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Le travaj.l gue nous présent,ons dans cet exposé concrétj-se
une collaboration entre Ie laborat.oire de Biologie Végétale et,
Pharmacognosi.e du Centre des Sciences de l 'Environnement à Metz,
dirigé par Ie Professeur J-M PELT, Ie Laboratoire de
Pharmacognosie de la Facu1té des Sciences Biologigues et ,
Pharmaceutigr:es de Nancy l, dirigé par le Professeur F MORTIER et
Ie groupe industriel SAÀIOFI (Centre de Recherches de Montpell ier
dirigé par Ie Professeur J-P CAI$O) .

Une partie des expériences, faisant suit,e au travail grre
nous avons présenté et sout,enu publiquement pour l 'obt,ention du
D.E.A. de Toxicologie de I 'Universi té d,e Met,z Ie 25 septembre
1985, a été réa1isée dans le Laboratoire de Biologie Végét,ale et
Pharmacognosie du Centre des Sciences de I 'Environnement à Metz
durant l 'année f986. Une deuxième part ie des expér iences a été
réal isée au cours des années 1987 et ,  L988 dans Ie laboratoire de
loxico-génét,igue dirigé par le Docteur N BICHET, laboratoire qtl i
fait partie du service commun de Toxicologie du centre SANOFI
Recherches à Montpell ier alors dirigé par Ie Docteur P VIC et
aujourd'hui  d i r igé par le Docteur D GOUY.

Ce travai l  const i tue une approche nouvel le pour l 'ét ,ude
de plant,es médicinales au moyen de test,s jn vitro sur hépatocytes
en culture. I l vient compléter des résultat,s obt,enus par des
mét,hodes toxico-pharmacologigues "c lassiques" jn v ivo,  reconnues
et déterminantes pour l 'autor isat ion de mise sur Ie marché de
spécial i tés pharmaceuÈiques nouvel les .
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1. INTRODUCTTON.

Pour permettre la nise sur le marChé dtun nouveau
médicament, à dês fins thérapeutigrres chez l'homme, le législateur
doit. Statuer notalûnent, sur un dossier t,oxicologigue et
pharmacologiqrre faisant partie du dossier d'aut,orisation de mise
èur le rnàrcfré (AI'!M) . La commercialisation de préparations
d,'origines naturelles devra elle aussi s'appuyer sur des t,ests
expérimentaux afin de prouver leur innocuit,é et, démontrer leur
aclivité. Ceci doit fournir rnat,ière à la const,itution d'un
doss j-er d,' zu,!!t simplif ié pour la mise sur le marchê d'un
phyt,omédicament (\ERÂIN 1988) .

Les modè1es toxico-pharmacologigr.res in vivo représentent
la dénarche "classique" et sont toujours déterminants pour I 'ÀllM
de nouveaux produits maj.s i ls nécessitent des manipulat,ions
nombreuses pas tou jours prédict j.ves et des invest,issement,s
financiers irnportant,s. La toxicologie et la pharmacologie
s, orientent, acluellement de plus en plus vers les technigues in
vlgto sur les organes isolés comme sur les modèles de cult,ures de
cel lu les.  Les raisons en sont à la fo is éthiques, scient, i f i$:es,
économigr:es et polit iques.

Alors gue ces dernières années iI ét,ait évogué Ie terme
de méthodes jn vit,ro alternatj,ves ou substitutives, iI est
ar:jourd, hui préférable de parler de rnéthodes complémentaires
(GREEN L988) .

Les rnéÈhodes in vitro sur cultures de celLules sonÈ
p1ut,ôt, adapÈées et réservées au criblage précoce des molécules-(screening- 

pour les anglosaxons) car el les présentent,  les
avantages suivants sur les méthodes jn vlvo :

rapidi té.
pôssibi l i t ,é d 'ut i l iser de pet i tes gr:ant i tés de substances à

t ,est ,er .
possibi l i t ,é de disposer d 'un grand nombre d'échant i l lons à

part , i r  d 'un même animal.
coùt inférieur aux méthodes in vivo.

(GRISITAM eË aL.L978, GREIM 1980, KLASSEN et STÀCEY L982, KRÀCK eË
aI . .1983,  BENFORD et ,  HUBBARD 1987) .

Ce t , ravai l  s ' inscr i t  dans Ia cont inui t ,é des recherches
menées au Laboratoire de Biologie Végétale et Pharmacognosie du
Cent,re des Sciences de 1'Environnenent, à Metz con joint,ement
associé au Laboratoire de Pharmacognosie de Ia Faculté des
Sciences Biologiques et, Pharmaceutigrres de Nancy I. Ces
recherches ont pour but d'infirmer ou de confirmer au moyen de
tests scientif igr.res, les propriétés pharmacologigr.res d'ext,raits
de plantes réputées act ives selon I 'analyse des données
ernpil igr.res recueil l ies généralement sur le terrain. L'un des axes
de reiherches repose sur la mise en évidence d'act iv i tés
hépat,otropes de plantes médicinales (FLEURENTIN eË aL.1986,
HOEFLER eË a I , .1987) .
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Le fole est l 'organe le plus act,if d'un point de vue
biochimigue pour le néta.bolisme des substances endogènes . et,
exogènes-(xénôbiot,igrres). Son rôIe est essentiel dans Ie maintien
d,e I 'homéostasie biologigrre de I 'organisme. Il intervient dans
Itactivation et, la détoxification des sr:bstances chimigues. Les
hépatocytes gui sont des cellules Parenchpnateusesr représentent,
environ 70 t du nornbre t,ota1 des cellules de cet organe et' en
assurent les fonctions essentielles.

