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Résumé 

A l'origine de cette étuçfe, 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 hépatite après prise d'acide 
tiénilique (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 hypothèse quant au mécanisme conduisant à l'apparition 
de ces auto-anticorps et élaboré un modèle d'étude chez l'animal. 

Nous avons tout d'abord déterminé, par différentes techniques biochimiques, la 
protéine hépatique de rat reconnue par les anticorps anti-LKM2. Ces anticorps 
réagissent de façon croisée avec une forme constitutive de cytochrome P-450 
hépatique de rat, le cytochrome P-450-UT-A (IIC11) 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 foie de rats. 

Nous avons ensuite montré qu'un traitement des rats par l'acide tiénilique, 
après certaines inductions hépatiques, fait apparaître à la surface de leurs 
hépatocytes un néo-antigène reconnu par les anticorps anti-LKM2. 

Afin de généraliser le mécanisme d'apparition d'anticorps anti-tissus proposé, 
nous nous sommes intéressés à l'hépatite induite par l'iproniazide (Marsilid) où 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 mitochrondrfes de foie humain, la monoamine oxydase B 
(MAO B), qui est inhibée de façon irréversible par l'iproniazide. 

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

Mots clés : Auto-anticorps, hépatite, cytochrome P-45,0, monoamine oxydase, anti­

M6, anti-LKM2, acide tiénilique, iproniazide. 
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I.l. SITUATION DU SUJET 

Des é tudes récentes ont montr é que certains médicaments 

ne révélant aucune toxicité sur les modèles animaux utilisés 

c lass iquement pour les dossiers d'Autorisation de Mise sur le 

Marché , peuvent cependant conduire à des effets hépatotoxiques 

secondaires c hez que lques patients (environ 1 cas sur 10.000) 

(1). Ces manifestations hépatiques de t ype immune - a llergique 

sont très difficiles à prévoir à l'heure actuelle, du f ai t du 
manque de connaissances de leur mécanisme et de l'absence de 

modèles animaux prédict ifs . 

En effet, deux t ypes de phénomènes peuvent être à l'origine 

d'hépatites médicamenteuses : 

- une toxicit é directe fac ilement détectable lors des études 

t oxico logiques chez l'animal, 

une toxicité de type immune- allergique dépendant de l a sens i­

bil i t é part iculière de certains sujets (idiosyncrasie). Sur 

641 méd icament s répertoriés comme responsables d ' a tteint es 

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

1.2. LES HËPATITE S MËDICAMENTEUSES DE TYPE IMMUNO-ALLERGIQUE 

1.2.1. CARACTERISTIQUES DES HEPAT ITES MED ICAMENTEUSES DE TYPE 

IMMUNO-ALL ERG IQUE 

Une hépat i t e de t ype immune-allergique est suspectée à 

partir des critères suivants (3) : 

- une fréqu ence fa ib le (environ 1 cas sur 10·. 000) , 

- pas de relation effet-dose appar ente, 

- une pér iode de sensibilisati on (1 à 5 semaines) , 

- une association de manifestations d'hypersensibilité 

1 

i 
f 

1 
f 
1 
1 

l 
! 
r 
r 
f . l 
1 

~ 

f 

1 extra- hépatiques (fièvre, éruption cut anée, éosinophilie . .. ), l 
- une réapparition du trouble après r éadministration du 

médicament respons able, 

- la présence d'ant icorps anti-tissus dans le sé rum de ces 

malades dans 14 % des cas (2) . 

! 

1 
! 
! 
1 

1 
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I.2.2. PROBLEME DE PREDICTION DES .. HEPATITES MEDICAMENTEUSES 
DE TYPE IMMUNO- ALLERGI QUE 

Lors des études toxicologiques chez l ' anim~ les effets 

hépatotoxiques secondaires de type i mmune- aller gique d'un 

médicament ne peuvent être prédits. Les essa is de mise au 

point d'un modêle animal pour reproduire ce type d'hépato ­

toxicité n'ont pas condu i t, jusqu'à présent, à des résultats 

satisfaisants (4) . 

I. 2. 3 . MECANI SMES PROPOSES POUR LES I;IEPATITES MEDICAMENTEUSES 
DE TYPE IMMUNO-ALLERGIQUE 

Le mécanisme des hépatites médicamenteuses de type immuno -

al lergique a donné lieu à de nombreuses hypothêses et prop osi -

tians. Nous r etiendrons ici la p lus communément admise, fai s ant 

intervenir la formation d'un métabolite réactif (5, . 6). La 

figure 1 illus tre l'hypothèse de fo rmation d ' un haptène pro ­

pos ée par PARK et coll. (7). 

Fig. 1 Hypothèse de forma tion d'un haptène dans les ré actions 
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d'hypersensibilité induite par des médicaments (d ' aprè s 7). 1 
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Différentes étapes conduisent à l'apparit ion de phénomènes 

hépatotoxiques de type immuno-allergique. Le mé dicament r espon­

sable est tout d'abord transformé en métabo lite réactif . Ce 
-

métabolite instable peut réagir sur des protéines présentes 

et former un conjugué protéine-médicament. Cette protéine, 

modifiée par le médicament, devient immunogène. Le système 

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 à la cellule hépa tique. L'hépatocyte n'est la cible 

d'une réaction immunitaire que si l'antigène en cause (protéine 

modifiée par le médicament) est exprimé à la surface de la cel­

lule. Cette expression membranaire pourrait résulter d'une mi­

grat ion de l'antigène de la membrane du réticulum endoplasmique, 

si t e de production du métabolite réactif, vers la membrane cel­

lulaire, ou de l a fixation directe du métabolite réactif sur 

un constituant membranaire. Cet te structure, protéine -haptène, 

servirait alors de cible au sys tème immunitaire. 

Les mécanismes immunitaires capables de lyser l'hépatocyte 

ont été décrits par CALMUS et coll. (8) et sont résumés figure 2. 

L' anti corps, après interaction avec l'antigène, peut fixer le 

complément ou être reconnu par des cellules "killer". La lyse 

hépatocytaire peut résulter de l'intervention di r ecte des cel­

lules immunitaires (l ymphocytes T spécifiques ou cellules 
_, 

"na tura l killer") ou du dépôt de complexes immuns sur la 

membrane cellulaire. 

Ce problème fles hépatites médicamenteuses de type i mmuno­

allergique est donc complexe et d'accès très diff icile. Mais, 

d'après les mécanismes proposés, deux faits importants sont 

à considérer, d'une part, l'activation métabolique du médicament 

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

l'existence éventuelle d'anticorps anti-tissus. 
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Mécanismes immunita ires dans l'hépatotoxicité médi­

camenteuse de type i mmune -allergique (d'après 8). 
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1.3. FORMATION DE MÉTABOLITES RÉACTIFS ET CYTOCHROMES P-450 

Déj à, dans les années 1950, on suspectait que de nombreux 

xénobiotiques n'étai ent pas toxiques en eux-mêmes, mais seule­

ment après métabolisation en espèces é lectrophil es capables de 
modifier des composants cellulaires. DepÙis, cette hypothèse 

a été largement confirmée (9, 10) . 

l 

1 

L'activation métabolique de composés exogènes est as surée 

par différents systèmes enzymatiques présents dans l es cellules 

(monooxygénases à cytochrome P- 450, monooxygénases à flavine,. 
t 

peroxydases, glutathion S-transférases , époxyde hydro lases, 1 

UDP-glucuronyl-tran~~érases . . . ). Cependant, le système enzymatique 1 

' j 

1 
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impliqué de façon majoritaire dans la bioactivation de xénobio­

tiques est lié au cytochrome P-450 (9). Ce dernier, particuliè­

rement étudié, a donné lieu à une bibliographie importante ; 

aussi, nous ne développerons ici que les éléments indispens ables 

à la compréhension des hépatites médicamenteuses. 

1.3.1. GENERALITES SUR LE CYTOCHROME P-450 

De nombreux composés exogènes et, parmi eux, le s médicament s, 

sDnt trop hydrophobes pour être directement éliminé s par l'orga­

nis me . La plupart des êtres vivants disposent de syst èmes enzy­

matiques de détoxicat ion capables de transformer ces composés 

en dérivés plus hydrosolubles, facilement éliminablcs . Cette 

réaction de détoxication comporte deux phases, schématisées 

figure 3. 

Fig. 3 : Réaction de détoxication. 

RH 
ph,ase I 

----~~ROH 

hydroxylation 

phase II 
----;ra.-.- ROR' ~élimination 

conjugaison 

Lors de l a phase I, des monooxygénases hydroxylent le 

composé à éliminer. Dans un très grand nombre de cas, cette 

r éaction est catalysée par des cytochromes P-450 . Lors de ia 

phase II, des enzymes, dites de conjugaison; couplent au composé 

hydroxylé des entités hydrophiles afin de l e rendre encore plus 

hydrosoluble (10). L'action conjuguée d~ces deux systèmes en­
zymatiques joue un rôle prépondérant en pharmacologie et toxi­

cologie . 

Entre 1940 et 1950, MUELLER et MILLER étudient la déméthy­

lation oxydative du_diméthyl-azobenzène en prés ence d ' homogé­

~ats de foie (11, 12). Que lques~j années plus tard, BRODIE et co ll. 
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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 l a présence d'un 

pigment fixant le mono~yde de carbone dans les microsomes 

de foie de Mammifères. Ces microsomes, réduits et traité s 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 

sys tème multi-enzymatique, les monooxygénases qui, par activation 

de l'oxygène moléculaire, permettent d'incorporer un atome d'oxy­

gène au niveau d'un substrat selon la réaction globale 

NADPH 

Les cytochromes P-450 possèdent des caractéristiques structu­

rales particulières. L'hème des cytochromes P-450 est la proto­

porphyrine IX de fer (figure 4). Le fer est coordiné aux quat re 

azotes pyrroliques de la protoporphyrine e t à un ligand cystéi ­

nate assurant la lia ison avec l'apoprotéine. Celle-ci est une 

chaîne peptidique de poids moléculaire compris entre 48 et 60 kd, 

selon les cytochromes P-450. Cette chaîne protéique forme une 

cavité hydrophobe o6 pénètrent les substtats pour y être hydro ­

xylés (figure 5). 

L'oxydation d'un substrat par les monooxygénases requiert 

la présence, en plus du cytochrome P-450, de deux éléments 

- un donneur d'électrons,généralement le nicotinamide 

adénine dinucléotide phosphate réduit (NADPH), 

l 

-' 
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Fig . 4 Protoporphyrine IX de fer. 
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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 
0 

flavine adénine dinucléotide (FAD) et une mole de flavine 

mononucléotide (FMN) par mole d'apoprotéine. 

L'organisation des monooxygénases est schématisée figure 6 

(17). Ce système, très réactif, est capable d'hydroxyler une 

grande variété de composés et même de réduire des dérivés halo­

gênés. Ce manque de spécificité assure l'efficacité de la déto­

xication des composés exogènes en général. 

Fig. 6 

aubntrat 

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

(d'après 17). 
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1.3.1.3. Localisation 

Les cytochromes P-450 ont une localisation très ubiquitaire 

dans l'organisme. Ils ~ont principalement situés dans le foie et 

présents, en plus faible quantité, dans de nombreux organes 

(reins, poumons, intestin, peau, artères ... ). Dans la cellule, 

ils sont répart is au niveau du réticulum endoplasmique lisse 

et rugueux , du noyau, de la membrane cellulaire et des mitochon­

dries. 

Nous nous intéresserons plus particulièrement 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 le s microsomes 
hépatiques obtenus après centrifugations différentielles d'homo­

génats de foie. 

Les isoenzymes du cytochrome .P-450 sont nombreuses chez l'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 sé l ectivement des 

activités enzymatiques. Les modifications observées (propriétés 

spectrales et cata lytiques, pro fil électrophorétique des pré­

parations microsomales) montrent qu'une induction modifie la 

répartition des isoenzymes du cytochrome P-450 et peut faire 

apparaître une ou plusieurs formes n'existant pas chez l'animal 

non traité. Selon les isoenzymes induites, les inducteurs ont 

été groupés en 5 catégories (18). La première, 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 être très différente du phénobarbital 
lui-même. Une deuxième catégorie regroupe les hydrocarbures poly­

aromatiques. On y distingue la dioxine (TCDD), l e ben zo(a)pyrène 

j 
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(BP), l a ~ -naphtoflavone (BNF), le méthyl-3-cholanthrêne (3MC) . 

Dans la troisiême ca té gorie, on trouve des déri vés de type 

stéroïdes comprenant de s glucocorticoides comme la dexaméthasone 

(DEM). Le dérivé le pltis utilisé est la cyano-16a-pregnenolone 

(PCN). Cependant, certains antibiotiques macrolides, tel le 

tri acé t ate d 'oléandomycine (TAO) fon t également partie de 

ces inducteurs. Une autre cl as se d'inducteur est déterminée par 

le clofibrate (CLO), hypolipidémiant, e t ses analogues s truc­

turaux, c omme le fénofibrate (FEN). L' é thano l cons titue une 
autre catégorie d'inducteur comprenant éga l ement l'acétone , 
l' isoniazide . ... 

La figure 7 représente l es structures de ces principaux 

composés . 

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

L ' existence de nombreuses isoenzymes du cyt ochrome P-450 

joue un rôle important dans l e métabol isme des médicaments . Ce 
domaine , abondamment étudié, nous amêne tout d'abord à réperto ­

rier l es différentes f ormes de cytochromes P-450 hépatique s de 

rat isolées à ce jour par l es principales équipes travaillant 

sur ce suje t, dont ce lles de WOLF, LEVIN, GUENGERICH et 

WAXMAN. L 'ident ifi ca tion de ces f or mes a été réalisée en compa ­

rant l es propriétés des préparations de cytochr omes P-450 
obtenues par ces différents laboratoires . Cette comparaison a 

porté sur la l ongueur d'onde du maximum d'absorption du complexe 

cytochrome P- 450 - CO , sur les ac tivités ~~t a lyt iques (nature 

des s ub strats oxydés), les propriétés immunoch i miques (recon ­

nai ssan ce croisée d ' une isoenzyme par un ant ico r ps dirigé 

contre une autr e isoenzyme), sur la séquence N- t ermina le et 

la mobilité é l ec t rophoréti que e t enfin, sur la réponse aux 

inducteurs. Les pro grès de l a biologie moléculaire ont égal ement 

permis de caractéris e r ces isoen zyme s par l a séquence de leur 

ADN ou ADN complémentaire, ou de la prot é ine elle-même . 
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Fig. 7 Inducteurs classiques des ~ytochromes P-450 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 list e des cytochromes P-4 50 hépatiques de 

rat actuellement connus avec leur nomenclature suivant l e labo ­

ratoire où il s ont ét é isolés (20, 21, 22 , 23) et la nomencla­

ture officielle préconisée. La nomenclature de GUENGER ICH, 

la plus simple à mémoriser, sera r e tenue pour la suite de ce 

travail. Elle correspond à l'induction utilisée pour la purifi­

cation de chaque isoenzyme (UT : formes présentes chez les 

animaux non trai tés ; PB : phénobarbital ; PCN : cyano-16a­

pregnenolone ; BNF : ·s-naphtoflavone ; ISF : isosafrole) . 

Le tableau 2 décrit l ' origine (induction, sexe) et l es activités 

oxydantes connues des différente s formes de cytochromes P- 450 

hépatiques de r at (23). Nous voyons par exemple que l e cyto ­

chrome P-450 UT-A (IIC11), est présent chez le rat mâle adulte 

non traité . Il n'est pas augmenté par des inducteurs et il cata­

l ys e trois t ypes de réactions (hydroxylation, oxydat ion et N­

déméthylation). Les substrats indiqués ici sont des substrats 

endogènes ou exogènes connus pour êt r e oxydés par ce cyt ochr ome 

P-450. 

Chaque forme de cytochrome · P-450 es t plus particulièrement 

présente, soit chez des rat s non trait és (UT), soit chez des 

rats spécifiquement i nduit s par différents composés. En effet, 

certaines formes existant en faibl e proportion chez des rats 

non traités (les formes PB ou PCN par exemple) voient leur 

taux hépa tique considérablement augmenter apr ès une induct i on 

spécifique (24). A l'invers e , la fo rme constitutive majoritaire 

(UT -A) , en quantité importante chez de s rats non t r aités , se 

trouve proportionnellement diminuée après traitement par des 

inducteurs (PB, PCN, 3MC). 
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Tableau 1 

Wolf 

mc lb 

mela 

utl 

pb3a 

pb3b 

-
="'' 

! ' pb lb 
• . .•. 

pbTà. 

pb2b 

-

pb2a 

-
-

-

-
-

-

-

-

pb2c 

-
p-452 

-
-

-
-
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Nomenclature des cytochromes P-450 hépatiques de rat 

d'après 19, 20, 21, 22, 23). 

Le vin Guengerich Waxman Autres Nomenclature 
recommandée 

c BNF-B - - IAl 

d ISF-G 
,_'1 

MCZ - lAZ 

a UT-F PB3 al II Al 

a2 I IAZ 

a3 IIA3 

b PB-B PB4 - IIBl 

e PB-D PBS - IIBZ 

- - - IIB3 IIB3 
........ . ..... ···· ...... . • 

.... _., ,. , .. 
······ ····., 

k PB-C PBl pTF2 IIC6 
.... 

. . 

- - - - -

- - - - -
f - - pTFl IICJ 

... ····--·······, 
7 ) ~ 

"; h UT-A PB2c M-1,16a,RLMS IICll 
mâle . , .. 

1 UT-I PB2d 15 B IIC12 . 
femelle 

g - - - I IC13 

- UT-H - dbl,CMFla IIDl 

- - - dbZ, CMF2 IIDZ 

- - - db3 IID3 

- - - db4,CMF3 IID4 

- - - dbS,CMFlb IIDS 

j - - alcool II El 

- - - olfl IIGl 

p PCN-E PBZa pcnl IIIAl 

- - - pcn2 II IA2 

- - - LAwl !VAl 

- - ... . - LAw Z IVA Z .. •... 

- - - '• ,, 
. _ j LAw3 IVA3 

- - - s IVBl 

- - - 17a XVI IAl 
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Tableau 2 

Cytochromes 
P-450 

UT-F(IIAl) 

UT-H ( I IDl) 

UT-A(IICll} 

UT-I(IIC12) 

PB-C(IIC6) 

PB-B,D 
(IIB1,2) 

PCN -E(IIIA1) 

ISF-G (IA2) 

BNF-B (IAl) 

P- 452(IVA1) 

- 15 -

Spécificité, inductibilité et activité oxydante de 

cytochromes P-450 hépatiques de rat (d'après 23). 

Origine 

Rat non traité 

Rat non traité 

Rat mâle adulte 
non traité 

Rat femelle 
adulte non 
traitée 

Rat non traité 
ou induit pa r 
PB 

Rat induit 
par PB 

Rat non traité 
ou induit par 
PCN, TAO ou PB 

Rat induit par 
ISF ou des hy­
drocarbures po­
lycycliques 

Rat induit par 
3MC, BNF ou 
hydroxycarbures 
polycycliques 

Rat non- traité 
ou induit par 
CLO 

Activités oxydantes connues 

hydroxylation · testostérone (7a), 
androstenedione (7a), 
progestérone (7a) 

hydroxylation : débrisoquine (4) 
bufuralol (1'), propranolol (4) 
oxydation · spartéine (65) 
0-déméthylation encainamide h 

dextrometorp an 
hydroxylation testostérone (2a) 
oestradiol (2 et 4), warfarine (4' 
et 6), vitamine D3. 
oxydation : acétaminophène, 
nifédipine. 
N-déméthylation éthyl-morphine 

hydroxylation . Sa-androstane-3a, 
17fjdiol 3,17 disulfate (15(3) 

hydroxylation : warfarine (7) 
N-oxydation · azoprocarbazine 

hydroxylation warfarine (4'), 
testostérone (1 6a,S, 17B), 
androstenedione (16B) 
0-déalkylation : 7-pentoxyréso­
rufine. 
N-déméthylation d-benzphétamine, 
aminopyrine 

hydroxylation. warfarine (10), 
testostérone (6(3), oestradiol (2 
et 4), méphénytoine (4). 
N-déméthylation éthyl-morphine 

hydroxylatipn : oestradiol (2 et 
4), acétanilide (4) 
N-oxygénation : amines aromatiques, 
pyrolysats d'acides aminés 

hydroxylation : hydrocarbures poly­
cycliques, testo s térone (6(3), 
warfarine (6 et 8) 
N- oxygénation · amines aromatiques 
0-dééthylation 7-éthoxyrésorufine 

hy droxyl ation : ac i de l auri que 
( Rl e t 12 ) 

Les cyt ochromes P-450 s ont répe rtor 1e s sous l a nomenc l ature de 
GUENGERICH et l a n omenclat ure off icielle. Les act iv i t és oxydantes 
connue s sont i n di quées comme suit : act ivi té : s ubs tra t (posit i on 
d' oxyda tion). 
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La même approche a .. été réalisée à partir des différents 

cytochromes P-450 de foie humain, à l'exclusion du phénomène 

d'induction difficilement étudié chez l'Homme pour des raisons 

é thiques. 

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 l'ADNe (19, 25, 26). La 

nomencl a ture recommandée est basée sur des données génétiques 

(séquence des ADN ou ADNe) mais pas sur l'isolement de la pro­

téine elle-même. Cela explique que, sur la vingtaine d'iso­

enzymes humaines répertoriées, seule une dizaine de cytochromes 

P-450 a été compl è tement caractérisée à la fois au niveau de 

la protéine (isolement et séquence) et de son ADN ou ADNe 

(clonage et séquence). 

Si l'on considêre les formes de cytochromes P-450 hépatiques 

humaines responsables de l'hydroxylation en position 4 de la 
S-méphénytoîne, au moins trois protéines différentes ont été 

isolée s et plusieurs ADN ou ADNe séquencés. Cette sous-famille 

de cytochromes P-450 de foie humain a donné lieu à de nombreuses 

études en raison du polymorphisme génétique de cette activité 

enzymatique. Deux à 5 % de la population d'origine Caucasienne 

sont hydroxylateurs lents ainsi que 13 % de la population du 
Japon (27). Une protéine possédant l'activité méphénytoïne 

hydroxylase, avait tout d'abord été isolée ; il s'agissait du 

cytochrome P-450-8 (28) ou Meph(29). Pu{s deux protéines, 

appelées respectivement MPl et MP2, de même activité, ont été 

à leur tour isolées et caractérisées par ·~es techniques clas­
siques (30). A l'aide de la biologie moléculaire, -un ADNe, 

relatif à cette sous-famille de cytochrome P-450, a été cloné 

puis séquencé,la séquence protéique déduite et comparée aux 

séquences N-terminales des protéines pré~lablement isolées 

(31). Depuis,une troisième protéine a é~é identifiée, MP3, 
' 
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Différents cytochromes P-450 de foie humain : nomen­

clature et substrats caractéristiques (d 1 après 19,25,26). 

Différentes nomenclatures Substrats Nomenclature 
ADNe ADN Protéines caractéristiques recommandée 

PL Pl Pl IAl 
.. 

p 3' 4 4 PA Phénacétine IAZ 

P-450(1) I IA3 
I IA ;5 

' 

1M2 IIB6 

IIB7 IIB7 

IIB8 IIB8 

1,IIC2, S-méphénytoine IIC8 
mp-12 MP3 Rétinol 
mp-20 

IICl,mp-4 MP S-Méphénytoine IIC9 

mp, mp-8 MP S-Méphénytoine IIClO 
Tolbutamide 

dbl BUF,DB Débrisoquine 
IID6 Spartéine 

Bufuralol 

IID7 IID7 

IIDS IID8 

j j HLj,alc Alcool IIEl 

IIF1 IIFl 

HLp NF, 5 Nifédipine,Cortisol IIIA3 
Cyclosporine 

nf-25, Nifédipine IIIA4 
pcnl,nf-10 

pcn3 IllAS 

sec sec Chole.stérol XI Al 

17a 17a XVIIAl 

a r om An dros t enedi one XI XAl 
' . 

; 

C21B CZI B ~ 
- XX I A2 
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portant une activité supplémentaire (32). D'autres ADNe de cette 

sous-famille de cytochromes P-450 ont été également séquencés 

(33) . 

Cet exemple illustre la complexité du problème en ce qui 

concerne l a caractérisation des différentes isoenzymes du cyto ­

chrome P-450 . Les techniques très sophistiquées de la biologie 

moléculaire permettent d'isoler sans cesse de nouvelles formes 

ne différant parfois des formes connues que par quelques acides 

aminés. 

!~~~?~0~-~g~g!gg~~~-~~!~!~~!-~~!I~ -~y!g~~IQ~~~ -P: ~?Q_~~-fg~~ 
humain et de rat 

Dans le but d'extrapoler à l'Homme les études du métabolisme 
de xénobiotiques effectuées chez l'animal (le rat notamment), 

il semblait inté ressant de comparer les diffé ren tes formes de 

cytochromes P-450 de foie humain à celles présentes chez l e 

rat. Le tableau 4 résume l'état actuel des travaux, tous labo­

ratoires confondus (23, 26) . Les homo lo gies pr ésentées , 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 ant icorps dirigés contre une autre fo rme) 
et , d'autre part, sur l a comparaison des séquences N-terminales . 

Les séquences de~ ADN ou ADNe n'étant pas toutes connues, ce 

critère n'a pas é t é utilis é pour l' é laboration de ce tableau . 

Une analogie a, par exemp le, été déte rminée, entre les cyto­

chromes P-450 responsables de la 4- hydroxylation de la S­

méphénytoine (MP) che z l'Homme et les cytochromes P- 450 hépa­

tiques présents chez les rats non traités mâles (UT -A) ou 

feme ll es (UT -I ). 
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Tableau 4 
Homologies entre cytochromes P-450 de fo ie humain e t de rat 

(d'après 23 , 26) 

Cytochromes P-450 humains 

MP3 ( I IC 8) 

MP ( I IC 9) 

MP ( I IC.lO) 

BUF, DB (IID6) 
' 

NF, 5 (I I IA 3) 

PA ( IA 2) 

P 1 ( IA 1) 

Cytochromes P- 450 
(GUENGERI CH) 

UT-A (IIC.~l) 
... 

UT-I (I IC 12) 

UT-A (IICll) 

UT-I (IIC12) 

UT-A (I IC 11) 

UT-I (IIC .l2) 

UT-H (IID 1) 

PCN-E 

ISFG 

BNF-B 

i 
_ j 

(IIIA1) 

(IA 2) 

(IAl) 

de rat 
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1.3.3. FORMATION DE METABOLITES REACTI FS 

Les différentes formes de cytochrome s P-450 h épatiques 

jouent un rôle majeur dans l a détox ication de xénobiotiques 

mai s, paradoxalement, elles peuvent être éga lement à l'origine 

de phénomènes toxiques. 

Certains composés exogènes incluant divers médicaments 

(Tableau 5) (34), comme l'acétaminophène, l'acide t ién i l ique, 

sont transformés en métabolites r éacti fs . Ces métabolites 

instables son~ formés par différents types de mécanis me s et ont 

des s tructures ~himiques très diverses (époxydes, carbocations, 

radicaux), comme il est décrit figure 8 ( 10) . L'oxydation par 

le cy tochrome P-450 de dérivés présentant une insaturation 

peut conduire à la formation d'époxydes (chlorure de vinyle), 

celle de dérivés aminés à des hydroxyl amines réactives (acéta ­

minofluorène) ou à des carbocations (diméthyl nitrosamine). 

La fo rmation d'entités réactives par les cytochromes P- 450 

peut également résulter d 'une réduction avec p roduction de 

radi caux libre s (tétrach lorure de car bone)(lO) . Ces métaboli t e s 

formés ont en commun la propriété d'être tr ès électrophiles 

et très réactifs vis - à -vis des nucléophiles tissulaires. Deux 

cas peuvent a l ors se produire : soit l e métabo lite réactif 

est pris en charge et détoxiqué à l' aide d' enzymes spécifiques 

(époxyde. hydrolases) , soi t il peut contracter des l iaison s 

covalentes irréversibles avec différents constituants cellul ai r e s 

(35) . 

Dans ces deux cas, le métabolite él e~trophile va réagir sur 

des sites nucléophiles. Or, dans l a ce llu le, un des sites nucléo ­

philes les plus abondants se trouve être l e groupement th i ol 

de la cysté ine. Ce groupement e st présent dans l es p r o t é ines 

mais aussi dans un tripeptide, le glutath ion, ayant un rô le 

protecteur majeur au niveau cellul ai re. La g l utathion- S-transfé ­

rase catalyse la détoxication de métabolites réactifs par conju­

gaison avec l e glut athion. Ce système de détoxication n ' est pas 

toujours suffi s an t ~n cas de métabolisation massive e t les 
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Médicaments hépatotoxiques connus pour être 

transfo rmés en métabolites réactifs (d'après 34). 

