées

quant 4 la reconnaissance par ces sérums d'autres cytochromes
P-450 peuvent &tre expliquées par la différence de techniques

et de sérums utilisés mais aussi par le fait que les anticorps
anti-LKMZ ne doivent reconnaitre que de facon minoritaire ces

autres cytochromes P-450 de rat.

Cette différence de reconnaissance par les sérums entre
protéine native et protéine dénaturée a également été observée
dans cette mé&me é&tude de WAXMAN et coll., avec les anticorps
anti-LKM1 présents dans le sérum de malades ayant fait une
hépatite chronique active. En effet, il a montré, par la tech-

nique d'immuno-transfert, que les anticorps anti-LKM1 reconnais-

;
)
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saient une forme constitutive de cytochrome P-450 présente dans
les microsomes de rat témoins ou traités par la B-naphto-
flavone ou le clofibrate mais fortement diminuée dans les micro-

somes de rats traités par le phénobarbital ou 1'isosafrole...

Or, ces mémes anticorps révélent en "dot-blot" les cyto-
chromes P-450 purifiés de foie de rat ISF-G (IA2) et BNF-B (IAl).
Ces auteurs suggérent que ces deux formes partagent des épitopes
communs avec une forme constitutive, mais, curieusement, cette
forme n'est pas révélée par les sérums en '"dot-blot". Une
autre étude, effectuée par le groupe d'ALVAREZ (76) a montré
que les anti-LKM1 reconnaissaient chez le rat des cytochromes
P-450 de la sous-famille IID. Quelques divergences apparaissent
donc dans la littérature en ce qui concerne la réactivité
croisée entre anticorps humains et protéines hépatiques de

rat.

Nos résultats montrent que la reconnaissance par les anti-
corps anti-LKM2 de protéines microsomales de foie humain est
plus simple que celles de rat. Ces anticorps ne reconnaissent
qu'une seule protéine, identifiée comme étant le cytochrome
P-450-8 (IIC)(55). Un phénoméne analogue vient d'é&tre publié
en ce qul concerne les anticorps anti-LKMl. Ces anticorps
reconnailssent spécifiquement une protéine hépatique humaine,
le cytochrome P-450 buf I ou II (77), ou db I (78), de 1la

sous-famille IID.

La deuxiéme approche que nous avons utilisée afin de déter-
miner les protéines hépatiques de rat reconnues par les anti-
corps anti-LKM2 a consisté a tester la capacité de ces anticorps
a inhiber la transformation de 1'acide tiénilique ou de son
isomére en métabolites réactifs. L'implication du cytochrome
P-450-UT-A (IIC11)} semble donc confirmée car les anticorps
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anti~-LKMZ inhibent de 1l'ordre de 30 3 40 % 1a flxatlon cova-

lentekdu_CRE 4316 sur 1es protelnes mlcrosomales de ratsv

témoins ou traltes par 1e phénobarbital ou la cyano-l6a-

pregnenocloene.

L'absence d'inhibition par ces anticorps, observée dans

le cas de microsomes de rats induits par le cloflbrate , est

expliquée par le fait que, dans ces mlcrosomes, un cytochrome

P-450 dlfferent du cytochrome P-450-UT- A est ma]orltalrement

responsable de 1 actlvatlon moféBdiiQue de l ac1de tlenlllque

ou de son 1somere Ce cytochrome P-450, 1ndu1t spec1f1quement

par le cloflbrate, ne serait pas reconnu par les anticorps.
anti-LKM2Z.

i R AT

La troisiéme approche a été d'étudier la reconnaissance,
en immunofluorescence indirecte, par les sérums contenant des
anticorps anti-LKMZ, de coupes de foie de rats traités. Les
résultats obtenus suggérent que la reconnaissance des coupes
de foie de rat par ces sérums se fait majoritairement par
l'intermédiaire d'une protéine {un cytochrome P-450) présente
chez des animaux témoins et subsistant chez les animaux traités
par différents inducteurs. Cela explique les trés faibles
différences observées dans la révélation par les anticorps
anti-LKMZ de coupes de foie de rats différemment traités.

De plus, les profils de reconnaissance trés proches obtenus
avec les anticorps anti-LKMZ et les anticorps anti-cytochrome
P-450-UT-A suggeérent que la protéine commune aux différents foies
de rat est bien le cytochrome P-450-UT-A (IICi1). Un autre
argument en cette faveur est la non-reconnaissance de coupes de
foie foetal par ces anticorps, ce cytochrome étant absent

chez le foetus.

L'ensemble de ces résultats montre que la protéine hépa-

tique de rat majoritairement reconnue par les anticorps anti-

'
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LKM2 est le cytochrome P-450-UT-A (IIC11). L'analogie entre

ce cytochrome P-450 hépatique de rat et le cytochrome P-450-8

de foie humain, est compréhensible si 1l'on compare les séquences
de ces deux protéines. Nous avons effectué, avec l'aide de

F. SCHOENTGEN, que nous remercions ici, une recherche dans

une banque de données des séquences de ces protéines que

nous avons, par traitement informatique, comparées entre elles.
La figure 36 montre tout d'abord 1'homologie de séquence (77 %)
existant entre les protéines hépatiques humaines de la sous-
famille IIC (le cytochrome P-450-8 n'étant pas identifié a
l'intérieur de cette sous-famille). La figure 37 compare la
séquence entre un cytochrome P-450 humain de cette sous-
famille IIC au cytochrome P-450-UT-A (IIC11l) de rat ; il est
alors noté qu'elles sont homologues a 76 %.

L'existence d'une réactivité croisée entre les anticorps
anti-LKM2Z et les protéines hépatiques de rat va pouvoir nous
permettre d'utiliser ces auto-anticorps comme outils dans les
é¢tudes ultérieures explorant le mécanisme proposé pour l'appa-

rition des anticorps anti-LKM2.
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Fig. 36 : Homologie de séquence entre cytochromes P-450 humains
de la famille méphénytoine (IIC8 et IIC10).
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Fig. 37 : Homologie de séquence entre cytochrome P-450 humain
{IIC10) et cytochrome P-450-UT-A (I1C11) de foie de

rat.

iO 20 30 40 ST 40 70
ULULCLSCLLLLSLNRGSSGRGKLPPGPTPLPUIGNILDIGIKDIaKSLTNLSKVYGPUFTLYFGLKPIV

mImimat mm M mmimoas TSmO ESTmEm e =SD "G
——— s oy o e e e " e e, m e i T o e e T m m e ==L I

ULULTLSSLLLLSLNRQQFGRGKLPPGPTPLPIIGNTLGIYMKDIGQ“IKKFSKVYGPIFTLYLGMKPF“
10 20 30 40 30 40 7Q

80 90 100 110 120 130 140

ULHGYEQUKEALIDLGEEFSGPGIFPLHERANRGFGI“FQNGKKNKE1RRFSLMTLRNFGMGKRSIEDR”

L DD S o e " s e e e o e el SO ER

VLHGYEAUKEALUDLGEEFQGRG“FPUSERUNKGLGUIFSNGMQWKEIRRFS}MTLRTFGMGKRTIEDRI
80 ?0 100 110 120 130 . 140

130 160 170 180 120 200 210

GEEHRCLUEELRKTKASPCDPTFILGCAPCNUIC IFHFRFDYKDGGFLNLMEKLNENIKILSSPwIGI

s e e —— . it e e e e e i e ——— o, e m— - = —

QEEAQCLVEELRKSKGHPFDPTFILGCQPCNUICSIIFGNRFDYKDPTFLNLMHRFNENFRLFS“PNLGU
150 140 170 180 190 200 210

220 230 240 250 260 270 280

CNNFoPIIDYFPGTHNK’LKNUAFMVSYILEKUKEHGE‘MDMNNPGDFIDCFLMKMEKEKHNGP EFTIE

== EESSSNRm eI =T —

CNTFPAIIDYFPGSHNG“LKNFFYIKNY“LEFUVEHGEQLDKDHPRDFIDCFLNKHEGEVHNPQ’EFTLE
220 230 240 250 - 240 270 280

7Q 200 310Q 320 330 340 350

”LENTAUDLFGHGJETTQTTLRYHLLLLLKHPE”TAK“GEEIERUIGRNR“PCMQDPwHMP\TDA”UHE“

— Pl Pl ere i erifare vl e et

SLVA TUTDMFGHGTETT:TTLR(GLLLLLKHVD“TAKUGEEIEPUISRNRSPCMKDPSOMPYTD JHE I
290 300 310 320 220 340 350

340 370 330 390 400 410 420

QRCIDLLPTSLPHAUTCDIKFRNYL]PKGTTILIQLTSULHDNVEFPNPEMFDPHHFLDECDNFKKSKYF

- R E R RARNARII O =m0 mam e e e e vt e

uRrIDL”PTNLPHLVTRDIVFRNYFIPKGTNUIUSLS°ILHDDKEFPNPEKFDPGHFLDEQCNFKKoDYF
340 370 380 390 400 410 420
430 44Q 430 440 470 480
MPFSAGKRICVGEALAGMELFLFLTSILANFNLKSLYOPKNLDTTPUVNGFASYPPFYQLCF I PV

_—_———— Eaeaee—-

=l OS=SSSSnSS D S ERERDE = ZSDe -

MPF:AGKPICAGEALAPTELFLFFTTILONFNLVSLUDUKDIDTTPAISGFGHLPPFYEACFIPU
430 440 <0 460 470 ~ 420 490

acide aminé identique
acide aminé de méme hydrophobiciteé.

acide aminé différent



tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

% L18 =

CHAPITRE [V

Etude de l'apparition de nouveaux
antigenes a la surface d'hépatocytes
de rats traités par l'acide tiénilique
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OBJECTIFS

Dans le chapitre précédent, nous avons montré une réacti-
vité croisée entre anticorps anti-LKMZ et protéines hépa-
tiques de rats. Dans la mesure oU 1'hypothése émise dans le
chapitre I, pour l'apparition des anticorps anti-LKMZ, suppose
1'intervention d'un néo-antigéne membranaire (étape 4 de 1la
figure 12, p. 35 }, nous avons utilisé cette réactivité croi-
sée pour mettre en évidence 1'éventuelle apparition d'un nouvel
antigéne a la surface des hépatocytes de rats traités par
l'acide tiénilique. En fait, d'aprés le mécanisme de la figure
12, le néo-antigéne pourrait &tre un cytochrome P-450 alkylé
d'otu deux possibilités de reconnaissance de ce néo-antigéne
- la protéine elle-méme est reconnue par les anticorps anti-

LKM2,
- 1'hapteéne, dérivé de l'acide tiénilique, pourrait &tre détec-
té.

C'est d'ailleurs ce qui se produit dans le cas de 1'halo-
thane ol les anticorps anti-LKM1 sont dirigés contre deux pro-
téines hapténisées, un cytochrome P-450 (48) et une carboxyl-

estérase (79). Deux approches sont donc possibles

1) Un traitement des rats par 1'acide tiénilique peut-il
faire apparaitre un nouvel antigéne, & la surface des

hépatocytes, détectable par les anticorps anti-LKMZ ?