Le dysfonctionnement de ces celluLes peut être provoqué
par différént,s tyPes d'at't,eint,es : t,oxigrlgs, virales,
méAicamenteuses ou inrnunoallergigr:es (PERRISSOUD 19e1) .

Envj.ron 600 préparat,ions commetciales d'origine nat,urelle
proposant une act,ivit,é hépatotrope sont, dénombrées au niveau
rnonOiat. Cependant, les informations scient,if iques prouvant
Iref f icaciÈé de ces plantes sont peu fréguentes et  insuff isantes
(LANDA eÊ aL.L986) .

Parmi différentes plantes communes en Europe, Eupat,orium
cannabittum L. (Ast,eraceae) est bien connue depuis I 'antiguité
pour Ses applications dans les EraiEements des ict,ères, des
ènotécystitel et des plaies. Un extrait agueux brut, d'Eupatoire
(EP 1.001) dont, la préparat,ion galénigr:e a ét,é réalisé par SAIIOFI
Recherches à Toulouse suivant les indications des fabricat,ions
t,raditionnelles, a montré un effet cholérét,igue eL des propriét'és
hépat,ot.ropes sur plusieurs modèles pharmacologigr.res chez I 'animal
ent ier  (L i l (À eË aJ, .1988'  LEXA-ROBIN 1988) .

* * *

Le t,ravail de recherches gr-ri nous a été confié consiste
en Ia rnise au point, de méthodes in vitro adaptées au criblage de
substances naturelles hépatotropes. Ces mét,hodes de criblage in
vitro sur des hépatocytes en culture, doj-vent êt,re performantes'
rapides, reproduct, ib les et  les plus prédj .ct ives possibles.

A ces fins, une applicatj-on a ét,é conduit,e sur 2 extraj-t,s
agueux bruts d'Eupat,orium cannabinum L. (Àsteraceae) réaLisés par
SAI{OFI Recherches : I 'extrait, E 514L-34 préparé conformément aux
données ernpirigues et l 'ext,rait RT 1096 réalisé suivant un
procédé pilote semi-industriel devant about,ir à la production et
â ta commercial isaÈion d'une spécial i t ,é pharmaceut igue.

Après avoir rnis au point un rnodèIe de culture
d,hépatocytes de rat  en suspension (ARVIS 1985) dans. le but de
conduire des expériences à court terme, les résult,ats posit, ifs
obtenus alors nous ont encouragé à poursuivre ce travail. Cette
sui te fa i t  I 'objet ,  de la présenÈat, ion de ce mémoire.  Nous en
décrirons naintenant tes points clés et, Ie détail des adresses
sera accessible au lecteur dans Ie sommaire.

Le travai l  expér iment,al  s 'arÈicule en trois part ies
d' importance comparable.  Cette " t , r ichotomie" représente .  Ies
phasês essentielles du cheminement de I 'approche méthodigue
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nécessaj.re à 1'édification de modè]es toxico-pharmacologiques
susceptibles de mettre en évidence les vertues hépatotropes de
su.bst,ances nouvelles .

La première paftie consj.dère les tests prat,i$rés sur des
produits t,oxigues de référence : le tétrachlorure de carbone
(utiJ.isé pour des expériences à court t,erne) et 

' 
Ia

D-galactosanine (ut,ilisée pour des expériences à long t,erme) .
Cette paft,le ét,ait, indispensable car il faut disposer de bons
nodèIes cytotoxigrres si l 'on veut pouvoir ensuj-t,e cribler des
sr:.bstances hépatotropes. L'arborescence des t,ravaux gui ont, pu
être réalisés est la suivant,e :

. . TETRACHLORURE

HEPATOCYTES

. . CUf,tUnn

.  SUSPENSTON

DE CARBONE. .

. . CULTURE PRIMAIRE

. .D.GAT.ÀCTOSAI4INE . .CULTURE PRTMAIRE

La seconde part,j.e considère les t,ests de recherche d'une
cytotoxicité de subst,ances nat,urelles : deux ext,raits agueux
brut,s d'Eupat,orium canna-binum L. (Asteraceae) et un extraj-t
purif ié de Silybun marlanum (Àsteraceae). La recherche d'une
éventuel le cytot ,oxic i t ,é des substances nouvel les,  gu'el les soient
d 'or ig ine nat,urel le ou de synthèse, êt  surtout s i  e l - les sont
supposées présenter des vertues hépatot,ropes, est une précaut,ion
élément,aire et indispensable si l 'on désire pouvoir donner une
suite favorable au développement, d'un produit nouveau. Cette
réflexj.on constiÈue le fondement, des études toxicologigues
demandées dans Ie dossier d'expert,ise pour I 'AI4M dans leguel
l ' innocui té du produi t  doi t  être dérnont,rée. L 'arborescence des
travaux gr:i ont pu être réa1isés est Ia suivante :

. .SUSPENSION

TTEPAÎOCYTES. .
. .cr,AssrQUE

PRIMÀIRE. . :