Acétaminophène .,. 
Acide tiénilique 

Alphaméthyldopa 
Benoxaprofène 

BCNU (Carmustine) 
CCNU (Lomustine) 

Chloramphénicol 
,Chloroforme 

Chlorpromazine 
Cyclophosphamide 

Dantrolène 
En fi urane 

Erythromycine 
Estrogènes naturels 

Ethinylestradiol 
Fluroxène 
Halothane 

Hycanthone 
lmipramine 
lproniazide 
lsaxonine 
Isoniazide 

Méthimazole 
Méthoxyflurane 

Métronidazole 
N itrofurantoïne 
Noréthistérone 

Phénacétine 
Phénylbutazone 

Phénytoïne 
Propranolol 

Propylthiouracile 
Trichloroéthylène 
Trolé<J ndomycine 

Uréthane 

Mécanismes conduisant à la formation de métabolites 

r éactifs (d' après 10). 

Dériv~s présentant une insaturation : formation d'époxydes 

. Dérivês aminés : formation d 'hydroxylamines rêactives 

Dérivês amin és 

N-désalkylation 

formation de carbocation par 

R'-CH2 r J 
R;N-N=X T lR-NH- N=X -

i 
_J 
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métabolites formés peuvent a lors se fixer sur d'autres consti­

tuants nucléophiles. Plusieurs cas de figures sont alors envi­

sageable s en fonction de la réactivité intrinsèque et de la 

durée de vie (stabilité) du mé tabolite réactif (9, 10, 36). 
Ces cas sont résumés dans le tableau 6. 

Le métabolite fo rmé à l' i ntér ieur de la poche hydr ophob e . 
du cytochrome P-450 peut directement réagir sur celui-ci. Une 

destruct ion du cytochrome P-450 (sulfure de carbone, fluroxène ... ) 

ou un blocage de cette enzyme par différents mécanismes sont 

po ssibles . Les dérivés d'amphétamines forment un complexe avec 

Fe++. Les mét abo lites de dérivés présentant une insaturation 

alkylent les azotes de l'hème. Le chloramphénicol, quant à lui, 

est métabolisé en dérivés se fixant sur les lysines de l'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 après activation méta­

bolique, le médicament ne sera plus métabolisé comme s'il avait 
été administré seul et, · par conséquent, n'aura plus les mêmes 

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 éga lement sortir de la poche hydro­

phobe du cytochrome P-450 et réagir sur des f.onctions des .acides 

aminés (SH, NH 2 , OH ... ) . C'est le cas par exemplë de l' ac r ylo­

nitrile ou du thioacétamide (9). Il se fixe alors de façon cova-

l ente sur des protéines ce llulaires par alkylation. 
Lorsque le métabolite formé a une durée de vie plus longue, 

i l va pouvoir réagir sur l'ADN ou l'ARN en alkylant les bases 

puriques ou pyrimidiques. Il s 'agit notamment de métabolites 

r éac tifs de cancérogènes tels ie benzo(a)pyrène, l'afl atoxine 

( 10). 
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Cytochrome 
P-450 

Protéines 
cellulaires 
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Macromolêc~les cibles des métabolites r éactifs 
! 

issus de différents composés (d'après 9, 10, 36) 

Mécan isme r éacti f 

Destructi"6n 

Blocage 

Complexe 
avec Fe++ 

Alkylati on 
des azotes 
de l'hème 

Alkylation 
de l'apo­
protéine 

Alkylation des fonc­
tions de s ac ide s 
aminés (OH (TYR), 
NH(LYS) , SH(CYS) 

Exemple s de composés 

Sulfur e de carbone cs 2 
N. d. ' h 1 CH3 1~roso- 1met y - 'N-N=O 
am1.ne CH/ 

3 
Fluroxêne CF 3-CH2-0-CH=CH2 (anesthési_s_ue) 

Amphét amines Q-cH,-<;:H-NH 2 

CH, 

Benzo -1,3 
dioxole 

Chlorure de vinyl e ~Cl 

Nonène 

Chloramphé­
nicol 

:o'COOICl~ )102 O.r:-0.-0ilotl 

Acrylonitrile CH2=CHCN 

~-----------------~----------------------~~-------------------------------i-

ADN 

Lipides 
membranaires 

Alkylation des 
bases nucléiques 
N7(G), N aromatique 
ou aliphatique, 0, 
c8 (A), phosphate 

Aflatoxines 

Acétylamino- 2 H 
fluorène 1 

~~OCH, 

Peroxydation par Tétrachlorure de carbone CC1 4 f ormati on de radicaux 
1' 

• . l · Acétaminophène 
CK3COllll·-o-O!I 
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Le cytochrome P-450 peut se comporter comme un réducteur 

et dés halogéner 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'entraîner une lyse cellulaire (10). 

1,4 , LE S ANTICORPS ANTI-TISSUS EN PATHOLOGIE HÉPATIQUE 

La recherche d'anti corps anti -tissus dans le sérum de malades 

est utile au diagnostic éti ol og i que et à la survei llance d'un 

certain nombre d'affections hépatiques, au premier rang des­

quelles se situent la cirrho se biliaire primitive et l es hépa­

tites de type immuno-allergique . 

Le t e rme d ' anticorps anti -tissus est uti lisé pour les dési ­

gner par opposi tion a ux an ti corps spécifiques d'organe trouvés 

not amment dan s la pathologie endocrinienne et par opposition 
aux anticorps anti-méd i caments . Le premier anticorps anti -tissus 
non spéc ifique d'organe e t d ' espèce a été décrit en 1965 : i l 

s'agissait d'un anticorps anti-mitochondrie (M) . Depuis, 

d'autres anticorps anti-tissus ont été détectés dans le sérum 

de patients atte i nts d'affections hépatiques : anticorps anti­

muscle lisse (SM), anticorps anti-microsomes de foie et de rein 

(LKM) ,anticorps anti-ribosomes (R), anticorps anti-cyt osol hépa ­

t i que (LC). Au cours de nombreuses observations, ces anticorps 

ont pu être divisés en sous-groupes (exemple, anticorps anti­

mi tochondries, Ml à M6), fa i sant apparaît re une relation entre 

la présence d ' un anticorps anti -t issus part iculier et une affec ­

tion hépatique (38) . 

Ces anticorps anti-tissus reconnaissent des antigènes pré­
sents au niveau des noyaux ou des organites intra - cytoplasmique s 

de nombreuses cellules et de différentes espèces . 



te
l-0

06
53

61
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

19
 D

ec
 2

01
1

- 25 -

,-
! 

1.4.1. DETECTION DES ANTICORPS ANTI-TISSUS 

L ' immunofluore scencè indirecte est la méthode de cho ix pour 

le dépistage d'anti corps anti-tissus (39). Ell e est réalisée 

sur coupes d'organes congelés (foie , r ein , estomac, principale­

ment ) de rat, et de souris de façon compl émentai r e . Le test 

consiste à in·cuber ces coupes, dans un premier temps avec le 

sérum du ma lade, puis avec une antiglobuline marquée à la fluo ­

rescéine qui va révéler les anticorps fixés sur le tissu 

(figure 9). 

Fig. 9 Test d'immuno fluo rescence indirecte 

coupe d'ol"S"n• ·1 ~::;ALADE 

1 
ANTIGLOBUUNE CO.NJUCUEE 
A LA FLUORESCEINE 

>--0' ,· \' 
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Chaque anticorps anti-ti ssus (anti- M, SM, LKM , LC) es t 

identifié par son profil de reconnai ssance en immunofluorescence 

indirecte, c'est-à-dire.: suivant les intensités de fluorescence 
obtenue s pour chaque organe et type ce llu laire . Le tableau 7 

indique les prof ils de reconnaissance des principaux ant icorps 

anti-tissus renc ontrés (40). 

Tableau 7 Profil de r econnaissance par imrnunofluorescence in-

directe d'anticorps anti -tissus sur di ffé r entes 

coupes d'organes (d 'après 40) 

Rein Estomac Pancreas 

Hépntocyte G 1'1 P2 PJ TLH D CD p c M APUD Exo En do 

Anti·Ml ++ + + + +++ + + + ? + + 
Anti-M2a + (+) ++ ++ ++ +++ + +++ + + ? + + 
Anti·M2b + (+) (+) (+) + +++ +++ +++ (+) (+) ? (+) (+) 
Anti ·M3 ++ ++ +++ +++ +++ + +++ + +++ ++ +++ ? + + 
Anti·M4 + (+) ++ ++ ++ +++ + +++ + + ? + + 
An ti-MS + +++ +++ ++ + ++ + +++ ? + 
Anti·MG +++ +++ (+) ++ +++ +++ 
Anti-LKMl +++ + ++ +++ + 
Anti·LKM2 +++ +-i-+ +++ + + 
Anti-R +++ (+) H-l (+} (+} (+) (+ ) +++ ? +++ 

Coupes d'organes (toutes espèces confondues) foie, rein 

(G : glomérule, Pl à P3 : tub e proximal, TLH anse gr ê l e de 

Henlé, D : tube distal, CD : tube collecteur), estomac (P cel­

lules pari étales , C : ce llules principales, M : cel l u l es de la 

musculos ae) , pancréas (exocrine et endocrine) . Intensité de 

fluorescence de s anticorps anti-mitochondries (Ml à M6), anti­

microsome s de foie et de rein (LKM1,2) anti-ribosome s (R) . 

En considérant dans ce tableau 7 les ant icor ps anti-LKMZ . 

ceux-ci donnent une fluores cence intens e au niveau des hépatocytes 

et des segments Pl et P2 du tub~ proximal du r ein . La f luores­

c ence est plus fa ib le au nive au de P3 et des cellules de l a 

couche musculosae de l'estomac . Aucun e f l uorescence n'est obse rvée 

i 
.J 1 

[ 

l 
1 
1 
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1 
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; 
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au niveau des autres t ypes cellulaires. L'obtention de ce profil 

particulier de fluorescence avec un sérum de malade permettra 

de diagnostiquer la présence d'anticorps anti-LKM2 . dans ce 

sérum. Ce tableau résume, de façon générale, la réactivité des 
différents anticorps anti-tissus par rapport aux sous-structures 

tissulaires, toutes espèces confondues. Nous verrons par la suite 

qu'il peut y fiVoir quelques petites différences pour un même 

anticorps suivant que l'on utilise des organes de rat ou de 

souris (par exemple, l'intensité de fluorescence des anticorps 

anti-LKMZ au niveau des hépatocytes périportaux est différente 

chez le rat et chez la souris mâle, mais est identique au 

niveau des hépatocytes centrolobulaires). 

Chaque anticorps anti-tissus est dirigé contre une orga­

nelle cellulaire. Aucune fluorescence ne peut donc être observée 

si l'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 

vérifie r que tel anticorps est dirigé contre tel organi te cellu­

laire. 

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

L'HEPATITE 

Des anticorps anti-tissus ont été détectés dans .le sérum 

de patients atteints d'hépatites infectieuses : 

-anti-noyau et anti-muscle lisse (hépatite B), 

- anti-LKM.:) (hépatite D) 

- anti-Ml (syphilis hépatique). 
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Trois types d'hépatites dont l'origine reste encore indéter­

minée conduisent à l'apparition d'anticorps anti-tissus dans 

le sérum des malades : 

- la cirrhose biliaire primitive (CBP) (anticorps anti­

mitochondries M2, M4, MS et M9), 

- l'hépatite auto-immune de type I ou hépatite lupoîde 

(anticorps anti-noyau et anti-muscle lisse), 

l'hépatite auto-immune de type II ou hépatite chronique 

active (CAH) (anticorps anti-LKMl et anti-LCl) 

Nous ne développerons pas ici les hépatites médicamenteuses 

aiguës mais nous nous focaliserons sur les hépatites chroniques 

d' origine médicamenteuse dont les lésions sont comparables à 

celles des hépatites chroniques actives. Cependant, les médica­

ments responsables de ce type d'hépatite provoquent également 

des hépatites aiguës. Il est à remarquer que la présence d'auto­

anticorps dans le sérum de patients atteints d'hépatite médica­

menteuse ne se produit qu'avec certains médicaments. 

Selon le type d'anticorps apparaissant dans les hépatit e s 

qu'ils déclenchent, les médicaments ont été clas sés en trois 

groupes (40) 

- le premier groupe comprend l'oxyphénis~tine, la clométacine, 

la nitrofurantoîne, la papavérine, le fénofibrate et l' a­

méthyldopa. Des anticorps anti-muscles lisses, anti-noyaux 

et quelquefois anti-mitochondries ont été détectés dans le 

sérum des malades atteints d'hépatite après traitement par 

ces médicaments ; 

- le deuxième groupe est constitué de 2 médicaments : l'acide 

tiéni l i que (Di f l u rex* ) et l ' iproniazi de (Marsilid*) . Ces deux 

méd icaments condui sen t chacun_: à l' appari t i on d'anticorps très 
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spécifiques, respectivement des anti-LKMZ (41) et des anti­

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

sur ces auto-anticorps tout au long de ce trava il ; 

- le troisième groupe ne comprend que l'halothane. Dans 25 % 

des hépatites provoquées par cet anesthésique, la présence 

d'anticorps anti-LKMl est détectée dans le sérum des malades. 

Bien sûr, cette liste est loin d'être exhaust ive ; des anti ­

corps ont été récemment détectés dans les sé rums de malades 

présentant une hépatite à 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'antigène 

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

Nous allons nous intéresser plus particulièrement à deux 

médicaments : l'halothane et l'acide tiénilique, qui conduisent 

à des phénomènes hépatotoxiques de t ype immune-allergique . En 

effet, ce sont les deux seuls cas où l'on possède quelques élé­

ments de départ vers une compréhension de s mécanismes de ce r­

taines étapes à l'origine de ces phénomènes hépatotox iques. 

1.5. EXEMPLE DE DEUX MËDICAMENTS RESPONSABLES D'HËPATITES DE 

TYPE IMMUNO-ALLERGIQUE 

I.S.l. CAS DE L 'HALOTHANE 

L'halothane, un anes thésique halogéné, commercialisé dès 

1953, et de loin le plus couramment utilisé dans le monde, a 

été rendu responsable de nécroses hépatiques dès 1958. 

Deux types d'hépatites à l'halothane ont été mis en évidence 

(44) : 

- une hépatotoxicité directe, généralement bénigne avec 

une élévation des transaminases e t un taux de pho spha­

tases alcalines modérément augmenté. Un examen histo logique 

montre une nécrose centrolobulaire 
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- une hépatotoxicité de type immuno-allergique, rencontrée 

chez un petit nombre de patients (1 cas sur 30.000) mais 

sévère, se produisant généralement après réexposition 

sans relation effet/dose apparente et présence de carac­

tères cliniques allergiques (éruption cutanée, fièvre, 

éosinophilie). Chez 25 % de ces malades, des anticorps 

anti-tissus de type LKMl ont été détectés dans leur 

sérum (1, 45). 

Différentes études ont démontré l'importance du métabolisme 

dans ces hépatites à l'halothane (46). La figure 10 montre 

que l'halothane est métabolisé selon deux voies, oxydative et 

réductrice, dont les importances relatives dépendent de la 

pression partielle en oxygène (47). Ces deux voies génèrent des 

métabolites réactifs capables d'alkyler les protéines hépatiques . . 
La voie réductrice conduit à la formation d'un radical, CF 3CHC1, 

qui est à l'origine de l'hépatotoxicité directe de l'halothane. 

La voie oxydative, quant à elle, génère CF 3COC1 (TFA) entité 

réactive pouvant s e fixer de façon covalente sur les protéines 

hépatiques. Ce métabolite e st responsable de l'hépatotoxicité 

de type immune-allergique. Il a été montré que CF 3COC1 a la 

capacité de trifluoroacétyler les protéines hépatiques. En 

effet, des anticorps dirigés contre cet haptène (anticorps anti­

TFA) r econnaissent spécifiquement par immune-transfert deux 

protéines trifluoroacétylées (54 et 59 kd) dans les microsomes 

de rats induits par le phénobarbital, puis anesthésiés par l'ha­

lothane. La protéine de 54 kd a été identifiée comme étant la 

forme majeure de s cytochromes P-450 induite par le phénobarbital 

(48). Ces mêmes anticorps anti - TFA ont p~rmis, par immunofluo­

re s cence indirecte, de mettre en évidence la présence de protéine s 

trifluoroacétylées au niveau de la membrane d'hépatocyte s de 

rats traités par l'halothane (49). Les conséquenc e s de l'appari­

tion d'un néo-antigène à la surface des hépatocytes peuvent être 

déduites des résultats de DAVIS (46). Celui-ci a montré que 

l'incubation de sérums de malades,ayant fait un accident hépa­

t ique de type i mmune - allergique et c ontenant des anticorps an t i-
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Fig. 10 .. Métabolisme de l'halothane (d'après 47) 

ROH 

CF2 = CHCI 

LKM1, en présence d'hépatocytes de lapins traités par l'halothane 

et de lymphocytes de sujets s~ins conduit à la lys e des hépato­

cytes. Ces résultats suggèrent que le métabolite réactif, formé 

par oxydation de l'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-antigène devient 

alors la cible du s ystème immunitaire. 

I.5.2. CAS DE L'ACIDE TIENILIQUE 

L'acide tiénilique (Diflurex*),diurétique uricosurique, a 

été m1s sur le marché en 1976 par le laboratoire ANPHAR ROLLAND 

pour ses propriétés dans le traitement de l'hypertension. 

Introduit en 1979 aux Etats-Unis, il a, après quelques mois, 

été retiré de la vente du fait de l'apparition de phénomènes 

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 l'hépatotoxicité de l'acide tiénilique. 

L'acide tiénilique est métabolisé de façon importante chez 

l'Homme et chez le Rat. Le métabolite urinaire majeur dérive 

de. l'hydroxylation en position 5 du noyau thiophêne (figure 11). 

Ce métabolite représente 50 % de la dose chez l'Homme et 30 % 

chez le rat (51). 

Fig . 11 : Métabolisme de l'acide tiénilique. 

Acide tiénilique 

Cl Cl 

Îï"i: ~--@- OCH,COOH 

s\~/
1 

0 s 

CRE 4316 

+ 0~-A• 
S OH 

(<~o-~o:c de 1 a dose) (mi ne un 

+ ArcooH {mi ne ur} 

Ce métabolisme oxydatif est retrouvé in vitro par incubation 

d 1 r • d . , . 1. ( , 14c 1 f . , ) e acl e tlenl lque marque au sur a ·-onctlon cetone 

en présence de microsomes hépatiques (humains ou de rats) et 

d'un système générateur d'électrons (NADP}I) (52). 

D'autre part, le laboratoire ANPHAR ROLLAND a montré que, 

ln vivo, une proportion faible de l'acide tiénilique ou de ses 

métabolites est liée de façon covalente aux protéines hépatiques 

de rat. L'isomère en position 3 de l'acide tiénilique, le CRE 

4316 (figure 11), donne, dans les mêmes conditions, un taux de 

f i xation cova l ente d:j._x fois plus élevé que l'acide tiéni lique. 
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Des résultats similaires ont été retrouvés in vitro à 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 système générateur d'électrons (NADPH) (53). 

!~~~~~?~-~?P~~!?_~~~~~g!ggtg~~?_g~?-~ff~!?_?~~Q~~~~~~?-~~P~!Q­

!Q~!g~~?_g~-!~~~~~~-!~~~i!ig~~-

Différents paramètres analysés après survenue d'une hépatite 

chez des patients ayant pris de l'acide tiénilique suggèrent un 

phénomène de type immuno-allergique (54) 

-fréquence rare (1 cas sur 10.000), 

- période de sensibilisation, 

- survenue de l'hépatite à la réadministration du médicament 

après un arrêt, 

- pas de relation effet/dose apparente, 

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

LKM2 (41). 

Une étude effectuée au laboratoire, en collaboration avec 

l'équipe du Pr. LEROUX (Hôpital Necker, Paris), a permis d'iden­

tifier l'antigène contre lequel semblent être dirigés ces anti­

corps anti-LKM2 (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 même que des microsomes 

provenant de foie humain foetal connus pour leur absence de cy­

tochrome P-450-8 (56). De plus, ces sérums contenant desanti­

corps anti-LKM2 inhibent l'hydroxylation en 5 de l'acide tiéni­

lique. L'activation métabolique in vitro de l'acide tiénilique 

ou de son isomère, avec fixation covalente sur les protéines hépa­

tiques, est également inhibée par ces sérums. 
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Ces résultats suggèrent qu'un cytochrome P-450 responsable 

de l'activation métabolique d'un médicament peut, sous l'in­

fluence de ce médicament (ou de ses métabolites), devenir anti­

génique et induire la formation d'auto-anticorps. 

1,6, MOTIVATION DU TRAVAIL 

I.6.1. PROBLEME 

A partir de quelques données de la littérature concernant 

l'hépatite de type immuno-allergique à l'halothane et des élé­

ments que nous venons de décrire au sujet de l'hépatite à 

l'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 6 é tapes 

1. Activation métabolique de l'acide tiénilique 

- forma ti on d '.un méta ba 1 i te stabl e , 

- 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) 

à la surface de l'hépatocyte. 

4. Expression membranaire d'un néo-antigène. 

5. Intervention du système immunitaire avec formation 

d'anticorps anti-LKM2. 

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

I.6.2. STRATEGIE SUIVIE 

Au début de cette étude, nous possédions les informations 

c i- apr ès rela tives aux d i ffé r ent es é t apes r ep r ésent ées s ur 

l a f igure 12 . 
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Fig .. 12 Mécanisme postulé pour l'apparition d'anticorps 

an ti -LKM2. 

ACIDE TIENILIQUE(AT) 
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L'hydroxylation en position 5 de l 'acide tiénilique 

par le cytochrome P- 450-8 présent dans l e f oie humain 

a été montrée. 

Au cours de l'activation métab olique de l'acide tiéni­

lique, la formation e t la fixation de métabolites 

réactifs sur les protéines hépatiques ont été observées . 

Les anticorps anti - LKM2 dé tectés dans le sérum des 

patients ayant fait un accident hépatique sont spéci ­

f iquement dirigé s contre une protéine hépatique, le 

cytochrome P-450-8. 

Afin d'obtenir des informati ons sur les é tapes 3 et 4, il 

fa lla it disposer d'un modèle an imal. Pour pouvoir suivre l'appa­

rition d'éventuels néo- antigènes, reconnus par l es anticorps 

anti -LKM2, à la surface d 'hépatocytes de r ats traités par 

l'acide tiénilique , il était, dans un premi er temps, nécessaire 

de mieux comprendre l a r econnaissance des constituants hépatiques 

de rat par ces anticorps humains . Cette r éactivité croisée 

existe puisqu'elle est à la base du test de détec tion des anti-

;' corps anti-LKM2. Ceci nous a amenée à répondre successivement à 

deux questions : 

1. Que reconnaissent le s anticorps anti-LKM2 sur l es coupes de 

foie de rat ? En d ' aut r es termes, comment peut-on expl ique r 

le test de détect ion de ces auto-anticorps prat i qué par le 
Pr . HOMBERG ? 

Cette question f era l'objet du chapitre III avec trois ap ­

pr oches différentes : 

- utilisation de l a technique d'immune-trans fe rt pour dé ­

terminer ce que reconnaissent les anticorps ant i-LKM2 dans 

les microsomes hépatiques de rats différemment traités ; 

- capacité des anticorps anti -LKM2 à inhiber l'activation 
mé tabolique de l' acide t iénilique ou de son isomère par 

des microsome s hépatiques de rat ; 



te
l-0

06
53

61
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

19
 D

ec
 2

01
1

- 37 -

degré de reconnaissance, par immunofluorescence indirecte, 

des anticorps anti-LKM2 sur des coupes de foie de rats 

différemment prétraités. 

2. Y a-t-il apparition d'un nouvel antigène à la surface d'hépa­

tocytes de rats après traitement par l'acide tiénilique ou 

son isomère avec, éventuellement, une i nduction préalable ? 

Cette question sera abordée dans le chapitre IV à l'aide 

d'un test en immunofluorescence utilisant des hépatocytes de rats 

différemment traités et des anticorps anti-LKM2 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 dernière partie de ce travail port e sur un thème différent. 

Peut-on généraliser ce type de mécanisme à un autre médicament, 

l'iproniazide (Marsilid*), conduisant également à une hépati te 

de type immune-allergique ? Les anticorps anti-tissus détectés 

dans le sérum des patients ayant fait une hépatite après 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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CCHAJPliTJRE ][][ 

MATERIELS ET METHODES 
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ll.l. MATÉRIELS 

II.l.l. PRODUITS CHIMIQUES 

L'acide tiénilique et son isomère, le CRE 4316, nous 

ont été donnés par les Laboratoires Anphar Rolland. Ces 

produits ont été marqués au 14c sur le groupement cétone 

(5 et 25 Ci/mole) par le CEA (France) pour l'acide tiénilique 

(57) et par Amersham pour le CRE 4316. 

Les réactifs d'électrophorèse ont été achetés chez 

SERVA,les feuilles de nitrocellulose chez Bio-Rad, les immuno­

globulines conjuguées à la peroxydase chez DAKO, celles conju­

guées à la fluorescéine chez Diagnostics Pasteur. Les marqueurs 

de poids moléculaire pour électrophorèse (phosphorylase B 94 kd, 

albumine sérique bovine 67 kd, ovalbumine 43 kd) provi ennent 

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 pargy1ine tritiée (23 Ci/mmole) a été achetée a1ns1 

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 

commercialeme nt disponible. 

11.1.2. ANIMAUX 

Des rats mâl e s de souche Sprague Dawley (Iffa Credo, 

69 - L'Arbresle) pesant environ 200 g ont été utilisés pour 

le s différentes études. Les animaux, répartis de . façon al éatoire 

pa r cage , on t été héb ergés e n caisson s av e c r en ouve ll eme nt 
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d'air filtré, à une température constante, dans des conditions 

hygrométriques stable~ et un éclairement de rythme nychtéméral. 

La nourriture (A04, UAR, 91 - Epinay sur Orge) et l'eau 

de boisson ont été données ad libitum. 

Des lapins "Fauve de Bourgogne" ont été employés dans 

les expériences d'obtention d'anticorps. 

11.1.3. TRAITEMENTS 

Les rats après une période de stabilisation de 10 jours, 

ont été traités pendant 3 jours par injection péritonéale de 

différents produits aux doses indiquées. 

Produits 

Phénobarbital (PB) 

- s-naphtoflavone (BNF) 

Cyano-16a -pregnenolone 
(PCN) 

- Méthyl-3 cholanthrène 
OMC) 

- Triacétate d'oléando­
mycine (TAO) 

- Fénofibrate (FEN) 

- Clofibrate (CLO) 

- Acide tiénilique (AT) 

- CRE 4316 

Dose Solution injectée (1 ml) 
mg/kg/j 

80 20 mg/ml en solution 
saline NaCl 0,9 % 

50 12,5 mg/ml dans l'huile 
de mais 

50 12,5 mg/ml dans l'huile 
de mais 

25 6,25 mg/ml dans l'huile 
de mais 

500 125 mg/ml en suspension 
dans l'huile d e mais 

500 solution à 10 % en volume 
dans l'huile de mais 

500 solution à 10 % en volume 
dans l'huile de mais 

100 

100 

25 mg/ml dans un tampon 
Tris 8'5 mM 

25 mg/ml dans un tampon 
Tris 85 mM 
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Le traitement clofibrate, puis acide tiénilique, a été 

réalisé par 3 injections de clofibrate (500 mg/kg/j ;J1 2 3} 
' ' 1 injection d'acide tiénilique (100 mg/kg;J4 } avant sacrifice. à~-

A la fin du traitement, après une nuit de jeûne, les 

rats sont tués par dislocation cervicale et saignés, par 

section de la carotide. Le foie et le rein éventuellement sont 

prélevés. 

Dans le c~s d'obtention d'hépatocytes isolés, les rats 

sont endormis par injection intra-péritonéale de pentobarbital 

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

II.1.4. SERUMS 

Les sérums de patients atteints d'hépatite après prise 

d'acide tiénilique et contenant des anticorps anti-LKM2 (JOR, 

CAI, TAY, KUT, PLA ) nous ont été donnés par le Pr. HOMBERG 

(Hôpital Saint Antoine, Paris), ainsi que ceux de patients 

atteints d'hépatite à l'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) nou s a 

fourni des anticorps polyclonaux de mouton et monoclonaux 

de souris dirigés contre la monoamine oxydase B de foie humain. 

II.l.S. CYTOCHROMES P-450 PURIFIES DE FOIE DE RAT 

Les cytochromes P-450 purifiés de foie de rat proviennent 

du La boratoire du Dr R. C. WOLF (Edimbourg , Ecoss e ). 
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II.l.6. FOIES HUMAINS 

Les foies humai.ns nécessaires à la préparation de micro­

sames ont été prélevés après mort accidentelle et congelés. Les 

foies de sujets. normaux (H97, H96, H86) nous ont été donnés par 

le Pr. BEAUNE (Hôpital Necker, Paris), le foie d'un sujet 

hydroxylateur lent pour la méphénytoîne (KDL) par le Pr URS 

MEYER (Bâle, Suisse) et les foies foetaux (F 135, F 139) par 

le Dr CRESTEIL (Hôpital Necker, Paris). 