2) Par analogie avec la littérature {cas de 1'halothane),
un hapténe dérivé de 1l'acide tiénilique peut-il &tre
détecté par un anticorps anti-acide fiénilique a la

surface d'hépatocytes de rats traités par 1l'acide tiénilique?

Tout au long de ce chapitre, nous allons nous efforcer

de répondre a ces deux guestions.
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IV.1, ETUDE DE L’APPARITION DE NOUVEAUX ANTIGENES A LA SURFACE

D'HEPATOCYTES DE RATS TRAITES

Ce travail a été réalisé en collaboration avec 1'équipe
d'Henri HOELLINGER (INSERM, UA.400) et, plus particuliérement,
avec Michelle SONNITER. '

Dans cette étude, il a été utilisé la réactivité croisée
entre anticorps anti-LKMZ et protéines hépatiques de rat pour
montrer, aprés traitement des animaux par l'acide tiéniligue,
une éventuelle apparition de nouveaux antigénes reconnus par
les anticorps anti-LKM2 a la surface de leurs hépatocytes. Pour
cela,un test en immunofluorescence a é€té mis au point sur hépa-

tocytes 1solés de rat.

IV.1.1. INFLUENCE DU TRAITEMENT DES RATS SUR LA RECONNAISSANCE
EN IMMUNOFLUORESCENCE DE LEURS HEPATOCYTES PAR LES ANTICORPS
ANTI-LEKM2Z

Pour cette étude, les rats sont traités par l'acide tiéni-
lique seul ou aprés prétraitement par divers produits connus
pour induire différents types de cytochromes P-450.

Aprés sacrifice des animaux, leurs hépatocytes ont &té
isolés par une méthode enzymatique classique (68) de perfusion
du foie par la collagénase au niveau de la veine cave [le per-
fusat est recyclé aprés sa sortie par la veine porte}. La
figure 38 montre le passage du liquide ée perfusion au niveau

des différents lobes hépatiques.

La reproductibilité de cette technique a été vérifiée. Le
nombre d'hépatocytes obtenus aprés chaque perfusion de foie de
rat était constant (envirom 108 hépatocytes). La mesure de
viabilité des hépatocytes isolés, effectuée par la méthode
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Fig. 38 : Cavité abdominale du rat.
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d'exclusion du bleu Trypan (le colorant ne pénétre que dans

les cellules mortes) a toujours donné un résultat compris

entre 85 et 90 % de viabilité. Un isolement mécanique des hépa-
tocytes (80) ne convient pas, car il conduit a 0 % de viabilité.
Ce fait a également été observé par GERKEN et coll. (81) qui

ont montré que l'intégrité membranaire n'était alors pas pré-

servée.

Aprés l'isolement des hépatocytes, le probléme qui s'est
posé,est de savoir s'il faut ou non fixer ces hépatocytes afin
de stabiliser la membrane cellulaire. Le fixateur ne doit pas
altérer les antigénes de surface ni perméabiliser la membrane
plasmique. Aprés différents essais, le mélange de fixation
composé de 4 % de paraformaldéhyde + 0,05 % de glutaraldéhyde
(82), s'est révélé respecter ces critéres. Les résultats obtenus
en immunofluorescence sur les hépatocytes fixés ont été trés

analogues a ceux obtenus sur hépatocytes non fixés. Cependant,
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Fig.39 : Immunofiuorescence indirecte des anticorps anti-LKMZ
sur hépatocytes de rats traités par le clofibrate,
puis par l'acide tiénilique : comparaison des résultats

obtenus avec des hépatocytes fixés ou non.

a) Image obtenue sans fixation préalable des hépatocytes.

b} Images obtenues a deux grossissements différents aprés

fixation des hépatocytes.
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une intensité de fluorescence supériecure a été notée aprés
fixation, ce qu'illustre la figure 39 sur laquelle peuvent
&tre vus les hépatocytes de rats traités par le clofibrate
puls l'acide tiénilique révélés par le sérum JOR (contenant
des anticorps anti-LKMZ2), en immunofluorescence indirecte,
aprés ou sans fixation. La fluorescence observée est granu-
laire et située au niveau de la membrane hépatocytaire. Ce
type de fluorescence est comparable & celle détectée en cas
de présence. d'antigénes membranaires a4 la surface d'hépato-
cytes (83). Par 1la suite, ne seront montrés que les résultats

obtenus aprés fixation des hépatocytes.

Le test d'immunofluorescence, aprés l'isolement et la fixa-
tion des hépatocytes, est réalisé seclon le principe décrit

dans la figure 40.

Fig. 40 : Principe de la détection des antigénes de surface

hépatocytaire par immunofluorescence indirecte.
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Les hépatocytes de rats sont tout d'abord incubés en pré-
sence du sérum 3 tester (sérum contenant des anticorps anti-
LKMZ2 par exemple), puis,.dans un second temps, en présence d'immuno-
globulines, anti-IgG humaines marquées a la fluorescéine. Si le
sérum testé contient des anticorps reconnaissant un antigéne mem-
branaire, une fluorescence de surface des hépatocytes doit

apparaitre.

OQutre la fixation des hépatocytes, un autre probléme s'est
posé concernant l'utilisation des sérums eux-mémes. En effet,
les composants de ces sérums se fixeraient de facon non spéci-
fique (parallélement au probléme étudié) sur les hépatocytes en
général et donc, sur ceux de rats témoins. Pour éliminer cette
fixation, les sérums, aprés décomplémentation par chauffage 1 h
a 56°C afin d'éviter une éventuelle lyse cellulaire par le
complément, sont adsorbés sur hépatocytes de rat témoin avant
d'étre testés sur hépatocytes de rats traités {80). Aucune diffé-
rence de fluorescence n'est notée entre un sérum adsorbé ou non,

phénoméne déja décrit pour les anticorps anti-LKM1 (81).

Aprés cette mise au point pour régler ces problémes tech-
nique, plusieurs études sont réalisées sur la reconnaissance
par les anticorps anti-LKMZ de la membrane d'hépatocytes de rats
différemment traités. Dans un premier temps, les rats sont
traités par un inducteur de cytochromes P-450 {PB, CLO, FEN, TAO,
3MC) ou par l'acide tiénilique ou son isomére. Le tableau 16

regroupe les résultats obtenus.

Quelques observations sont & relever : les sérums humains
utilisés comme sérums témoins, ne contenant pas d'anticorps
anti-LKMZ, sont testés sur les différents hépatocytes et ne
conduisent jamais & l'apparition d'une fluorescence. Il en
est de méme si les hépatocytes sont directement incubés en
présence d'immunoglobulines anti-IgG humaines marquées a la

fluorescéine.
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La troisiéme remarque concerne la lecture des lames
effectuée par trois personnes différentes, et de facon indépen-
dante. L'évaluation de 1l'intensité de la fluorescence étant
qualitative (nombre de +), cette lecture par trols personnes
permet de donner des résultats les plus objectifs possibles. Pour
une méme expérience, les intensités déterminées par les diffé-
rents lecteurs sont trés proches, voire identiques. Trois sérums
humains contenant des anticorps anti-LKM2 (KUT, JOR et TAY) ont été
testés sur les hépatocytes des différents rats. Ces sérums se
comportant de facon identique (méme intensité de fluorescence), ~
les résultats sont donnés pour les anticorps anti-LKMZ dans leur

ensemble.

La lecture du tableau 16 signale tout d'abord que les
anticorps anti-LKM2 ne reconnaissent aucune protéine a la surface

des hépatocytes de rats non traités (-)

La méme observation est faite lors de 4 expériences indépen-
dantes, sur des hépatocytes de rats différents, et avec trois
sérums humains (KUT, JOR et TAY).

Un traitement des rats par un inducteur classique de cyto-
chromes P-450 (PB, CLO, FEN, TAO, 3MC) n'améliore pas la recon-
naissance de ces hépatocytes par les anticorps anti-LKM2Z (-).
Par contre, un traitement des rats par l'acide tiénilique ou son
isomére (CRE 4316) montre, de facon équivalente, une légére
reconnaissance (+) de ces hépatocytes par les anticorps anti-
LKM2. La fluorescence observée est membraﬁaire, de faible inten-
sité (+ le plus souvent), mais significative par rapport a 1l'en-

semble du tableau.

L'obtention d'une réponse, méme faible, chez des rats
traités par 1'acide tiénilique, permet de montrer qu'il peut
y avoir apparition de nouveaux antigénes a la surface d'hépato-
cytes de rats sous l'influence d'un traitement.
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Tableau 16 : Reconnaissance (en immunofluorescence} par les

anticorps anti-LKM2 d'hépatocytes de rats

différemment traités.

Traitement TEM |- PB |CLO FEN TAO 3MC AT |[CRE 4316
Expérience 1

lecteur 1 - + - = = = § +

lecteur 2 - = Ld = * “ + +

lecteur 3 - = = - - x * *:
Expérience 2

lecteur 1 + - i - - - + 4t

lec¢teur 2 - - - - - - + +

lecteur 3 % = = 5 = & * +
Expérience 3

lecteur 1 - - ++

lecteur 2 = = +

lecteur 3 L - +

Expérience 4
lecteur 1 - -

+

|+

lecteur 2 - -

L+

lecteur 3 - -

Intensité de fluorescence (++ > + > + > -} observée aprés
incubation d'hépatocytes de rats différemment traités en pré-
sence de sérum humain contenant des anticorps anti-LKM2 (KUT,
JOR, ou TAY au 1/25&), puis d'immunoglobulines anti-IgG humaines
marquées a4 la fluorescéine (au 1/100&8). Chaque expérience est
réalisée indépendamment des autres, sur des hépatocytes de rats
différents,et observée par trois lecteurs. Les sérums humains
témoins testés ne contenant par d'anticorps anti-LKM2; aucune
fluorescence n'apparait.
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I1 a ensuite été envisagé d'augmenter cette réponse et
pour cela les rats ont été traités par des inducteurs classiques
de cytochromes P-450 avant 1'administration de l'acide tiéni-
lique lui-méme. Les résultats obtenus sont regroupés dans le
tableau 17.

Tableau 17 : Reconnaissance par les anticorps anti-LKMZ (en

immunofluorescence) d'hépatocytes de rats induits

puis traités par l'acide tiénilique ou son 1isomere.