. .MICROCULTURE
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La troisième part,ie considère les t,ests prat' igués pour Ia
recherche d'éventuelles act,ivit,és hépatot,ropes de deux extraits
aqueux brut,s d'Eupatorium canna.binum L. (Asteraceae) vis à vis
des sr:bstances toxigues de référence ayant fait l 'ob jet, de la
première partie i. e. le t,étrachlorure de carbone (pour les tests
â court terme) et Ia D-galactosamine (pour les tests à long
terme). Les activités hépaÈotropes ont, été recherchées soj.t lors
de traitements simuLtanés soit lors de t,rait,ement,s prévent,ifs.
L'arborescence des t,ravaux qul ont, pu êt,re réalisés est la
suivante :

. . SIMULTANE

TETRACHT.ONùNE Og CARBONE. .SUSPENSION.

..SIMULTAÀIE. .D-GALACIOSAI4TNE

. .PNEVENTIF. . . .TETRÀCHLORURE
DE CÀRBONE

Les tests gue nous avons developpés onu ut,i l isé non
seulement plusieurs t,ypes de rnodèIes de culture d'hépat,ocytes de
rat mais encore des hépatocytes humains en cult,ure primaire.

Nous avons ut i l isé le modèIe d 'hépatocytes de rat  en
suspension dans les études à courÈ terme. Les hépatocytes de rat
en culture primaire ont servi de nodèIe expérimental dans les
é tudes  à  moyen te rme (24  heures)  e t  long  te rme (3  à  4  jours ) .
Nous avons prat,igr:é deux types de modèles : soit, un modèIe de
cul ture pr imaire "c lassique" soi t ,  un modèIe de mj-crocul ture.  Ce
dernier nodèIe d'hépaÈocytes en microculture fait, actuellement
l 'objet ,  d 'une étude mult icentr igue de val idat ion dans un
progranme de la CommunauÈé Economique Européenne. Enfin, 1'usage
des hépatocyt,es humains a été réservé à des tests en culture
pr ima i re  "c lass ique" .

.PREVENTÏF. .
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Les points majeurs du plan de thèse sont les suivant,s :

a) Une introduction gui per-met' 'de définir Ie contexte gui a
motivé ce travail ainsi gue son déroulement.

b) Une "analyse bibliographigrre* coutte pour comparer. les
différent,s modètes in vit,ro, indiquer les caract,éristiques
principales du mode d'action des produits héPatotoxigues de
iefgrence çlue nous avons utilisés et gr:elqres données sur les
su.bstances 

-hépat,otropes 
d'origine naturelles ayant' fait I 'ob jet

d 'études sur les hépatocytes isolés.

c) Une paltj.e matériel et méthodes la plus complète possible ?€in
$te le lecteur intéressê puisse éventuellement y trouver matière
à const,ruire d'autres recherches.

d) Une part,ie "résultats" construite en suivant Ie Plan de
travail présenté précédenmeRt et q:i est const,ituée d'éIéments
biochimiques essent,iels représentant des marçlueurs de la
cytotoxiCi tg te ls gue :  Ie t ,est  de v iabi l i té au bleu Trypan, . les
dôsages enzymat,içIues de LDH, GPf ou GOT, Ie dosage des protéines
tot,ales (méthode de Lowry et, méthode bio-rad) r les test,s
fonctionnels des lysosomes (rouge neut,re) - des mitochondries
(MTT) du rét,iculum endoplasmi,gue (syntTrèse et sécret,ion
d'albumine) et comptétée par des observations cyt,omorphologigues
en microsCopie optigue à cont,raste de phase et en microscopie
élect,ronigue à balayage et à transmission

e) Une discussion générate reprenant la synt,hèse.des résul tat ,s et
y apportant, une analyse crit ique comparée.

f)  Une conclusion.
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2 . AI\TAT,YSE BIBLTOGRÂPTIIQUE

2t- tEs MODELES TOXICO-PIIARMACOLOGTQUES ln vitzo'

L 'hépaeocyte reprêsent,e à l 'échel le cel lu la i re,  I 'uni té
fonctionnelle du foie.

Depuls ces 20 dernières années, de nombreuses néthodes
ont ét,é proposées pour isoler les hépatocyt,es de diverses espèces
animales. Les résultat,s décriËs sont très varia.bles quant aux
rendements (guant iÈé de cel lu les isolées),  à la v iabi l i té des
dits hépatocytes ainsi qu'au maintlen de leurs fonct,ions
spécifi+res. Au regard de la chronoLogj-er. d'énormes progrès gnt
été eCaOfis dans le sens d'une constante amélioration
gr:antit,ative d'une part et gualit,ative d'aut,re part'.