II.2. ÉTUDES BIOCHIMIQUES 

II.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'à décoloration (élimina­

tion de l'hémoglobine), découpé en dés dans du tampon Tris 

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

à 1 'Ultra-Turrax. dans le cas de foie humain ~~2l:é, homogénéisé 

dans un appareil de Potter-Elvejhem (20à 40 g de foie pour 

100 ml de tampon) et centrifugé 10 m1n à 800 g (précipitation 

des noyaux et débris cellulaires). 

b) Surnageant centrifugé 20 m,in......ê: 13509. g (Précipitation des 
~-- ~~--

mitochondries). >""'-- 1 o , · 

c) Surnageant centrifugé 60 m1n à 100.000 g (précipitation 

du glycogène et des microsomes, le surnageant contenant le 

cytos ol). 
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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 à 100.000~ (élimination de l'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 à 4°C, les 

microsomes obtenus sont congelés immédiatement dans l'azote 

liquide et conservés à -80°C. 

Toutes les mesures spectrophotométriques ont été effec­

tuées sur un spectrophotomètre KONTRON 820 possédant une sphère 

de diffusion et en utilisant des cuve s à bords noirs afin de di­

minuer la diffusion de la lumière par la suspension mlcro­

somale. 

Deux dosage s sont immédiatement effectués sur la prépa­

ration microsomale diluée dans un tampon phosphat~ 0,1 M 

contenant 0,1M EDTA, pH;;; 7,4. Le cytochrome bS est dosé 

par spectroscopie UV-visible différentielle entre la sus pen­

sion microsomale réduite p a r quelques grains de dithionite de 

sodium (cuve échantillon) et la suspension microsomale non 

traitée ( t: 427-410 nm ;;; 181 cm-l mM- 1 ). 

La concentration des microsomes en cytochromes P-450 

est déterminée par la méthode de OMURA et SATO (59) : les hémo­

protéines contenues dans l e s deux cuves sont réduites par addi­

tion de quelques grains de dithionite de sodium et la cuve 

échantillon est sa t u rée en mon oxyde de carb one pa r b a rb o t age 

( t: 450-4 90 nm = 91 cm - l mM - l) . _! 
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La concentratio.n en protéines des microsomes p r éparés 

a été déterminée par la méthode de LOWRY (60). Cette mé thode 

calorimétrique utilise l'albumine sérique bovine comme standard. 

La densité optique est lue à 546 nm. 

II.2.2. MITOCHONDRIES 

Des mitochondries sont préparées à partir du fo ie 

humain H97. La méthode de préparation est identique à ce lle 

des microsomes jusqu'à l'étape b) et se poursuit selon le pro­

tocole ci-après : 

c) Culot homogénéisé dans un tampon Hépès 5 mM contenant 

0,5 mM EDTA et 0,25 M saccha r ose, pH= 7,5, pui s centrifugé 

15 min à 500 g . 

d) Surnageant centrifugé 15 m1n à 15.000 g . 

e) Culot homogénéisé dans le tampon de l'ét ape c) puis centri­

fugé 15 min à 13.000 g. 

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

contenant 20% glycérol, pH= 7,4 . 

Toutes ces mani pula tions sont effectuées à 4° C, les 

mitochondries obtenues sont immédiatement conge lées dans 
l' azot e liquide et conservées à -80°C. 

Des mitochondri es ont é té également préparées à partir 

d'un placenta humain frais provenant de l a mate rnité de Baude­

locque (Paris), selop une méthode décrite (61) . 
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Après élimination du cordon ombilical, du sac amniotique 

e t du tissu conjonctif, l e placenta est rincé par du t ampon 

phosphate (PBS), pH= 7,4 . 

a) Découpé, broyê dans un Waring Blendor, homogénéis é à l'Ultra­

Turrax dans un tampon phospha t e 10 mM contenant 0,25 M sucrose, 

0,5 mM EDTA et 0,5 mM fluo rure de phénylméthyl sulfoxyle, 

pH= 7 ,2, filtré sur une gaze , puis centri fugé 15 min à 

1250 g . 

b) Surnageant centri fugé 15 min à 26.000 g. 

c) Culot homogénéis é dans un appareil de Potter-Elvej hem. dans 
le tampon de a) puis centrifugé 15 min à 26.000 g ; 

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

KCl, 0,5 mM EDTA, pH= 7 ,2 pui s centrifugé 20 min à 40~000 g . 

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

20% glycé r ol, pH = 7 , 4. 

Toutes l es manipulations son t e ffectuée s à 4° C. Les mito­

chondries après congélation dans l' az ote liquide sont conservées 

à - 80°C . 

Les mitochondr ies obtenue s à partir de foie ou de 

placenta humains (325 ~g de proté ines mitochondriales dans un 

volume f inal de 50 ~1 complété par du tampon phosphate 0, 1 M, 

pH= 7 ,4) sont incubées en présence de 0,9 ~M de pargyline tri­

tiée (23 Ci/mmole) pendant 1 h à 37°C. 

Une inhibition spécifique du marquage à la pargy1ine 

des mono amine oxyda~es A ou B est r éa l isée par une incubation 
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préalable des mitochondries en présence de 1 , 5 ~M de clorgyl ine 

ou de dépreny1 pendan t 1 h à 37°C (62). 

La suspens ion mitochondriale de foie ou de placenta 
humains marquée à l a pargyline est centrifugée 5 min à 12.000 g 

(centrifugeus e Eppendorf, Si gma) . Le culot es t l avé 5 fois 

par du tampon pho sphate de potassium · 0,1 M, pH= 7,4 af in 

d'éliminer la pargyline non f i xé e. Le cul ot final obtenu 

e st solubilisé par un tampon phosphate 0 , 1 M, pH= 7 , 4 conte ­

nan t 1 % CHAPS et 0,4 % Tr i ton. Une centrifugation à 12 .000 g 

pendant 3 min permet d' é liminer les mitochondr ies non solubi­

lisées et d'obtenir une solution mitochondriale homogène à une 

conc entration d' environ 6 ~g de protéines /~1. 

Différentes quantit és de ce tte solution mitochondriale 

(10 à 70 ~1), complétées à 100 ~1 par du tampon phosphat e 0,1 M 

pH = 7 ,4 sont incubées pendant 1 h à température ambiant e en 

présence de 50 ~1 de sé rum humain témoin ou cont enant des an­

ticorps anti-M6 (JAC , BIM) dilués au 1/200 , 1/ 100 ou 1/ SOè. 

Son t ajoutés ensuit e 50 ~1 d'une suspensi on de proté ine A (Ultrogel 

aul/2,Sèdans le tampon phosphate 0,1 M , pH= 7,4 par rapport 

à l a suspension commerciale) et laissé s incuber pendant 1 h 

à température ambiante. Le mélange est alors centrifugé 
5 min à 12.000 g : 

- Le surnageant obtenu es t déposé sur filtre de verre . Les 

protéines sont précipitées par immersi on du f iltre 20 min 
dans une solution d' acide trichloracétique à 15 %. Les filt r es 

s ont ensuite rincés deux fois 10 min dans du mé thanol e t une 

fois 10 min dans de l'acétate d'éthy le; La radioactiv ité 

des filtres séché s est quantifiée dans un compt eur à 

scintillation Packard Tricarb 300 après addition de 2 ml 

de toluène scintill ant. 
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Le culot est lavé par du tampon phosphate 0,1 M, 

pH= 7,4 puis solubilisé par 100 ~1 NaOH lM. La radioactivité 

est comptée après addition de Picofluor. 

L'activité enzymatique des MAO est mesurée dans le sur­

nageant obtenu après immunoprécipitation à partir de 240 ~g 

de protéines mitochondriales par les différents sérums. Pendant 

15 min,SO ~1 de ce surnageant sont incubés à 37°C en présence 
. .. 14 

de 45 ~M de chlorhydrate de tyramine marquée au C (1 mCi/mmole) 

dans un volume final de 220 ~1 complété par du t ampon phosphate 

0,1 M, pH= 7,4. Le produit d'oxydation est extrait par 3 ml 

d'un mélange acétate d'éthyle/toluène (v/v). La radioactivité 

est comptée dans la phase organique après addition de 10 ml de 

toluène scintillant. 

II.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 ~1 de tampon phosphate 0,1 M, 

pH= 7,4. Les incubations de 150 ~1 sont initiées par addition 

d'un système générant du NADPH (10 mM glucose-6-phosphate, 

1 mM NADP,2UI/ml glucos e -6-phosphate déshydrogénase) et du 

substrat (100 ~M acide tiénilique ou CRE 4316 marqués au 14c). 
Après 20 min à 37°C, 50 ~1 d'incubat sont prélevés et déposés 

sur filtre de verre Whatman GFA 20 mm (6'3). Les protéines sont 

précipitées par immersion du filtre 20 min dans une solution 

d'acide trichloracétique à 15 %. Les filtres sont ensuite 

rincés 2 . fois 10 min dans du méthanol et une foi s 10 min 

dans de l'acétate d'éthyle. La radioactivité des filtres séchés 

est quantifiée dans un compteur à scintillation Packard Tricarb 

300 après addition de 2 ml de toluène scintillant. 
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Les effets des anticorps sur cette fixa tion covalente 

sont étudiés après préincubation des microsomes en prés enc e 

de sérum pendant 20 min à 0°C. 

II.2.4. ELECTROPHORESE ET IMMUNO-TRANSFERT 

Les électrophorèse s de protéines sur gel SDS/polyacryla­

mide ont été réalis ées selon la méthode de LAEMMLI (64) 

dans des cuves LKB contenant un tampon de migrat ion . 

Les protéines (microsomes, cytochromes P-450 purifiés, 

mitochondries) sont tout d'abord dénaturées par un mélange de 

s~mercapto-éthanol et de sodium dodécyl sulfate (SDS) (solution 

de dénaturation des protéines) et par chauffage 2 min à 100°C 
avant d'être déposé es (5 à 20 ~g de protéines/puits) sur un 

gel discontinu de SDS/polyacrylamide. Le gel de migration 

est à 9 % en polyacrylamide et celui de compression à 4,5 % 
(ge ls de migration et de compression). Un courant de 20 mA/ge l 

est app liqué jusqu'à ce que l e s protéines atteignent le gel de 

migration. L'intensité es t a lors augmentée à 40 mA/ge l. 

Les protéines séparées par électrophorèse sont ensuite 

soit colorées au bleu de Coomassie, soit transférées sur feuille 

de·nitrocel lulose (65) dans un tampon de trans fer t. 

Les protéines trans fé rées sont colorées de façon fugi ­
tive au Rouge Ponceau S . Les feuilles de nitrocellulose sont 

ensuite saturées pendant 10 min à 37°C p~r une so l ution de 

satura tion contenant de la BSA et du sérum de veau foetal . 

Puis l e sérum à t es ter (dilué au 1/lOOè en général dans la 

solution de satura tion) est incubé en présence des feuilles 

de nitrocellulose pendant 30 min à 37°C et une nuit à 4°C. 

Après 6 lavages de 5 min par du tampon PBS contenant du Tween 

(PBS Tween), des immunoglobulines marquées à la pe roxydase 
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(diluées dans du tampon PBS au 1/ lOOè à 1/500è suivant l es 

cas) sont ajoutée s pendant 30 min à tempé rature ambiante . 

La révéla tion des anticorps fixés est r éa lisée, après 6 la ­

vage s de 5 min par du tampon PBS , par une solution de tétra­

chl orure de diamino-3,3' benzidine (Sigma) contenant de 

l' eau oxygéné e e t des sels de chlorure de nicke l et de 

cobalt (solution de révélat ion) (66 ) . 

Tampon de migration 

- Glycine 115,2 g 

Tris 24 ,2 g à diluer au 1/4 
SDS 8 , 0 g 

- H20 2 ' 0 1 

- Solution de dénatura tion des protéines 

- Glycérol 60 % d ans H2o 5,0 ml 

Tris ZM, pH 6,8 1,0 ml 1 mg de p ro t éines 

SDS 10 % dans H20 3,0 ml es t so lub ilisé: -
dans 250 de ~1 

Pyronine 0,5 % d ans H2o 0,2 ml cet t e so lution 

- H20 0,8 ml 

S-Mercap to-éthanol 1, 5 ml 

- Gel de migration 
- Ac r y l amide 22 ,0 g 

} - Bis- acry lamide 0 ,6 g 16 ml 
- H20 qsp 100,0 ml 

Temed 1 % dans H20 1, 2 ml 
- Persul fate NH4 1 % dans H20 1' 7 ml 

- Tri s 0,75 M, pH ;;; 8,8 1 , 9 ml 

SDS 2 l'< 0 dans H20 2, 0 ml 
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- Gel de compression 

- Acrylamide/bis-acrylamide 

(solution identique à celle 

- Temed 1 % 

- Persulfate NH 4 l % 

- Tris 0,25 %, pH= 6,8 

SDS 2% 

- Saccharose 

1,4 ml 

du gel de migration) 

0' 5 ml 

0,4 ml 

5,0 ml 

0,5 ml 

1,0 g 

- Bleu de Coomassie 

- Bleu de Coomassie 

- Acide acétique 

- Ethanol 

- H
2

0 

200 mg 

10 ml 

45 ml 

45 ml 

coloration pendant 30 min 
puis décoloration par 
une solution méthanol­
acide acétique (v/v) 
diluée au 1/Sè dans H20 

- Tampon de transfert 

- Glycine 43,2 g 

- Tris 9,1 g 

- H20 2400,0 ml 

- Méthanol 600,0 ml 

- Rouge Ponceau S 

-

- Rouge Ponceau S 

- Acide trichloracétique 

- H 20 

Tampons PBS/PBS Tween 

- Na Cl 40,0 g 

- KH 2Po4 1,0 g 

- Na
2
HP0 4 ,1ZH

2
0 14,5 g 

- KCl 1,0 g 

- H20 5,0 1 

Solution de saturation 

0,2 g 

3,0 g 

100,0 ml 

+ Tween 20 

- BSA 3,0 g 

- Sérum de veau foetal 10,0 ml 

- PBS Tween 90, 0 ml 

2,5 ml 
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- Solution de révélation 
- Tétrachlorure de diamino-3,3' 

benzidine 

- Cl 2Co,6H20 

Cl 2Ni, 6H20 
H2o2 30 % 

PBS 

II. 2.5 . FLUOROGRAPHIE 

50,0 mg 

7 , 5 mg 

7 , 5 mg 

10,0 Ill 
50,0 ml 

Afin de visualiser les protéines mitochondriales marquées 

à la pargyline tritiée, une f luorographie est r éa lisée à partir 

des gels d'éle c tropho rèse colorés au bleu de Coomassie. Ces ge ls 
sont incubés pendan t 30 min en présence d'Enl i ghtni ng (so lu­

tion commerciale) puis séchés et mis au contact d 'un film 

photographie KODAK (X - OMAT) pendan t 3 semaines . Le film est 
a lors révélé (Révélateur LX 24 KODAK), puis fixé (F i xateur 

AL4, KODAK) . 

11.3. ËTUDES IMMUNO LOG IQUES 

II.3 .1. IMMUNISATION D'ANIMAUX 

~~ !~!!!!!_~!~P~!~!tQ~- ~~ -P!Q!~t~~?-~~P!~~t?~~?_P ~r_!~~ç~~~ 

!~~J]~~~gl!~-

Afin d'obtenir des anticorps anti -haptène, ici, anti ­

acide tiénilique , l'acide ti énilique a été couplé à des pro ­

téines porteuses (BSA ou Caséine) selon une méthode décrite 

(67) . Dans 2 , 85 ml de dioxane , sont dissous 100 mg (0 ,3 mmol e) 

d'acide tiénilique f r oid auxquels sont ajoutés 20 111 d ' une so lu­
tion 10 mM d'acide ti énilique marqué au 14c (5 !lCi/!Jmole) et 

0,0 7 ml de tri-n-buty l ami ne. La s olution est refr oidie à -10°C 

e t 0,04 ml de chlorocarbonate d'isobutyl es t ajouté. La réac tion 

se poursuit pendant 20 min à 4°C. L'additi on d ' une solution 

1 

f 

1 
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homogène et refro idie, de 0,4 g de BSA (ou de Caséine) dans 

20 ml H20/dioxane (v/v) et 0,4 ml NaOH 1 N, est alors effectuée . 

Après 60 min, 0, 19 ml .de NaOH lN est ajouté. L' agi tation et 

le refroidissement sont poursuivis pendant 4 h. La solution 

obtenue est di a l ysée contre de l' eau pure pendant 48 h. Le 

précipité est recueilli par centrifugation. 

Un comptage de la radioactivité e t un spec tre en UV per­

mettent de vérifier que le couplage a é t é réalisé e t de dé ter­

miner l a quantité d'acide tiénilique fixé e aux protéines. 

Les solutions de BSA-AT e t Caséine-AT ont respectivement 
pour concentration 1,7 et 2,1 mg/ml, et pour quant i té de radio­

ac tivité 10.000 et 10. 800 cpm/mg. La solution initiale d'acide 

tiénil i que marqué étant de 33 cpm/nmole, le nombr e de nmoles 

d'acide tiénilique fixée s par mg de protéines est donc de 300 

pour la BSA et de 324 pour la caséine. Ce résultat équivaut 

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

39,2 par nmol e 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 solution sérum physjo­

logique/adjuvant complet de Freund (v/v) pour la première injec­

tion, puis de façon jdentiqne, mais avec de l'adjmra nt incomplet 

de Freund (pour les 5 rappels à 1 mois d'intervalle). Des pré­
lèvements sanguins sont effectués 10 jours après chaque inj ec­

tion, .au niveau de la veine exte rne de l'oreille. 

11.3.2. TEST ELISA DES SERUMS DE LAPINS IMMUNISES 

Il est déposé 100 ~1 d'une solution de BSA-AT ou Casé ine­

AT (5 à 20 ~g/ml dans l e tampon A) dans chaque puits d'une 
1 _, 
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plaque de micro titra ti on · (NUNC, Réf. 4:.. 6 667) , et incubés pen­

dant une nuit à 4°C. Après 3 lavages par un tampon PBS Tween, les 

puits sont saturés pendant 60 min à 37° par 200 ~1 d'une solu-

tion de 3 % gélatine dans du PBS Tween. sérums à tester 

(100 ~1 à différentes dilutions dans du PBS Tween) sont ajoutés 

pendant une nuit à 4°C. Trois lavages par du PBS Tween sont 

effectués . ·/Sont ~: aj outés . 100 ~1 d'immunoglobul ines marquées 

à la peroxydase (diluées au 1/ZSOè dans du tampon PBS) et ;:incubés 

pendant 60 min à 37°C. 

Après 3 lavages par du PBS, l'addition de 100 ~1 d'une 

solution contenant le substrat de la peroxydas e (solution B) 

est réalisée pendant 20 min à 37°C. 

Dans le cas d'une réaction positive (présence d'anticorps 

spécifiques dans le sérum), une coloration verte est développée . 

Elle sera quantifiée, après arrêt de la réaction par 100 ~1 
H2so4 lN, par la mesure de densité optique à 490 nm effectuée 

par un lecteur automatique de plaques de microtitration 

(Titertek Multiskan). 

- TamEon A 

- Na 2co3 1,59 g 
- NaHC03 2,30 g 

NaN3 0,20 g 

H20 1,0 1 

- Solution B 

- Na 2HP04 
Acide citrique 

- H20 

pH 9,6 

- ABTS (acide azino -2,2' di(éthy l - 3 ' 

benzthiazoline sulfonique) 

- H2o2 1 % 

4 ,12 g 

0,89 g pH 5,6 

100,0 ml 

75,0 mg 

200,0 ~1 
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II . 3 . 4. IMMUNOFLUORESCENCE SUR COUPES D'ORGANES 

Les foies e t re1ns de rats ou de souris, traité s ou non, 

sont prélevés, découpés en blocs de 0,25 cm 3 environ et immé­

diatement congelés dans l'azote liquide. Ces blocs d'organes 

son t ensui t e coupés à l ' aide d ' un cryostat en section s de 

4 ~m d ' épa i sseur déposées su r lames et conservés à - 80°C. 

Les sérums à tester (dilués en généra l au 1/ZOè dans 

du tampon PBS)sont incubés sur les coupes d ' organes pendant 

30 min à t empérature ambian t e et en atmosphère humide . Après 

trois lavages de 5 min par du tampon PBS, les i mmunoglobulines 

marquées à la f l uorescéine sont ajoutées et laissées au contact 

des coupes pendant 30 min . Les l ame s sont ensuite rincées 

3 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 à l ' aide d ' un microscope 

optique Leitz équipé pour la fluorescence . 

II . 3 . 5 . HISTOLOGIE 

Un f r agment d ' organe (foie, r e inl pré l ev é chez l' anima l 

est fixé dans une solution de Bouin, puis déshydraté par une 

série de bains successifs 

- Al cool 70° 2 h 
Alcool 95° 15 min 

Alcool 100° 3 x 10 min 

Toluène 2 x 15 min 

Paraffine 2 x 20 mln 
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L'inclusion est effectuée dans la paraffine. Les blocs 

sont coupés à l' aide d' un microtome en sections de 4 ~rn 

d'épaisseur, déposés ~ur lames e t séchés à l' é tuve à 60°C . 

II.3 . 5.2 . Colora tion à l' Azan de Heidenhain 

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

et l 'orange G. Les noyaux cellula ires sont colorés en rouge, 

les cytop lasme s en rouge ou jaune suivant leur pH, les f ibres 

de collagène en rouge foncé, l es structures riche s en muee­

polysacchar ides acides en bl eu c lair et les fibres é l as tiques 

restent incol ores . 

Les l ames sont déparaff inées par bains successi fs dans 

du toluène , de l'alcool 100° puis 95° et 70° avant d ' être 

rincées à l' eau. La co loration par la solution d'azocarmin G 
es t réalisée pendant 30 mi n à 60°C . Les l ames sont ensuite 

rincées à l' eau , différenciées par de l' alcool 70° contenant 

1 % d'ani line et passées dan s de l'alcoo l à 95° cont enant 1 % 

d'acide acétique. Après rinçage, l es coupes sont mises au 

contact d'une solution d'acide phosphotungstique à 5 % dans 

l'eau pendant 15 mi n. Les lames sont e nsuit e r incées et colo ­

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

Après rinçage, les coup es sont dé s hydratées par des 
bains successifs d'alcoo l (70°, 95° puis 100°) e t de toluène. 

Une l ame lle de verr e es t placée sur l a lame ap rès dépôt d'une 

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

- Solutions de coloration 

- Solution d'azocarmin G 

- Azocarmin G 

- Acide acétique 

H20 

0, 1 g 

2,0 ml 

100,0 ml 

1 _, 

} chauffage à 60° C 
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- Bleu de Heidenhain 

Bleu d'aniline 0,5 g 

} 
dissolution à chaud, pUlS 

Orange G 2,0 addition de 8 ml d'acide - g acétique 
H20 100 ,0 ml 

II.3 .6. IMMUNOFLUORES CENCE SUR HEPATOCYTES ISOLES 

Les hépatocytes de rats (témoins ou trai tés ) sont isolés 

suivant la méthode de SE GLEN (68). Aprês anes t hésie par injec­

tion intra-péritonéale de pentobarbital sodique à 6% (30 mg/kg), 

l'abdomen est incisé, les veines cave et porte (respectivement 

l'entrée et la so rti e des liquides de perfusion) sont dégagées, 

des ligatures posées et l e système veineux sus-hépatique 

clampé aprè s avoi r posé le cathéter au niveau de la veine cave 

et incisé la veine porte. Le foie est alors perfusé 5 min par 

250 ml de tampon Krebs sans calcium et contenant du glucose 

(tampon de rinçage ) à un débit de 30 à 50 ml/min sous oxygéna ­

tion à 37°C, afin d'éliminer une grande partie de l ' hémoglobine . 

Puis le foie est perfusé par une solution de collagénase 

à 37°C, qui est recyclée pendant 30 min. Au terme de cette 

étape , le foie es t prélevé, les cellules sont diss oc iées à 

l'aide d'une peigne fin dans la solut i on de collagénase puis 
filtrées sur toile de nylon. Une première centrifugation à 50 g 

est effectuée pendan t 2 min dans du tampon Krebs sans ca l cium . 
' Une filtration et deux centrifugations successives à 50 g per -

mettent d'obtenir un culot cellulaire propre. 

Les hépatocy t es sont compt és en cellule de Ma lassez et 

leur viabilité es t déterminée par le test d 'exclus i on au bleu 

Trypan : 100 _ cellules mortes x 100 = % viabilité 
cellules totales 
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- Tam2on Krebs sans c<ücium 

- Na Cl 121,0 mM 

- KCl 4' 8,5 mM 

KH 2P04 1,22 mM pH 7,4 

- MgS04 1,22 mM 

- NaHC03 25,50 mM 

Tampon de rinçage 

- Krebs sans calcium 250 ml 

- Glucose 500 mg 

- Solution de collagénase 
- Tampon Krebs sans calcium 100 ml 

- Glucose 360 mg 

- Collagénase 50 mg (à 0 ,2 7 U/mg) 

II.3.6.2. Test d'immunofluorescence 

II.3.6.2.1. Cellules fixées 

Des lames d'immunofluorescence à 18 puits sont traitées 

à la polylysine (0,5 mg/ml) pendant 30 min, le liquide est 

aspiré et les lames sont stockées à - 20°C, prêtes à l'emploi. 

Les cellules isolées sont disposées dans chaque puits 
(10 ~1 d'une suspension à 4.106cellules/ml) . Elles adhèrent 

r 

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. Trois rinçages 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 à teste r (dilué au 

1/25è) est ajouté pendant 60 min. Après lavages , les immuno-

1 
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globulines marquées à la fluorescéine (diluées au 1/lOOè dans 

du tampon PBS) sont incubées pendant 60 min. Les lames sont 

ensuite rincées et une.~amelle de verre est déposées après' addi­

tion d'une goutte de tampon PBS contenant de la glycérine (v/v). 

L'observation est alors effectuée à l'aide d'un microscope 

optique Olympus équipé pour la fluorescence. 

11.3.6.2.2. Cellules non fixées 

Dans ce ca~, les mêmes étapes que précédemment 

sontréalisées (à l'exclusion de la fixation) mais en suspension 

dans des tubes Eppendorf. Après la dernière incubation, un 

frottis du culot d'hépatocytes est effectué sur lames de verre. 
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Etude de la capacité de 
reconnaissance des anticorps anti­

LKM2 vis à vis des microsomes 
hépatiques de rat 
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OBJECTIFS 

Ce chapitre devrait permettre de répondre à la première 

question posée, à savoir que reconnaissent les anticorps anti­

LKM2 au niveau des microsomes hépatiques de rat. Cette réacti­

vité croisée entre antigènes de rat et anticorps humains est la 

clé des études ult é rieures explorant le mécanisme d'apparition 

des anticorps anti-LKM2. 

111.1. DËTERMINATION PAR LA TECHNIQUE D'IMMUNO-TRANSFERT, DES 

CONSTITUANTS MICROSOMAUX HËPATIQUES DE RAT RECONNUS PAR LES 

ANTICORPS ANTI-LKM2. 

Nous allons, dans cette première partie, essaye r de déter­

miner par la t echnique d'immune-transfert ce que reconnaissent 

l es anticorps ant i -LKM Z dans l es microsome s hépatiques de rat. 
Des comparaisons seront réalisées à la fois par rapport à des 

micro somes de foie humain e t aussi par rapport à des anticorps 

anti-cytochromes P-450 de rat obtenus par immunisation de 

l apins à l'aide des protéines purif iées. 

II I.l.l. SEPARATION ELECTROPHORETIQUE DE S PROTEI NES MICROSOMALES 

HEPATIQUES 

III.l.l.l. Proté ines microsomales de foi e humain 

Avant d 'immunorévéler l es protéines ' microsomales de foie 
humain avec différ ents sérums, il était nécessaire de pouvoir 

visua liser leur profil après é l ect rophorèse sur gel de polya cry­

lamide . Les protéines de diverses préparations microsomal es de 

foie humain ont été séparées par é lec trophorè se . Nous avons uti­

lisé des mic rosome s de foi e humain de sujets normaux (H9 7, H86) à 

titre de référence . Le Pr. URS MEYER (B â l e, Suisse) nous ayant 
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donné un foie de sujet hydroxylateur lent pour la méphénytoîne, 

des microsomes de ce foie ont été préparés (KDL). Les anticorps 

anti-LKM2 étant di rigés contre un cytochrome P-450 humain 

(cytochrome P-450- 8) présentant une activité méphénytoîne hydro­

xylase, il était inté r essant de voir si des di fférences pouvaient 

être observées entre sujet .normal et suj et 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 (Hôpital Necker, Paris) et ont été 

utilisés du fait de l '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 r épart i tion protéique des différents microsomes de foie 
adulte (H97 , H86, KDL) es t très analogue . Aucune différence 

électrophor étique n'apparaît entre les microsomes hépatiques de 

suj e ts normaux et de suje t hydroxylateur lent pour l a méphény­
toîne . 

Si l'on compare maintenant l e profil électrophorétique des 

microsomes de foie adulte aux microsomes de foie foetal, deux 

protéines présentes chez l'adulte sont absentes chez le foetus . 

Il s 'agit du cytochrome P-450-8 (envi ron 53 kd) et de l'époxyde 

hydrolase (EH , environ 47 kd), comme ceci ava it été décrit par 
T . CRESTE I L et co 11 . ( 5 6 ) . 