Traitement AT CRE PB CLO | FEN TAO 3MC CLO
4316 AT AT AT AT AT CRE 4316
Expérience 1
lecteur 1 + + + +++ |+ + = 3
lecteur 2 + + + ++ + - - ot
lecteur 3 + + + 4+ f - + + +
Expérience 2
lecteur 1 + +4 + ++ + + - +
lecteur 2 + + + + + + - +
lecteur 3 + + + + - - + "
Expérience 3
lecteur 1 ++ e -
lecteur 2 + PR Lo
lecteur 3 + Ak +
Expérience 4
leCteUI‘ 1 + ERETCR
lecteur 2 # .
lecteur 3 + o

Intensité de fluorescence (+++ > ++ > + > + > -) observée

aprés incubation d'hépatocytes de rats différemment traités en
présence de sérum humain contenant des anticorps anti-LKM2

(KUT, JOR ou TAY au 1/25&), puis d'immunoglobulines anti-IgG
humaines marquées a la fluorescéine (au 1/1008). Chaque expé-
rience est réalisée indépendamment des autres, sur des hépatocytes
de rats différents et observée pér 3 lecteurs (les sérums humains
témoins testés ne contenant pas d'anticorps anti-LKMZ; aucune

fluorescence n'apparait).
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Une induction des rats par PB, FEN, TAO ou 3MC préalable-
ment au traitement par -l'acide tiénilique n'augmente pas (voire
diminue) la reconnaissance par les anticorps anti-LKMZ, d'anti-
génes de surface hépatocytaire. Par contre, une induction de
rats par le clofibrate avant le traitement par l'acide tiéni-
lique conduit a 1l'apparition d'une fluorescence membranaire
intense (+++} dans 4 expériences indépendantes réalisées et
avec 3 sérums contenant des anticorps anti-~LKMZ. Dans le
cas d'un traitement des rats par le CRE 4316, une induction
préalable par le clofibrate ne conduit pas a 1l'apparition
d'une fluorescence aussi intense que dans le cas d'un traite-
ment par l'acide tiénilique. La figure 41 i1llustre les résul-
tdts des tableaux 16 et 17. Elle montre la fluorescence obtenue
avec un sérum humain contenant des anticorps anti-LKM2Z (KUT)
sur hépatocytes de rats non traités ou traités par CLO, AT ou
CLO-AT. Dans le cas d'hépatocytes de rats non traités ou traités
par le clofibrate, aucune fluorescence n'apparait. Celle-ci
est faible, mais présente, au niveau de la surface des hépato-
cytes de rats traités par l'acide tiénilique et elle devient

intense en cas de prétraitement par le clofibrate.

Le tableau 18 résume l'ensemble de ces observations. I1
apparait que seul un traitement des rats par le clofibrate puis
l'acide tiénilique conduit & la présence, au niveau de la
membrane hépatocytaire, de nouveaux antigénes reconnus par les
anticorps anti-LKMZ. Un traitement des rats par 1l'acide tiéni-
lique seul n'est pas suffisant pour provoquer de facon nette
ce phénoméne. Il faut donc créer, au préalable, une perturba-
tion cellulaire, en augmentant par exemple la transformation

de 1l'acide tiénilique en métabolites réactifs. Ce type de
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Fig. 41 : Immunofluorescence indirecte obtenue par interaction
d'un sérum contenant des anticorps anti-LKM2 (KUT) avec

des hépatocytes isolés de rats différemment traités.
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Immunofluorescence indirecte d'un sérum contenant des anticorps

anti-LKM2 (KUT au 1/25&) sur hépatocytes isolés de rats diffé-
remment traités par a) CLO-AT ; b) AT ; ¢) CLO ; d) Témoin.
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perturbation semble réalisé de facon spécifique par le clofi-
brate, dans la mesure ou les autres inducteurs testés n'ont

conduit a 1'apparition d'aucune fluorescence.

Un phénoméne analogue a été décrit dans le cas de l'halo-
thane. En effet, une induction préalable des rats par le phéno-
barbital avant le traitement par 1'halothane augmentait 1'appa—
rition de nouveaux antigénes a la surface de leurs hépatocytes
(49).

Tableau 18 : Tableau récapitulatif de la reconnaissance par

les anticorps anti-LKM2 (en immunofluorescence)
d'hépatocytes de rats différemment traités.

Apparition de Faiblement Fortement
fluorescence Négative positive positive
membranaire
TEM AT CLO-AT
PB CRE 4316
CLO CLO-CRE 4316
Traitement des FEN PP - AT
LEES TAO FEN-AT
3MC TAO-AT
IMC-AT




tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

- 132 ~

IV.1.2. ETUDE DE LA RECONNAISSANCE D'ANTIGENES DE SURFACE
HEPATOCYTAIRE PAR DIVERS ANTICORPS ANTI-CYTOGHROMES P-450
HEPATIQUES DE RAT

Les anticorps anti-LKM2Z étant dirigés contre un cytochrome
P-450 humain et ces anticorps reconnaissant un antigéne au
niveau de la membrane d'hépatocytes de rats traités par 1'acide
tiénilique, il était intéressant de rechercher si des anticorps
anti-cytochromes P-450 hépatiques de rat révélaient eux-mé€mes
une protéine de surface hépatocytaire. Deux sérums de lapin
ont été testés, contenant, soit des anticorps anti-cytochrome
P-450-UT-A (IIC11), soit des anticorps anti-cytochrome P-450-
ISF-G (IA2) en ce qui concerne leur capacité a reconnaitre
des protéines & la surface d'hépatocytes de rats témoins ou
traités par CLO, AT ou CLO-AT. Les résultats obtenus sont
présentés dans le tableau 19.

Tout d'abord, il faut remarquer que des sérums de lapin
non immuns ne conduisent a = aucune -apparition de fluorescence.
Par contre, les anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A (IIC11)
réveélent une protéine présente sur la membrane d'hépatocytes
de rats témoins ou traités par CLO ou AT avec une intensité
proche (+ a ++). Par contre, un traitement des rats par CLO-AT
augmente de facon nette 1l'intensité de la fluorescence (+++%)
observée avec ces anticorps, ce qu'illuste la figure 42
ol les anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A (IIC11) conduisent
4 l'apparition d'une fluorescence importante au niveau de la
membrane d'hépatocytes de rats témoins mais plus intense dans le
cas de rats traités par le clofibrate puis par 1'acide tiéni-
lique. Ce résultat suggére 1l'existence de cytochrome P-450
(ou de protéines présentant une réaction croisée) au niveau
de la membrane plasmique des hépatocytes de rats non traités.
Cette observation a également été faite par SATOH et coll. (84).
Ces auteurs ont montré qu'un traitement des rats par le phéno-
barbital conduit a la présence du cytochrome P-450-PB-B (IIB1)

a la surface de leurs hépatocytes.
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Fig. 42 : Immunofluorescence indirecte obtenue par interaction

d'anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A avec des hépa-

tocytes isolés de rats témecins ou traités

b)

Immunofluorescence indirecte d'un sérum de lapin contenant
des anticorps anti-cytochromes P-450-UT-A sur hépatocytes i1solés
de rats témoins (a) ou traités par CLO-AT (b).
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Tableau 19 Intensité de fluorescence observée lors de la
reconnaissance d'hépatocytes de rats par des
anticorps anti-cytochromes P-450 de rat.

Traitement ANTTICOREPS
des rats anti-UT-A (IIC11) anti-1SF-G (IAZ2)

N°expér. L.1 L.2 Lis3 Ll L2 Lad

TEM 1 +4+ + ++ - + -
2 + + + - + -

3 + ++ * + :- +

4 ++ ++ ++ + E *

CLO 1 + + + + + _
2 + : : + : *

3 + + : : b *

4 + + + * * *

AT 1 ++ + ++ - #. -
2 + + + + + -

3 ++ + : E T -

4 + + + 3 i +
CLO-AT 1 +++ + o+ - + +
2 +++ + 4+ ++ + E E

3 +# + + + + - *

4 +++ ++ ++ E * +

L = lecteur

Intensité de fluorescence (+++ > ++ > + > + > -) observée

apreés

incubation d'hépatocytes de rats différemment traités en présence
de sérum de lapin contenant des anticorps anti-cytochrome P-450-
UT-A ou anti-cytochrome P-450-1ISF-G (au 1/25é), puis d'immuno-

globulines anti-IgG de lapin marquées &

la fluorescéine (au

1/200&). Chaque expérience est réalisée indépendamment des
autres sur des hépatocytes de rats différents et observée par

3 lecteurs
Les sérums de lapin non immuns testés ne conduisent & aucune

apparition de fluorescence.
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Afin de vérifier si les observations effectuées avec les
anticorps anti-UT-A(IICL1) étaient spécifiques, des expériences
analogues ont été réalisées avec des anticorps anti-ISF-G (IAZ).
Comme le montre le tableau 19, aucune fluorescence n'apparait
avec ces anticorps, que ce solt avec des hépatocytes de rats

non traités ou traités par CLO, AT ou CLO-AT.

Ces résultats, résumés dans le tableau 20 suggérent que
le cytochrome P-450-UT-A (IIC11) est présent au niveau de la
membrane d'hépatocytes de rats non traités. La présence de
cytochromes P-450 dans la membrane plasmique a été une question
trés controversée pendant de nombreuses années. Récemment,
divers auteurs 1'ont démontrée par des techniques indirectes
(85, 86).

Tableau 20 : Tableau récapitulatif de la reconnaissance en

immunofluorescence indirecte par des anticorps
anti-cytochromes P-450 d'hépatocytes isolés de

rats différemment traités.

épatocytes TEM CLO | AT CLO-AT

Sérums

anti-UT-A (IIC11) ++ + + +4++

anti-ISF-G {IA2) - - - -

Dans cette étude, l'homologie entré anticorps humains
anti-LKM2 et anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A est confirmée
par le fait qu'ils révélent tous deux de facgon intense des
hépatocytes de rats traités par CLO-AT. Cependant, ces anticorps
n'ont pas un comportement complétement identique car les anti-
corps anti-LKMZ ne reconnaissent pas la membrane d'hépatocytes

de rats témoins. Plusieurs hypothéses peuvent &tre émises.
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La protéine présente 4 la surface d'hépatocytes de rats
non traités est en trop faible quantité pour €tre Teconnue
par les anticorps anti-LKMZ. Un probiéme de seuil de détection
pourrait étre 4 l'origine de cette non-reconnaissance. Les
anticorps anti-LKM2Z, comme il a été vu (p. 72 ) ne révélent le
cytochrome P-450-UT-A gue dans les microsomes ou 11 est pré-
sent & un taux suffisant, pas dans ceux ou ce taux est forte-

ment diminué aprés une induction.

Une autre hypothése serait que les cytochromes P-450
présents normalement au niveau de la membrane plasmique soient
légeérement différents des cytochromes P-450 du réticulum en-
doplasmique (87). Une différence portant sur les épitopes re-
connus par les anticorps anti-LKMZ pourrait conduire a une
absence de reconnaissance. Ces anticorps ne révéleraient que
des cytochromes P-450 du réticulum endoplasmique ayant "migré"
vers la membrane sous 1l'influence du traitement des rats
par CLO-AT.
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IV.2, ETUDE DE L'APPARITION D'UNE PROTEINE HAPTENISEE A LA

SURFACE D'HEPATOCYTES DE RATS TRAITES PAR L'ACIDE TIENILIQUE

La seconde approcﬂe suggérée par les études de POHL et coll.
sur le mécanisme d'hépatotoxicité de 1'halothane, consiste a re-
chercher la présence d'une protéine porteuse d'un hapténe
dérivé de 1l'acide tiénilique a.1la surface d'hépatocytes de
rats traités par l'acide tiénilique. Pour cela, il a fallu .
tout d'abord obtenir des anticorps anti-acide tiémnilique avant g
de les tester,en immunofluorescence, sur hépatocytes de rats

traités par I'acide tiénilique,

IV.2.1. OBTENTION D'ANTICORPS ANTI-ACIDE TIENILIQUE

L'acide tiénilique a été couplé a une protéine porteuse
{sérum albumine bovine (BSA) ou caséine) par la fonction acide

comme il est décrit figure 43.