plusieures épogr:es margr:ent les évolutions techniqres de
Ia préparat,ion des hépatocytes isolés.
La fin des années 50 marque l 'épogr:e "pionniers" pour laguelle iI
convient de cit,er les travaux de IIOWARD eË aJ'. (L961) ' HO!{ARD et
pESCH (1968) qui introduisent Ia t,echnigue de dissociation du
foie par un système enzymatigue. Cette t,echnigue est reprise et,
anréliorée par les travaux de BERRY et FRIEND (1969) gui
const,ituent, encore aujourd'hui la rnéthode princeps de référence
gr:i introduisit, la perfusion du foie par une solut,ion de
collagénase et, hyaluronldase.
Les années 70 marquent, I 'épogrre de l 'amélioration du rendement et
de Ia gualité des hépatocytes. On peut citer les travaux de
SCHREIBER et SCHREIBER (1973) ' BERRY (1974) | BERRY et WERNER
(L914),  KREBS et al , .  (L974),  WAGLE et TNGEBRETSEN (L975),
JEEJEEBHOY EI PHILLTPS (T976) ,  FRY EË A.I .  (L9761 ,  BERRY (] .976).  CC
sont surtout les travaux de SEGLEN (I9'7 6) qui représent,èrent, une
forrnidable progression méthodologigr:e en introduisant la
perfusion in s i tu par Ia col lagénase seule avec recirculat ion du
Iigr:ide dissociateur et optimisation des conditions
expériment,al,es permett,ant, d'obt,enir ainsi un rendement importanc
et une viabi l i té éIevée. L 'obtent ion d 'hépatocytes isolés à
partir de tranche de foie à encore ses protagonistes (BELLEMANN
er al , .  (L977),  GUSTAVSON et,  MORIÀND (1980) ) .
Au cours des années 80, Ies aut,eurs se préoccupent, surt,out de
l 'amél iorat ion des condi t ions de cul ture et ,  des performances
biochimigr:es des hépatocytes isolés.  Les proposi t ions sont
nombreuses et, variées et, l 'on peut citer certains t,ravaux comme
ceux de  CÀRLSEN eË aJ . .  (1981) ,  CRESTO eË a | .  (1981) ,  STOJAI .TOV e t
MAJT(IC-SINGH (L982) ,  GREEN CT AJ..  (1983) ,  QUERÂL EË AT. (L984) ,
[ {Ar{G et  aJ-.  (1985) .

En fait, i I exj.ste à peut près autant de technigues aux
variat,ions subtiles gue de laborat,oires et d'auteurs qui
ut i l isent ces modèles d 'hépatocytes isolés en cul ture maj.s ce
sont, surtout, les travaux de BERRY et, FRIEND (1969) puis de SEGLEN
(L976) qt.ri const,it,uent, Ies pu^blicat,ions princeps auxgrrelles la
majorité des auteurs se réfèrent.

Depuis guelgrres années ,  L 'ut i l isat ion d 'hépatocytes
humains est devenue accessible aux chercheurs et les travaux de
GUGI'EN-GUILLOUZO et aJ,. (L982) sont, à not,re connaissance les
premières informat ions gui  prônent Ia qral i té sur ce modèle.
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Au cours des 10 d,ernières années, une part de plus en
plus important,e a été réservée aux Suspensions d'hépatocytes
isolés pàr perfusion enzFnat igue (GUILLOUZO 1986).

Les suspensions d'hépat,ocytes isolés offrent, 1'avant,age
de constj.tuer une population de cellules homogène et d'exprimer
des act,ivités fonctionnelles comparables à celles préserrtes chez
I,animal ent, ier .  En out,re,  i f  esl  possible d 'analyser de nombreux
paremèt,res à partir de Ia suspension cellulaire init iale (BAUR et
aJ , .1975)  .

La cytot,oxicit,é est habituellernent appréciée par la
mesure de la viabil ité cellulaire au moyen du test, classigue de
coloration au bleu Trypan et par la mesure de l 'acÈivité
d, enzymes int,ra-cellulaires l ibérées dans Ie milieu d' incubat,ion.
La meéure de Ia lacticodéshydrogénase (I,DH) apparaj.t, êt,re la plus
représent,ative des enzymes relargruées dans le milieu afin de
grràntif ier les dornmages occasionnés à la membrane plasmigue dg"
hépatocyt,es t,raités par les subst,ances à tester. Récemment' la
mesure âe I 'act,ivité de la LDH int,ra-cellulaire a ét,é proposée
conme index de cytot,oxicité dans Ie modèIe des hépatocytes de rat
en cul ture pr imaire (CHÀO eË aJ, .1988) .

Pour certains auteurs, iI est souhait,able de choisir des
act,iviÈês nétabotigues de Ia cellule corune critère d'éval-uation
de la cytot,oxicité. La mesure de ta gr:ant,it,é d' al-bumlne sécrètée
atteste du bon fonctionnemenÈ des hépatocytes fraichement, isolés
en suspension et  en cul ture pr imaire (GUILLOUZO L986).

Les hépatocytes fraichement, isolés ont, été largement
ut i l isés comme système d'évaluat ion d 'une cyt ,otoxic i té des
xénobiotigrres (KI,AASSEN et STACEY L982, KRACK et aJ'. L983) .
Géneralement, les composés gr:i nécessitent, une activaÈion
métabol igue pour exercer leur ef fet ,  induisent une toxic i té
comparab le  à  ce l le  observée chez  l 'an ima l .  TYSON eË a l . . (1980)  on t
testé de nombreux composés et ont montré grre seuLement 2 d'entre
eux donnaient des résuJ.tats différents de ceux décrits in vivo.