Un tra itement des rats par des inducteurs hépatiques 

classiques ou par des médicaments modifi e de façon i mportante 

la répa r tition (propo rtion et type) des cytochromes P-450 hépa­

tiques par rapport à cel l e de rats non traités . Ce phénomène est 

déc ri t dans la figure 14. 
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Migration électrophorétique sur gel de polyacrylamide 

de protéines microsomales de différents foies humains. 

H 97 H86 Kil... F135 

kd 

67-

. -P.450·8 

43- -EH 

. ·~~ .. 
-~f,· 

Electrophorèse sur gel SDS/polyacrylamide (9 %) de 12 ~g 

de chaque fraction microsomale de foie humain de sujets 

normaux (H97, H86), d'un sujet hydroxylateur lent pour la 

méphénytoîne (KDL) et d'un foetus (F135) ~ 

Coloration au bleu de Coomassie. 
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Migration électrophorétique sur gel de polyacrylamide 

de protéines microsomales hépatiques de rats traités 

par différents inducteurs. 

pen tao bnl t~m 1Wf pb cio fen at cJo ar 

-: -
::;. ~ ·. ,., .•. ~ 

- -~ ~ 

;., 

_uT-A 
-EH 

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

16 ~g de chaque frac tion microsomale hép atique de rats 

non trai tés mâle s (tem rn) ou femelles (tem f) ou de rats 
traités par PB, CLO, FEN, AT , CLO - AT, BNF, TAO et PCN 

(pb , clo, fen, at , cloat, bnf, tao, pen). 

Coloration au b l eu 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 ­

phorèse comparativement à des protéines microsomales hépatiques 

de rats non traités mâles ou femelles (tem rn, tem f). 

Le même profil électrophorétique est observé avec les micro­

semes hépatiques de rats non traités, qu'ils soient mâles ou 

femelles, ou traités par l'acide tiénilique (AT). La bande 

majoritaire présente correspond au cytochrome P-450-UT-A (IICll) 

(env_iron' 53 _ kd). l}n traiteinen.t des rats par le . )hénoharbi~tal (PB), 
inducteur classiq-uement utilisé, augmente- for-t:;èment _ ~a · qu·anti té 

d'au moip~ deux protéines majoritaires . par rapport à des microsomes 

de rats non traités, les cytochromes P-450- PB - B (I!Bl) et PB-D 

(IIBZ) ainsi que _la proportion d'époxyde hydrolase. Deux pro­

téines semblent également être 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 

même profi l 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-16a-pregnenolone (PCN) ou par le triacétate 

d'oléandomycine (TAO). Le traitement des rats par la B-naphtofla­

vone (BNF) induit deux bandes protéiques supplémentair es compara­

tivement à celles obtenues à partir de microsomes de rats non 

traités . 

Différentes isoenzymes des cytochromes P-450 hépatiques de 

rat, dont la présence dans les microsomes vient d'être décrite 

figure 14, ont été purifiées dans le laboratoire de R. WOLF 

(Edimbourg , Ecos se) ( 6 9) . Après· purification, à partir de microsomes 
hépatiques de rat, l'électrophorèse sur gel de polyacrylamide de 
ces pro~éines montre )a présence d'une seule b~nde homogène. 
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La figure 15 illustre cela pour les cytochromes P-450 mela 

(ISF-G, IA2), mclb (BNF-B, IAl), pb2a (UT-A, IICll) et p-452 

(!VAl). Les isoenzymes pb3b (PB-D, IIB2) et pblb (PB-C, IIC6) 

sont, quant à eux, respectivement contaminés par les formes 

pb3a (PB-B, IIBl) et pbla qui leur sont très proches par leurs 

caractéristiques biochimiques. 

Fig.lS Migration électrophorétique sur gel de polyacrylamide 

de cytochromes P-450 purifiés de foie de rat. 

kd 

94 

67 

43 -

::-.~ 

"''"'····~ 

Electrophorèse sur gel SDS/polyacrylamide (9 %) de 0,25 ~g 

de chaque cytochrome P-450 purifié de foie de rat (nomenclature 

de Wolf). Coloration par le bleu de Coomassie. 
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III.1.2. RECONNAISSANCE DES CONSTITUANTS MICROSOMAUX DE FOIE 

HUMAIN ET DE RAT PAR LES ANTICORPS ANTI-LKM2 ET PAR CERTAINS 

ANTICORPS ANTI-CYTOCHROMES P-450 DE RAT. 

Après avoir montré le profil protéique des microsomes de 

foie humain et de rat après é l ectrophorèse sur gel de polyacry-

lamide, nous pouvons maintenant nous intéresser à leur reconnais­

sance par les sérums humains contenant des anticorps anti-LKMZ 

(TAY, JOR, CAI) qui nous ont été donnés par le Pr HOMBERG (Hôpital , 

Saint Anto ine, Paris). 

A titre de comparaison, un anticorps polyclonal de lapin 

dirigé contre le cytochrome P-450-UT-A (IICll) de rat et prove-
nant du laboratoire de R. WOLF (Edimbourg, Ecosse) a également 

été utilisé, apr ès avoir vérifié que cet anticorps était bien 

spécifique. La figure 16 montre que ce sérum reconnaît une seule 

protéine au niveau des microsomes hépatiques de rats non traités 

(tem rn) ou traités par différents inducteurs (pb, clo, bnf, pen). 

Cette protéine correspondrait au cytochrome P-450 -UT-A (IICl l) 

présent de façon constitutive chez tous les rats. La spécificit é 

de cet anticorps a été également montrée par la reconnaissance 

des cytochromes P-450 de rat purifiés décrits précédemment 

(Figure 17). Cet anticorps ne revèle que le cytochrome P-450 

pb2a (UT-A, IIC11). Il est donc spécifique d'une forme majori­

taire de cytochromes P-450 présente chez le rat mâle non traité, 

l e cytochrome P-450-UT-A (IICll). 

III. l.Z.l . Microsomes de foie humain 

Avant d'aborder la reconnaissance par les anticorps anti­

.LKMZ des microsomes hépatiques de rat, il était intéressant 

de montrer , la:. profil de reconnaissance par ces anti corps 
-

et par l'anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A de rat, des 

microsomes de foie humain . 
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Reconnaissance par immune-transfert de microsomes 

hépatiques de rat par un anticorps anti-cytochrome 

P-450-UT-A de rat. 

UT-A-

· pen bnfclo pb te rn J?b 
rn 2a 

. - . 
... . ... .... ,,.._ .• ..., . .• yi, 

A- P-450-UT-A 

Electrophorèse sur gel SDS/polyacrylamide (9 %) de 20 ~g 

de chaque fraction microsomale hépatique de rats mâles 

non traités (tem rn) ou traités respectivement par PB, CLO, 

BNF et PCN (pb, ela, bnf, pen) et de 0,2~ ~g de cytochrome 
·-~ 

P-450 purifié (pbZa) de foie de rat, transfert sur nitrocellu­

lose et immunorévélation par un sérum de lapin contenant des 

anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A (pbZa, IICll) de rat. 
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Reconnaissançe par immune-transfert de cytochromes 

P-450 purifiés de foie de rat par un anticorps ant i­
cytochrome P-450-UT-A de rat. 

-

Electrophorêse sur gel SDS/polyacrylamide (9 %) de 0,25 ~g 

de chaque cytochrome P-450 pur i fié de foie de rat (nomenclature 

de Wolf), transfert sur nitrocellulose et immunorévélation par 
un sérum de l apin contenant des anticorps anti-cytochrome 

P-450-UT-A (pb2a, IICll) de ra t . 
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Les microsomes hépatiques utilisés sont ceux d'un sujet 

normal {H97), d'un sujet hydroxylateur l ent pour la méphénytoine 

(KDL) et d'un foetus (Fl35). La figure 18 montre que les deux 

sérums humains contenant des anticorps anti-LKM2 (TAY et CAI) 

se comportent de façon identique. Ils révèlent par immuno­

transfert une seule protéine micro somale de foi e humain. Cette 

protéine est présente à la fois dans les microsomes H97 et KDL. 

Aucune différence ne peut être mise en évidence au niveau de la 

r econnaiss ance par les anticorps anti-LKM2 des protéines hépa­

tiques d'un suj e t normal (H97) e t d'un sujet hydroxy lateur lent 

pour la méphénytoîne (KDL). La protéine microsomale de foie hu­

maln reconnue par les sérums humains contenant des anticorps anti­
LKM2 (TAY, CAI) correspond au cytochrome P-450-8 (55). Cette 

protéine est absente dans le foie foetal, ce qui explique que 
les anticorps anti-LKM2 ne révèlent aucune protéine dans l es 
microsomes Fl35. Ces r ésultats sont analogues à ceux déjà publiés 

(55) . 

La révélat ion des protéines microsomales de foie huma in 

par l e sérum de lapin contenant des anticorps anti-cytochrome 

P-450-UT-A (IIC ll) de rat montre que cet anticorps reconnaît 

également le cytochrome P-450-8 humain ainsi que deux prot é ines 

supplémentaires de poids molécula i re plus faible. Comme les 

anticorps anti-LKM2, l'anticorps anti-cytochrome P-450-UT -A 

ne reconnaît aucune protéine dans les micros omes de foie foetal. 

Le profil de reconnaissance des protéines microsoma les de foie 

humain par les anticorps anti-LKM2 es t r e l ativement simple 

puisque ces sérums ne révèlent qu'une seule protéine avec la­

quelle réagissent de façon croisé e des anticorps an ti-cytochrome 

P-450-UT-A (IICll) de rat. 

Nous allons maintenan t étudier la r econnaiss ance par 
ces ant icorps anti -LKMZ des microsomes hépa tiques de rat. 
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Reconnaissance par immune-transfert de microsomes 

de foie humain par des anticorps anti-LKM2 ou 

anti-cytochrome P-450- UT -A de rat . 

. KDL: F135 H9i KDL F135 H97' 

···TAY CAl 

.. KOL F135 H97. 

A-P-450 
UT-A 

Electrophorèse sur gel de SDS/polyacr ylamide (9 %) de 20 ~g de 

chaque fraction microsomale de foie humain d'un sujet notmal 

(H97), d'un s ujet hydroxylateur lent pour la méphénytoine 

(KDL) et d'un foetus (F135), transfert sur nitrocellulose 
e t . immunorévéla tion par des s érums humains contenant des anti­
corps anti -LKM2 (TAY, CAI) ou un sé rum de lapin contenant des 

anticorps anti-cyto chrome P-4 50-UT-A(IICll) de r a t, dilués au 

1/lOOè. 



te
l-0

06
53

61
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

19
 D

ec
 2

01
1

- 71 -

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-à­

vis de leur reconnaissance par différents sérums. 

La figure 19 montre que le sérum humain JOR contenant des 

anticorps anti-LKMZ révèle une protéine dans les microsomes de 

rats témoins (tem rn) ou traités par le clofibrate (ela), 3 

protéines dans les microsomes de rats traités par le phénobar­

bital (pb) et aucune protéine dans les microsomes de rats traités 

par la s -naphto flavone (bnf) ou la cyano-16 a-pregnenolone (pen). 

La protéine révélée à la fois dans les microsomes tem, pb 

et ela correspond, d'après son poids moléculaire, au cytochrome 

P-450 - UT -A (IICll). 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-LKM2 

dans les microsomes bnf ou pen. Cela peut s'expliquer par une 

répre s s ion importante du cytochrome P-450-UT-A (IICll) après 

traitement des rats par ces deux inducteurs ( 24). Le tableau 8 

illus tre ce phénomène. En effet, le taux de cytochrome P-450-UT -A 

est de 1,2 nmole P -4 50/mg protéines dans des microsomes hépa­

tiques de rats témoins mais ce t aux tombe à 0,49 en cas d ' induc ­

tion par le phénobarbital et n' est seu l ement que de 0,33 dans 

les microsomes de rats traités par la s-naphtoflavone ou la 

cyano-16a-pregnenolone. Le taux de cytochrome P-450-UT-A dans 

ces microsomes doit être inférieur au seuil de détection par 

les anticorps anti -LKM2 . 

Les anticorps anti-LKM2 r évèlent également deux protéines 

supplémentaires dans les microsomes de rats traités par le phéno-

]. 
i 
l 
f . 
1 
f 

barbital. Ces protéines pourraient correspondre aux formes majeures j 

induites par l e phénpb arbi t al, l es cytochrome s P-450-PB - B (IIBl) l 
e t PB -D(IIBZ). Ce s fo rmes s ont s Péci f iquement présentes dans les 1 
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Reconnaissance par immuno-t ransfert de microsomes 

hépatiques de rat par un antico r ps ant i -LKM 2. 

pen bnf cio pb tflll 

JOR 

:::=PB-8 ,0 
~-UT-A 

Electrophorèse sur ge l SDS/polyacrylamide (9 %) de 20 ~g 

de chaque fraction mi c rosomale hépat ique de rats mâles non 
traités (tem rn) ou traités respec t i vement par PB, CLO , BNF , 

PCN (pb , clo, bnf, pen), transfert sur nitrocel lulose e t ,. 
immunorévélation par un sérum humain contenant des anticorps 

anti- LKMZ (JOR), dilué au 1/lOOè . 
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Tableau 8 Quantification immunologique des diverses apopro­

têines des cytochromes P-450 dans des microsomes 

hépatiques de rats mâles Sprague-Dawley traités 

par différents inducteurs (d 1 après 24}. 

~ . Témoin· PB BNF PCN 

P-450-UT-A (nmole/mg 1,2 
protéines) 

0, '•9 0,33 0,33 

P-450-PB-B 0,03 1,27 0,04 0,10 

P-450-BNF-B 0,04 0,04 l, 41 0,06 

P-450-PB-C 0,36 0,69 o·, 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/ISF-G < 0,03 < 0,03 0,57 < 0,03 

Concentration totale en apo- 2,24 
protéine(nmole/mg protéines) 

4,57 3,10 2,29 

Concentration totale en 1, l 2,39 1,69 1,86 
cytochrome P-450 (a po-
protéine ayant inséré 
l'hème) 

1 
r 

(nmole/mg protéines) 
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microsomes de rats traités par l e phénobarbital. Leurs t aux 

respectifs, d'aprè s le ~ableau 8, sont alors de 1,27 et 0,92 

nmol e/mg protéines . Ce taux devient pratiquement nul dans les 

autres types de microsomes de rat. 

Le sérum humain JOR contenant des anticorps anti-LKM2 

ré ag it donc de façon croisée avec des protéines microsomales 

hépatiques de rat présentes chez des rats t émoins ou traités 

par le phénobarbital ou le clo fib rate. 

Dans le but de confirmer la reconnaissance par les anti­

corps anti-LKM2 de protéines microsomales hépatiques de rat, 

nous avons révé lé à l'aide de ces sérums l es différents cyto­

chromes P- 450 purifiés de fo i e de rat dont nous disposions. 

La figure 20 montre la reconnaissance par le sérum JOR de trois 

de ces cytochromes P-450 puri f iés ; les formes pb2a (UT-A, IICll), 

pb3a (PB-B, IIBl) et pb3b (PB-D, IIBZ). Ces protéines corres­

pondent respectivement à une formë maj eure de cytochrome P-450 

présente chez l es rats non trai t és et à deux formes induites 

par le phénobarb ital . La forme pb2a est reconnue par ce sérum 
de façon plus intense que les formes pb 3a et pb3b. Par contre, 

le s formes mela (BNF-B~ IAl), mclb (ISF- G, IA2 ), pbla, pblb 

(PB-C, IIC6) et p-452 (IVAl) ne sont pas du tout révé l ées par les 

anticorps anti-LKM2. Ces r ésulta t s , obtenus à partir de cyto­

chromes P-450 purifiés de foie de rat, sont tout à f ait en accord 

avec ceux observés précédemment à partir des fractions microso­
ma l es hépatiques de rat. 

J _, 1 

t 
\ 

1 
\ 

1 

! 
i 
! 
t 

! 
1 
1 

l 
1 
1 
! 
i 
; 
1 
J 
i 
; 
! 
t 
! 

r 
! 

l 
~ 

~ 
! 

1 
! 



te
l-0

06
53

61
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

19
 D

ec
 2

01
1

Fig. 20 

- 75 -

Reconnaissance par irnrnuno-transfert de cytochrornes 

P-450 purifiés de foie de rat par un anticorps 

anti-LKMZ. ~· 

JOR 

El ectrophorêse sur gel SDS/polyacrylamide (9 %) de 0,25 ~g 

de chaque cytochrome P-450 purifié de foie de rat (nomencla­

ture de Wolf), transfert sur nitroce llulose e t immunorévéla­

tion par un sérum humain contenant des anticorps anti - LKMZ 

(JOR) dilué au 1/lOOè. 

i 

; 

L 
! 
l 
l 
! 

' i 
i 
1 

i 
1 

! 
! 
i 

1 

f 
1 
t 



te
l-0

06
53

61
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

19
 D

ec
 2

01
1

- 76 -

III.1. 3 . CONCLUSION 

Les résultats obtenus sur la reconnaissance par immune­

transfer t de protéine s micro soma l es hépatiques par des s érums 

humains contenant des anticorps anti-LKM2 ou un sérum de lapin 

cont enant des anti corps anti-cytochrome P-450-UT-A de r a t 

sont résumés dans le tableau 9. Les résultats que nous venons 

de montrer avec l e sérum humain JOR peuvent êt re généralisés 

à deux autres sérums humains contenant des anticorps anti -LKM2 
(TAY et CA!). En effet, une reconnaissance des même s protéines 

microsomales hépatiques a été obtenue avec ces deux autres 

s érums . 

Les anticorps anti-LKM2 réagissent de faç on croisée avec 
trois protéines mi crosomales hépatiques de rat. La prot éine 
r econnue majoritairement est l e cyt ochrome P-450 pb 2a (UT-A, 

IICll) présent dans les mi crosomes de rats t émoins ou traités 

par le clofibrat e ou le phénobarbital. Le taux de ce cytochrome 

étant fortement diminué par traitement des rats par l a B-naphto­

fl avone , ou l a cyano-16 a -pregnenolone, i l n'est pas r évé l é par 

l es an ticorps -anti - LKM2 dans ces micro somes. Deux autres iso­

en zymes, inductibles par l e phénobarbital, pb3a (PB - B, IIBl) et 

pb3b (PB - D, II BZ) sont également reconnues par les anticorps 

anti - LKMZ, mais de façon minoritaire . 
' 

Les anticorps anti-cytochrome P-4 50-UT- A de rat réagissent, 

quant à eux, de fa çon croi sée avec des prot é ines microsomales 

de foie humain dont le cytochrome P-450-8 contre lequel sont 

dirigés le s anticorps an ti-LKMZ . 

La reconnaissance de s protéines micro somale s hépatiques 

de rat par les sérums huma i ns contenant des anticorp s anti­

LKMZ, est en bon accord avec des résultats préliminaire s effec­

tués par P. BEAUNE (Hôpital Necker , Paris)(70) . En utilisant 

1 

! 
1 

f 
f 

~ 
i 
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Reconnaissance par immune-transfert de protéines 

microsomales hépatiques par des anticorps anti­

LKM2 ou un anti-cytochrome P-450-UT-A de rat . 

.. · ... 

Protéines 

Cytochromes P-450 de rat purifiés Microsomes 
pb mc Ra t Humain 

la lb Za 3a 3b la lb P-452 tem pb clo bnf _Q_cn 1-197 H86 KDL F135 

À-LKM2 

JOR 
TAY 
GAI 

A.-crt-
P-450 

UT-A 

- - + + + - - - + + + - - + + + 

- - + + + - - - + + + - - + + + 

- - + + + - - - + + + - - + + + 

- - + - - - - - + + + + + + + + 

également le sérum JOR, il révèle par les techniques d'immune­

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 même, les cytochromes P-450 

UT-A (IICll) et PB -B (IIBl) purifi és dans son laboratoire, 

sont reconnus par le sérum JOR . Une autr e étude sur la reconnais­

sance croisée entre protéines microsomales hépatiques de rat 

et sérums humains contenant des anticorps anti - LKM2 a été 

publ i ée très récemment par WAXMAN et col~. (71). Dans cette 
.r 

é tude, les sérums humains (contenant des ant i corps anti-LKMZ) 
utilis és ne révèlent aucune protéine hépatique, qu'elle soit 

humaine ou de rat, par l a technique d'immune-transfert. Toutes 
leurs études ont donc été réalisées en "dot-blot", technique 

où les protéines sont directement dépos ée s sur nitrocellulose, 

sans dénaturation préalable par l e SDS, la révélation se faisant 
ensuite de façon identique à la 

La différence majeui~ entre ces 

technique d'immune-transfert. 

deux techniques réside donc 
'· •1 
_; 

-
-
-

-
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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 cytochromes 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 (IICll), les formes 

BNF-B (IAl), ISF-G (IA2), PB-B (IIBl) et PB-D (IIB2) n'étant pas 

du tout révélées. 

Ces résultats sont en accord avec les nôtres en ce qui 

concerne la reconnaissance par les anticorps anti-LKM2 de la 

forme UT-A (IICll) et la non reconnaissance des formes BNF-B 

(IAl) et ISF-G (IA2). 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 (IIBl) et PB-D (IIB2) peut 

provenir de la technique utilisée (système natif ou dénaturé) 

et des sérums eux-mêmes. 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). 

111.2. INHIBITION DE LA TRANSFORMATION DE L'ACIDE TIËNILIQUE 

OU DE SON ISOMÈRE (CRE 4316) EN MÉTABOLITES RÉACTIFS PAR LES 

ANTICORPS ANTI-LKM2 

Des études précédentes avaient montré qu'au cours de 

l'oxydation de l'acide tiénilique ou de son isomère (CRE 4316), 

il se formait, entre autres, des métabolites réactifs capables 

de se fixer de façon covalente sur les protéines hépatiques 

(Figure 21) (52). Le taux de fixation covalente observé à partir 

du CRE 4316 était environ 10 fois supérieur à celui de l'acide 

tiénilique (52) d'où son intérêt dans cette étude. 
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Fig. 21 Activation métabolique de l'acide tiénilique ou du 

CRE 4316. 

• l Cl Cl sO-C >-o< OCH,COOH 
s Il~ 

0 

Acide tiénilique 

Cl Cl 

F-t-~-@- OCH,COOH 

''-._;.v o 
s 

CRE 4316 

5-0HAT 

Métabolite(s) 

réactif(s) 

l 
Fixation covalente 

aux protéines 

L'activation 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-LKM2 peuvent­

ils inhiber cette formation de métabolites réactifs à partir de 

l'acide tiénilique ou du CRE 4316 donc interagir avec les cyto­

chromes P-450 responsables de l'activation métabolique ou seule­

ment avec d'autres cytochromes P-450? 

Nous allons tout d'abord nous intéresser à l'activation 

métabolique de l'acide tiénilique ou du CRE 4316 par des microsomes 

de foie humain avant de réaliser la même étude à l'aide de micro­

sames hépatiques de rat. 

1. 
" 1 
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III.2.1. FIXATION COVALENTE DE METABOLITES REACTIFS DE L'ACIDE 

TIENILIQUE OU DU CRE4316 SUR DES EPROTEI NES MICROSOMALES DE FOIE 

HUMAIN 

Après incubation de différentes préparations microsomales 

en présence d'acide tiénilique (marqué au 14c sur la fonction 

cétone) ou de son isomère (CRE 4316), de cofacteurs nécessaires 

à l'activation métabolique (système générant du NADPH) et 
d'oxygène 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, à savoir une 
incubation à 37°C pendant 20 minutes en présence de 0,2 nmole 

de P-450 pour 150 ~1 d'incubat. Les résultats donnant les taux 

de fixation covalente, de l'acide tiénilique ou de son isomère, 

comparés pour quatre t ypes de microsomes humains sont indiqués 

fi gure 22. Quel que soit le type de microsomes humains, adultes 

(H 9.7, KDL) ou foetaux (F135, ·Fl39), le taux de f ixa tion cova ­

lente de métabolites réactifs dérivés du CRE 4316 est toujours 

de 4 à 10 fois supérieur à celui 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 

l'on compare maintenant les taux de fixation coval ente obtenus 

ave c les microsomes H97 e t KDL, aucune différence significative 

n'apparaît entre les microsomes hépatiques d'un sujet normal 

ou d'un sujet hydroxylateur lent pour la méphénytoîne. De même, 

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 le s taux de 

fixation covalente de dérivés de l'acide tiéni1ique ou du 
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Taux de fixation covalente de métabolites de l'acide 

tiénilique ou du CRE 4316 sur les protéines microsomales 

de diffé rents ~ foies humains . 

0 CRE4316 

• AT 

H97 F139 F135 

Taux de fixation covalente obtenus après ~ncubation pendant 

20 min à 37°C de 0,2 nmole de cyt. P- 450, d'un système générateur 

de NADPH et de 0,1 mM de substrat radioactif (AT ou CRE 4316) 

dans un volume final de 150 ~1. Les résultats indiqués sont la 

valeur moyenne~ ES obtenue sur 14 détermina ti ons (7 expérienc es 

indépendantes)pour les microsomes H97 et sur 4 déterminations 

(2 · expériences indépendantes) pour l es autres microsomes. 
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CRE 4316 sur les protéines microsomales de foie adulte et sur 

les .·protéines microsomales de foie foetal. Le t aux faibl e obtenu 

dans le cas de microsomes de foie foetal peut êt r e expliqué 

par l'absence de cytochrome P- 450 -8. Ces résultats suggèren t 

que cette isoenzyme est non seulement respons able de l 'hydroxy ­

l a tion en 5 de l'acide tiénilique mais également de l a transfor­

mation en métabolites réactifs de ce composé ou de son isomère . 

Cependant, le taux de fixation covalent e de ces produits sur l es 

protéines microsomales de f oie foetal n'est pas nul . Le faible 

t aux observé pourrai t correspondre à la fo rmation de métabolite s 
réactifs par des cytochromes P-450 différents du cytochrome 

P-450-8. 

La fixation covalente due à l'acide ti énilique étant 

faible, les études d'inhibition de la transformation en métabo­

l ites réactifs par les anticorps ant i-LKM2 n ' ont été réalisées 

qu'à partir du CRE 4316 af in qu'elles puiss en t être interpré­

t ables et significatives. Une seule:·é tude sera pr ésentée avec 

l' acide tiénilique à titre de comparaison. 

III.2.2. INH IBITION DE LA TRANSFORMATION DE L'ISOMERE DE L ' ACI DE 

TIENILIQUE (CRE 4316) EN METABOLITES REACTIFS PAR LES ANTICORPS 
ANTI -LKM2 

Ces études d'inhibition de la tran~formation du CRE 4316 

en métabo lites r éactifs par des sérums humains contenant des 

anticorps anti-LKM2 ont é t é réalisées en préincubant les micro ­

sames en présence de différentes quantités de sérum (exprimées 

en ~1 de sé rum/nmole de P-450) pendant 20 min à 4°C avant 

l' addition des co facteurs e t du produit radi oact i f . La figure 
23 présente les résultats obtenus pour l ' inhibition de la f ixat i on 

covalente de métabolites dérivés de l'acide ti énili que ou du 

CRE 4316 sur des protéines micro~omales de foie humain de suj e t 

adulte normal (H97) par 3 sérums humains contenant des anticorps 

an ti-L KM2 (TAY, JOR, KUT) . 
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Fig. 23 Inhibition de la fixation covalente de métabolites de 

l'acide tiénilique ou du CRE 431 6 sur des protéines 

microsomales de foie humain H97 en présence de sérums 

contenant des anticorps anti-LKM2 . 
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Pourcentage de fixation covalente de métabolites de l' acide 

tiénilique ou du CRE 4316 sur les micro$omes de foie humain H97 

obtenu en présence de sérums humains témoins ou contenant de s 

anticorps anti-LKM2 (TAY , JOR, KUT) par rapport à une expérience 

témoin sans sérum (100 % correspond à 0,45 nmole d'AT fixées/mg 

protéines/20 m1n ou à~ 4, 9 nmoles .de CRE 4316 fixées/mg protéines/ 
l 

20 min). ~ 
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La prem1ere remarque est que le sérum humain témoin (ne 

contenant pas d'anticorps anti-LKM2) ne conduit à aucune 

inhibition de cette fixation covalente, vo ire même à une 

légêre activation (três souvent observée avec les sérums 

humains). Les trois sérums (contenant des anticorps anti-
LKM2) utilisés se comportent de la même façon dans l'inhibition 

de la fixation covalente de l'acide tiénilique ou du CRE 4316 sur 

les protéines microsomales de foie humain H97, les courbes 

d'inhibition obtenues étant parallèles, voire confondues. L'ad­

dition d'une quantit é croissante de sérums contenant des anti ­

corps anti-LKM2 conduit à une inhibition progressive allant 

j usqu'à 70 % dans le cas de l'acide tiénilique et totale dans 

le cas du CRE 4316. On a toujours constaté qu'au delà de 50 ~1 

de sérum/nmole de P-450, il n'y avait pas de modification no­
table de l'inhibition. C'est pourquoi, dans les autre s expé­

riences, du fait des faibles quantités de sérums que nous 

possédions, les mesures ont été réalisées avec 50 ~1 de sérum/ 

nmole de P-450. 