Fig. 43 : Couplage de l'acide tiénilique a4 une protéine porteuse.

isobutyl .

a 3 Cl Ci k1 s & 3 Ci Cl
chloro-~-carbonate
7\ 7\ cny
s c OCH,COOH Bt C OCH,C~0-C-OCH, CH
s I s I T Vew
(o] Q¢ Q 0 J

Acide tiénilique
: NHZ-(LYS)-BSA

a 3 cl Cl
\
.O’—ﬁ: OCH,CO-NH-(LYS)~BSA
s :
o -

Cette premiére approche, pour la préparation d'anticorps anti-

acide tiénilique (couplage de 1l'acide tiénilique i une protéine
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par sa fonction acide) n'est peut-étre pas la meilleure. En
effet, le noyau thiophéne est vraisemblablement impliqué dans
la formation de liaisons covalentes aux protéines hépatiques
aprés activation métabolique de l'acide tiénilique (88). Le
couplage de 1'acide tiénilique par le noyau thiophéne a une
protéine posait des problémes de synthése chimique. Aussi,
dans un premier temps, il a été choisi de réaliser ce couplage

(acide tiénilique-protéine) par la fonction acide.

Quatre lapins ont été immunisés soit par 1l'acide tiéni-
lique couplé a la BSA (BSA-AT), soit par 1'acide tiénilique
couplé a4 la caséine (CAS-AT). Deux d'entre eux ont bien répondu

en produisant des anticorps anti-acide tiénilique comme il

~est montré dans la figure 44. En effet, la présence d'anticorps

anti-acide tiénilique dans le sérum de ces lapins a été testée
en ELISA. Afin de ne détecter que les anticorps anti-AT (et

non les anticorps anti-protéine porteuse), le sérum de lapin
immunisé par BSA-AT a été testé en ce qui concerne sa capacité
a se fixer sur CAS-AT (déposé sur les plaques d'ELISA). Le
sérum du lapin immunisé par CAS-AT a été testé pour sa capacité
a reconnaitre BSA-AT. Si des anticorps anti-AT ont été produits
par les lapins, ces anticorps peuvent se fixer sur BSA-AT ou
CAS-AT. Cette fixation est mesurée par adsorption a 490 nm apreés
addition - d'immunoglobulines anti-Ig de lapin marquées 2

la peroxydase et du substrat de cette enzyme. La figure 44
montre les courbes de titration en anticorps anti-AT obtenues

a partir de différentes dilutions (102 a 106) des sérums de
ces lapins. Les titres en anticorps anti-AT de ces sérums sont

supérieurs au 1/10.000.

Afin de vérifier que la mesure qui vient d'étre effectuée
porte bilen sur les anticorps anti-AT, la méme expérience est
répétée mais en préincubant cette fois-ci les sérums a tester
en présence d'acide tiénilique ou de produits de structure
chimique proche décrits figure 45. Cette préincubation des sérums




tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

- 139 -

Fig. 44 : Test en ELISA de la présence d'anticorps anti-acide
tiénilique dans le sérum de lapins immunisés par
BSA-AT ou Caséine-AT.
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La présence d'anticorps anti-acide tiénilique dans le sérum
de lapins ANT et THI immunisés respectivement par BSA-AT ou
Caséine-AT est testée en ELISA en utilisant 100 ul par puits
d'une solution de Caséine-AT (a) ou BSA-AT (b) a 0,5 yg/ml.
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Fig. 45 : Structure des produits utilisés lors de 1'inhibition
de la reconnaissance en test ELISA de sérums de

lapins immunisés par BSA-AT ou Caséine-AT.
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permet . aux anticorps anti-AT présents de se fixer sur 1TAT
ou sur les produits analogues. Par conséquent, cela peut conduire 2
une inhibition de la fixation sur BSA-AT ou CAS-AT déposés
sur les plaques d'ELISA. Pour une dilution de sérum donnée
et des quantités croissantes de produit (AT ou autres),
une diminution de la fixation de ces sérums sur les plaques
d"ELISA est observée. La figure 46 montre ces courbes d'inhi-
bition. La fixation des anticorps anti-AT, présents dans le sérum
des lapins, sur BSA-AT ou CAS-AT (déposés sur les plaques d'ELISA)
est inhibée de facon nette (85 % environ) par AT, CAS-AT,
BSA-AT ou AT-GLY et ce, pour les deux sérums. Par contre, une
inhibition plus faible est observée dans le cas de l'acide
fénofibrique (Ac-FEN), du parachlorobenzoyl thiophéne (Parach.
THIO) et du Suprofen. Cela est compréhensible car les struc-
tures chimiques de ces produits sont plus &loignées de celle
de l'acide tiénilique. Ces anticorps anti-AT semblent donc
dirigés plus particuliérement contre le motif :

% ;}moabCOR
plutdt que contre le noyau thiophéne. Cela est en 4 c1
accord avec le mode de couplage (par la fonction acide)

réalisé,.

IV.2.2. TEST DES ANTICORPS ANTI-ACIDE TIENILIQUE SUR HEPATOCYTES
DE RATS TRAITES PAR L'ACIDE TIENILIQUE

Ces sérums de lapin, contenant des anticorps anti-acide
tiénilique, ont €té testés en ce qui concerne leur capacité
& reconnaltre une protéine, hapténisée par un dérivé de l'acide
tiénilique, présente & la surface d'hépatocytes de rats traités
par ce produit. Le test en immunofluorescence de ces sérums de
lapin sur hépatocytes isolés de rats traités par l'acide tiéni-
lique scul ou aprés induction par différents produits (PB,
CLO, FEN, TAO, 3MC) n'a donné lieu a l'apparition d'aucune

fluorescence.

[
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Fig. 46 : Inhibition par différents produits de 1a reconnalssance

en test ELISA de sérums de lapins immunisés par BSA-AT

ou Caséine-AT.,
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La présence d'anticorps anti-acide tiénilique dans le sérum
de lapins ANT (a) et THI (b) est vérifiée en préincubant ces
sérums en présence de différents produits de structure proche
de 1'acide tiéniliqué; avant de les tester en ELISA en utili-
sant la Caséine-AT (a) ou BSA-AT (b).
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Deux explications peuvent &tre avancées, soit les sérums
obtenus chez les lapins n'ont pas un titre suffisant en anticorps
anti-AT pour détecter des protéines hapténisées par 1'AT a 1la
surface des hépatocytes (probléme de seuil de détection), soit
les anticorps produits ne reconnaissent pas la protéine hapténi-
sée. Cecl serait compréhensible si l1l'acide tiénilique (ou un
métabolite dérivé) est fixé ala protéine par le noyau thiophéne.
Les anticorps produits chez le lapin ne reconnaissant pas ce
motif chimique, i1ls ne peuvent détecter la présence de protéines

hapténisées,

IV.3, CONCLUSION

Dans ce chapitre, i1 a été développé un modéle d'étude
chez 1'animal permettant d'explorer 1'étape 4 du mécanisme
d'apparition des anticorps anti-LKMZ qui est proposé dans
la figure 12 (p.35).

L'hypothése de la présence d'un néo-antigéne au niveau de
la membrane hépatocytaire était envisagée. Il a été montré qu'un
traitement des rats par l'acide tiénilique pouvait faire appa-
raitre sur la membrane des hépatocytes de nouveaux antigénes
reconnus par les anticorps anti-LKMZ. Ce phénoméne est fortement
amplifié par une induction des rats par le clofibrate, préalable-
ment au traitement par 1'acide tiénilique. Cette induction, en
augmentant l'activation métabolique de 1'acide tiénilique, et donc
la formation de métabolites réactifs, et en induisant la proli-
fération de peroxysomes (89), doit créer une perturbation cel-
lulaire importante et entrainer l'apparition de néo-antigénes

a la surface des hépatocytes.

L'hypothése la plus vraisemblable, vérifiée dans le cas

de 1'halothane, serait que les auto-anticorps soient dirigés
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contre une protéine hapténisée par le médicament (ou un de
ses dérivés) responsable de 1'hépatite.

Dans cetts étude,. des informations ont été apportées
concernant la premiére partie‘de cette hypothése, a4 savoir la
présence d'une protéine membranaire reconnue par les anticorps
anti-LKM2. Par contre, avec les anticorps anti-AT disponibles,
il n'a pas été possible de détecter la présence d'un hapténe
dérivé de l'acide tiénilique au niveau de la membrane d'hépato-

cytes de rats traités par l1l'acide tiénilique.

A partir du schéma proposé figure 12, plusieurs étapes

ont pu €tre montrées

- activation de 1'acide tiénilique en métabolites réactifs par
les protéines microsomales hépatiques,

- fixation covalente de ces métabolites réactifs sur les
protéines hépatiques,

- apparition 2 la surface d'hépatocytes de rats induits par le
clofibrate puis traités par 1l'acide tiénilique de protéines

reconnues par les anticorps anti-LKM2Z.

I1 reste a expliquer cette apparition de néo-antigénes
a la surface des hépatocytes. En effet, les cytochromes P-450

étant situés» au niveau du réticulum endoplasmique, par quel

mécanisme se retrouvent-ils au niveau de la membrane plasmique 7

I1 a été montré que, contrairement ‘aux autres protéines
cellulaires, les cytochromes P-450 ne migrent pas par l'inter-
médiaire de l'appareil de Golgi (90). I1 faut donc envisager
un autre mécanisme de migration. Une hypothése a été émise
selon laquelle aprés alkylation du cytochrome P-450, une coupure
se produit au niveau de 1l'extrémité N-terminale de cette pro-
téine. Les cytochromes P-450 étant situés & la face cytoplasmique
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du réticulum endoplasmique, seule leur extrémité N-terminale
est insérée dans la bicouche lipidique (91, 92). Une coupure
a ce niveau, ou une modification des lipides membranaires
(par le clofibrate); libérerait la protéine dans le cyto-
plasme cellulaire. Le flux cytoplasmique d0l aux microtubules
et microfilaments permettrait a cette protéine d'atteindre
la membrane plasmique ol elle serait intégrée. 7

Ltautre hypothése envisagée est basée sur la présence de
cytochromes P-450 au niveau de la membrane plasmique. La
formation de métabolites réactifs se ferait a ce niveau et
conduirait a l1'expression directe d'un néo-antigéne a la
surface de 1'hépatocyte (84).
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CHAPITRE V

Détermination des protéines
hépatiques reconnues par les anticorps
anti-mitochondries (anti-M6)
apparaissant dans le sérum de patients
lors d'une hépatite a l'iproniazide
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OBJECTIFS

L'iproniazide {Marsilid*),antidépresseur, a été retiré
du marché aux Etats-Unis , en raison de l'apparition fréquente
d'hépatites (1 % des patients traités) qu'il provoquait (93).
Des anticorps anti-mitochondries ont été détectés dans le
sérum des malades présentant une hépatite aprés administration
d'iproniazide (94}. Ces anticorps anti-tissus, donnant un
profil de reconnaissance particulier en immunofluorescence
sur coupes d'organes de rat, ont été dénommés anticorps anti-
M6 afin de les différencier des anticorps anti-mitochondries

détectés dans d'autres désordres hépatiques (42).