Les hépatocytes fraichement isolés en suspension ont une
durée de vie brève et ne peuvent donc être uti l isés pour l 'étude
des effets chronigues ou à long terme des comPosés
hépatotoxigrres.  De tel les études peuvent s 'envisager s i  l 'on a
reèours à des cultures primai.res (MacQUEEN et, WILLIAI4S L982) .
Toutefois, i l  faut rappeler grre les enzymes du métabolj-sme des
xénobiot,igues sont légèrement, altérées dans les cultures
pr imaires.  La baisse brut ,a le du taux de cytochrome P 450 et  de
I, activit,é de plusieurs enzymes intervenant dans Ie métabolisme
des xénobiotigr:es après 1 à 2 jours de culture ne reflèt.e plus ce
gni se passe jn vivo (GUGUEN-GUILLOUZO et GUILLOUZO l-983) .

Ceci expligrre pourgr:oi les études de t 'oxiciÈé sur
hépat,ocytes de rongieurs sont généralement, l imitées à 48 heures.

I t  est  possible de pal l ier  cet te diminut ion des
caractéristigues foncÈionnelles des hépat,ocytes et de Ia
compenser par un choix judicieux d'un milieu de culture
appiopr ié,  parfois "dopé" par I 'a jout ,  de cofacteurs.  Le maint ien
correct des caract,éristigues init iales des hépatocytes peut être
prolongé par I 'a jout  de sérum de veau nouveau né ou foetal ,
dr insul ine,  d 'hydrocort isone, de dexaméthasone, de glucagon ou
d, acide aminolévrtl inigue grri sont des précurseurs des voi-es de
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biosynthèses de certaines fonct,ions essent,ielles (DICH ex aJ-.
f988i .  Le t ra i tement des boi tes de Pét,r i  par une solut ion de
collagène afin de constituer une pell icu1e au fond des boit 'es
avant-la mise en culture des hépatocytes, favorise I 'att,achement,
des cellules au support et stabil ise les fonctions biochimiques
(MICHÀtOPOUT.OS et PITOT 1975) .

L'addition de diméthylsulfoxide (DMSO) à 2* ou de
phénobarbital, pourrait également rnaintenir le taux correct de
èertaines enzymes impliqr:ées dans le nét'abolj.sme des
xénobiot , igr . res ( IsoM et,  a! .1985, MYAZÂKI et  a l -1985).

LtutiU.sation de co-cultures associant, des hépat,ocytes à
des cellules épithéliales senrble représenter un sysÈème
performant dans Iàs études à long terme (supérieurgs à 10 jours)
êeton BEGUE et al .  (1984),  GUGUEN-GUILIJOUZO et al . .  (L983) .

Enfin, Ia possiJcil i t,é de pouvoir disposer au jourd'hui
drhépatocytes hunains en culture primaire représenterait la
situâtion- la plus favorable pour ét,a^blir des comparaisons ln
vlvo/in vitro gtri soient les plus prédictives de la sit,uation
chez l,homme. Cependant, les "opportunités" qui permet,t,ent, aux
chercheurs d'avoir accès à des foies humains sains issus
généralement de personnes accidentées ne t,rouvant pas de receveur
greffable conservent un caractère assez exceptionnel

En revanche, le développement récent de cultures
primaires d,, hépat,ocytes humaj.ns issus de biopsies prélevées chez
àes patients càncéreux est en cours de validation dans Ie Service
de l,tpX du Centre SAÀIOFI Recherches à Montpellier. SÀf\fOFI
collabore avec les organismes publics (INSERM U L28 et V 2'78)
pour I 'opt imisat ion de Ia technigue d'obt,ent ion eÈ de
ôonservation des hépat,ocyt,es humaj,ns et sur la régUlation des
enzymes de phase I impligtlés dans I 'oxydation des principes
act i fs.  Par ai l leurs,  une convent ion est  s ignée entre le groupe
SAIVOFI et l ' INSERM pour la constitut,ion d'une bangue nationale
drhépatocytes humains cryocongelés (FABRE conmun. personnelle) .

Les avant,ages eÈ les inconvénients
systèmes sont résumés dans Ie t,ableau I.

des di f férents
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22. LES HEPATOTOXIQUES.

Les dysfonctionnement,s du foie provogués par des produits
chimigues ont, été reconnus comme un problèrne toxicologigue depuis
environ L00 ans d'après ZIMI{ERI'141'I (1978) -

Une re\ le très complète et bien documentée, classant les
subst,ances hépatot,oxiques selon
a) les alt,érat,ions morphologigues et fonctionnelles
b) les al t ,érat ions chimigr:es (nécrose, st ,éatose, cholest 'ase

intra-hépatigr.re et, hépatite virale)
c)  s i . tes cel lu la i res ou organi tes c ib les
d) mécanismes d'action toxigr.re (accumulat,ion l ipidigue, synthèse

prot,éigr:e, peroxydat,ion Iipidj.gr:e, nécrose' cholest,ase,
cirrhose, carcinogénèse)

e) facteurs inf luants l ' intoxicat ion hépat igue
(biotransformaÈion des t,oxigues, glut,athion, alt,ération du
flux sangruin hépatigr-re, potentialisation de l 'hépatotoxicité)

a été récemment,  établ ie par PLAÀ (f986).