Ainsi, les résultats suivants seront présentés .comme 

la figure 24 montrant l'inhibition de la transformation en méta­

bolites réactifs du CRE 4316 par deux sérums humains contenant 

des anticorps anti-LKM2 (CAI, TAY). L'addit ion de ces sérums 

provoque une inhibition pratiquement totale (de l' ordre de 90 %) 
de la fixation covalente de métabolites réactifs du CRE 4316 

sur les protéines micros omales de foie humain d'un sujet normal 

(H97) ou d'un sujet hydroxylateur lent pour la méphénytoine (KDL). 

Là encore , ces deux types de microsomes humains ne montrent pas 

de différence entre eux . Il est à noter que le sérum humain 

témoin (ne contenant pas d'anticorps anti-LKM2) ne conduit à 

aucune inhibition. Ces résultats suggêrent que l'activation en 

métabolites réactifs de l'acide tién ilique ou du CRE 4316 est 

sous la dépendance du cytochrome P-450-8. En effet , les anti ­

corps anti-LKM2 inhibent de façon presque totale la fixa tion 

covalente de ces métabolites sur les proté i nes mi crosomales de 

foie humain. 
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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-LKM2. 

El TEM 
rn CAl 
B TAY 

H97 KDL 

Pourcentage de fixation covalente de métabolites du CRE 4316 

sur les microsomes de foie humain H97 ou $DL en présence de 

sérums humains (50 ~1 de sérum/nmole P-450), témoins ou contenant 

des anticorps anti-LKM2 (CAI, TAY) par rapport à une expérience 

témoin sans sérum (100 % correspond à 5,1 nmoles de CRE 4316 fi­

xées/mg protéines/20 min pour les microsomes H97 et à 7,5 pour 

les microsomes KDL. Le pourcentage indiqué ici représente la 

valeur moyenne + ES sur 3 expériences. 
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III.2.3 . FIXATION COVALENTE DE METABOLI TES REACTI FS DE L' ACIDE 

TIENILIQUE OU DU CRE 4316 SUR DES PROTEINES MICROSOMALES HEPATI QUES 

DE RAT . 

La figure 25 montre les taux de fixation covalente de méta­

bolites réactifs de l'acide tiénilique ou du CRE 4316 obtenus 

après ac tivation in vitro par les cytochromes P- 450 présents dans 

l es différentes fractions microsomales hépatiques de rat en 

présence des cofacteurs nécessaires. Comme dans le cas des micro­

s ames de foie humain, il est -noté que le taux de fixation cova ­

lente du CRE 4316 est supérieur (de 4 à 6 fois) à celui de 

l'acide ti énilique quels que soient les mi c rosomes hépat iques de 

rat considérés. La comparaison des différents t ypes de microsomes 
hépatiques de rat. montre que le taux de f i xation cova l ent e de 

métabo lites réactifs dérivés de l'acide tiénilique ou du CRE 
4316 est analogue sur l es protéines microsomales hép a tiques de 

rats témoins ou traités par la cyano-16a-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 min) . 

Un traitement des rats par l e phénobarbital provoque une augmen ­

tation d'environ 40 % de l a fixa tion covalente de métabolite s 

réactifs de l'acide tiénilique ou du CRE 4316 sur ce s microsomes 

par rapport à des microsomes de r ats non traités . Un phénomène 

remarquable concerne le trai t ement des ra ts par le clofibrate 

ou l e fénofibrate, aux capacités inductrices proches (72) . 

Un traitement des r ats par l 'un de ces produits conduit à 

multiplier par un fac t eur 2,5 environ l e taux de fixation cova­

lente de l'acide tiénilique ou du CRE 4316 sur les protéines 

microsomales hépatiques de ces rats . Ce résultat es t en bon 

acco rd avec les ré su l tats obtenus au laboratoire par E. NEAU 

(73) qui a montré qu'un trait ement des r a t s par le clofib rate 

augmentait de façon beaucoup plus importante l 'hydroxylation en 
5 de l'acide tiénilique que l es autres inducteurs hépatiques 

classiques. 
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Taux de fixation covalente de métabo lites de l'acide 

tiénilique ou du CRE 4316 su r des prot éines microso­

males hépatiques de rats différemment trai t és . 

D CRE 4316 

• AT 

0 -+----

TEM PB a.o 

Taux de fixation covalente obtenu après incubation pendant 

20 min à 37°C de 0,2 nmole de cy t . P-450, d'un système géné­

ra teur de NADPH et de 0 , 1 mM de subs trat radioactif (AT ou 

CRE 4316) dans un volume final de 150 ~1: Les résultats indiqués 

sont la va l eur moyenne ~ ES obtenue sur n = 4 expériences pour 

les microsomes TEM, n = 3 pour l es micro somes 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-LKM2 

Deux sérums humains contenant des anticorps anti-LKMZ 

(JOR, KUT) ont été étudiés en ce qui concerne leur capacité 

à 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 façon nette (30 à 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-LKM2} ne provoque aucune inhibi­

tion, voire même une légère activation. Par contre, les anti­

corps anti-LKM2 sont 'incapables d'inhiber la forma tion de méta­

bolites du CRE 4316 par les microsomes de rats traités par un 

hypolipidémiant (CLO ou FEN). 

III.2.5. CONCLUSIONS 

Afin d'expliquer la capacité des sérums humains contenant 

des anticorps anti-LKM2 à inhiber (ou non) la transformation mé­

tabolique de l'acide tiénilique ou de s on isomère par diffé­

rents microsomes hépatiques de rat, il e s t nécessaire de revenir 

à des résultats obtenus parE. NEAU au laboratoire (74}. Ces 

résultats montrent que la 5-hydroxylation de l'acide tiénilique 

est majoritairement dépendante du cytochrome P-450-UT-A (IICll) 

dans les micros omes de rats témoins ou traités par la cyano-16a­

pregnenolone (PCN). Cette isoenzyme e t des formes spécifiquement 

induites par le phénobarbital sont responsables de la formation 

de 5 - OI-IAT par les micros ornes de rats PB. Par contre, 1 'hydroxyla­

tion en 5 de l'acide tiénilique par des microsomes de rats traités 

par le clofibrate est due seulement de façon minoritaire au cyto­

chrome P - 450- UT -A ( IIC l l) et essent ie llement à une (ou des) iso­

enzyme(s) induite(s) par l e c l of ibrat e mais n on encore bi en 

définie (s)" (75) . 
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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 - LKM2. 

TEM PB a.o FEN 

li] TEM' 
[]] JOR 
~ KUT 

Pourcentage de fixation covalente de métabolites du CRE 4316 

sur des microsomes hépatiques de rats témoins o~induits par PB, 

CLO, FEN ou PCN en présence de sérums humains (50 ~1 de sérum/ 

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

(JOR, KUT) par rapport à une expérience tê'moin sans sérum (100 % 

correspond à 7,9 nmoles de CRE 4316 fixées/mg protéines/20 min 

pour les microsomes TEM, à 11,1 pour les microsomes PB, à 19,3 

pour les microsomes CLO, à 21,5 pour les microsomes FEN et à 

7,7 pour les microsomes PCN). Le pourcentage indiqué ici repré­

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

indépendantes). 
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La capacit é des anti corps anti-LKM2 à inh iber l a formation 

de métabolites réactifs du CRE 4316 par les micro s omes de rats 

témoins (TEM), PB ou PCN e st en bon accord à la fois avec les 

résultats obtenus par E. NEAU et avec ce que no us avons montré 

précédemment par la t echnique d'immune -transfert. En effet, le 

cytochrome P-450-UT-A (IICll) e t certaines formes induites par 

le phénobarbital (IIBl e t IIB2) sont reconnues en i mmune ­

transfer t par les anticorps anti-LKM2 . Ces isoenzymes sont égale­

ment responsables de la formation du métabolite stable de l'acide 

ti éni lique (5-0HAT). Il n'est donc pas surprenant que ces cyto-

chromes P-450 soi ent aussi à l'origine de la forma tion de 

métabolites réactifs à par tir de l'acide tiénilique ou de son 

i somère. 

Ce qui, à priori, semble plus curieux, c ' est l' i ncapacité 
des anticorps anti-LKM2 d'inhiber la formation de métabolites 

réactifs du CRE 4316 par les microsomes de rats CLO ou FEN . En 

effet, l e cytochrome P-450-UT-A (IICll) est présent dans les 

microsome s de rats CLO et est même reconnu au sein de ces micro ­

sames par les anticorps anti-LKMZ en immune - transfert. On peut 
expliquer cette apparente contradic t ion par l e fait que l'hydro ­

xyla tion de l'acide ti éni l ique par les microsomes de r ats i ndui ts 

p ar le clofibrate es t trè s majoritairement sous la dépendance 

d'une i soenzyme autre que l e cytochrome P- 450 - UT - A (II Cll) . Si 

ce r ésultat est extrapolé à l'activat ion métabolique dans son 

ensemble (avec formation de métabolites réactifs), on comprend 

que les anticorps anti-LKM2 qui, apparemment, ne reconnaissent 

que le cytochrome P- 450-UT-A (I ICll ) et d,es formes induite s 

par le phénobarbital, ne provoquent aucune inhibition nett e avec les 

microsomes CLO. L' absence de reconnaissance par l e s antico r ps 
ant i-LKM2 d'un cytochrome P- 450, s pé cifiquement induit par le 

c lofibrate et assurant l'activation métabolique de l' acide tié­
n i lique chez l e rat, pourrait expliquer l ' absence d 'inhibit ion 

observée. 
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111.3. RËACTIVITË DES ANTICORPS ANTI-LKM2 SUR COUPES DE FOIE 

DE RATS DIFFÉREMMENT TRAITËS 

Après avoir déterminé au niveau moléculaire, par les 

techniques décrites préc~demment (cf. III.l. et III.Z), les 

protéines hépatiques de rat reconnues par les anticorps anti­

LKMZ,il était intéressant de revenir sur le test,en immunofluo­

rescence indirecte, utilisé pour l a détection de ces anticorps 

anti -tis sus sur coupes d'organes de rat. 

Avant d'aborder cette étude, il était nécessaire de 

rappeler brièvement l'anatomo-histologie du fo ie et du rein 

pour la meilleure compréhension de cette technique. 

III .3.1. RAPPELS 

Le foie de rat est constitué de plusieurs lobes eux-mêmes 

divisés en lobules de structure hexagonale comme il est indiqué . 

figure 27 . Au centre de chaque lobule, se trouve la veine centra­

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 

org~nisés en travéesà' partir de .la veirie centrolobulaire, les 
sinus veineux passant ' cntre chaque travée. On différencie géné­

r a lement les hépatocytcs centrolobulaires (proches de la veine 

centrolobulaire), des hépatocytes périportaux (situés près 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 différente~ parties. L~art êre inter -lobulaire (AIL) 
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Fig. 27 Structure schématique du foie de rat 

Structure hexagonale des lobules hépat iques avec, au centre, 

la veine centrolobulaire (C) et , en périphérie, l es espace s 

portes (P). 

arrive au g lomérule (G) qui se poursuit par le tube proximal, 

divisé lui-même en tube contourné proximal ~TCP) et anse de 

Henl é (H). Cette anse de Henlé se continue par le tube di sta l 

(TD) qui revient au contact du glomérule e t se jette ens uite 

dans l e tube collec t eur (TC). 
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Fig. 28 Structure d'un lobule rénal 

TCP 

AIL 
Cortex 

Médullaire 

Schéma d'un néphron avec l'artère inter-lobulaire (AIL), le 

glomérule (G), le tube contourné proximal (TCP), l'anse de 

Henlé (H), le tube distal (TD) et le tube collecteur (TC) ; 

pl' P7 et P-... j 
étant les différentes parties du tube proximal. 
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Les parties important es du n éphron pour la détection 

des anticorps anti-tissus par immunofluorescence indi re ct e 

sur coupe s de rein de rat sont les trois segments (p1 , Pz ' p 3) 
du tube proximal décrit s figure Z9. 

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

p1 glomérule 

Corticale superficielle 

p2 

p3 Corticale pro.fonde 

Médullaire superficielle 

Médullaire profonde 

Schéma d'un néphron avec les troi s parties ~du tube prox i mal 
p1 : tube contourné proximal ; Pz : pars recta et p3 : anse de 

Henlé. 

' ·1 
·_,1 
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Selon l'intensit~ de fluorescence obtenue au niveau des 

différents organes (foie, rein, principalement) de rat et éven­

tuellement de souris, il est identifié le 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-LKMl 

Hépatocytes c en tro- +++ +++ 
Foie lobulaires 

Rat périportaux +++ +++ 

mâle 
Rein pl' Pz +++ + 

p3 + ( *) +++ 

Hépatocytes centra- +++ +++ 

Foie lobulaires 

Souris périportaux + +++ 

mâle pl' Pz +++ + 
Rein 

p3 + +++ 

(*) hétérogène 

Les anticorps anti-LKM présentent en immunofluorescence 

indirecte sur coupes d'organes une fluorescence granulaire répar­

ti e r éguli èremen t dans l e cyt op l asme des ce llules . Une fluore s­

cen te intense ( + ++ ) es t obse rvée ~uss i bi en avec les an tico r ps 

' 
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anti-LKMl que les anti-LKM2 au niveau de tous les hépatocytes 

de rat. Par contre, sur coupes de foie de souris mâle, l es 

anticorps anti-LKMl présentent une fluorescence homogène alors 

que les anticorps anti-LKM2 réagissent plus faiblement (+) au 

niveau des hépatocytes périportaux . La distinction des anti­

corps anti-LKMl et anti-LKM2 se fait également au niveau du rein 

de rat ou de sou.ris. Les anticorps anti-LKM2 conduisent à l'appa­

rition d'une fluor escence intense de p1 et Pz (+++) mais faible 

au niveau de p3 (+), l'inverse étant observé dans le cas des 

anticorps anti-LKMl. De plus, au niveau du rein de rat, les anti­

corps anti-LKM2 montrent une fluorescence hétérogène des cellules 

de p3 (1 cellule sur 10 est plus fortement fluorescente). La 

figur e 30 illustre les caractéristiques essentielles des anti­
corps anti-LKM2 en immunofluorescence indirecte sur coup es d'or­

ganes à savo ir une fl uorescenc e homogène sur foie de r a t,hétéro­

gène sur foie de souris mâle et sur les cellules de p3 de rein 

de rat. 

III.3. 2 . REACTIVITE DES ANTICORPS ANTI-LKM2 SUR COUPES DE FOIE 

DE RATS DIFFEREMMENT TRAITES 

III. 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 

ti énilique, seul (AT), ou après prétraite~ent par le clofibrate 

(CLO -AT), ou par l'isomère de l'acide tiénilique (CRE 4316), 

modifie de façon importante l'intensité de fluorescence des ant i-

corps anti-LKM2 sur coupes de foie de ces rats par rapport à 

des coupes de foie de rats non traités . 

Afin.de comparer la r econnaissance par les sérums humains 

contenant des anticorps anti -LKM2, des coupes de foie de rats 
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Fig. 30 

Foie de rat (x 100 

P3 de rein de 
(x 400 ) 
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Immunofluorescence indirecte des anticorps anti-LKM2 
sur coupes de foie et de rein 

hépatocytes 
entrolobulaires 

souris mâl e ( x 100) 

CC?~pe~ _d ' or_g(lnes révélées par un sérum humain (KUT) contenan t 
..l- - --- ..L.. • - • • • "f1'T'\K..., -"'- .1.: 1 •• :::. - -- 'f (")r'\ ~ 
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différemment traités, une titration des sérums est réalisée 

nous permettant de choisir 4 dilutions adéquates. Cette titration 
consiste à déterminer la _-_dilution du sérum à partir de l aquelle 

aucune r econnaissance p ar immuno fluores c ence n' est observée . Le 

tableau 11 montre cette titration, pour 1 ~ sérum JOR. Une forte 

fluorescence est notée aux dilutions 1/20è et 1/40è. L'intensité 

de fluorescence reste importante aux dilutions 1/SOè à 1/3~Œè, 

diminue au 1/640è, atteint le seuil de détection aux 1/12B0è et 

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

Tableau 11 Titrat ion en immunof l uor escence indirecte d'un 

sérum contenant des anticorps anti-LKM2 sur coupes 

d ' organes de rat non traité . 

Sérum JOR Foie Rein pl Pz 

1/ZOè +++ +++ 

1/40è +++ +++ ~ 

1/80è ++..- ++-.-

l/160è ++ ++ 

l/320è +-r +..-

1/640è + + ~ 
l/1280è (+) (+) ~ 

1/2560è - . - ... 
1/5120è - -
l/10240è - -

L'intensité de fluorescence observée lors de la révélation par les 

anticorps ant i- LKMZ de coupes d ' organes est notée comme s uit, 
dans le sens décroissant : +++> ++.,- ) ++>+ ..,.. >+>(+)> -. >-

-? indique les dilutions choisies. 

A partir de ce - ~ableau, on a choisi 4 dilutions dont une 

donnant une i n tensité de fluoresc~~ce importante (+++)(1/40è) et 
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trois autres pour lesquelles on passe d'une reconnaissance posi~ 

tive à une absence de reconnaissance. Ce seuil de détection étant 
situé au 1/1280è. Cette dilution et les deux dilutions qui l'en­

cadr ent (1/640è et 1/2560è) ont donc été utilis ées . Deux autres 

sérums humains contenant des antico rps anti-LKMZ (KUT, TAY) ont 

été ,paral lèlement au sérum JOR, testés aux dilut i ons 1/40è, 

1/640è, 1/1280è et 1/2560è 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 

l'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

co rps anti-LKMZ. KUT est le sérum le plus actif avec une pe rte 

de reconnaissance à une dilution supérieure au 1/2560è, puis 

viennen t JOR qui ne reconnaît déjà plus rien à cette dilution et 

TAY dont la dernière dilution positive est le 1/640è . 

S'il. est compar~ maintenant la rec onnaissance par les anti­

corps anti- LKMZ des coupes de foie de rats traités par rapport à 

celles de rats t émoins, il ap~~raît que certains traitements ne 

changent pas le seuil de reconnaissance et que d ' autres l e mod i­

fient légèrement, soit dans le sens d'une augmentation, soit 

dans le sens d'une diminu tion . Le sérum JOR reconnaît de f açon 

équivalente les coupes de fo i e de rats TEM et CLO . Ce sérum re­

connaît moins bien celles de rats trai tés par BNF, TAO ou CRE 

4316 . A la dilution 1/1280è, l'intensité 4e fluorescence est 

négative ( - ) alors qu ' elle est encore légèrement positive chez 

les t émoins (+). La reconnaissance es t un peu amé liorée par 
traitement des rats par AT ou CLO-AT et peut - être par PB (il 

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

. En considérant. le sérum KUT, la révélation, en immune ­

fluorescence indirecte es t identique pour l es coupes de fo i e de 
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Effe t de l'induction des rat s sur la reconnaissance 

(en immuno fl uore scence indi recte) de coupes de f oie 

de rats par des ant icorp s anti - LKM2. 

TEM PB CLO BNF TAO CRE AT CLO -AT Foetus 

Dil~ 4316 
Séru 

1/40 +++ +++ +++ ++-r ++ .... +++ + ++ + + + -
1/ 640 + + + ( +) + +-r ++ +T -

KUT 
1/1280 (+) (+) (+) - - - . + + -

1/2560 - . (+) - . - - - (+) (+) -

~.:;; ;;;::;: ;:::-:::::====== 1== ==== ~===== =::;:=::= F====== ==== == ====== ====== === == = ==== === 
1/40 ++T ++-r +++ ++ + +++ +++ +++ +++ -

1/640 +T +-r +-r + + + + ..- ++ -
JOR 

1/1280 + + + (+) (+) ( +) + +-r -
1/2560 (+) (+) (+) - - . (+ ) (+ ) + -. 

l 
l 
l 
! 

::;;;;:;;;;:;;;;:;;;;:;:::;;;:;::;:;:;:;:::::::= ===== F====== !====== F====== ====== ===::::= ===== ::::= == == ==== === ! 
1/40 ++ ++..- ++..- + + ++ ++ ++ -r ++-r 

1/640 (+) (+) + + - . + - . + 
TAY 

1/1280 -. - (+) - - - (+) (+) . 
1/2560 - - - - - - - -. . 

Intensité de fluoreicence obtenue à partir de 3 sérums humains 

(JOR, KUT, TAY) contenant des anticorps anti-LKMZ sur coupes de 

fo i e de rats tra i tés : +++ > ++..- > ++ > +T > + > (+) > - . > -
3 expériences ont été réalisées sur 3 lots de rats différents . 
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rats TEM, PB, CLO, CRE 4316 et AT, mai s diminuée pour celles de 

rats traités par BNF ou TAO. La fluorescence s'éteint au l/2560è 

alors qu 'elle subsis t e encore au niveau des coupes de foie de 

rats témoins. Une augmentation de l ' intensi té est notée en cas 
de traitement par CLO -AT . La f l~orescence es t encore nette au 

1/2560è (+) . 

Le troisième s é rum testé (TAY) révèle les coupes de foie 

de rats TEM et PB avec la même intensité. Une intensité plus 

faible est observée au n i veau des foi es de r ats traités par BNF, 

TAO et CRE 4316 où la fluorescence es t franchement négative au 

1/1280è. Une fluorescence est encore détectable au 1/1280è ( +) 

en cas de traitement des rats par CLO, AT ou CLO-AT . 

Ces observations sont résumées de faç on globale (tous 
sérums confondus) dans le tabl eau 13. La reconnaissance par l es 

anticorps anti-LKM2 de coupes de foie de rats traités par PB ou 

CLO est identique à celle de coupes de foies de rats non traités 

(TEM) . L'intensit é des reconnaissance s est diminuée en cas de 

traitement des rat s par BNF, TAO e t CRE 4316 et augmenté e si les 

rats sont traités par AT ou CLO-AT. 

Tableau 13 

Intens ités 
/ Coupes de 

Intensité 

Intensité 

Intensité 

Comparaison en immunofluorescence indirecte de la 
reconnaissance par les anticorps anti -LKM2 de coupes 
de f oie de rats différemment traités._ 

de f luorescence Tra itement des rats 
rats témoins 

analogue - Phénobar,bi tal (PB) 
- · clofib r ate (CLO) 

inférieure - S-Naphtoflavone (BNF) 
- Triacétate d ' ol éandomycine (TAO ) 
- CRE 431 6 

supérieure - Ac ide tiénilique (AT) 
- Clofibrate puis acide tiéni-

l i que (CLO -AT) 

Ce tabl eau compare la reconnaissanc e par trois sérums cont enant 
des anticorps anti- LKM2 (JOR, KUT, TAY) de coupes de fo i es de 
rats différemment traités.: résul~ats basés sur les intensités 
relatives de f luorescence · décri te-s dans le tableau 11. 
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De cette étude, se dégage une donnée i mportante : quel 

que soit le trait ement administré aux rats, il existe toujours 

une reconnaissance par les anticorps anti-LKM2 des coupes de 

foie de rats. Cette reconnaissance peut êt r e , dans certains cas, 

légèrement diminuée ou améliorée mais elle subsiste. Ce résul­

t at est en bon accord avec ceux précédemment obtenus (cf. III .l 

et III.2), à savoir une réact ivité croisée entre les sé rums 

huma ins contenant des anticorps anti-LKM2 e t une forme constitu­

tive de cytochrome P-450 présente chez tous les rats, quel que 

soit le traitement. Il est constaté une r econnaissance plus 

faible quand cette isoenzyme est réprimée par certains induc­

teurs (BNF, TAO). 

Un autre r ésulta t vient confor ter ce s conclusions . En 

effet, l es anticorps anti-L.KM2 ne révèlent rien sur coupes de 

foie de rat fo etal (Tableau 12 p.lOO) . Ceci e st cohér ent avec 

le fait que le cytochrome P-450-UT-A (IICll) est ab sent dans 

le foie foetal (23). La figur e 31 montre la fluorescence obtenue 

par un sé rum contenant des anticorps anti - LKM2 sur coupes de foie 

de r at femelle et de foie de rat foetal. (Un foie de rat femelle 

a été utilisé ici car lors du prélèvement du fo ie de foetus, 
if- etait plus facile - -de"prélev~-r-·le fo ~e de ia mère et de:con­

geler ensemble : ces deux -org~ries afin . de pouvoir ensuit e c~mparer· 

en immunofluoreicen~e indirecte un même sérum sur ces de ux foie s ). 

La reconnaissance par l es antico rps anti- LKM2 de foie de 

rat feme lle pourrait sembler surprenante du fait de l'absence 

du cytochrome P-450-UT -A ( IICll) c hez le s femelles (23). Cela 

peut être expliqué par la pr~sence chez les rats femelles d'un 

autre cytochrome P-450, l e cytochrome P-450-UT-I (IIC12) qui 
prés ente avec le cytochrome P-450-UT-A une très forte homologie 

(71 %) (75). Une r éac tivit é croisée entre l es anticorps anti ­

LKM2 e t l e cytochrome P-450 - UT -I de rat est donc tout à fait 
; 

compréhensib l e e t n' es t pas coritradictoire avec ce que nous 
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Fluorescence indirecte de coupes de foie de rat 

femelle et de foie de rat foetal en présence 

d'anticorps anti - LKMZ . 

Foie dP. rat feme ll e Foie de rat foetal 

Coupe de foie de rat femelle et de f oie de rat foetal r6v616e 

par un sé rum humain (KUT) contenant des anticorps anti - LKMZ 

et dilué au l /20è. 

venons de montrer tout au long de ce chapitre . Le test de dé ­

tection de ces auto- ant i corps peut se fa ire invariablement sur 

coupes de foie de rats mâles ou fe me l l es (41). 

Parallèlement à l' étude en immunofluorescence indirecte, 

de s interactions entre anticorps anti-LKMZ et coupes de foie de 

rats traités, il était intéressant de fa i re une étude h i s t olo ­

gique de ces foies afin de détecter d' éventuels déso r dres en ­

gendr és par ces traitements. 

Les observati ons histologiques ont été ré alisées par le 

Dr. N. MAURIN (HOpital Saint Antoine, Paris). Tous l es f oies et 

reins de rats traités ont été observés mais on décrira plus 
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particulièrement l'histologie du foie de rats traités par le 

clofibrate, l'acide tiéni lique ou l'association des deux par 

comparaison avec celle d'un foie de rat non traité. Dans le 

foie de rat t émoin (figure 32), l'espace porte comprend la 

veine (V), l'artère (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 régulière. Le 

noyau (N) est central, comprend un nucléole et la chromatine 

est différenciée en granules bien visibles. Des grains sont 

répartis régulièrement dans le cytoplasme. Les sinus veineux 

passant entre chaque travée hépatocytaire ne sont pas visibles. 

Seuls quelques noyaux sombres des cellules endothéliales sont l 
1 

visibles (E) . Par contre, après un tràllitement des rats par l'acide ! 
1 

t iénil ique (figure 33) , une importante di la ta ti on des s inus.:.:vei­
neux (SV) est due à la propriété diurétique de ce médic ament . 

Les hépatocytes ont un aspect normal avec un noyau central con-

tenant un nucléole et de la chromatine et avec la présence 

de grains cytopl asmiques . 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 Küpffer, à fonction macrophagique. Ces 

cellules sont ici balloni s ées· et certaines sont détachées, 

libres dans les sinus veineux . 

Les hépatocytes de rats traités par le clofibrate (figure 

34) présentent un aspect différent. L'organisation en travées 

à partir de la veine centrolobulaire (VCL) persiste mais une 

souffrance cellulaire est vi s ible. Le cytoplasme est clair, 

bourré de grains 1 ipidiques C' sté a tose") ,. Le cellules ont une 

taille.irrégulière 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 semb l e toucher plus particulièrement les hé-

patocytes périportaux que les hépatocytes centrolobulaires : 
présence de nombr euses ce llules de taille irrégulière au cyto -

plasme c lair e t non organi sées ~n travée s. 
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Fig. 32 Coupe de foie de rat têmoin. 

Coloration à l'Azan de Heidenha:in (x 250). 
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Coupe de foie de rat traité par l'acide tiénilique. 

Coloration à l'Azan de Heidenhain (x 250). 
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Fig. 34 
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Coupe de foie de rat traité par le clofibrate. 

Coloration à l'Azan de Heidenhain (x 250). 
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Le foie d'un rat ayant subi le double traitement (clofi­
brate + acide tiénilique) (figure 35) présente des veines 

très dilatées et riches en globules rouges (GR). Le canal 

lymphatique (L) est lui-même dilaté et gorgé de lymphocytes. 

Certains hépatocytes périportaux sont dégénérescents ; les 

cellules sont de taille irrégulière, sans noyau ou avec un 

noyau pycnotique (signe de nécrose}. Par contre, il existe 

des hépatocytes normaux et fonctionnels dans lesquels le noyau 

contient un nucléole. L'épithélium du canal biliaire est très 

aplati et certaines de ses cellules ont desquamé. Le fait re­

marquable après ce double traitement est l'infiltrat lymphocy­

taire, phénomène retrouvé généralement lors du déclanchement 

d'une hépatite (3). 

Ces résultats, ainsi que ceux obtenus de la même manière 

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 à des anomalies beaucoup plus faibles que celles 

observées après traitement par BNF ou CLO. Par contre, des 

anomalies plus nettes et plus nombreuses ont été constatées 

aussi bien au niveau du foie que du rein lors du double 

traitement (CLO-AT). 