L'hypothése énoncée dans 1'introduction (figure 12, p. 35),
selon laquelle un médicament transformé en métabolite réactif
pourrait se fixer sur la protéine 1'ayant généré et, par com-
séquent la transformer en cible pour le systéme immunitaire,
est applicable au cas de 1'iproniazide. Ce médicament étant
un inhibiteur irréversible des monoamine oxydases (MAO) (95),
ces enzymes seraient susceptibles de jouer le réle de protéine

cible.

V.1, GENERALITES SUR LES MONOAMINE OXYDASES

Ces monoamine oxydases, enzymes a flavine (FAD),pré-
sentes dans la plupart des tissus de Mammiféres, ont pour
role la désamination oxydative des amines et plus particulié-
rement, la dégradation des neurotransmetteurs. Ces enzymes,
la MAO A et la MAO B, sont localisées au niveau de la membrane

externe des mitochondries. Les MAO A et B,bien que proches par

- leur séquence protéique (70 % d'homologie) (96} différent

entre elles par la nature de leurs substrats et de leurs inhi-
biteurs spécifiques ainsi que par leur distribution tissulaire
et leur poids moléculaire, comme il est indiqué dans le
tableau 21 (97, 98).
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Tableau 21 Quelques propriétés des monoamine oxydases A et B (d'aprés 97, 98)
Caractérisation MAO A MAO A et B MAO B
Cofacteur FAD _ FAD
Substrat 5-hydroxytryptamine Tyramine Phényléthylamine

Benzylamine
Inhibiteurs Clorgyline Pargyline Déprényl
irréversibles Iproniazide

{structure dimérique)

Localisation Membrane externe des mitochondries
surface interne surface externe !
=
Distribution Placenta Foie Plaquettes @
tissulaire Cerveau Leucocytes !
Poids moléculaire
d'une sous-unité 64 a 67 kd = 60 & 64 kd




tel-00653612, version 1 - 19 Dec 2011

- 149 -

La MAO A oxyde spécifiquement la 5-hydroxytryptamine et
est sélectivement inhibée par la clorgyline. La MAO B oxyde
la phényléthylamine et~ la benzylamine et est inhibée par le déprényl
de facon spécifique. Ces deux eniymes ont cependant des subs-
trats communs dont la tyramine, et peuvent &tre inhibées toutes
deux par des concentrations adéquates de pargyline, ou d'ipro-
niazide. Ces deux enzymes sont présentes, en proportion va-
riable, dans de nombreux tissus, mails seule la MAO A est

retrouvée dans le placenta.

La réaction globale d'oxydation des substrats par les
monoamine - oxydases est décrite figure 47 et peut &tre décompo-

sée en 3 réactions (99)

Fig. 47 : Réaction d'oxydation de substrats par les monoamine-

oxydases (d'aprés 99)
RCH;NH; + 0; + H,0 —» RCHO + NH; + H,0,

RCH:NH, + FAD — RCH=NH + FADH,
RCHNH + H;0 — RCHO + NH,
FADH: =+ O;:"'" FAD + HzOz

Les monoamine oxydases sont composées de deux sous-
unités identiques dans le cas de la MAO B et probablement
différentes dans le cas de la MAO A (100), dont une fixe la FAD.
Ce cofacteur est essentiel pour la formation d'imine & partir
de 1'amine primaire, 1'imine étant ensuite hydrolysée en al-
déhyde. La figure 48 montre 1l'oxydation de la tyramine par les

monoamine oxydases.

La FAD intervient également dans le mécanisme d'inhibi-
tion irréversible des MAO par différents composés. Certains
inhibiteurs irréversibles se fixent de fagon covalente a la mo-
lécule de FAD, leur réaction sur les MAO étant alors stoechio-
métrique (1 mole dfinhibiteur/mple de MAO). La structure de

4
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Fig. 48 : Oxydation de la tyramine par les monoamine . oxydases
CH, CH,NH, " CH,CH=NH CH,CHO
FAD FADH, H,0

.SnuiL* et e +  nn,

OH OH OH

1'adduit formé dépend de celle de 1'inhibiteur. L'oxydation

des inhibiteurs de la classe des propargylamines (pargyline,
clorgyline, déprényl) conduit a la formation d'un adduit par
réaction avec 1l'azote en position 5 de la flavine réduite.

Les hydrazines appartenant & la deuxiéme classe d'inhibiteurs
forment un adduit en position 4a de la flavine mails peuvent
également réagir sur une cystéine du site actif. Les structures
de ces deux types d'adduits sur la FAD sont représentées

figure 49 (99) et celles de certains de ces inhibiteurs irré-

versibles figure 50.

V.2, L'ISOPRONIAZIDE EN TANT QU'INHIBITEUR IRREVERSIBLE DES

MONOAMINE. OXYDASES

Le métabolisme de l'iproniazide par les cytochromes
P-450 hépatiques est décrit dans la figure 51 (101).

'L’iproniazidé est métabolisé en acide isonicotinique
et en 1sopropylhydrazine. L'isopropylhydrazine est elle-méme
activée par les cytochromes P-450 hépatiques en métabolites
réactifs (cation ou radical isopropyls:) qui peuvent conduire
au propane ou alkyler les protéines hépatiques (101). D'autre

part, le groupe deUNDENFRIEND a démontré la fixation irréversible

de la partie isopropylhydrazine sur de la MAO de cochon d'Inde
partiellement purifiée (95) bien que le mode de fixation exact

ne solt pas connu.
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Fig. 49 : Structure proposée pour les addults formés sur la
FAD par réaction de certains inhibiteurs irréversibles

des monoamine oxydases (d'aprés 99)
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Fig. 50 : Structure de certains inhibiteurs irréversibles des

monoamine oxydases.
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Fig. 51 : Métabolisme de 1'iproniazide (d'aprés 100).

] ,CH3
NO C—NH~NH-CH
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CH3
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P-450
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CH3 CH3 CH3

Fixation covalente

sur les macromolécules

Une activation oxydante analogue de 1'isopropylhydrazine
est envisageable par les MAO d'autant plus que ces enzymes
sont connues pour oxyder certains xénobiotiques (104).
L'oxydation des hydrazines (donc de 1'isopropylhydrazine) par
les MAO produit des dérivés qui peuvent alkyler la molécule de

FAD ou une cystéine du site actif, et donc inhiber ces enzymes.

D'aprés le mécanisme général d'apparition des auto-
anticorps proposé dans la figure 12 (p.fSS), il peut étre
envisagé que les anticorps anti-Mé soient dirigés contre les
MAQO, éventuellement modifiées par un métabolite dérivé de
1'iproniazide. Les études suivantes ont été réalisées dans le

but de confirmer ou infirmer cette hypothése.
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V.3, IMMUNOPRECIPITATION DES MONOAMINE OXYDASES DE FOIE

PAR LES ANTICORPS ANTI-M6

La technique utilisée est basée sur le marquage spéci-
fique des MAO par la pargyline tritiée, inhibiteur et alkylant
des MAQO A et B. La pargyline se fixe de fag¢on covalente sur la
molécule de FAD liée 2 une des sous-unités des MAO, la stoechio-

métrie de la réaction étant de 1 (figures 49 et 50).

Ce marquage des MAO est réalisé, d'aprés une technique
décrite par BANCELLS et coll. ( 62), en incubant 325 pg de pro-
téines mitochondriales pendant 60 min a 37°C en présence de
0,9 pM de pargyline tritiée dans un volume final de 50 ul.

Cela permet de fixer environ 10 & 20 pmoles de pargyline/mg

protéines mitochondriales de foie humain.

Une coloration au bleu de Coomassie de gels d'électro-
phorése aprés séparation des protéines mitochondriales ne
suffit pas a distinguer les MAO (figure 52), ces enzymes ne
représentant qu'une faible proportion des protéines totales
(10 a2 20 pmoles de MAO/mg protéines mitochondriales) (102)

Par contre, une électrophorése des protéines mitochon-
driales marquées a la pargyline tritiée, suivie d'une fluoro-
graphie (figure 53) permet d'observer deux bandes radioactives
dans les mitochondries de foie humain, la MAO A (environ 64 kd)
et, en-plus faible proportion, la MAO B (60 kd) et une bande
dans les mitochondries de placenta humain ou seule la MAQ A est
présente. .
| Ces résultats sont comparables a ceux obtenus par GOMEZ
et coll. (103} dans des conditions analogues.

La fixation spécifique de la pargyline sur les MAO permet
de tester la capacité des anticorps anti-M6 a immunoprécipiter
ces enzymes, donc la fraction mitochondriale radiocactive.
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Fige. 52 : Profil électrophorétique de protéines mitochon-
driales de foile et de placenta humains. '

mitochondries

Electrophorése sur gel SDS /polyacrylamide (9 %) de protéines
mitochondriales (16 ug) de foie (F) ou de placenta (P)

humains et coloration au bleu de Coomassie.
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Fig: 53 3 Fluorographie de protéines mitochondriales

marquées a la pargyline tritiée.

mitochondries
* pargyline

Fluorographie aprés séparation sur gel SDS/polyacrylamide (9 %)
de 40 pg de protéines mitochondriales de foie (F} ou de placenta
(P) humains marquées a la pargyline tritiée (incubation de

325 pg de protéines mitochondriales en présence de 0,9 pM

de pargyline tritiée dans un volume final de 50 pl, prélévement,
solubilisation et dépdt d'un aliquot).
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Cette technique d'immunoprécipitation dont le principe
est décrit figure 54 a .été utilisée par différents auteurs
travaillant sur.les MAO dont le groupe de MAYER (105).