Afin d,e construire des mod.è.l,es permett,ant, de cribler d.es
substances suscept ib les d 'a ider Ie fo ie à préserver son intégr i té
métaboligr.re et f onct,ionnelle (substances hépatotropes ) , Ie
toxicologrue devra avant tout déterminer des conditions
dr intoxièat ion par des subst,ances hépatotoxigues de référence.
I I  d ispose pour cela d 'un grand nombre de molécules pouvant
produiré une ou des perturbat,ions dans Ia cellu1e hépatigue
(népatocyte) . La longue expérience acgrrise gràce aux
expérimentations sur I 'anirnal offre aux chercheurs un choix assez
laige de substances agressives.  Les intoxicat ions peuvent être
modulées soi t  en fonct ion de Ia dose dans Ie cas des
intoxications aigues soit, en fonction du t,emps dans le cas des
intoxicat,ions répétées ou chronigr:e.s et entrainent respectivement
une nécrose, une stéatose ou une cirrhose par exemple.

Dans les expér iences in v i t , to,  le modèle de cuLture des
hépatocytes (en suspension ou en cul ture pr imaire) l imi t ,e les
poésibi l j - t ,és of fer tes au chercheur.  En ef fet ,  le choix du t ,oxigue
âe référence est imposé par Ie type de modèle de cult,ure
essent ie l lernent à cause de Ia var iable temps (voir  tableau I) .  La
survie brève des hépatocytes en suspension impose le choix d 'un
toxigue ayant un mode d'acËion rapide alors que les hépatocytqs
en cutgurè primaire donnent, accès à une palette plus riche de
substances toxiques de référence sans gue le temps d'ut i l isat , ion
des cul tures ne représente une réel le contrainte.

Ainsi ,  pour les expér iences sur Ie modèIe des hépatocytes
en suspension, nous avons sélectionné Ie tétrachlorure de carbone
(CC14) parmi les di f férents agents toxiglres car i I  est  faci lement
disponible et son action toxigue in vitro est rapide conrme nous
atIôns 1 'exposer dans la sui t ,e.  Son ut i l isat ion dans les
expérimentat,ions in vivo prat,iguées depuis plusieurs années au
1aËora to i re  Ia issa ien t  p résager  de  Ia  poss ib i l i té  d 'é tab l i r
ensuite des comParaisons in vivo/in vitto.
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Pour les expériences sur les modèles d'hépatocyt'es en
culture primaire, la D-galactosamine a ét,é choisj.e conme
su.bstance t,oxigue d,e référence, son mode d'actj'on différent' de
celui du CC14 devant apporter des informat,ions complénentaires.

22L. I.E TETRACIILORURE DE CÀRBONE.

Cet,te molécu]e appartient, à Ia fanille des agents
toxigr.res dj.rect,s gr:i pal déf init,ion entrainent des lésions
àrgatij.q,r"s avanÈ dtentràj.ner des lésions méta.boligues. Ils sont'
caiactérisés par leur rapidit,é d'act,ion et' provoguenÈ

ténératement uàe hépatite aigue dont, les lésions sont dose
dépendantes (PI"AÂ L98 6)

Les hépatotoxigues direct,s sont rapidemenÈ élininés par

l,anirnal ett cot rs d'exp-érinent,ation. 0n peut, citer parml ceux-ci
ie pfrosphore blanc, le chloroforme et surtout, le tétrachlorure de
carËone- (CCI4) qui sert classigrrement, de modèle expérinental pour

rJfroaui ie,  selon !a dose, des lésions de type nécrose ou
s têa tose (PERRISSOUD L981,  PT,ÀA f986) .

Différentes substances hépatotoxigr.res ont, en commun la
caract,éristiqr:e de nécessiter une act,ivat,ion mét,aboligue Par un
systène enzymatigr.re de telle sort,e gue Ie dérivé produit '. soit
p i""  act i f  ât  serve de support  à I 'héPatotoxic i té.  Les t ,oxiques
àppartenant à cett,e êlasse et frégr:ement uti l j-sés en
p[à6""oIogie sont le bromobenzène, la dirnéthylniÈrosamine,
i ,  a lcool  a i tyf ique, le tétrachlorure de carbone, Ie th ioacét,anide
et le paracetarnof . Le CC14 est cert,ainement l 'agent hépatotoxigue
le plus étudié et ,  le plus ut i t isé pour évaluer l 'ef fet ,  protect ,eur
ae èuostances hépatot iopes ( IÂNS et,  a1. .1980, PERRISSOUD L981-)  .

Les pr incipales raisons pour lesgr.rel les _ le CCI4 a ét ,é
très ét ,udié leposent sur les fa i ts gu' i l  est-  faci le de se Ie
procurer sous fôrme pure et ,  gu' i l -produi t  des al térat ions du foie
àans d,e nombreuses êspèces dont la souris, Ie taE, le lapin et
I 'homme (SLATER f984b)

Force est de const,ater gue les mécanismes gui expligr]ent
Ia t,oxicit,é du CCl4 aussi bien in vivo gu' jn vitro sont nombreux
et,  var iés.  La connaissance de ces mécanismes d'act ' ion est
directement corrélable aux moyens nis en oeuvre pour appréhender
Ies voies nétabol igues incr iminées.