III.3.3. COMPARAISON DU PROFIL DE RECONNAISSANCE, EN IMMUNO­

FLUORESCENCE INDIRECTE SUR COUPES D'ORGANES, DES ANTICORPS 

ANTI-LKM2 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-LKM2 a été de comparer 

le profil obtenu en immunofluorescence indirecte avec ces auto ­

anticorps à 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 

obtenu s a ve c c e s an t i corps s ur coupes de f oi e et de re in de 

rat et souris mâ les sont ré s u~és d ans le tab l e au 15 . 
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Coupe de foie de rat traité par le clofibrate puis 
par l'acide tiénilique. 
Coloration à l'Azan de Heidenhain (x 250) . 
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Tableau 14 Observations histologiques sur le foie et le rein de rats traités 

Trai t ement F 0 I E REIN 
Vascularisation I nfiltration Souffrance Mitose 

ce llu l a i re ce llula i re 

PB - - - - - - - - .... - - - - - - - - -- ----- NORMAL - - - - - - - - - - - - - --- ---- - ------ - - --- --

TAO --- --- ---------- - - --- - -- NORMAL - - - - - - - - - - - -- --- -- --- ------ -- - -- - -
' • 

BNF * NORMAL ** * * · NORMAL 

AT * - - -- --- - NORMAL - - - - -- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ~ - - - - -

CLO * NORMAL * NORMAL * 0 

CLO-AT * * * NOR1\1AL * 

· -· -

* présence de slgnes anormaux. 

- ---.......... -·~·---·--·.--.... -..-:-~··--=--.... ,--~-~-,~·-..~--...,.,., ._~---.....-·-~~--···....-·-- ,,_,._ _ _, __ __,,.,., .-~ ··•·-•-•-t•••• • •.,.>•..-"1: · •- · •-•••~•·•-·,.---- -.. • ·- •_,..,r_.,.,. ____ ..___,_. __ ...._, ___ ~,,~~--~~---·-•-~••---·-·•---·---··••---._..., _ __ ,_~•"'"' .. "'-~--.... •-•~·--•••-•••••••-·-·-• ·•·~~·-·-~------·-••••--• • •·-
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Tableau 15 Comp araison de s profils de reconnaissance (en 

immunof luorescence indirect e) sur coupes d'organes 

des anticorps anti-LKM et d'anticorps anti ­

cytochromes P- 450 hépatiques de rat. 

Anticorps Rat Souris 

Foie Rein Foie 

LKMl +++ pl<pZ <p3 +++ 

p3 +++ 

LKMZ +++ pl ,pZ>p3 +++ 

pl ,pZ +++ c 

p3 h 
UT-Al ++ pl,pZ>p3 ++ 

c pl, pZ ++ 

p3 h 
UT-AZ + pl,pZ>p 3 + 

c pl,p Z ++ 

p3 h 
pb lb +++ pl=p 2=p3 ++ 

++ c 

pb la ++ pl==p2=p3 ++ 
c + 

pb3a ++ pl<pZ<p3 ++ 
p3 +++ 

p-45Z + pl-pZ=p 3 + 
c 

+ 

c hépatocytes centrolobulaires > périportaux 

h hétérogène (aspect de p3) 

Ré in 

pl<pZ<p3 
p3 ++ + 

pl, p2>p3 
pl ,pZ +++ 

pl + 
-

pl + 
-

pl -
pZ, p3 + 

-

pl<p2<p3 
p3 ++ 

p l <pZ,p3 
pZ, p3 + 

Reconnaissance en immunofluorescence indirecte de coupes d'organes 

de rat et de souri s mâles par des sérums humains contenant des 

anticorps anti -LKMl (LEP), ou anti-LKMZ (JOR) et par des anti ­

corps anti - cyt ochromes P-4 50 de rat (anti - UT-A, ant i-pblb, anti­

pbla, anti -pb3a e t anti-p-45Z). Ces sérums ont été utilisés à 

la dilution 1/Züè. 

UT-Al Labo rato ire de R. WOLF 

UT-AZ Laboratoire d.e J.P. LEROUX . 
i 

·' 
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Il est à remarquer que l'anticorps anti-cytochrome P-450 ----- .. -~ -,., . -
de rat_ donp2:_nt le profil de reconnaissance le plus proche 

d~!E~i~~E~~-~~~}~Ti?.~.: .. E~2~:~!..- ~ :w~~-~~-Œ~~t,~~~~.~~ 
deux anticorps ont en commun les caractéristiques suivantes : 
~,..~ ........ l .. ~lloll-'"-'~: ... ~~.....,._-...•_y_,.,..."" •• ·~.r'\~: ....... ;s,~~~o:'~= ... , ..... t:<"'''~-.:-· .... ,.!:'''''" '"~~ ... :I"C\'<\::>l'"~r".::-'!":l':"~"'"""oo"'"'"'"':"":O>~ .. , .... ~ ... -·~,...~..,....,~~>ft'.-~ .. -..,~~--·-....... ,..~>o. ....... ~ .. ..,., ""~~·---~ 

- homogénéité de fluorescence des hépatocytes de rat, 
--.__. ___ --.:.o,_<o:~---.-.-.... 9<'.-.... ;~"'"""'•"'w~...,.~'illn---~~l~<,or~~~ 

- prédominance de la fluorescence des hépa tocytes centra-
----- -- ·- e · __ .... .,.-~-o·_..~~~-~~~..,-....-~~oar~ 

lobulaires de souris mâle sur les hépatocytes périportaux, 
....... .-~ .... ~ .... ........:.~~-.......,_"-.;..~.....,., ... ,.._..,.......,_~~.,.'l\:~-"'"'-.;· . .,. ... ..,.....~.',............,.._':.'r!tl'~-..,,..v~~~-"':'-~'l'r....-......--~~.,--........~---~ ..... ---·~~--

- fluoresc ence de s p1 et Pz de rein de rat supérieure à 

celle de p
3 

et hétérogénéité de la f l uorescence des ce llules 

de p 3 . 

La seule différence de reconnaiss ance de ces deux t ypes 

d'anticorps réside au niveau du rein de souris mâle. Les anti ­

corps anti-cytochrome P-450-UT-A présentent une réactivité plus 

faible que les anticorps anti-LKM2 vis-à-vi s du rein de souris. 

Toutefois, le s carac téristiques essentielles (énumérées ci ­

dessus) de reconnaissance en immunofluorescence indirecte des 

t 
1 

t 
1 

i 

1 

! 
! 
l 
1 
1 

1 

1 
! 
l 
! 
1 
l 

anticorps anti-LKM2 sont retrouvées avec les deux anticorps 1 

anti-cytochrome P-450-UT-A testés provenant de deux laboratoires i 
i 

différents (celui de R. WOLF, Edimbourg et ceui de J.P. LEROUX, 

Paris). Les autre s ant icorps anti -cytochromes P-450 de rats tes-

tés ne montrent pas le même profil de reconnaissance que les 

anticorps anti-LKM2. Les anticorps anti-pblb, anti -pbl a e t anti ­

p-452 présentent une fluorescence homogèn e de p1 , Pz et p3 de 

rein . de rat. L'anticorps anti-pb3a montre quant à lui le même 

profil de reconnaissance que les ant icorps anti - LKMl, présents 

dans le sérum de malades ayant une hépatite chronique act ive 
(p 1 <p 2<p 3 et fluorescence homogène des h'épatocytes de souris mâles). 

III'.4 .. CONCLUSION 

L'étude de la reconnaissance par les anticorps anti-LKM2 

de microsomes hépatiques de rat a été réalisée à partir de 

trois approches différentes. 
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~out d'abord, nous avons montré par des techniques d'immune­

transfert que les anticorps anti-LKMZ reconnaissaient trois 

cytochromes P-450 de rat purifiés : les cytochromes P-450-pbZa 
... ·- - ' -'"' 

(UT-A, IICll), pb3a (PB-B, IIBl) et pb3b (PB-D, IIBZ). Ces 
-----~-~~~---------~--------~-----------------------protéines sont présentes au n1veau des fractions rnicrosornales 
hépatiqu~~cle_ rat. Ell.es sont donc r~connues p~ai--Ïe~""'i"'ilië"ôrPs --anti-LKMZ dans les rnicrosomes de rats témoins ou traités par 

... . . ·-~.-..·;,;~..z..!o:o'.:O:...:.. "'"~<i""""""'"-~~..,._,.,.,.,~-T.l~' .~--- eo.-.=.._..,......,..,.....,.,.~o;=.•!'<~e~-.-..~~-o:<.,.,...,...,...""''......._.,..._,._~=- -~~Oioi """' ~ - , •·. ,._,~--~1." 

1 e ph éna bar~-~-!~ LE..Y_!.~,_._S} o_.fi!>~L?~t.LJWJlL...l~=~-L~.~ c~ r o~e P- 4 50- UT- A 
-~=,.·-~--"''"'~'-"·"""'····-···-····. .,,, - . ' .. ·''' -···- . , __ ..,..,""~""""•...: ... );...,_ .... ....,_.,..,.,.., .. ,...,.,..,...,.,~_,.,...L;.!'o""""'-...:.<l<;t.~ ... ..,..., .. "", .. """' 

( I I C 11 ) et s p é c if i que~ ~E.!~ .. $Î.{IJ1 s __ J~~ ,s rn i.,f.! 02~0 Ille. s-J!~....Le.lLi,E:~s!.~,Lt~. 
pir"l~_, .phê;~-b-,;·;·b·i·~~Î--;~ur les cytochromes P-450-PB-B (IIBl) et 

~--,;,;~-.. , ,.,,,~~-':.; -.• ~-~~-:-.-.. ,·.·,-., ~:..:.;:,-; •;_,_,~l.;"'v::·~··~""x.·~-..:~..~.....,,...-""""--.....,. • ..-~r.o;-.~<'~~··•.,.'"""--<"<1""''""''...,..."'""'!~""~--~~~·• -.• •~ ··,.,...,.,•~!---...,..~~-· . _ _ ~~ ... -~~~ ... ~~...,.,.~~-~~·,··-~~·~.~ 

PB-D (IIBZ). Ces résultats sont en accord avec des résultats 

p;-ê1i;i~ti.res obtenus en collabora tian avec P. BEAUNE (70) 

montrant que les anticorps anti-LKMZ reconnaissaient le cyto­

chrorne P-450-UT-A (IICll) ainsi qu'une forme induite par le 

phénobarbital, le cytochrome P-450-PB-B (IIBl). Une étude 

réalisée par WAXMAN et coll. (71) a montré, en utilisant d'autres 

sérums contenant des anticorps anti-LKM2 et une autre technique 

sans dénaturation des protéines (cf. III.l, p. 60 ), que les an­

ticorps anti-LKMZ reconnaissent les cytochrornes P-450-UT-A 

(IICll), UT-F (IIAl) et PB-C (IIC6). Une réactivité croisée 

entre les anticorps anti-LKMZ et une forme constitutive de cyto­

chrome P-450 de rat, le cytochrorne P-450-UT-A (IICll) a été éga­

lement montrée par cette équipe. Les différences observées 

quant à la reconnaissance par ces sérums d'autres cytochromes 

P-450 peuvent être expliquées par la différence de techniques 

et de sérums utilisés mais aussi par le fait que les anticorps 

anti-LKMZ ne doivent reconnaître que de façon minoritaire ces 

autres cytochromes P-450 de rat. 

Cette différenc e de reconnaissance par les sérums entre 

protéine native et protéine dénaturée a également été observée 

dans cette même étude de WAXMAN et coll., avec les anticorps 

anti-LKMl présents dans le sérum de malades ayant fait une 

hépatite chronique active. En effet, il a montré, par la tech­

nique d 'immune- transfert , que l es anticorps anti - LKMl r econnais -
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saient une forme constitutive de cytochrome P-450 présente dans 

les microsomes de rat témoins ou traités par la S-naphto ­

flavone ou le clofibrate mais fortement diminuée dans les micro­

sorne s de rats traités par le phéno barbital ou 1' is os afro le .. ,. 

Or, ces mêmes anticorps révèlent en "dot-blot " les cyto­

chromes P-450 purifiés de foie de rat ISF-G (IA2) et BNF-B (IAl). 

Ces auteurs suggèrent 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-LKMl 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 r ésultats 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 phénomène analogue vient d'être publié 

en ce qui concerne les anticorps anti -LKMl. Ces anticorps 

reconnaissent spécifiquement une protéine hépatique humaine, 

le cytochrome P-450 buf I ou II (77), ou db I (78), de la 
sous - famille IID. 

La deuxième approche que nous avons utilisée afin ·de déter­

miner les protéines hépatiques de rat reconnues par les anti­
corps anti -LKM2 a consisté à tester la capacité de ces anticorps 

à inhiber la transformation de l' acide tiénilique ou de son 

isomère en métabolites réactifs . L'implication du cytochrorne 

P-450-UT-A (IICll) semble donc confirmée car les anticorps 

j _, 
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anti-LKM2 inhibent de l'ordre de 30 à 40 % la fixation cova-
len t;du-c"îüï"43I6'"51:ir .. Iês m:CC"ro .so~~i~·~---~f~---ra t s 

-~---~·-'""'··-~---··-···-- ·-----.. .. ·-·· .·.· .-' -. . ' ... , ... , -~- .. '''"'-'--.. ~-·--·=---.--·=·-

témoins ou traités par le phénobarbital ou la cyano-16a­

pregnenolone. 

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

le cas de microsomes de rats induits par le clofibrate, est 
·---------~--"·---------...------.----.... --. -""'·-··· --------......... ------~------------~--.-~-

expliquée par le fait que, dans ces microsomes, un cytochrome 
P-Ts o ---d :LT:fêreïî!·---~rlï-zy-t:-üë1ir;~~ ---ïi~-i(s6=·ur=l\---e·~·1-·;~--j-;;·i·t-~-i-;~-;~-~·t: 

, .~-- •--- ~--,~--_...__.,.._...,..,._,. __ , •• ~ • ..,__ .,_ , " • 0 .... .._ • .,._..,. -- ' •-•>···•••• • ••• ··~-·····- ·•·•·• ·-~"'_, ,,. ,.-. •••·• - • - ·· ' ' '" '·''''-''' ' ' " ·'•' ' '"-• -••-•_,._,._,,,>o ,.,,_.,.._,, ,.,,_w _,_..,., ,.__, _ _ w~-"-•''"' ~-•~• •·•·''•0 '."''·'-· •"·• •·••• •---,, 

responsable de l'activation métabolique de l'acide tiénilique 
- - --··" ' •••• • ... •••• '"'"'' . • , .. o. ••,o.,,,. , , • ,.• ~ • · - ·''" ""' • •• ~ o<·o--~ >< ••' _.,_,._-o,.,o . ...,_, ." ,.,o, .... -,_.,; ,.,..<'Ho-·o··•·••~o-o."""'·'''""'-' ,,_,._ .. ,_.,~ .. "O'o_-,,. ~- "'•''"-•••'',",----••• "'"•>''""~--~- --·-•,•, ,, __ , ,,, ' ., ... , ,-,-._,..,' 

ou de son isomère. Ce cytochrome P-450, induit spécifiquemen~ 

par le clofibrate, ne serait pas reconnu par les anticorps 
·---..--~"""'"""----""'"'_., •• 1 

anti-LKM2. ,....-------

La troisième approche a été d'étudier la reconnaissance, 

en immunofluorescence indirecte, par les sérums contenant des 

anticorps anti-LKM2, de coupes de foie de rat s traités. Les 

résultats obtenus suggèrent 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 très faibles 

différences observées dans la révélation par les anticorps 

anti-LKM2 de coupes de foie de rats différemment traités. 

De plus, les profils de reconna issance très proches obtenus 

avec les anticorps anti-LKM2 et les anticorps anti-cytochrome 

P-450-UT-A suggèrent que la protéine commune aux différents foies 

de rat est bien le cytochrome P-450-UT-A (IICll). 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 d e rat majori tairement reconnue par l es anticorps anti-



te
l-0

06
53

61
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

19
 D

ec
 2

01
1

- 116-

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

ce cytochrome P-450 hépatique de rat et l e cytochrome P-450-8 

de foie humain, est compréhensible si l'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 informa tique, comparées entre elle s . 

La figure 36 montr e tout d'abord l'homol ogie de séquence (77 %) 
existant entre les protéines hépatiques humaines de l a sous­

famille IIC (le cytochrome P-450-8 n'étant pas identifi é à 

l'intérieur de ce tte sous-famille). La figure 37 compare la 

séquence entre un cytochrome P-450 humain de ce tte sous ­

famille IIC au cytochrome P-450-UT-A (IICll) de rat ; il est 

a lors not~ qu' elle s sont homol ogue s à 76 %. 

L'existence d'une r éactivité croisée entre les anticorps 

anti-LKMZ et les protéines hépatique s de rat va pouvoir nous 

permettre d'util iser ces auto-anticorps comme outil s dans le s 

études ultérieures explorant le mécan isme 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 méphénytoîne (IIC8 e t IIClO). 
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Fig . 3 7 Homologie de séquence entre cytochrome P-45 0 huma in 

(IIClO) e t cytochrome P-4 50 -UT-A (I ICll) de f oie de 

rat. 
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Etude de l'apparition de nouveaux 
antigènes à 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 où l'hypothèse émise dans le 

chapitre I, pour l'apparition des anticorps anti-LKMZ, suppose 

l'intervention d'un néo-antigène membranaire (étape 4 de la 

figure 12, p. 35 ), nous avons utilisé cette réactivité croi­

sée pour mettre en évidence l'éventuelle apparition d'un nouvel 

antigène à la. surface des hépatocytes de rats traités par 

l'acide tiénilique. En fait, d'après le mécanisme de la figure 

12, le néo-antigène pourrait être un cytochrome P-450 alkylé 

d'où deux possibilités de reconnaissance de ce néo-antigène : 

- la protéine elle-même est reconnue par les anticorps anti-

LKM2, 

- l'haptène, dérivé de l'acide tiénilique, pourrait être détec­

té. 

C'est d'ailleurs ce qui se produit dans le cas de l'halo­

thane où les anticorps anti-LKMl son~ 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 l'acide tiénilique peut-il 

faire apparaître un nouvel antigène, à la surface des 

hépatocytes, détectable par les anticorps anti-LKMZ ? 

2) Par analogie avec la littérature (cas de l'halothane), 

un haptène dérivé de l'acide tiénilique peut-il être 

détecté par un anticorps anti-acide tiénilique à la 

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

Tout au long de ce chapitre, nous allons nous efforcer 

de répondre à ces deux questions. 



te
l-0

06
53

61
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

19
 D

ec
 2

01
1

- 121 -

IV.l. ËTUDE DE L1 APPARITION DE NOUVEAUX ANTIGËNES A LA SURFACE 

D'HËPATOCYTES DE RATS TRAITËS 

Ce travail a été réalisé en collaboration avec l'équipe 

d'Henri HOELLINGER (INSERM, UA.400) et, plus particulièrement, 

avec Michelle BONNIER. 

Dans cette étude, il a été utilisé la réactivité croisée 

entre anticorps anti-LKM2 et protéines hépatiques de rat pour 

montrer, après traitement des animaux par l'acide tiénilique, 

une éventuelle apparition de nouveaux antigènes reconnus par 

les anticorps anti-LKM2 à la surface de leurs hépatocytes. Pour 

cela,un test en immunofluorescence a été mis au point sur hépa­

tocytes isolés de rat. 

IV.l.l. INFLUENCE DU TRAITEMENT DES RATS SUR LA RECONNAISSANCE 

EN IMMUNOFLUORESCENCE DE LEURS HEPATOCYTES PAR LES ANTICORPS 

ANTI-LKM2 

Pour cette étude, les rats sont traités par l'acide tiéni­

lique seul ou après prétraitement par divers produits connus 

pour induire différents types de cytochromes P-450. 

Après sacrifice des animaux, leurs hépatocytes ont été 

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 après sa sortie par la veine porte). La 

figure 38 montre le passage du liquide de perfusion au niveau 

des différents lobes hépatiques. 

La reproductibilité de cette technique a été vérifiée. Le 

nombre d'hépatocytes obtenus après chaque perfusion de foie de 

rat était constant (environ 108 hépatocytes). La mesure de 

viabilité des hépa tocytes 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 pénètre 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 à 0 % de v i ab ilité. 

Ce fait a également été observé par GERKEN et coll . (81) qui 

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

servée. 

Après l'isolement des hép atocytes , le problème qui s'est 

posé,est de savoir s'il faut ou non fixe~ ces hépatocytes afin 

de stabiliser la membrane cellulai re. Le fixateur ne doit pas 
alt érer les antigènes de surface ni perméabil i ser la membrane 
plasmique. Après différents essais, le mélange de fixation 

compos é de 4 % de paraformaldéhyde + 0,05 % de glutaraldéhyde 

(82), s'est révél é respecter ces critères. Les résultats obtenus 

en immunofluorescence sur les hépatocytes fixés ont été très 

analogues à ceux obtenus sur hépato cytes non fixés. Cependant, 

. 1 

1 
' i 

J 

... 
l 
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Immunofluorescence 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 à deux grossissements différents après 

fixation des hépatocytes. 
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une intensité de fluorescence superleure a été notée après 

fixation, ce qu'illustre la figure 39· sur laquelle peuvent 

être vus les hépa tocyt·es de rats traités par le c lofi br a te 

puis l'acide tiénilique révélés par le sérum JOR (contenant 

des anticorps anti-LKM2), en immunofluorescence indirecte, 

après ou sans fixation. La fluorescence observée est granu­

laire et située au niveau de la membrane hépatocytaire. Ce 

type de fluorescence est comparable à celle détectée en cas 

de présence d'antigènes membranaires à la surface d'hépato­

cytes (83). Par la suite, ne seront montrés que les résultats 

obtenus après fixation des hépatocytes. 

Le test d'immunofluorescence, après l'isolement ct la fixa­

tion des hépatocytes, est réalisé selon le principe décrit 

dans la figure 40. 

Fig. 40 Principe de la détection des antigènes de surface 

hépatocytaire par immunofluoresc ~nce indirecte. 
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Les hépatocytes de rats sont tout d'abord incubés en pré­

sence du sérum à tester (sérum contenant des anticorps anti-

LKM2 par exemple), puis,- dans un second temps, en présence d'immuno­

globulines, anti-IgG humaines marquées à la fluorescéine. Si le 

sérum testé contient des anticorps reconnaissant un antigène mem­

branaire, une fluorescence de surface des hépatocytes doit 

apparaître. 

Outre la fixation des hépatocytes, un autre problème s'est 

posé concernant l'utilisation des sérums eux-mêmes. En effet, 

les composants de ces sérums se fixeraient de façon non spéci­

fique (parallèlement au problème étudié) sur les hépatocytes en 

général et donc, sur ceux de rats témoins. Pour éliminer cette 

fixation, les sérums, après décomplémentation par chauffage 1 h 

à 56°C afin d'éviter une éventuelle lyse cellulaire par le 

complément, sont adsorbés sur hépatocytes de rat témoin avant 

d'être testés sur hépatocytes de rats traités (80). Aucune diffé­

rence de fluorescence n'est notée entre un sérum adsorbé ou non, 

phénomène déjà décrit pour les anticorps anti-LKMl (81). 

Après cette mise au point pour régler ces problèmes tech­

nique, plusieurs études sont réalisées sur la reconnaissance 

par les anticorps anti-LKM2 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 isomère. Le tableau 16 

regroupe les résultats obtenus. 

Quelques observations sont à relever : les sérums humains 

utilisés comme sérums témoins, ne contenant pas d'anticorps 

anti-LKM2, sont testés sur les différents hépatocytes et ne 

conduisent jamais à l'apparition d'une fluorescence. Il en 

est de même si les hépatocytes sont directement incubés en 

présence d'immunoglobulines anti-IgG humaines marquées à la 

f luoresc é ine . 
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La troisième remarque concerne la lecture des lames 

effectuée par trois personnes différentes, et de f açon indé pen­
dante. L'évaluation de l .'intensi té de la fluorescence étant 

qualitative (nombre de+), cette lecture par trois personnes 

permet de donner des résultats l es plus obj ectifs possibles. Pour 

une même expérience, les intensités déterminée s par les diffé ­
r en t s lecteurs sont très proches , voire identiques . Trois sérums 

humains contenant des ant icor ps anti-LKM2 (KUT , JOR et TAY) ont été 

testés sur les hépatocytes des différents rats. Ces sérums se 

comportant de façon identique (même intens ité de fluore scence), 

les résultats sont donnés pour le s anticorps anti -LKM2 dans leur 

ensemble. 

La lecture du t ableau 16 signale tout d'abord que les 
ant icorps anti-LKM2 ne r econnaissent aucune protéine à l a surface 

des hépatocytes de rats non traités (-) 

La même obs ervation es t faite lors de 4 expériences indépen ­

dantes, sur des hépat ocyt es de r a t s différents, et avec trois 

sérums humains (KUT, JOR e t TAY) . 

Un traitement des rats par un inducteur classique de cyto ­

chromes P-450 (PB, CLO, FEN, TAO, 3MC) n'amél iore pas l a recon­

naissance de ces hépatocytes par les anti corps anti-LKM2 ( - ). 

Par contre, un traitement des rats par l'acide tiénilique ou son 

isomè r e (CRE 4316) montre, de façon équivalente, une légère 
reconnaissance (+) de ces hépatocytes par les anticorps anti­

LKM2 . La fluorescence observée est membranaire, de faib l e inten­

si t é (+ le plus souvent), mais significative par rapport à l ' en ­

semble du tableau. 

L'obtention d'une réponse, même faibl e , chez des rats 

traités par l'acide tiénilique, permet de montrer qu ' il peut 

y avoir apparition de nouveaux antigènes à la surface d 'hépato­

cytes de rats sous l'influence d'un traitement. 
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Tabl eau 16 

Traitement 

Exp érience 1 
l ecteur 1 

lecteur 2 

lecteur 3 

Expérience 2 
lecteur 1 

l ecteur 2 

lecteur 3 

Expérience 3 
lecteur 1 

l ecteur 2 

l ecteur 3 

Expérience 4 
l ecteur 1 

lecteur 2 

l ec t eur 3 

- 127 -

Reconnais sance (en immunofluorescence) par l es 

anticor ps anti -L KM2 d'hépatocyt es de rats 

diffé r emment traités . 

TEM -- PB CLO FEN TAO 3MC AT CRE 

- + - - - - + 
-

- - + - + - + - - -
- - - - - + + -

+ - + - - - + 
- -
- - - - - - + -
- - - - - - + 

- - ++ 

- - + 

+ - + 
~ 

- - + 

- - + -
- - + -

4316 

+ 

+ 

+ -

++ 

+ 

+ 

Int ensité de fluore scence (++ > + > ~ > - ) observée ap r ès 

incubation d'hépatocytes de rats différemment traités en pré­
sence de sérum humain cont enant des anticorps ant i-LKM2 (KUT, 

JOR, ou TAY au 1/2 Sè), puis d'immunoglobulines anti-I gG humaines 

marquées à la f l uorescé ine (au 1/lOOè) . Chaque expé r ience es t 

r éalisée indépendamment des autres,. sur des hépatocytes de rats 

différe nts,et observée par trois lecteurs . Les sérums humains 

témoins t es tés ne contenant par d ' ant icorp s anti-LKM2; aucune 
fluorescence n' apparaît . 
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Il 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 l'administration de l'acide tiéni ­

lique lui-même. Les résultats obtenus sont regroupés dans le 

tableau 17. 

Tableau 17 : Reconnaissance par l es anticorps anti-LKMZ (en 

immunofluorescenc e) d'hépa t ocytes de rat s induits 

puis traités par l 'acide tiénilique ou son isomère. 

Traitement AT CRE PB CLO FEN TAO 3MC CLO 
4316 AT AT AT AT AT CRE 4316 

Expérience 1 
lecteur 1 + + + +++ + + - + 

-
lecteur 2 + + + ++ + - - ++ 

- -
lecteur 3 + + + +++ - + + + 

- - - -
Expérience 2 

l ec teur 1 + ++ + ++ + + - ++ 
- - -

lecteur 2 + + + + + + - + 
- - - -

lecteur 3 + + + ++ - - + + 
- -

Expérience 3 
lecteur 1 ++ ++ + 

lecteur 2 + +++ ++ 

lecteur 3 + + + + + 

Expérience 4 
lecteur 1 + +++ 

lecteur 2 + +++ 
-

lecteur 3 + +++ -

Intensité de f luo rescence (+++ ' > ++ > + > ~ > -) observée 

après incubation d'hépatocytes de rats différemment traités en 

présence de sérum humain contenant des anticorps anti - LKM2 

(KUT, JOR ou TAY au 1/25è), puis d ' immunoglobulines anti-IgG 

humaines marquées à l a fluorescéine (au 1/lOOè) . Chaque expé ­

rience est r éa lisée indépendamme11;t de s autres, sur des hépa tocyt es 
de r a ts diffé rents et observée par 3 lecteurs (les sérums humains 

témoins te s t és ne contenant pas d ' anti co rp s anti-LKMZ : aucune 
fluorescen ce n'apparaît) . 
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Une induction des rats par PB, FEN, TAO ou 3MC -prê alable­

ment au traitement par ~l'acide tiênilique n 'augmente pas (voire 

diminue) la reconnaiss ance par les anticorp s ant i - LKMZ, d'anti­

gènes de surface hêpatocytaire . Par contre, une induct ion de 

rats par le clofibrate avant le traitement par l ' ac i de ti êni­

lique condui t à l'apparition d'une fluore scence membranaire 

intense ( +++) dans 4 expériences indépendantes réalisées et 

avec 3 sé rums contenant des anticorps anti-LKMZ . Dans l e 

cas d ' un traitement des rats par le ·cRE 4316 , une induction 

préalable par le clof ibra t e ne conduit pas à l 'apparition 

d ' une fluorescence aussi intense que dans le cas d'un traite ­

ment par l'acide tiénilique . La figure 41 illustre les résul­

tats des tableaux 16 et 17. Elle montre la f luorescence obtenue 

avec un sérum humain contenant des anticorps anti -LKMZ (KUT) 

sur hépatocytes de rats non traités ou traités pa r CLO, AT ou 

CLO-AT. Dans le cas d'hépatocytes de rats non trai tés ou traités 

par le clofibrate, aucune fluorescence n ' apparaît. Celle-c i 

est fa ible, mais pr ésent e, au niveau de la surface des hépato­

cytes de rats traités par l 'acide tiénilique et elle devient 

int ense en cas de prétraitement par l e c l ofi b r a t e . 