Fig. 54 : Principe de 1immunoprécipitation de protéines mito-
chondriales (MAO) par les anticorps anti-Mé

~
—_— i
Sérum de malade ’alt-\ 3%
(anticorps " \r
anti-M6)
Mitochondries
solubilisées
marquées a [a
pargyline
O
———.—..). -0 e b *
Protéine A i Centrifugation
Sépharose * X ’ o Culot

& N/

Les protéines mitochondriales aprés marquage a la pargy-
line tritiée, comme indiqué précédemment, sont lavées par du
tampon phosphate afin d'éliminer la pargyline non fixée puis
solubilisées par des détergents (mélange de CHAPS 1 % et de
Triton 0,4 %). Une centrifugation permet ,d'é&liminer les mito-
chondries non solubilisées (perte de 10 % environ de protéines).
Le surnageant obtenu, contenant une solution homogéne de mito-
chondries, est incubé dans un volume final de 100 pl en présence
de sérum humain témoin ou contenant des anticorps anti-Mé6.
L'addition de 50 pl d'une suspension de protéine A Sépharose
permet de précipiter les immunoglobulines ayant elles-mémes,
éventuellement, fixé des protéines. .

I
]
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En cas de reconnaissance des monoamine oxydases par
les anticorps anti-M6, le complexe précipité contient la
fraction radioactive. Dans le cas inverse de non-reconnailssance
des protéines marquées a la pargyline par les anticorps anti-M6,

la fraction radicactive reste dans le surnageant.

Afin d'examiner cette éventuelle reconnaissance, la radio-
activité présente dans le culot précipité est comptée (aprés
lavage) ainsi que celle présente dans le surnageant (aprés

précipitation des protéines sur filtres de verre).

V.3.1. MAO A ET B

Dans un premier temps, nous avons étudié la capacité des
anticorps anti-M6 (JAC, BIM) 4 reconnaitre les MAO présentes
dans les mitochondries de foie humain, sans chercher a distin-

guer les formes A et B.

Les expériences ont été réalisées par la technique pré-
cédemment décrite en utilisant des quantités variables de pro-
téines mitochondriales de foie humain (10 a 70 pl de la solu-
tion mitochondriale solubilisée & 6 pg/pl de protéines) et une
quantité constante de sérum humain (1 pl par incubation).

La figure 55 montre le résultat d'une expérience (deux autres
expériences effectuées indépendamment ont donné des résultats
similaires). Les courbes obtenues indiquent que les deux sérums
humains, contenant des anticorps anti-M6 (BIM, JAC) se comportent
de facon analogue {courbes paralléles) e¢t & l'inverse du sérum
témoin (TEM)}. Pour une quantité de protéines mitochondriales
donnée, 1la radioactivité initiale est retrouvée principalement
dans le culot dans le cas des sérums JAC et BIM et dans le

surnageant dans le cas du sérum TEM.

La linéarité des courbes montre que les sérums et la

protéine A Sépharose ne sont pas en quantité limitante.

r
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Fig. 55 : Immunoprécipitation des monoamine oxydases de foie humain
par les anticorps anti-M6 : effet de la quantité de
protéines mitochondriales.

a) Mesure de la radioactivité présente dans le surnageant
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Immunoprécipitation de quantités variables (10 a 70 pl) d'une
solution mitochondriale solubilisée a 6 pg protéines/pl) de
protéines mitochondriales de foie humain marquées a la

pargyline tritiée (236 cpm/ug prot., soit environ 15 pmoles

de pargyline fixées/mg de protéine) par 1 pl de sérum humain
contenant (BIM, JAC) ou non (TEM), des anticorps anti-M6 a
l'aide de protéine A Sépharose (volume réactionnel final de

150 pl). Comptage de 1a radioaq@ivité en CPM (coups/min) dans

le surnageant et dans le culot de précipitation d'une expérience

type.
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Le bilan de la radioactivité (addition pour une quantité
de mitochondries donnée de la radiocactivité présente dans le
culot et dans le surnageant) est correct puisqu'il permet de

retrouver environ 80 % de la radiocactivité initiale, les lavages

e

g¢tant responsables de .la perte de 20

Si a partir des courbes de la figure 55, la radioactivité,
correspondant 4 un sérum donné et a4 une quantité de mitochondries
fixée (60 & 420 ug), est rapportée pour chaque point au pg de
protéines mitochondriales et & la radiocactivité initiale
(236 cpm/ug protéine), les histogrammes de la figure 56
sont obtenus. Ils montrent que les sérums JAC et BIM précipitent
tous deux (mais de facon plus importante pour BIM)} la fraction
mitochondriale radiocactive. Le sérum témoin (TEM) ne conduit a
aucune précipitation de cette fraction. Ces résultats suggeérent
que les anticorps anti-M6 reconnaissent les MAO présentes dans
les mitochondries de foie humain puisque ce sont les seules
protéines marquées par la pargyline (Figure 53, p. 155).

Une expérience analogue a été réalisée mais a partir
d'une quantité fixe de mitochondries (40 pl de la solution
mitochondriale marquée a la pargyline et solubilisée soit
240 pug de protéines) et de quantités variables de sérum humain
(0,25 a 1 pl). Les résultats sont représentés dans la figure 57.
Les courbes obtenues montrent que le sérum témoin (TEM) ne pré-
cipite pas les protéines mitochondriales marquées a la pargyline,
la majeure partie de la radicactivité restant dans le surna-
geant . Par contre les sérums JAC et BIM reconnaissent les pro-
téines radioactives. Le sérum BIM a une affinité pour celles-
ci supérieure au sérum JAC puisque 0,25 .ul suffit pour atteindre

le plateau maximum de précipitation.

Afin de confirmer la reconnaissance des MAQO par les anti-

corps anti-M6, une autre expérience a été réalisée.
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Fig. 56 : Immunoprécipitation des monoamine oxydases de foie

humain par les anticorps anti-Mé

H cuLoT

POURCENTAGE RADIOACTIVITE
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o
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Pourcentage de radicactivité présente dans le culot et le
surnageant, apre¢s immunoprécipitation de protéines mitochon-
driales marquées a la pargyline par des sérums humains contenant
(JAC, BIM) ou non (TEM) des anticorps anti-M6, par rapport a

2

la radioactivité initiale (100 % = 236 cpm/ug prot.).

Représentation des valeurs moyennes + ES (n = 6 points) obtenues

a partir de chaque courbe de lIa figure 55.

BR SURNAGEANT
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Fig. 57 : Immunoprécipitation des monoamine. oxydases de foie
humain par les anticorps anti-M6 : effet de la
quantité de sérum.

a) Mesure de la radioactivité présente dans le surnageant
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Immunoprécipitation de protéines mitochondriales a partir de

40 pl d'une solution de protéines mitochondriales de foie humain
(2 6 pug protéines/ul) marquées a la pargyline tritiée

(236 cpm/pg prot., soit environ 15 pmoles de pargyline fixées
par mg prot.), par différentes quantités de sérum humain (0,25

a 1 pl) contenant (BIM, JAC) ou non (TEM) des anticorps anti-M6.
Comptage de la radioactivité en CPM (coups/min) dans le surna-
geant et dans le culot de précipitation d'une expérience type.

o 1
= b
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Le marquage des protéines mitochondriales de foie humain
par la pargyline a été effectué cette fois-ci sur le surnageant
obtenu aprés incubation des mitochondries avec les sérums hu-
mains et la protéine A.Sépharose. Dans ce cas, un marquage
important et constant a été constaté quelles que soilent les quan-
tités de sérum témoin. En présence des sérums JAC et BIM, le
taux de marquage est devenu faible et inversement proportionnel
a la quantité de sérum. Ces résultats confirment la reconnais-
sance des MAO par les anticorps anti-M6. Par contre, ces anti-
corps n'inhibent pas directement le marquage des MAO par 1la
pargyline. La préincubation des mitochondries en présence des
sérums JAC et BIM ne permet pas d'inhiber l'activation et la
fixation covalente irréversible de la pargyline sur les MAO.

Cela a été observé pour différentes quantités de mitochondries
et. pour 10 pl de sérum humain, le marquage obtenu étant propor-
tionnel & la quantité de protéines et équivalent quels que soient
les sérums. En fait, tous les anticorps anti-MAO décrits
jusqu'alors se sont révélés incapables d'inhiber l'activation

et la fixation covalente de la pargyline sur ces protéines (105,
106} .

V.3.2. DIFFERENCIATION DES MAO A et B

Les anticorps anti-M6 reconnaissant les MAO, 11 était
intéressant de rechercher si ces anticorps étaient spécifique-
ment dirigés contre 1'une des deux MAO (A ou B). Pour cela
l'expérience décrite dans la figure 55 a été répétée mais en
préincubant les mitochondries de foie humain, préalablement au
marquage par la pargyline, en présence de 1,6 pM d'inhibiteurs
spécifiques des formes A ou B, respectivement la clorgyline
et le . déprényl, pendant 60 min a 37°C, comme il a été décrit
(102). Le marquage & la pargyline, qui était environ de 15 pmoles
de pargyline fixéees/mg protéines n'est plus que de 9 pmoles/mg
protéines, soit environ 60 % aprés préincubation en présence de
clorgylineyet de 0,6 pmoles/mg protéines, soit 4 %, lors d'une
préincubation avec le . déprényl. Les résultats de 1'immuno-

r
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précipitation de ces protéines mitochondriales par les sérums
humains sont décrits dans la figure 58 (A et B)

I1s proviennent d'une expérience type (une autre expé-
rience, effectuée indépendamment ayant donné des résultats
similaires). Les histogrammes représentent la radiocactivité
présente dans le culot de précipitation ou le surnageant par
rapport a la radioactivité totale initiale. Ils sont obtenus
de facon identique a la figure 56 a partir de courbes d'immuno-

précipitation (non montrées ici).

L'immunoprécipitation par les sérums humains de protéines
mitochondriales dont le marquage par la pargyline tritiée de
la MAO A a été inhibé par la clorgyline (seule la MAO B est
marquée), est décrite dans la figure 58A.

En présence du sérum témoin (TEM), 1la quasi totalité
de la radioactivité est retrouvée dans le surnageant. En ce
qui concerne les sérums JAC et BIM, 70 % de la radioactivité
totale initiale sont présents dans le culot de précipitation.
Cela suggére que la MAO B est reconnue par les anticorps
anti-M6.

La figure 58B illustre une expérience analogue ol 1'inhi-
bition du marquage de la MAO B par la pargyline a été réalisée
par le déprényl (seule la MAO A est radioactive). Dans ce cas,
les sérums JAC et BIM précipitent peu la fraction mitochon-
driale radicactive, la majeure ?artie de la radioactivité

se trouvant dans le surnageant.