Une monogràphie des conségrrences générales du CCI4 sur
les voies métaboligrres ainsi qu'une re\ re import,ante sur la
biotransformation des hydrocarbones halogénés a ét,é décriÈe par
AIIDERS (1984) . Cependant, la l ipoperoxydation représent,e. Ie
phénomène majeur de f impact, du CCI4 sur le foi9. Depuis-environ
bO ans de trés nombreux èhercheurs se sont, penchés sur l 'étude de
ce t,oxigrre et certains articles de synt'!!9e constituent des
réfêrences de base très document,ées (RECKNÀGEL et GHOSHAT L966,
RECKNAGEL L967, RECKNAGEL er GLENDE f9?3, RECKNAGEL eË al..L97'7,
sLatgn 19?9, 31,aten tgg2, BRIDGES et a1,.1983, RECKNAGEL 1983,
SLATER !984a,  BACON et  a1 . .1986 '  PLAA 1986) .
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Les or incioes de la l j .noperoxvdat ion :

Le CC14 est. mét,abolisé par réduct,ion éIéct,ronigue 91!11Vsée
Àpe"if iq,,rement par Ie cytôchrome P 450 (NOGUCHf et al '.1982) - La
ièactiori produil un radiàal trichlorornéthyl ( 'CC13)

CC14 + e-
' cc13 + c l

En présence droxygène moléculaire,  Ia plupart .des radicaux 
'CC13

réalissent pour iormer le radical l ibre t,richlorométhylperovy
t 'oôccr f )  (pÂcxgn eÊ a1, .19?8) .  Ce rad icaL beaucoup p lus  réac t i f
gue le ( iCCL3) est, responsable de l 'at,tague d'un groupement
fràiiryiÀ".' situé entre dêux doubles. I iaisons - dans une chaine
âf ipi..t iq,.re d,'un acide gras _ polyinsaturé. Des acides gras
pàfvi"""iurés ent,rent dans Ia composition des phospholipides
iremËranaires et, ainsi s' init ie le processus de l ipoperoxydation:

i i leign 1984a) . I l  en d,écouJ.e une suit,e de rêactions chimigues
cornplexes grri mènent à la décomposition des acides gras
potyinsaturés (PORTER 1984, SIÂTER f  984b) .

Le processus se déroule en 3 Phases :

-  phase d' in i t iat ion

Les molécu1es d,acj.de gras potyinsat,urés (ÀGPI) sont at,taquées
préférent,j.ellement par le radicaux l ibres au nj.veau des atomes
àrhydrogène de groupernents méthylènes (CH^) sit 'ués ent,re deux
doubles l ia isons C:C. 

z

- phase de ProPagation

Après  I 'a t tague de  I 'AGPI  par  Ie  rad ica l  l ib re  ( 'CCf3)  i l  se
fôrrne imrnédiâtemenÈ un radical l ibre l ipidigue ( 'L) avec
déplacement, d,un électron du radical l ibre par résonnance.
ceiui-ci réagit t,rès rapidement avec I ',oxygène moléculaire pour

fo rmer  un  rad ica l  l ib re  l ipoperoxy  ( 'OOL) .
Au niveau des l ipoprotéines de Ia nenbrane cellulaire, Ies
cÀaines d, acide graê qui constituent les phospholipides sont, très
ÀCroi tement juxtàposés. Ainsir  un radical  l ibre l ipoperoxy.s i tué
sur une cnàine d'un acide gras phospholipidigue réagit en
arrachant un hyd.rogène du méthylène de I 'acide gras polyinsaturé
vois in,  à t 'o i ig iÀe d'un hydroperoxyde l ip id igt-re (LOOH) et ,  d 'un
nouveau radicàI  l ibre t ip id igue ( ' t ) .  Ce phénomène
autocatalytigrre peut se propager théorigrrement de proche en
proche.

.OOL + LH

- phase t,erminale

Elle correspond à l ' inact,ivation des radicaux l ibres pouf about' ir
à Ia produètion d'une molécule stable gr:i peut être obt'enue de
plusieurs façon (PRYOR 1976)

LOOH + L '



f )  Combinaison

. ?  r  ' ?

! 1 !

2l Combinaison d'un
Iibre lipidigrre'

'ooI ,  + 'L

3) Combinaison de 2

r.3

de 2 radicaux l ibres l iPidigues

radical l ibre lj.poperoxy avec un radi.cal

radicaux

LOOL

Iibres l ipoperoxy

'ool. + 'ool.. LOO OOL

LOOI + 02

LOOL + 02

La progression de Ia l ipoperoxydation induite par le CCL4
in vivo aboutit à Ia formatj-on de maJ-onaldehyde, d'alcanes
volat,j. les Eels gue I 'éthane et, Ie pent,ane, divers aldehydes et
cétones (ESTERBAUER 1,982) ,

comme évogrré précéderunent, Iâ dét,erminat,ion des
nécanismes biochimigr.res occurants dans I ' intoxication par le CC14
ne s'est développée qu'au fur et à mesure des progrès techniqr:es
analyt iques, même si  les pr incipes sont parfois ancj .ens.

Les rnitochondries ont été les premiers organit,es
cel lu la i res à être ét ,udiés.  CHRISTIE et  JUDAII  (1954) nontrèrent
gue le CCI4 aLtérait Ia perméabil ité membranaire des
mitochondries avec dirninution de I 'activité de plusieurs enzymes
du cycle de Krebs. Pour des raisons de cinétigue, les changements
int,eivenant dans Ie métabolisme des mitochondries ont pu être
rapidemenÈ dissociés de l 'accumulat ion des l ip ides dans Ie fo ie
(RECKNÀGEL L961, JUDATI 1969) .