Le tableau 18 résume l'ensemble de ces obse r vations . Il 

apparaît que seul un t ra it ement des rats par l e c lofibrate puls 

l'acide tiénilique conduit à l a présence, au niveau de la 

membrane hépatocytai r e , de nouveaux antigènes reconnus par les 
anticorps anti-LKM2. Un traitement des rats par l'acide tiêni ­

lique seul n 'e s t pas suffisant pour provo,quer de façon nette 

ce phénomène . Il faut donc c r éer, au préalable , une perturba­

tion cellulaire, en augmentant par exemple la transformation 
de l' aci de tiénilique en métabolites r éactifs . Ce type de 

'· ·'' _.i 
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c ) 

Fig. 41 
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Irnmunofluorescence i ndirecte obt enu e par interaction 

d'un sérum contenant des anticorps anti-LKM2 (KUT ) avec 

des hép a to cytes isol és de rats d ifféremment traités . 

d ) 

Irnmuno f luor esc en ce ind i r ec t e d' un sé rum conten an t des an t icorps 

an ti -L KMZ (KUT au 1/25è ) sur hépa t ocy t es iso l é s de r ats diffé ­

remmen t traités par a) CLO- AT ; b) AT ; c ) CLO ; d) Témoin. 



te
l-0

06
53

61
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

19
 D

ec
 2

01
1

- 1 31 -

perturbation sembl e réa l isé de faço n spécifique par le c l ofi­

brate, dans la mesure où les autres inducteurs testés n ' on t 

conduit à l'apparition d'aucune fluorescence . 

Un phénomêne analogue a é té décrit dans l e cas de l'halo ­

thane . En effet, une induction préalable des r ats par le phéno­

bar bital avant le traitement par l'halothane augment ai t l' appa ­

rition de nouveaux ant igênes à la surface de l eurs hépa tocytes 

( 49) . 

Tab l eau 18 

Apparit ion de 
fluorescence 
membranaire 

Table au récapitulatif de la reconnaissance par 

les anticorps anti-LKM2 (en immunofluorescence) 

d'hép atocytes de rats différemment traités . 

Faiblement Fort ement 
Négative positive positive 

TEM AT CLO - AT 

PB CRE 4316 

CLO CLO-CRE 4316 
Traitement des FEN PB - AT 

r a ts TAO FEN- AT 

3MC TAO-AT 

3MC-AT 
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IV.l.Z. ETUDE DE LA RECONNAISSANCE D'ANTIGENES DE SURFACE 

HEPATOCYTAIRE PAR DIVERS ANTICORPS ANTI-CYTOCHROMES P- 450 

HEPATIQUES DE RAT 

Les anticorps anti-LKM2 étant dirigés contre un cytochrome 

P-450 humain et ces anticorps reconnaissant un antigène au 

niveau de la membrane d'hépatocytes de rats traités par l'acide 

tiénilique, il était intéressant de rechercher si des anticorps 

anti-cytochromes P-450 hépatiques de rat révélaient eux-mêmes 

une protéine de surface hépatocytaire. Deux sérums de lapin 

ont été testés, contenant, soit des anticorps anti - cytochrome 

P-450-UT-A (IICll), soit des anticorps anti-cytochrome P-450-

ISF-G (IAZ) en ce qui concerne leur capacité à reconnaître 

des protéines à 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 1mmuns ne conduisent à · aucune apparition de fluorescence. 

Par contre, les anticorps anti-cytochrome P-450 - UT -A (IICll) 

révèlent une protéine présente sur la membrane d 'hépatocytes 
de rats témoins ou traités par CLO ou AT avec une int ensité 

proche (+à++). Par contre, un traitement des rats par CLO-AT 

augmente de façon nette l'intensité de la fluorescence (+++) 
observée avec ces anticorps, ce qu'illuste la figure 42 

où les anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A (IICll) conduisent 
à 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 l'acide tiéni­
lique. Ce résultat suggère l'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 à la présence du cytochrome P- 450- PB -B (IIBl) 

à la surface de leur~ hépatocytes. 
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Fig. 42 

a) 

b) 
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Immunofluorescence indirecte obtenue par interaction 

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

tocytes isolés de rats témoins ou traités. 

Immunofluorescence indirecte d'un sérum de lapin contenant 

des anticorps anti-cytochromes P-450-UT-A sur hépatocytes isolés 

de rats témoins (a) ou traités par CLO-AT (b). 
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Tableau 19 

Traitement 
des rats 

N°expér . 

TEM 1 

2 

3 

4 

C10 1 

2 

3 

4 

AT 1 

2 

3 

4 

C10.-AT 1 
2 

3 

4 
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Intensité de fluorescence observée lors de la 

reconnaissance d'hépatocytes de rats par des 

anticorps anti - cytochromes P- 450 de rat. 

A N T I c 0 R p s 
anti-UT-A (IIC11) anti-ISF - G (IA2) 

1 . 1 1 . 2 1.3 1 . 1 1.2 1 . 3 

++ + ++ - + --
+ + + - + --
+ + + + + + + - -

+ + + + ++ + + + 
- -

+ + + + + -
- - -

+ + + + + + 
- - -

+ + + + + + - -
+ + + + + + 
- - - -

++ + + + - + --
+ + + + + -- - -
++ + + + - --
+ + + + + + - -
+ ++ +++ +++ - + + - -
++ + +++ + + + + + - .;.... 

++ ++ + + - + - -
+++ + + ++ + + + - -

1 = l ecteur 

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

incubation d ' hépatocytes de rats différemment traités en présence 

de sé r um de lapin contenant des antico r ps ~nti-cytochrome P- 450 -

UT -A ou anti - cytochrome P- 450 - ISF - G (au 1/25è) , puis d ' immuno ­

gl obu l ines anti-IgG de lapin marqu ées à l a f l uorescéine (au 
l/200è). Chaque expéri ence est réalisée indépendamment des 

autres sur des hépatocytes de rats différents et observée par 

3 lect eurs 

Les sérums de lapin non immuns tes t és ne conduisent à aucune 

appari t.ion de fluo res_çence. 
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Afin de vérifier si les observations effectuées avec les 

anticorps anti-UT-A(IICll) étaient spécifiques, des expériences 

analogues ont été réalisées avec des anticorps anti-ISF-G (IAZ). 

Comme le montre le tableau 19, aucune fluorescence n'apparaît 

avec ces anticorps, que ce soit avec des hépatocytes de rats 

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

Ces résultats, résumés dans le tableau 20 suggèrent que 

le cytochrome P-450-UT-A (IICll) 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 

très controversée pendant de nombreuses années. Récemment, 

divers auteurs l'ont démon~ée2ar des techniques indirectes 

(85, 86). 

Tableau 20 Tableau récapitulatif de la reconna1ssance en 

immunofluorescence indirecte par des anticorps 

anti-cytochromes P-450 d'hépatocytes isolés de 

rats différemment traités. 

~ TEM CLO AT CLO-AT 

s 

an ti-UT-A (IICll) ++ + + +++ 

anti-ISF-G (IAZ) - - - -

Dans cette étude, l'homologie entre anticorps humains 

anti-LKM2 et anticorps anti-cytochrome P-450-UT-A est confirmée 

par le fait qu'ils révèlent tous deux de façon intense des 

hépatocytes de rats traités par CLO-AT. Cependant, ces anticorps 

n'ont pas un comportement complètement identique car les anti­

corps anti-LKM2 ne reconnaissent pas la membrane d'hépatocytes 

de rats témoins. Plusieurs hypothèses peuvent être émises. 
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La protéine présente à la surface d'hépatocytes de rats 

non traités est en trop faible quantité pour être reconnue 

par les anticorps anti""LKMZ. Un problème de seuil de détection 

pourrait être à l'origine de cette non-reconnaissance. Les 

anticorps anti-LKMZ, comme il a été vu (p. 72) ne révèlent le 

cytochrome P-450-UT-A que dans les microsomes où il est pré­

sent à un taux suffisant, pas dans ceux où ce taux est forte­

ment diminué après une induction. 

Une autre hypothèse serait que les cytochromes P-450 

présents normalement au niveau de la membrane plasmique soient 

légèrement 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 à une 

absence de reconnaissance. Ces anticorps ne révèleraient que 

des cytochromes P~450 du réticulum endoplasmique ayant "migré" 

vers la membrane sous l'influence du traitement des rats 

par CLO-AT. 
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IV.2. ËTUDE DE L'APPARITION D'UNE PROTEINE HAPTËNISËE A LA 

SURFACE D1 HÉPATOCYTES DE RATS TRA ITÉS PAR L'ACIDE TIÉNILIQUE 

La seconde approche suggérée par les études de POHL e t coll. 

sur l e mécanisme d'hép atotoxici té de l'halo t hane, consi ste à re­

che rcher la prés ence d'une protéine porteuse d 'un haptène 

dérivé de l'acide ti énil ique à . l a surface d'hépat ocyt es de 

rats traités par l'acide tiénilique. Pour cela, il a fallu 

tout d'abord obteni r des anticorps anti-acide tiéniliqu e avant 

de le s tester,en immunofluorescence, sur hépatocytes de rats 

traités par l'acide tiénilique . 

IV. 2 . 1. OBTENTION D'ANTICORPS ANTI -ACIDE TIENILIQUE 

L'acide tiénilique a été couplé à une proté ine porteuse 

(sé rum a l bumine bovine (BSA) ou caséine) par la fonction acide 
comme il es t décri t figure 43. 

Fig . 4 3 Coupl age de l'acide tiéni lique à une protéine porteuse . 

Ac 1d e t i é n i 1 i q u e 

i s obutyl. 
• l Cl Cl 

chlora - carbonate n, -@- CH 
1 ~r ;r- C 0 0CH2C..O·C...QCH1 CH: 3 

s 11 rr · rr 'en 
0 ·0 0 J 

NH Z- ( L YS) -B SA 

h. -&Cl Cl 

·~ .. 7 C 0 OCH,Co-NH- ( lYS ) -BSA 
s JI 

. 0 . 

Cette première approche, pour l a pr éparation d'anticorps anti­

acide ti énilique (couplage de l' acide ti éni l ique à une protéine 
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par sa fonction acide) n'est peut-être pas la meilleure. En 

effet, le noyau thiophène es t vraisemblablement impliqué dans 

la formation de liaison~ covalentes aux protéines hépatiques 

après activation métabolique de l'acide tiénilique (88). Le 

couplage de l'acide tiénilique par le noyau thiophène à une 

protéine posait des problèmes de synthèse chimique. Aussi, 

dans un premier temps, il a été choisi de réaliser ce couplage 

(acide tiénilique-protéine) par l a fonction acide. 

Quatre lapins ont été immunisés soit par l'acide tiéni­
lique couplé à la BSA (BSA-AT), so it par l'acide tiénilique 

coup lé à 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 l es anticorps anti-AT (et 

non l es anticorps anti-protéine porteuse), le sérum de lapin 

immunisé par BSA-AT a été testé en ce qui concerne sa capacité 

à se fixer sur CAS-AT (déposé sur les plaques d'ELISA). Le 

sérum du lapin immuni sé par CAS-AT a été testé pour sa capacité 

à reconnaître BSA-AT. Si des anticorps anti-AT ont été produits 

par l es lapins, ces anticorps peuvent se fixer sur BSA-AT ou 

CAS -AT. Cette fixation est mesurée par adsorption à 490 nm après 

addi tion · ' d'immunoglobulines anti-Ig de lap in marquées à 

la peroxydase et du substrat de cette enzyme. La figure 44 

montre l es courbes de titration en anticorps anti-AT obtenues 
à partir de différentes dilutions (10 2 à 106) des sérums de 

ces l apins . Les titres en anticorps anti-AT de ces sérums sont 
supérieurs au 1/ 10 .000. 

Afin de vérifier que la mesure qui vient d'être effectuée 

porte bien sur les anticorps anti-AT, la même expérience est 

répétée mais en préincubant cette fois-ci les sérums à tester 

en présence d'acide tiénilique ou de produits de structure 

chimique proche décrits f igure 45 . Cette préincubation des sérums 
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Fig-. 44 

g 

a) 

8 

- ·t 39 -

Test en ELISA de la présence d 1 anticorps anti-acide 

tiénilique dans le sérum de lapins immunisés par 

BSA-AT ou Caséine-AT. 

2,0 

1,5 

1,0 
') -C. 
) ~-> '> ;·:;; 

0,5 

1000 ' 10,000 100000 1 000000 

dilution. 

2,0 

1,5 

1,0 

0,5 

1000 1 0.000 100000 

dilution 

La présence d 1 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 ~1 par puits 

d 1 une solution de Caséine-AT (a) ou BSA-AT (b) à 0,5 ~g/ml. 
_, 2 ... 6 -~G h.J / -r-1;"-(' ~ 

L e s sérums ANT et THI sont dilués ae 10 a 10 . a 

f , 
, 1 -_, 
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Fig. 45 Structure des produits utilisés lors de l'inhibition 

de la reconnaissance en test ELISA de sérums de 

lapins i mmunisés par BSA-AT ou Caséine-AT. 
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permet aux anticorps anti-AT présents de se fixer sur l'AT 

ou sur les produits analogues. Par conséquent, cela peut conduire à 

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 façon 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 thiophène (Parach. 

THIO) et du Suprofen. Cela est compréhensible car les struc­

tures chimiques de ces produits sont plus éloignées de celle 

de l'acide tiénilique. Ces anticorps anti-AT semblent donc 

d.irigés plus particulièrement contre le moti f : ~ 

H __ OCH2COH 

plutôt que contre l e noyau thiophène. Cela est en Cl Cl 

accord av e c le mode de coupl age (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-acidQ 

tiénilique, ont été testés en ce qui concerne leur capacité 

à reconnaître une protéine,hapténisée pa~ un dérivé de l'ac ide 

tiénilique,présente à 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 seul ou après induction par différents produits (PB, 

CLO, FEN, TAO, 3MC) n'a donné lieu à l'apparition d'aucune 

fluorescence. 
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Inhibition par différents produits de la reconnaissance 

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

ou C_aséine-AT ... 

~:) 
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AT-GLY 

Parach.THIO 

Suprofen 
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Ac. FEN 

CAS-AT 

La présence d'anticorps anti-acide tiénilique dans le sérum 

de lapins ANT (a) et THI (b) est vérifiée en préincubant ces 

sé rums en prés ence de différ en ts pr oduit s de s t ruc ture pro che 

de l' ac i de ti énil iqu~ · , avant de ~es tester en ELI SA en uti l i -
-' sant la Caséine -AT (a) ou BSA- AT (b) . 
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Deux explications peuvent être avancées, soit les sérums 

obtenus chez les lapins .n'ont pas un titre suffisant en anticorps 

anti-AT pour détecter des protéines hapténisées par l'AT à la 

surface des hépatocytes (problème de seuil de détection), soit 

les anticorps produits ne reconnaissent pas la protéine hapténi­

sée. Ceci serait compréhensible si l'acide tiénilique (ou un 

métabolite dérivé) est fixé àla protéine par le noyau thiophène. 

Les anticorps produits chez le lapin ne reconnaissant pas ce 

motif chimique, ils ne peuvent détecter la présence de protéines 

hapténisées. 

IV.3, CONCLUSION 

Dans ce chapitre, il a été développé un modèle d'étude 

chez l'animal permettant d'explorer l'étape 4 du mécanisme 

d'apparition des anticorps anti-LKM2 qui est proposé dans 

la figure 12 (p.35). 

L'hypothèse de la présence d'un néo-antigène au niveau de 

la membrane hépatocytaire était envisagée. Il a été montré qu'un 

traitement des rats par l'acide tiénilique pouvait faire appa­

raître sur la membrane des hépatocytes de nouveaux antigènes 

reconnus par les anticorps anti-LKM2. Ce phénomène est fortement 

amplifié par une induction des rats par le clofibrate,préalable­

ment au traitement par l'acide tiénilique. Cette induction, en 

augmentant l'activation métabolique de l'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 entraîner l'apparition de néo-antigènes 

à la surface des hépatocytes. 

L'hypothèse la plus vraisemblable, vérifiée dans le cas 

de l'halothane, serait que les auto-anticorps soient dirigés 
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contre une protéine hapténisée par le médicament (ou un de 

ses dérivés) responsabl e de l'hépatite. 

Dans cette étude;. des informations ont été apportées 

concernant la première partie de cette hypothèse, à savoir la 

présence d'une protéine membranaire reconnue par les anticorps 

an ti-LKMZ. Par contre, avec les anticorps anti-AT disponibles, 

il n'a pas été possible de détecter la présence d'un haptène 

dérivé de l 'acide tiénilique au niveau de la membrane d'hépato ­

cytes de rats traités par l'acide tiénilique . 

A partir du schéma proposé figure 12, plusieurs étapes 

ont pu être montrées : 

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

- fixa tion covalente de ces métabolites réactifs sur les 
protéines hépatiques, 

- apparition à la surface d'hépatocytes de rats induits par le 

clofibrate puis trait és par l'acide tiénilique de protéines 

reconnues par les anticorps anti-LKM2. 

Il reste à expliquer cette apparition de néo-antigènes 

à la surface des hépatocytes. En effet, les cytochromes P-4 50 

é tant situés• au niveau du réticulum endoplasmique, par quel 
mécanisme se retr~ùvent-ils au niveau de la me~brane plasmique ? 

Il 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). Il ~aut donc envisage r 

un autre mécanisme de migration . Une hypothèse a été émise 

selon laquelle après alkylation du cytochrome P-450, une coupure 

se produit au niveau de l'extrémi té N-terminale de cette pro­
téine. Les cytochromes P-450 étant situés à 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 

à ce niveau, ou une modification des lipides membranaires 

(par le clofibrate) , lib èrerait la protéine dans le cyto ­

plasme cellulaire. Le flux cytop lasmique dü aux microtubules 

et microfilaments permettrait à cette protéine d'atteindre 

l a membrane plasmique où elle serait intégrée. 7 

L'autre hypothèse env isagée est basée su r la présence de 

cytochromes P-450 au niveau de la membrane plasmique. La 

formation de métabolites réactifs se ferait à ce niveau et 

conduirait à l' express ion directe d'un néo-antigène à la 

surface de l'hépatocyte (84). 
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Détermination des protéines 
hépatiques reconnues par les anticorps 

anti-mitochondries (anti-M6) 
apparaissant dans le sérum de patients 

lors d'une hépatite à l'iproniazide 



te
l-0

06
53

61
2,

 v
er

si
on

 1
 - 

19
 D

ec
 2

01
1

- 1 4 7 -

OBJECTIFS 

L'iproniazide (Marsilid*) ,antidépresseur, a été retiré 

du marché aux Etats-Unis , en raison de 1' 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 après 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'hypothèse énoncée dans l'introduction (figure 12, p. 35), 

selon laquelle un médicament transformé en métabolite réactif 

pourrait se fixer sur la protéine l'ayant généré et, par con­

séquent la transformer en cible pour le système immunitaire, 

est applicable au cas de l'iproniazide. Ce médicament étant 

un inhibiteur irréversible des monoamine oxydases (MAO) (95), 

ces enzyme s seraient susceptibles de jouer le rôl e de protéine 

cible. 

V,l, GËNËRALITË S SUR LES MONOAMINE OXYDASES 

Ces monoamine oxydases, enzymes à flavine (FAD),pré­

sentes dans la plupart des tissus de Mammifères, ont pour 

rôle la désamination oxydative des amines et plus particuliè­

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) diffèrent 

entre elles par la nature de leurs substrats e t de leurs inhi­

biteur s spécifiques ainsi que par leur distribution tissulaire 

et leur poids moléculaire, comme il est indiqué dans le 

t ableau 21 (97, 98 ). 
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Tableau 21 Quelques propriétés des monoamine oxydases A et B (d'après 97 , 98 ) 

Caractérisation MAO A MAO A et B MAO B 

Cofacteur FAD FAD -

Substrat 5-hydroxytryptamine Tyr amine Phényléthylamine 
Benzylamine 

Inhibiteurs Clorgyline Pargyline Déprényl 
irréversibles Ipronia zide 

Localisation Membrane externe des mitochondries 

surface interne surface exte rne 

Distribution Placenta Foie Plaquettes 
tissulaire Cerveau Leucocytes 

Poids moléculaire 
d'une sous-unité 64 à 67 kd - 60 à 64 kd 
(structure dimérique) 

- ---~- · - --

_. 
.p. 
00 
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La MAO A oxyde spécifiquement la 5-hydroxytryptarnine et 

est sélectivement inhibée par la clorgyline. La MAO B oxyde 

la phényléthylamine e t:.la benzy lamine et est inhibée par le déprényl 

de faço n spécifique. Ces deux enzymes ont cependant des subs­

trats communs dont la tyramine, e t peuvent êt re inhibée s 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, mais seule la MAO A est 

retrouvée dans le placenta. 

La réaction globale d'oxydation des substrats par les 

mono amine . oxydases est décri te figure 4 7 et peut être décompo­
sée en 3 réactions (99) 

Fig. 4 7 Réaction d'oxydation de substrats par les monoamine 

oxydases (d'après 99) 

RCH~NH2 + FAD- RCH = NH + FADH
2 

RCHNH + H20- RCHO + NH_, 

FADH~ + 02- FAD + H20 2 

Les monoamine oxydases sont composées de deux sous­
unités identiques dans le cas de la MAO B et probablement 
diffé r entes dans l e cas de l a MAO A (100), dont une fixe la FAD. 

Ce cofacteur est essent iel pour la formation d'imine à partir 

de l'amine primaire, l'imine étant ensufte hydrolysée en al­
déhyde. La figur e 48 montre l'oxydation de la tyramine par les 

mono amine oxydases. 

La FAD intervient également dans le mécanisme d'inhibi­

tion irréversible des MAO par ·différents composés. Certains 

inhibiteurs irréversibles se fixent de f açon covalente à la mo­

lécule de FAD, l eur réaction sur les MAO étant alors stoechio ­

métrique (1 mole d ' inhibiteur/mple de MAO). La s tructure de 
- ·1 
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Fig. 48 Oxydation de la tyrarnine par l es rnonoamine . oxydases 

CH2 CH.2NH2 CH2CH=NH 

FAD FADH, 

\_2. + NH~ 

H10 

OH OH OH 

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

des inhibiteur s de la classe des propargylamines (pargyline~ 

clorgyline, dépr ényl) conduit à l a formation d'un adduit par 

réaction avec l'azote en position 5 de la flavine réduite. 
Les hydrazines appartenant à la deuxième classe d'inhibiteurs 

forment un adduit en position 4a de la flavine mais peuvent 

également réagir sur une cystéine du site ac tif. Les structures 

de ces deux types d'adduits sur l a 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 IRRÉVERSIBLE DES 

MOrWM1I NE . OXYDASES 

Le mé tabolisme de l'iproniaz ide pa r les cytochromes 

P-450 hépatiques es t décrit dans la figure 51 (101). 

·L'iproniazide est métabolisé en acide isonicotinique 

et en isopropylhydrazine . L'isopropylhydrazine est elle-même 

activée par les cytochromes P-450 hépatiques en métabolites 

réactifs (cation ou radical isopropyls : ) qui peuvent conduire 

au propane ou alkyler le s protéines hépatiques (101). D'autre 
part, l e groupe de ::UNDENFRIEND a démontré la fixation irrévers ible 

de la partie isopropylhydrazine sur de la MAO de cochon d'Inde 

partiellement purifiée (95) biep que le mode de fixation exact 
ne soit pas connu. 
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- 1 5 1 -

Structure proposée pour les adduits formés sur la 

FAD par réaction de certains inhibiteurs irrévers ible s 

des monoamine oxydases (d'apr ès 99) 

Propargylamine Hydrazine 

1 

EN~N:(~YO 
----~ NH N 

1 R 0 
. H 

Fig . 50 Structure de certains inhibiteurs irréversibles des 

mono amine oxydases. 

lproniaziûe 

Deprcnyl 

Clorgyline 

Pargyline 
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Fig. 51 Métabolisme de l'iproniazide (d'aprês 100). 

0 
~Il /CH3 
~C-NH-NH-CH 

j 'CH3 

CH3 @-
~CH-NHNH2 + NÜ COOH 

CH3 

j P-450 

Fixation covalente 

sur les macromolécules 

Une activation oxydante analogue de l'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 l'isopropylhydrazine) par 

les MAO produit des dérivés qui peuvent alkyler la mol écule de 
FAD ou une cystéine du site actif , et donc inhiber ces enzymes . 

D'aprês le mécanisme généra l d'apparition des auto ­

anticorps proposé dans l a figure 12 (p. 35) , il peut êt re 
envisagé que les anticorps anti -M6 soient dirigés contre les 

MAO, éventuellement modifiées par un métabolite dérivé de 

l 'iproniazide. Les études suivantes ont été r éa l isées dans le 

but de confirmer ou infirmer ce tte hypothèse . 
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V.3. IMMUNOPRËCIPITATION DES MONOAMINE OXYDASES DE FOIE 

PAR LES ANTICORPS ANTI-M6 

La technique u~ilis êe est basée sur le marquage s pec l ­

fique des MAO par la pargyline tritiêe, inhibit eur et alkylant 

des MAO A et B. La pargyline se fixe de façon covalente sur la 

molécule de FAD liée à une des sous-unités des MAO, l a stoechio­

métrie de la réaction é t ant de 1 (figures 49 et 50). 

Ce marquage des MAO est réalisé, d'après une technique 

décri te par BANCE LLS et coll. ( 6 2) , en incubant 3 2 5 ~ g de pro­

téines mitochondriales pendant 60 min à 37°C en p r é s ence de 

0,9 ~M de pargyline triti ée dans un volume f ina l de 50 ~1. 

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

protéines mi tochondr iale s de f oie humai n . 

Une coloration au bleu de Coomassie de gels d' é l ect ro­

phorèse après séparation des protéines mitochondriales ne 

suffit pas à distinguer les MAO (figure 52), ces enzymes ne 

représentant qu 1 une faible proportion des protéines totales 

(10 à 20 pmoles de MAO/mg protéines mitochondriales)(102) 

Par contre, une é lectrophorèse de s prot éines mitochon­

driales marquées à la pargyline tritiée, suivie d'une f luore­

graphie (figure 53) permet d'observer deux bandes radio actives 

dans les mitochondries de foie humain, la MAO A (environ 64 kd) 

et, en plus faible proportion, la MAO B (60 kd) e t une bande 

dans les mitochondries de placenta humain où seule l a MAO A est 
présente. 

Ces résultats sont comparables à ceux obtenus par GOMEZ 

e t coll. (103) dans des condition s analogues. 

La fixation spécifique de la pargyline su r les MAO perme t 

de tester la capacit é des anticorps ant i -M6 à immunop récipiter 

ces enzymes, donc la fraction mitochondriale r ad ioactive . 
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Profil é lectrophorétique de protéines mitochon­

driales de foie et de placenta humains . 

mitochondries 

kd 

94-

l 

( 
67-! 

F p 

:,. .. .. 

Elec trophorè se sur gel SDS /polyac r ylamide (9 %) de prot éines 

mi tochondri a les (16 ~g) de foie (F) ou de placenta (P) 

humains et coloration au bl eu de Coomass i e . 
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Fluorographie de protéines mitochondriales 

marquées à la pargyline trit iée . 

·-----·~-------

mjtochond ries 

+ pa rg y 1 i ne 

p F 

Fluorographie après séparation su r gel SDS/polyacrylamide (9 %) 
de 40 ~g de protéines mitochondriales de foie (F) ou de placenta 

(P) humains marquées à la pargyline tritiée (incubation de 

325 ~g de protéines mitochondriales en présence de 0,9 ~M 

de pargyline tritiée dans un volume final de 50 ~1, prélèvement , 

solub ilisation et dépôt d ' un aliquot). 
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Cette technique d'immunoprêcipitation dont le principe 

est décrit figure 54 a~été util isée par différents auteurs 

travaillant sur.l es MAO dont l e groupe de MAYER (lOS). 