Dans cette expérience, la radiocactivité totale initiale
n'est pas retrouvée et une perte d'environ 40 % est constatée,
ce qui peut s'expliquer par les faibles taux de radioactivité
mis en jeu (8 cpm/ug protéines) et donc une erreur de mesure

importante. Ce résultat semble cependant indiquer que les
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Fig. 58 : Immunoprécipitation des monoamine . oxydases A ou B
de foie humain par les anticorps anti-Mo6.
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POURCENTAGE RADIOACTIVITE
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Pourcentage de radiocactivité présente dans le culot et le surna-
geant aprés immunoprécipitation, par des sérums humains contenant
(JAC, BIM} ou non(TEM) des anticorps anti-M6, de protéines mito-
chondriales préincubées en présence de clorgyline (A) ou de dé-
prenyl (B) avant marquage a la pargyline tritiée (9 pmoles de
pargyline fixées/mg. prot. (A) et 0,6 pmoles pargyline fixées/mg
prot. (B)) par rapport a4 la radioactivité initiale (100 % =

134 cpm/pg prot. (A) et 8 cpm/upg prot. {B)). Représentation

des valeurs moyennes + ES (n = 6 points)} obtenues a partir de
chaque courbe d'immunoprécipitafion d'une expérience type non
figurée ici.
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anticorps anti-M6 ne reconnaissent pas ou mal la MAO A. étant
donné le faible marquage, la MAO A ne représentant qu'une
faible proportion des.MAO mitochondriales de foie humain,

et des erreurs de mesure effectuées, il est possible que ce
résultat ne soit pas significatif. Afin d'éclaircir ce point,
une étude identique a celle décrite dans la figure 55 a été
réalisée & partir de mitochondries de placenta humain qui

contiennent presque exclusivement de la MAO A.

V.4, IMMUNOPRECIPITATION DE LA MONOAMINE OXYDASE DE PLACENTA

HUMAIN PAR LES ANTICORPS ANTI-MG

Des mitochondries de placenta humain, aprés marquage
a la pargyline tritiée (342 cpm/pg protéine, soit environ
23 pmoles de pargyline fixées/mg protéine) et solubilisation,
ont été incubées dans des conditions expérimentales analogues
aux expériences précédentes, en présence de sérum humain et de
protéine A Sépharose. Les résultats sont représentés figure 59
en pourcentage de la radiocactivité totale retrouvée dans le
culot ou le surnageant, comme pour les figures 56 et 58. Les
trois sérums (BIM, JAC, TEM) ont un comportement identique.
La quasi totalité de la radiocactivité initiale est retrouvée
dans le surnageant,montrant que les anticorps anti-M6 n'ont
pas reconnu la MAO présente dans les mitochondries de placenta
humain. Ces résultats peuvent étre considérés comme significa-
tifs, les taux de radioactivité étant importants.

Les anticorps anti-M6 seraient donc spécifiquement diri-
gés contre 1la MAO B des mitochondries de foie humain et ne recon-
naitraient pas {ou trés faiblement) la MAO A. Un argument en cette?
faveur est la différence de localisation des MAO A et B sur 1la ;
membrane externe des mitochondries. La forme A est présente sur 1a§
face interne de cette membrane et la forme B sur la face externe ;
(107), donc plus accessible & un substrat, ce qui est compatible

avec le mécanisme d'apparition des anticorps anti-M6 évoqué.
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Fig. 59 : Interaction de la monoamine oxydase de placenta

humain avec les anticorps anti-Mé6.
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Pourcentage de radiocactivité présente dans le culot et le
surnageant aprés immunoprécipitation des protéines mitochon-
driales marquées a la pargyline (23 pmoles de pargyline
fixées/mg prot.) par 1 pl de sérum humain contenant (JAC,

BIM) ou non {TEM) des anticorps anti-M6 par rapport a la
radioactivité initiale (100 % = 342 cpm/ug prot.).
Représentation des valeurs moyennes + ES (n = 6 points) obtenues
a partir de chaque courbe d'immunoprécipitation d'une expé-

rience type non figurée ici.
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V.5, MESURE DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE RESIDUELLE DES MONOAMINE

OXYDASES DES MITOCHONDRIES DE FOIE HUMAIN APRES IMMUNOPRECIPI-

TATICH PAR LES ANTICORPS ANTI-Mb

Afin de confirmer la reconnaissance de la MAO par les
anticorps anti-M6, il était intéressant d'effectuer une mesure
de l'activité enzymatique résiduelle du surnageant obtenu
aprés immunoprécipitation des protéines mitochondriales
par ces anticorps. Des incubations ont été réalisées, dans
les conditions expérimentales précédemment décrites, a

partir de 240 uyg de protéines mitochondriales de foie humain,

“de différentes quantités de sérum (0,25 & 1 pl) et de protéine

A Sépharose.

L'activité enzymatique a été mesurée dans 50 pl de
surnageant obtenu aprés chaque immunoprécipitation. Le subs-
trat cholsi est un substrat commun aux MAO A et B, la tyra-
mine marquée au 14C sur le CH2 benzylique. La réaction d'oxy-
dation de la tyramine par les MAO a été décrite dans la figure
43 {(p. 150). La mesure d'activité est basée sur la différence
de solubilité entre le composé initial (chlorhydrate de tyramine
soluble en milieu acide) et le produit d'oxydation {aldéhyde

extrait par un mélange toluéne-acétate d'éthyle (v/v)).

L'activité enzymatique de la MAC vis-a-vis de la tyra-
mine a &té mesurée comme il a été décrit par RUSSEL et coll.
(108). Aprés chaque immunoprécipitation, les 50 pl obtenus
du surnageant sont incubés en présence de tyramine radioactive
(45 pM final) pendant 15 min a 37°C. La ;éaction est arrétée
par HCl1 0,5 M. La radicactivité est comptée dans la phase

organique aprés extraction.

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 60.
L'activité enzymatique mesurée est constante quelles que
solent les quantités de sérum témoin (TEM) utilisées mais

diminue proportionnellement auxkquantités de sérum JAC ou BIM

N
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ajoutées, le sérum BIM se révélant plus efficace a précipiter

la MAO que le sérum JAC.

Ces données viennent conforter les résultats précédemment

observés en ce qui concerne la reconnaissance de la MAO par

les anticorps anti-M6.

Fig. 60 : Immunoprécipitation de la monoamine oxydase de foie

humain par les anticorps anti-M6 : mesure de l'acti-

vité enzymatique résiduelle dans le surnageant.
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Mesure de l1l'activité enzymatiﬁue de la MAO de foie humain pré-

sente dans le surnageant aprés immunoprécipitation de protéines
mitochondriales de foie humain par des sérums humains contenant
(JAC, BIM) ou non (TEM) des anticorps anti-Mo6.

Incubation pendant 15 min a 37°C de 50 pl de surnageant,

obtenu a partir de 240 pg de protéines mitochondriales, en

14 (45 uM final dans

un volume final de 220 pl). Comptage de la radioactivité

présence de 20 pl de tyramine marquée au

présente dans la phase organique aprés extraction du produit
d'oxydation. Représentation de la valeur moyenne obtenue &

partir de 2 incubations.
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V.6, RECONNAISSANCE PAR IMMUNO-TRANSFERT DE PROTEIMNES

MITOCHONDRIALES DE FOIE HUMAIN PAR LES ANTICORPS ANTI-Mb

La reconnaissance par immuno-transfert de protéines
mitochondriales de foie humain par les sérums humains contenant
des anticorps anti-M6 s'est révélée difficile a interpreéter.

La faible proportion des MAO parmi les protéines mitochondriales

de foie humain pouvait expliquer cela.

Un sérum polyclonal de mouton contenant des anticorps
anti-MAO B de foie humain et un sérum monoclonal de souris
contenant des anticorps dirigés contre cette méme protéine
ont permis d'enrichir en MAO B des fractions mitochondriales

de foie humain.

Pour cela, des protéines mitochondriales solubilisées
ont été incubées en présence de sérum de mouton. Le précipité
formé (Fm),recueilli par centrifugation et solubilisé par du
SDS,a été déposé sur gel de polyacrylamide, et révélé aprés
transfert sur nitrocellulose par les sérums BIM et JAC. La
méme expérience a été réalisée avec le sérum monoclonal de
souris. Dans ce cas, une incubation supplémentaire en présence
d'immunoglobulines dirigées contre les anticorps de souris
a été nécessaire pour 1l'obtention du précipité (Fs), les anti-

corps monoclonaux n'étant pas directement précipitants.

Les résultats de 1'immunorévélation sont représentés
dans la figure 61. Le sérum de mouton contenant des anticorps
anti-MAO B révéle de facon majoritaire une bande protéique
(60 kd environ) dans les protéines mitochondriales de foie
humain (F). Une protéine de poids moléculaire identique est
révélée par les sérums BIM et JAC dans les précipités de pro-
téines mitochondriales de foie humain & 1'aide des sérums
de mouton (Fm) ou de souris (Fs). Une autre protéine de poids
moléculaire plus élevé (64 kd environ) est également révélée

par ces deux sérums humains. !
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Fig. 61 : Reconnaissance par immuno-transfert de protéines
mitochondriales de foie humain par des anticorps
anti-M6.

MAO BIM j1c BIM jac

Electrophorése sur gel SDS /polyacrylamide (9 %) de 16 ug

de protéines mitochondriales de foie humain totales (F),
précipitées par un sérum de souris (Fs) ou de mouton (Fm)
contenant des anticorps anti-MAO B, transfert sur nitrocellu-
Jose et immunorévélation par des sérums humains contenant des
anticorps anti-M6 (JAC,BIM) ou par un sérum de mouton contenant
des anticorps anti-MAO B (MAO) dilués respectivement au 1/100&
et 1/500é&
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Ces résultats suggérent que les anticorps anti-M6 pré-
sents dans les sérums humains JAC et BIM reconnaissent par
immuno-transfert deux protéines mitochondriales de foile humain
immunoprécipitées par des anticorps anti-MAO B dont 1'une
semble &tre la MAQO B.

V.7, CONCLUSION

D'aprés les résultats obtenus, il s'avére que les
anticorps anti-M6 immunoprécipitent les MAO mitochondriales
de foie humain, celles-ci étant détectées gridce a un marquage
spécifique par de la pargyline tritiée. Une inhibition sélec-
tive de ce marquage par une préincubation des mitochondries
en présence d'inhibiteur de MAO A ou B, respectivement la clor-
gyline et le déprényl, ou l'utilisation de mitochondries de
placenta humain (ne contenant que la MAO A), permettent de
montrer que les anticorps anti-M6é reconnaissent plus particu-
lieérement la MAO B. Deux arguments vont dans ce sens : le taux
d'immunoprécipitation des MAO par les sérums humains JAC et
BIM et la chute d'une activité MAO dépendante aprés immuno-

précipitation de ces mémes protéines par ces sérums.

En ce qui concerne le mécanisme d'apparition des anti-
corps anti-M6, plusieurs faits peuvent &tre évoqués. L'ipro-
niazide est métabolisé en isopropylhydrazine, elle-méme trans-
formée par les cytochromes P-450 en métabolites alkylants.
Or,1l'iproniazide est connu pour inhiber de fagon irréversible
les MAQ et les hydrazines pour se fixer de facon irréversible

sur les MAO. Ces éléments suggérent que l'isopropylhydrazine

soit activée par les MAO et s'y fixe de facon covalente comme

les autres hydrazines. Le travail de UNDENFRIEND (95) bien
qu'ancien, montre que l'isopropylhydrazine se fixe irréversible-
ment sur la MAO de foie de cochon d'Inde.

Le couple iproniazide-MAO B pourrait jouer un rdle ana-
logue a celui de l'acide tiénilique et du cytochrome P-450-8
ce qui permettrait—de généralisFr le mécanisme d'apparition
d'auto-anticorps décrit dans la figure 12 (p. 35 ).
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CONCLUSION GENERALE
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Le but de ce travail était d'apporter des informations sur
les mécanismes moléculaires qui sont a l'origine de certaines

hépatites médicamenteuses de type immuno-allergique.

En fait, nous nous sommes plus particuliérement intéressée
aux mécanismes de l'apparition d'anticorps anti-tissus au cours
de ces hépatites, a partir d'une hypothése qui venait d'étre
proposée (55) pour 1'apparition d'anticorps anti-LKM2 dans
le sérum de patients ayant fait une hépatite aprés prise d'acide
tiéniliqué. Les anticorps anti-LKMZ sont dirigés contre une protéine
hépatique humaine, le cytochrome P-450-8(IIC), qui est responsable
de 1'activation métabolique de l'acide tiénilique. Selon le
mécanisme postulé, une séquence d'événements serait a l'origine
de ces auto-anticorps : la transformation de 1'acide tiémnilique
par le cytochrome P-450-8 en métabolites réactifs, 1l'alkylation
de ce cytochrome P-450 par ces métabolites et le passage du cyto-
chrome P-450-8 alkylé au niveau de la membrane plasmique de 1'hépa-

tocyte ol il serait reconnu par le systéme immunitaire.

Dans un premier temps, et dans le mesure ou le test de détec-
tion clinique des anticorps anti-LKMZ dans le sérum de patients
est réalisé a partir de coupes de foie de rat, il a été tenté de
déterminer les protéines microsomales hépatiques de rat capables
d'étre reconnues par les anticorps anti-LKMZ (réactivité croisée).
Par trois approches différentes, il a été montré que la protéine
hépatique de rat, majoritairement reconnue par les anticorps anti-
LKMZ, est un cytochrome P-450 abondant chez des animaux non traités,
le cytochrome P-450-UT-A(IIC11).

Deux autres protéines, les cytochromes P-450-PB-B(IIB1) et
PB-D(IIB2) sont plus faiblement reconnues par ces anticorps.
Elles présentent une certaine homologie de séquence (supérieure
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a 50 %) avec le cytochrome P-450-UT-A(IIC11). La reconnaissance
d'une forme constitutive de cytochrome P-450 hépatique de rat
par les sérums humains contenant des anticorps anti-LKMZ permet
d'expliquer le succés du test de détection de ces auto-anticorps
pratiqué par le Pr. HOMBERG sur coupes de foie de rat non traité.

La forte homoiogle de sequence (76 %) existant entre le cytochrome -

P-450-UT- A(IICll) de rat et les cytochromes P-450 humains de la
sous-famille IIC rend compréhensible la réactivité croisée observée
entre anticorps anti-LKM2 (dirigés contre le cytochrome P-450-8(IIC)
et cette forme constitutive de cytochrome P-450 hépatique de rat.

La faible reconnaissance, par les anticorps anti-LKMZ, des
autres isoenzymes du cytochrome P-450 de foie de rat, explique
que le traitement des rats par différents inducteurs, comme le
phénobarbital, le clofibrate, la B-naphtoflavone, le triacétate
d'oléandomycine, n'améliore pas la détection de ces auto-antlicorps

sur coupes de foie de ces rats.

Aprés avoir montré que l'acide tiénilique ou son isomeére
étaient, chez le Rat aussi bien que chez 1'Homme, transformés en
métabolites réactifs et que les anticorps anti-LKMZ reconnaissaient
une protéine hépatique de rat, il a été é&laboré, dans une deuxiéme
partie, un modéle d'étude animal de 1'éventuelle apparition d'un
cytochrome P-450 au niveau de la membrane hépatocytaire. Il a été
mis en évidence qu'un traitement des rats par certains inducteurs
puils par l'acide tiénilique, conduit & l'apparition, & la surface
des hépatocytes, d'un nouvel antigéne reconnu par les anticorps
anti-LKM2. Ce phénoméne, trés faible chez des rats traités par
1'acide tiénilique seul, devient trés net 1;rs du traitement des
rats par le clofibrate, puis par 1l'acide tiénilique. Les autres
inducteurs utilisés dans cette étude, le phénobarbital, le fénofi-
brate, le méthyl-3 cholanthréne, ne permettent pas l'apparition
d'un phénoméne aussi intense. Enfin, il faut observer que le trai-
tement des rats par les inducteurs seuls ne conduit pas a l'appa-
rition, a la surface des hépatocytes, de nouveaux antigénes

reconnus par les anticorps anti-LKMZ.
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Dans une troisiéme partie, notre intérét s'est porté sur
un autre médicament, l'iproniazide, qui est aussl responsable de
phénoménes hépatotoxiques de type immuno-allergique. Dans le
sérum des patients ayant présenté une hépatite apreés prise
d'iproniazide, des anticorps anti-mitochondries {anti-M6)
ont été détectés., I1 a donc été tenté d'expliquer l'apparition
de ces anticorps anti-tissus. Une étude de la reconnailssance,
par les sérums humains contenant des anticorps anti-M6, des pro-
téines mitochondriales de foie humain a permis de montrer que
ces anticorps sont dirigés contre une enzyme de la membrane ex-
terne des mitochondries, la monoamine oxydase B. L'iproniazide
est connu pour &tre métabolisé en isopropylhydrazine et pour
inhiber irréversiblement les MAO. Or, les hydrazines sont trans-
formées par les MAO en métabolites réactifs alkylants. Il apparait
donc hautement probable que 1la MAO B puisse activer l'isopropyl-

hydrazine en métabolites alkylants.

Ces études concernant l'apparition d'anticorps anti-tissus
lors d'effets hépatotoxiques 1liés a 1'acide tiénilique ou a
l'iproniazide, ont permis de déterminer les protéines spécifique-
ment reconnues par ces auto-anticorps. Elles ont également mis
en évidence l'importance des couples acide tiénilique-cytochrome
P-450-8 et iproniazide-MAO B dans les phénoménes toxiques déclen-

chés par ces deux médicaments.

I1 s'agit des premiers résultats concernant la détermination
des antigénes responsables de 1'apparition d'anticorps anti-
tissus dans des hépatites médicamenteuses de type immunc-allergique.
I1 faut remarquer que les protéines spécifiquement reconnues par
ces auto-anticorps sont celles qui sont principalement responsables
de l'activation métaboligque,avec formation de métaboliteS'réactifé,
de ces médicaments. Ces résultats sont donc en faveur d'un
mécanisme ot l'alkylation de protéines par des métabolites réac-
tifs du médicament serait le facteur déclenchant de ces phénoménes

hépatotoxiques.
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En fait, l'acide tiénilique et 1'iproniazide conduisent a
l'apparition d'anticorps anti-tissus trés spécifiques, non
rencontrés dans d'autres types d'hépatites. Cela renforce 1'idée
que le cytochrome P-450-8. et la MAO B sont non seulement reconnus

par les anticorps anti-LKMZ ou anti-M6 mals seraient également les

antigénes responsables de l1l'apparition des ces anticorps in vivo.

Le probléme s'aveére plus complexe dans le cas d'autres hépatites
de type immuno-allergique. Ainsi, dans les hépatites chroniques
actives (CAH), i1 a été récemment établi que les anticorps anti-
LXM1, détectés dans le sérum de ces patients, reconnaissent un
cytochrome P-450 de foie humain, le cytochrome P-450-buf I ou II
(77) ou dbl (78) de la sous-famille IID. Toutefois, dans ces hépa-
tites, aucune origine médicamenteuse ou exogéne n'a pu &tre mise

en évidence.

Dans le cas du lupus érythémateux disséminé (SLE), les anti-
corps anti-ADN détectés dans le sérum de ces malades réagissent
non seulement avec 1'ADN mais aussi avec des phospholipides et
une protéine membranaire (109). De telles réactions croisées,
entre anticorps et différentes macromolécules, peuvent donc con-
duire a des erreurs dans la détermination des antigénes véritables

a 1l'origine de l'apparition d'auto-anticorps.

I1 a également é&té proposé que des virus soient la cause de
certaines réactions auto-immunes, soit par 1l'expression d'antigénes
viraux & la surface de cellules infectées, soit par le biais
d'auto-anticorps anti-virus dont les idiotypes peuvent donner

lieu & des réactions croisées avec certains, auto-antigénes (110).

Une autre hypothése pour 1l'apparition d'auto-anticorps
dans le cas du lupus érythémateux disséminé fait intervenir 1la
métabolisation des médicaments par les myéloperoxydases présentes
dans les cellules circulantes (monocytes, neutrophiles). L'interac-
tion du médicament et de ces cellules conduit a4 la présentation
d'un néo-antigéne par ces cellules, puis & la production d'anti-

corps par 1'intermédiaire des lymphocytes B (111).
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Les cas de 1l'acide tiénilique et de 1'iproniazide sont moins
complexes dans la mesure ou les anticorps anti-tissus observés
sont trés spécifiques des accidents hépatotoxiques déclenchés
par ces médicaments. De plus, comme il a été énoncé précédemment,
les protéines reconnues par ces auto-anticorps, le cytochrome
P-450-8 ou la MAO B, sont impliquées majoritairement dans l'acti-
vation métabolique de ces médicaments. La probabilité que les
antigénes responsables de l1'apparition de ces anticorps soient

d'autres protéines (réactivité croisée) parait faible.

I1 reste a élucider de nombreux points dans le mécanisme
qui est proposé pour l'apparition d'anticorps anti-tissus dans les
cas d'hépatites 4 l'acide tiénilique ou a 1'iproniazide. Parmi
celix-ai, deux points semblent cependant importants 4 souligner,
Le premier concerne le processus par lequel le néo-antigéne appa-
rait au niveau de la membrane plasmique hépatocytaire. Le cyto-
chrome P-450 alkylé migrerait vers la membrane plasmique, mais
sans passer par l'appareil de Golgl. Des études sont actuellement
en cours sur le trafic membranaire afin de déterminer le mécanisme
de migration. Une autre hypothése, récemment émise, est la forma-
tion du métabolite réactif directement au niveau de la membrane
plasmique ol la présence d'une faible quantité de cytochromes
P-450 a été démontrée (84).

" Le second point concerne l'origine de la fréquence faible de
ces phénoménes immuno-allergiques (1 cas/10.000). Un facteur
génétique est suspecté, mais aucune étude n'a pu mettre en
évidence un déterminant antigénique prédisposant a ce type d'hépa-
tite, le nombre restreint de malades ne permettant pas d'études
statistiques. Chez ces patients ayant présenté un accident hépatique,
une anomalie du métabolisme peut étre évoquée (modification de cyto-
chromes P-450, déficience enzymatique...) mais aussi une perturba-
tion du systéme immunitaire (déficit en cellules T suppressives...)
(112).

Les résultats obtenus ne permettent pas de répondre i ces
questions. Ils apportéht par contre un premier ensemble de faits

a partir desquels ces mécanismes peuvent &tre étudiés.
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