Fig. 54 Principe de· l'immunoprécipitation de protéines mito­

chondriales (MAO) par les anticorps anti-M6 

0 

Protéine A 
Sépharose 

* 
* * 
* 

Mitochondries 
solubilisées 

marquées à la 
pargyline 

Sérum da malade 
(anticorps 
anti-M6) 

Centrifugation 

l~ 
* * 

*' 
Surnageant 

* 

Les protéines mitochondrial es après marquage à la pargy ­

linc tritiée, comme indiqué précédemment, sont l avées pa r du 

tampon phosphate afin d'~liminer la pargyline non fixée puis 

solubilis ée s par des détergents (mélange de CHAPS 1 % et de 

Triton 0,4 %) . Une centrifugation permet 4'éliminer les mito­
chondries non solubilisées (perte de 10% environ de protéines). 

Le surnageant obtenu, con tenant une solution homogène de mito­

chondries , est incub é dans un volume final de 100 ~1 en présence 

de sérum humain témoin ou contenant des anticorps anti -M6 . 

L'addition de 50 ~1 d 'une suspension de protéine A Sépharos e 

permet de précipiter les immunoglobulines ayant elles -mêmes, 

éventuellement, fixé des protéines. · 
1 _, 

f 
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i 
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En cas de reconna1ssance des monoamine oxydases par 

les anticorps anti-M6, le complexe précipité contient la 

fraction radioactive. Dans le cas inverse de non-reconnaissance 

des protéines marquées à la pargyline par les anticorps anti-M6, 

la fraction radioactive reste dans le surnageant. 

Afin d'examiner cette éventuelle reconnaissance, la radio­

activité présente dans le culot précipité est comptée (après 

lavage) ainsi que celle présente dans le surnageant (après 

précipitation des protéines sur filtres de verre). 

V.3.1. MAO A ET B 

Dans un prem1er temps, nous avons étudié la capacité des 

anticorps anti -M6 (JAC, BIM) à reconnaître les MAO présentes 

dans les mitochondries de foie humain, sans chercher à 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 à 70 ~1 de la solu­

tion mitochondriale solubilisée à 6 ~g/~1 de protéines) et une 

quantité constante de sérum humain (1 ~1 par incubation). 

La figure 55 montre le résultat d'une expérience (deux autres 

expériences effectuées indépendamment ont donn é des résultats 

similaires). Les courbes obtenues indiquent que les deux sérums 

humains, contenant de s anticorps anti-M6 (BIM, JAC) se comportent 

de façon analogue (courbe s parallèles) ~t à l'inverse du sérum 

témoin (TEM). Pour une quantité de protéines mitochondriales 

donnée, la 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 

pro t é ine A Sépharo se n e sont p as en quan tité l i mitan te . 
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Fi g . . 55 Immunoprécipitation des monoam ine oxydases de f oie humain 

par les ant i corps anti-M6 : ef f et de l a quant i t é de 

protéines mi t ochondria le s . 

a ) Mes ure de l a radioac tivité présente dans l e s u rnageant 
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par gyl i ne tr i ti&e ( 236 cpm/~g prot ., so it environ 15 pmol es 

de pa r gyline fixé es/mg de protéine) par 1 ~1 de s é rum humain 

contenant (BIM, JAC ) ou non (TEM), des ant i co r ps ant i-M6 à 

l' a i d~ de protéine~ Sépharose (vo l ume r éactionne l fi na l de 
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type . 
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Le bilan de la radioactivité (addition pour une quantité 

de mitochondries donnée de la radioactivité présente dans le 

culot et dans le surnageant) est correct puisqu'il permet de 

retrouver environ 80 % de la radioactivité initiale, les lavages 

étant responsables de:la perte de 20 %. 

Si à partir des courbes de la figure 55, la radioactivité~ 

correspondant à un sérum donné et à une quantité de mitochondries 

fixée (60 à 420 ~g), est rapportée pour chaque point au ~g de 

protéines mitochondriales et à la radioactivité initiale 

(236 cpm/~g protéine), les histogrammes de la figure 56 

sont obtenus. Ils montrent que les sérums JAC et BIM précipitent 

tous deux (mais de façon plus importante pour BIM) la fraction 

mitochondriale radioactive. Le sérum témoin (TEM) ne conduit à 

aucune précipitation de cette fraction. Ces résultats suggèrent 

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 exper1ence analogue a été réalisée mais à partir 

d'une quantité fixe de mitochondries (40 ~1 de la solution 

mitochondriale marquée à la pargyline et solubilisée soit 

240 ~g de protéines) et de quantités variables de sérum humain 

(0,25 à 1 ~1). 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 à la pargyline, 

la majeure partie de la radioactivité 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-

Cl supérieure au sérum JAC puisque 0,25 .~1 suffit pour atteindre 

le plateau maximum de précipitation. 

Afin de confirmer la reconnaissance des MAO par les anti­

corps anti-M6, une autre expérience a été réalisée. 
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Immunoprécipitation des rnonoamine oxydases de foie 

humain par les anticorps anti-M6 

• SURNAGEANT 

Il CULOT 

JAC BlM TEM 

Pourcentage de radioactivité présente dans le culot et le 

surnageant, après immunoprécipitation de protéines mitochon­

driales marquées à la pargyline par des sérums humains contenant 

(JAC, BIM) ou non (TEM) des anticorps anti-M6, par rapport a 

la radioactivité initiale (100% = 236 cpm/~g prat.). 

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

à partir de chaque courbe de la figure ~5. 
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Immunoprécipi tation des monoamine. oxydases de foie 
humain par l es anticorps anti-M6 : e f fet de la 
quantité de sérum. 

a) Me sure de la radioactivité présente dans l e surnageant 
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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 après incubation des mitochondries avec les sérums hu­

mains et la protéine A: Sépharose. Dans ce cas, un marquage 

important et constant a é té constaté quel les que soient les quan­

tités de sérum témoin. En présence des sérums JAC et BIM, le 

taux de marquage est devenu faible et inversement proportionnel 

à 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 la 

pargyliné. La préincubation des mitochondries en présence des 

sérums JAC et BIM ne permet pas d'inhiber l'activation e t la 

fixation covalente irréversible de la pargyline sur les MAO. 

Cela a été observé pour différentes quantités de mi tochondr ies 

e t . pour 10 ~1 de sérum humain, le marquage obtenu étan t propor­

tionnel à 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, il était 

intéressant de recherche r si ces anticorps étaient spécifique­

ment dirigés contre l'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 d~ 1,6 ~M d'inhibiteurs 

spécifiques des formes A ou B, respectivement la clorgyline 

et le . déprényl, pendant 60 min à 37°C, comme il a été décrit 
(102). Le marquage à la pargyline, qui était envi ron de 15 prnoles 

de pargyline fixéees/mg protéines n'est plus que de 9 pmoles/mg 

protéines, soit environ 60 % après préincubat ion en présence de 

clorgyline~et de 0,6 pmoles/mg protéines, soit 4 %, lors d'une 

préincubation avec le déprényl. Les résultats de l'immuno-
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précipitation de ces prot é ines mitochondriales par l es sérums 
humains sont décrits dans la figure 58 (A et B) 

Ils proviennent d'une expérience type (une autre expé­

rience, effectuée indépendamment ayant donn é des résultats 

similaires). Les histogrammes représentent l a radioactivité 

présente dans le culot de précipitation ou le surnageant par 

rapp ort à la radioactivi t é totale initiale. Ils sont obtenus 

de façon identique à l a figure 56 à partir de courbes d'immuno­

précipitation (non montrées ici). 

L'immunoprécipitation par les sérums huma ins de protéines 

mitochondriales dont l e marquage par l a pargyline tritiée de 

l a 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) , l a quasi totalité 
de l a radioactivité est retrouvée dans le surnageant . En ce 

qui conce rne les sérums JAC e t BIM, 70 % de la radioactivité 

tot a le initiale sont présents dans le culot de p r écipit a t ion . 

Cela suggère que la MAO B e st reconnue par les anticorps 

anti-M6. 

La figure 58B illustre une expéri ence analogue où l'inhi­

bition du marquage de la MAO B par la pargyline a é té réalisée 
par le déprényl (seule la MAO A est radioactive ) . Dans ce cas, 

l es sérums JAC et BIM précipitent peu la fraction mitochon­

dr iale radioactive, la ma j eur e partie de la r adioactivité 

se trouvant dans le surnageant. 

Dans cette expérience , la radioactivité totale initiale 

n' es t pas retrouvée e t une perte d'environ 40 % est constat ée , 

ce qui peut s'expliquer par les faibles taux de r adioactivité 
mis en jeu (8 cpm/~g protéines) et don c une e rreur de mesure 
importante. Ce résultat semble cependant indiquer que les 
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Immunoprécipitation des monoamine . oxydases A ou B 
de f o i e humain par les anticorps ant i -M6. 

A) MAO B 

JAC SIM 

B) MAO A 

JAC BIM 

TEM 

TEM 

• SURNAŒANT 

Il CULOT 

8 SURNAGEANT 

B CULOT 

Pourcentage de radioactivité présente dans le culot et le su rna ­

geant après immunopréc ipitation, par des sérums humains contenant 

(JAC, BIM) ou non (TEM) des anticorps anti-M6, de pro t éines mito­

chondr iales préincubées en p r ésence de clorgyline (A) ou de dé ­
prenyl (B) avant marquage à la pargyline t rit i ée (9 pmoles de 

pargyline fixées / mg. prat. (A) et 0 , 6 pmoles pargyline f ixées / mg 

prot. (B)) par rapport à la radioactivité initiale (100 % = 
134 cpm/~g prot. (A) e t 8 cpmfl..tg prat . (B)) . Repré sent a tion 
des valeurs moyennes· ~ ES (n = 6 points ) obtenues à partir de 
chaque courbe d'immunoprécipitation d' une expér i ence type non 

figur ée 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 foi e 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 à celle décrite dans la figure 55 a été 

réalisée à partir de mitochondries de placenta humain qui 

contiennent presque exclusivement de la MAO A. 

V.4. IMMUNOPRËCIPITATION DE LA MONOAMINE OXYDASE DE PLACENTA 

HUMAIN PAR LES ANTICORPS ANTI-M6 

Des mitochondri es de placenta humain , après marquage 

à la pargyline tritiée (342 cpm/~g protéine, soit environ 

23 pmoles de pargyline fixées/mg protéine) et solubilisation, 

ont été incubées dans des conditions expérimentales ana logues 

aux expériences précédentes, en présence de sérum humain et de 
protéine A Sépharose. Les résultats sont représentés figure 59 

en pourcentage de la radio ac tivi té totale retrouvée dans le 

culot ou le surnageant, comme pour les figures 56 e t 58. Les 
trois sérums (BIM, JAC, TEM) ont un comportement identique. 

La quasi totalité de la radioactivité 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 être considérés comme significa­

tifs, les taux de radioactivité étant importants . 

Les anticorps ant i-M6 seraient donc spécifiquement diri­
gés contre la MAO B des mitochondries de foie humain et ne recon­

naîtraient pas (ou très faiblement) la MAO A. Un argument en cette 

faveur est la différence de localisation des MAO A et B sur la 

membrane externe des mito chondries. La forme A est présente sur la 

face interne de cette membrane et la forme B sur l a face externe 

(107), donc plus accessible à un substrat, ce qui es t compatible 

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

humain avec les anticorps anti-M6. 

Il SURNAGEANT 

Il CULOT 

JAC B~ ITM 

Pourcentage de radioactivité présente dans le culot et le 

surnageant après immunoprécipitation des protéines mitochon­

driales marquées à la pargyline (23 pmoles de pargyline 

fixées/mg prot.) par 1 ~1 de sérum humain contenant (JAC, 

BIM) ou non (TEM) des anticorps anti-M6 par rapport à la 

radioactivité initiale (100% = 342 cpm/~g prot.). 

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

à partir de chaque courbe d'immunoprécipitation d'une expé­

rience type non figurée ici. 
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V.S. MESURE DE L'ACTIVITÉ ENZYMATIQUE RÉSIDUELLE DES MONOAMINE 

OXYDASES DES MITOCHONDRIES DE FOIE HUMAIN APRËS IMMUNOPRÉCIPI­

TATION PAR LES A~TICORPS ANTI-M6 

Afin de confirmer la reconna1ssance de la MAO par les 

anticorps anti-M6, il était intéressant d'effectuer une mesure 

de l'activité enzymatique résiduelle du surnageant obtenu 

après immunoprécipitation des protéines mitochondriales 

par ces anticorps. Des incubations ont été réalisées, dans 

les conditions expérimentales précédemment décrites, à 

partir de 240 ~g de protéines mitochondriales de foie humai~ 

de différentes quantités de sérum (0,25 à 1 ~l) et de protéine 

A Sépharose. 

L'activité enzymatique a été mesurée dans 50 ~1 de 

surnageant obtenu après chaque immunoprécipitation. Le subs­

trat choisi est un substrat commun aux MAO A et B, la tyra­

mine marquée au 14c sur le CH 2 benzylique. La réaction d'oxy­

dation de la tyramine par l es MAO a été décrite dans la figure 

48 (p. 150). La mesure d'activité est b a sée 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 toluène - acétate d'éthyle (v/v)). 

L'activité enzymatique de la MAO vis-à-vis de la tyra­

mine a été mesurée comme il a été décrit par RUSSEL et coll. 

(108). Aprè s chaque immunoprécipitation, les 50 ~1 obtenus 

du surnageant sont incubés en présence fte tyramine radioactive 

(45 ~M final) pendant 15 min à 37°C. La réaction est arrêtée 

par HCl 0,5 M. La radioactivité est comptée dans la pha s e 

organique après extraction. 

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 60. 

L'activité enzymatique mesurée est constante quelles que 

soient le s quan tités de sé r um témoin (TEM) u ti l isées ma i s 

d i minue proportionnellement aux quant i tés d e sé rum J AC ou BIM 
~ 1 

- 1 
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ajoutées, le sérum BIM se révélant plus efficace à 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 

E o. 
(.) 

Immunoprécipitation de la monoamine oxydase de foie 

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

vité enzymatique résiduelle dans le surnageant. 

-+ JAC 

5000 -o- SIM 
-t1- TEM 

. 4000 

3000 

2000 

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1, 0 1,2 

1-1.1 serum 

Mesure de l'activité enzymatique de l a MAO de foie humain pré­

sente dans le surnageant après immunoprécipitation de protéines 

mitochondria1es de foie humain par des sérums humains contenant 

(JAC, BIM) ou non (TEM) des anticorps anti-M6. 

Incubation pendant 15 min à 37°C de 50 ~~de surnageant , 

obtenu à partir de 240 ~g de protéines mitochondria1es, en 

présence de 20 ~1 de tyramine marquée au 14c (45 ~M final dans 

un volume final de 220 ~1). Comptage de la radioactivité 
présente dans la phase organique après extraction du produit 

d'oxydation. Représentation de la valeur moyenne ob tenue à 

partir de 2 incubations. 

. j 
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V,6, RECONNAISSANCE PAR IMMUNO-TRANSFERT DE PROTËINES 

MITOCHONDRIALES DE FOIE H0MAIN PAR LES ANTICORPS ANTI-M6 

La reconnaissance par immuno-transfert de protéines 
mitochondriales de foie humain par les sérums humains contenant 

des anticorps anti-M6 s'est révélée diff icile à interpréter. 

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 souri s 

contenant des anticorps dirigés contre cette même protéine 

ont permis d'enrichir en MAO B des fractions mitochondria les 

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 e t solubilisé par du 

SDS,a é té dépos é sur gel de polyacrylamide, et révélé après 

transfert sur nitrocellulose par les sérums BIM et JAC. La 

même expérience a été réalisée avec l e sérum monoclonal de 

souris. Dans ce cas, une incubation supplémentaire en présence 

d'immunoglobulines dirigées contre les anticorps de souris 

a été nécessaire pour l'obtention du précipité (Fs), les anti­

corps monoclonaux n'étant pas directement précipitants. 

Les résultats de l'immunorévélation sont représentés 

dans la figure 61. Le sérum de mouton contenant des anticorps 
anti-MAO B révèle de façon 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 foi e humain à l'aide des sérums 

de mouton (Fm) ou de souris (Fs). Une autre protéine de poids 
moléculaire plus é levé (64 kd environ) est également révélée 

par ces deux sérums humains. 
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Fig. 61 

- 1 70 -

Reconnaissance par immuno-transfert de protéines 

mitochondriales de foie humain par des anticorps 

anti-M6. 

F F F F 
F s s .. m m 

MAO BIM JAC BIM JAC 

Electrophorèse sur gel SDS /polyacrylamide (9 %) de 16 ~g 

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, trans fe rt sur nitrocellu­

lose 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 1/100è 

et 1/SOOè 

; 
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Ces résultats suggêrent que les anticorps anti - M6 pré ­

sents dans les sérums humains JAC et BIM reconnaiss ent par 

immune-transfert deux protéines mitochondriales de foie humain 

immunoprécipitées par des anticorps anti-MAO B dont l ' une 

semble être la MAO B. 

V .7; CONCLUSION 

D'après les résultats obtenus, il s'avère que les 

anticorps anti-M6 immunoprécipitent les MAO mitochondriales 

de foie humain, celles-ci étant détectées grâce à 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 c l or ­

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-M6 reconnaissent plus particu­

lièrement la MAO B. Deux arguments vont dans ce sens : le taux 

d'immunoprécipitation des MAO par les sérums huma ins JAC et 

BIM et la chute d'une activité MAO dépendante après immune ­

précipitation de ces mêmes protéines par ces sérums. 

En ce qui concerne le mécanisme d 'appari tion des anti­

corps anti-M6, plusieurs faits peuvent être évoqués. L'ipro ­

niazide est métaboli sé en isopropylhydrazine, e lle-même trans­

formée par les cytochromes P-450 en métabolit es alkylants. 

Or,l'iproniazide est connu pour inhiber de façon irréversible 

les MAQ et les hydrazines pour se fixer de façon irréversible 

sur les MAO. Ces éléments suggêrent quy"l'isopropylhydrazine 

soit activée par les MAO et s'y fixe de façon cova lente comme 

l es autres hydrazines. Le. travail de UNDENFRIEND (95) bien 

qu'ancien, montre que l'isopropylhydrazine se fixe irréversible­
ment sur la MAO de foi e de cochon d'Inde . 

Le couple iproniazide-MAO B pourrait jouer un rôle ana ­

logue à celui de l'acide tiénilique et du cytochrome P-450-8 

ce qui permettrait de général~s~r le mécanisme d'apparition 
• . 1 

d'auto-anticorps décrit dans la figure 12 (p . 35 ) . . 
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Le but de ce travail était d'apporter des informations sur 

les mécanismes moléculaires qui sont à l'origine de certaines 

hépatites médicamenteuses de type immuno-allergique. 

En fait, nous nous sommes plus particulièrement intéressée 

aux mécanismes de l'apparition d'anticorps ant i-tissus au cours 

de ces hépatites, à partir d'une hypothès e qui venait d'être 

proposée (55) pour l'appari tion d'anticorps anti-LKM2 dans 

le sérum de patients ayant fait une hépatite après prise d'acide 

tiénilique. Les anticorps anti-LKM2 sont dirigés contre une protéine 

hépatique humaine, le cytochrome P-450-8( IIC) , qui est responsable 
de l'activation métabolique de l'acide tiénilique . Selon le 

mécanisme postulé, une séquence d'événements serait à l 'origine 

de ces auto-anticorps : la transformation de l'acide tiénilique 

par l e cytochrome P-450-8 en métabolites réactifs, l'alkylation 

de ce cytochrome P-4 50 par ces métabolites et le passage du cyto­

chrome P-450-8 alkylé au niveau de la membrane plasmique de l'hépa­

tocyte où il serait reconnu par le système immunitaire. 

Dans un premier t emps , et dans le mesure où le test de dé tec­

tion clinique de s anticorps anti-LKM2 dans le sérum de patients 

est réalisé à partir de coupes de foie de rat, il .a été tenté de 

déterminer les protéines microsomales hépatiques de rat capables 

d'être reconnues par les anticorps anti -LKMZ (réactivité croisée). 

Par trois approches différentes, il a été montré que la protéine 

hép atique de rat, majoritairement rec onnue par les anticorps anti ­

LKMZ, est un cytochrome P-450 abondant chez des animaux non traités, 
le cytochrome P-450-UT-A(IICll). 

Deux autres protéines , les cytochromes P-450-PB -B (IIBl) et 

PB-D(IIB2) sont plus faiblement reconnues par ces anticorps. 

Elles présentent une certaine homologie de séquence (supérieure 
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à 50%) avec le cytochrome P-450-UT-A(IICll). La reconnaissance 

d'une forme constitutive de cytochrome P-45 0 hépatique de rat 
par l es sérums humains contenant des anticorps anti-LKMZ permet 

d'expliquer lo succès du test de détection de ces auto-antico rps 

pratiqué par le Pr. HOMBERG sur coupes de foie de rat non traité. 

La forte homologie de séquence (76 %) existant entre le cytochrome 
.... . . . .. .. . . .•. ·- -- ·· ..... . . - . 

P-450-UT-A(IICll) de rat et l es cytochromes P-450 humains de la 

sous-famille IIC r~nd compréhensible la réactivité croisée observée 

entre anticorps anti-LKMZ (dirigés contre le cytochrome P-450-B(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 ~e foie de r at, explique 

que le traitement des rats par différents i nducteurs, comme le 

phénobarbi tal, le clofibrate, la S- naphtoflavone, le triacétate 

d'oléandomycine, n'améliore pas la détection de ces auto - anticorps 

sur coupes de foie de ces rats. 

Après avoir montré que l'acide tiénilique ou son isomère 

étaient, chez le Rat aussi bien que chez ~'Homme, transformés en 

métabolites réactifs et que les anticorps anti-LKMZ reconnaissaient 

une prot éine hépatique de rat, il a été élaboré, dans une deuxième 

partie, un modèle d'étude animal de l'éventuelle apparition d'un 

cytochrome P-450 au niveau de la membrane hépatocytaire. I l a été 

mis en évidence qu'un traitement des rats par certains inducteurs 

puis par l'acide tiénilique, conduit à l'apparition, à la surface 

des hépatocytes, d'un nouvel antigène reconnu par les anticorps 

anti-LKMZ. Ce phénomène, très faible chez des rats traités par 
r 

l'acide tiénilique seul, devient très net lors du traitement des 

rats par le clofibrate, puis par l'acide tiénilique. Les autres 

inducteurs utilisés dans cette étude, le phénobarbital, le fénofi­

brate , le méthyl-3 cholanthrène, ne permettent pas l'apparition 
d 'un phénomène aussi intense. Enfin, il faut observer que le trai ­

tement des rats par les inducteurs seuls ne conduit pas à l'appa­
rition, à la surface des hépatocytes, de nouveaux antigènes 

reconnus par les anticorps anti -LKMZ. 
i 
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Dans une troisième partie, notre intérêt s'est porté sur 

un autre médicament, l'iproniazide, qui est aussi responsable de 

phénomènes hépatotoxiques de type immuno-allergique. Dans le 

sérum des patients ayant présenté une hépatite après prise 

d'iproniazide, des anticorps anti-mitochondries (anti-M6) 

ont été détectés. Il a donc été tenté d'expliquer l'apparition 

de ces anticorps anti-tissus. Une étude de la reconnaissance, 

par les sérums humains contenant des anticorps anti-M6, des pro­

téines mitochondriales de foie humain a perm1s 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 être métabolisé en isopropylhydrazine et pour 

inhiber irréversiblement les MAO. Or, les hydrazines sont trans­

formées par les MAO en métabolites réactifs alkylants. Il apparaît 

donc hautement probable que la MAO B puisse activer l'isopropyl­

hydrazine en métabolites alkylants. 

Ces études concernant l'apparition d'anticorps anti-tissus 
lors d'effets hépatotoxiques liés à l'acide tiénilique ou à 

l'iproniazide, ont permis de déterminer les protéines spécifique­

ment reconnties par ces auto-antiCOfpS. Elles ont également mis 

en évidence l'importance des couples acide tiénilique-cytochrome 

P-450-8 et iproniazide-MAO B dans les phénomènes toxiques déclen­

chés par ces deux médicaments. 

Il s'agit des premiers résultats concernant la détermination 

des antigènes responsables de l'apparition d'anticorps anti-

tissus dans des hépatites médicamenteuses ~e type immuno-allergique. 

Il faut remarquer que les protéines spécifiquement reconnues par 

ces auto-anticorps sont celles qui sont principalement responsables 

de l'activation métabolique,avec formation de métabolites réactifs, 

de ces médicaments. Ces résultats sont donc en faveur d'un 

mécanisme où l'alkylation de protéines par des métabolites réac­

tifs du médicament serait le facteur déclenchant de ces phénomènes 

hépatotoxiques . 
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En fait, l'acide tiénilique et l' i proniazide conduisent à 

l' apparition d'anticorps anti - tissus très spécifiques , non 
rencontrés dans d'autres types d'hépatites. Cela renforce l'idée 

que le cytochrome P-450-8 ... et la MAO B sont non seulemen t reconnus 

par l es anticorps anti-LKMZ ou anti-M6 mais seraient éga lement les 

antigènes responsables de l' appar ition des ces anticorps in v i vo . 

Le problème s'avère plu s complex~ dans le cas d'autres hépatites 

de type immune-allergique. Ainsi , dans les hépatites chroniques 

actives (CAH), il a é t é récemment établi que l es anticorps anti ­

LKMl, dé t ectés dans l e sérum de ces patients , r econnaissent un 

cytochrome P- 450 de foie humain, l e cy tochrome P- 450-buf I ou II 

(77) ou dbl (78) de la sous - famille IID. Toutefois, dans ces hépa­

tites , aucune origine médicamenteuse ou exogène n'a pu être mise 
en évidence. 

Dans l e cas du lupus érythémateux diss éminé (SLE ) , les anti­

corps anti-ADN détectés dans le sér um de ces ma l ades réagissent 
non seu l ement avec l'ADN mai s auss i avec des phospholipides et 

une protéine membranaire (109). De t e lles réactions croisées , 

entre anticorps et différentes macromolécules, peuvent donc con­

duire à des erreurs dans l a dé t e rmination des antigènes véritab le s 

à l' origine de l'apparition d'auto - anticorps. 

Il a éga l ement é t é propo sé que des v1rus soient la cause de 

certaines réac tions auto-immunes, s oit par l'expression d' anti gènes 

viraux à l a surface de cellules i nfectées, soit par le biais 

d ' auto - anticorps anti -virus dont les id i ot ypes peuvent donner 

lieu à des réactions croi sées avec certains, auto-antigènes (110) . 

Une autre hypothèse pour l' apparition d'auto-anticorps 

dans l e cas du lupus érythémateux disséminé fait intervenir l a 

métabolisation de s médicaments par les myéloperoxydases présentes 

dans les c ellul es circulantes (monocy t es , neutrophi l es). L'inte r ac ­
tion du médicament et de ces cel lules conduit à l a présentation 
d 'un néo - antigène par ces cel lules , pui s à la production d ' anti­

co rps par l' intermédiaire des lymp~ocytes B (111 ) . 
i 
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Les cas de l'acide tiénilique et de l'iproniazide sont moins 

complexes dans la mesure où les antico rps anti-tissus ob servés 

sont très spécifiques de~ 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 médic aments. La probabilité que les 

anti gènes responsables de l'apparition de ces anticorps soient 

d'autres protéines (réactivité croisée) paraît faible. 

Il reste à é lucider de nombreux points dans le mécanisme 

qui es t proposé pour l'apparition d'anticorps anti-tissus dans les 

cas d'hépatites à l'acide tiénilique ou à l'iproniazide. Parmi 

ceux-ci, deux points semblent cependant importants à souligner . 

Le premier concerne le processus par lequel le néo-antigène appa ­

raît au niveau de l a membrane plasmique hépatocytaire . Le cyto­

chrome P-450 alkylé migrerait vers la membrane plasmique, mais 

sans passer par l' appare il de Go l gi . Des études sont actuellement 

en cours sur le trafic membran aire afin de déterminer le mécanisme 

de migration. Une autre hypothèse, récemment émise, est la forma­

tion du métabolite r éactif directemen t au niveau de la membrane 

plasmique où la présence d'une faible quantité de cytochromes 

P-450 a été démontrée (84). 

· Le second point concerne l'origine de l a fréque nce faible de 

ces phénomènes immune-allergiques (1 cas/10.000). Un facteur 
génétique est suspecté , mais aucune étude n'a pu mettre en 

évidenc e un déterminant antigénique prédis~osant à ce t ype d'hépa­

tite, le nombre restreint de ma l ades ne pe rme tt ant pas d'études 

statistiques. Chez ces patients ayant présenté un accident hépatique, 

une anomalie du métabolisme peut être évoquée (modification de . cyto­

chromes P-450; · déficience enzymatique ... ) mais aussi une perturba­

tion du système immunitaire (déficit en cellules T suppressives ... ) 

(11 2). 

Les r ésultats obtenus ne permet t ent pas de répondre à ces 

questions . I ls apportent par contr~ un premier ensemble de faits 
-

à partir desquels ces mécanismes peuvent être é tudi és . 
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