Par des dosages de Ia glucose-6-phosphatase'  enzyme
associée aux membranes du réticulum endoplasmigue, cette seconde
cible du CC14 a ét,é mise en évidence t,rès t,ôt (RECKNAGEL et
LOI4BARDI f  961) .  L 'a l térat ion de Ia structure l ip id iq:e des
microsomes par un phénomène peroxydatif est un phénomène précoce
d,ans les effet,s du CCl4 sur Ie rét,iculum endoplasnique (RECKNÀGEL
et GHOSIIÀL f 966) .

Indépendament du phénomène de lipoperoxydation' Ia pompe
à calcium du réticulum endoplasmigue est perturbée t'rès
rapidement après I 'administ,ration du CCl4 aux animaux (MOORE
1990, WALLER eË aJ, .L983) et  pourrai t ,  être Ia cause de Ia mort ,  des
cel lu les hépat igrres (YOUNES eË aJ, .1983) .

I t  n 'existe pas encore de consensus quant à la nature
exacte des mécanismes précoces gui se déroul-ent, dans
l ,  in tox ica t ion  du  fo ie  par  le  CC14 (PENCIL  eË aJ . .1984)  .  De
nombreux points demeurent encore obscurs (IÀl{B et aI.I984,
REYNOLDS eË a7 .L984) .
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Si 1a peroxydat,ion l ipidigr:e semble bien représent,er une
d.es atteint,es majeuies qui se- manifest,e par I 'acÈion de l 'oxygène
moléculaire sur les aiiOes gras polyinsaturés lorsgr.re le CC14
sert à int,oxigr-rer des animaux in vivo, des pr:blicat,ions récentes
indigr:ent gue ce phénomène est suje! à cont,roverses d'un point de
mre ifrronoiogigr:e- dans l ' inÈoxicàtion des hépaÈocytes ln vitro
(YOUNES et,  STEGERS 1984, BERGER et aJ.L986).

KIM et LABELLA (198?) décrivent des résultats gui
suportent I 'hlpothèse de f impl.lçat,j,on de Ia peroxydat,ion
fi i iOique comrnê responsable de l 'hépatotoxicité induite par Ie
CC14 chez la sour is.

Depuis une décennie,  1 'ut i l isat ion de modèIes in v i t to
t,els g,.re ies fractions hépatiqr-res microsomales et, surtout les
Àepatoiytes isolés d,e rongeurs, a permis de réaLiser des progrès
considéiables dans la compréhention des mécanismes biochimiques
et structuraux en toxicologie. Le tétrachJ.omre de carbone a
sucit,é pour les chercheurs un int,érèt' t,out, particuJ-ier et a fait
I 'objet d'un grand nombre de t,ravaux dont nous décrirons
mainÉenant les points principaux obtenus avec des modèles
d'hépatocytes de rat  en suspension.

Si la peroxydation l ipidigr.re semble représenter la
pathogénie majeuie incriminée dans I ' intoxicat,ion hépatigtte .par
ie CCf+ in vlvo (RECKNAGEL et, GLENDE L973), Ies études in vitro
sur les hépat,ocytes isolés révèlent I 'existence d'une relat ive
discordance gr-ranÈ à sa mise en évidence et surtout' guant à sa
causa l i té  de  I 'a l té ra t ion  ce l lu la i re .

Les aut,eurs ont, uti l isé des concent,rations de CCI4 très
diverses eC des protocoles s i  var iabLes gue les comparaisons sont
assez  dé l i ca tes .

Différentes méthodes ont permi de guantif ier Ia
lipoperoxydation. Le dosage de la malonaldéhyde (MDA) par Ia
réàct ion âvec I 'acide thiobarbi tur igue est  certainement Ie dosage
color imétr igr-re le plus employé car d 'une grande sirnpl ic i té i
réal iser mais assez peu spéci f iqr :e.  Une étude comparat ive de 5
techniques de détect,ion de la l ipoperoxydat.ion_ mont,re qtle Ia
mesure de la product ion d 'éthane est  la méthode Ia plus sensible
(sMrrH e t  a I . .1982)  .

par le dosage de Ia malonaldéhyde formée, WEDDLE et al.
(Lgi6) font  pour 1à première fo is la dérnonstrat ion gue le CCI4

provogue une- l ipoperôxydation dans les hépatocyt,es isolés. Le
èCfe est ajouté 

- 
directement, dans Ie milieu de culture des

hépatocytes àf in Ae donner une concentrat ion f inale de 10 ul /ml
(1ô0 1111,1i et la mesure de Ia MDA formée est effect,uée après 30

vi t ro
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minuges d,' incrrbation. L'augrmentat,ion de MDA n'a été détect'ée gue
d.ans le cas où les raÈs étaient à jeùn ou prétrait,és au

JÀenoOarbit,al c'ese à d,ire après induction du cytochrome P-450,
ies cellules étaient alors toutes perméables au bleu Tr1p.an.

TINDSTROM eË al,.(L918) obtiennent une têgère augxnentation
de la MDA après 90 minut,es de traitement des hépatocytes par Ie
CC14 0,5 uf/irf dissout, directement dans le rnil ieu de culÈure avec
des rats nourris mais seulement lorsgr:e les anirnaux sont
prétrai tés par le phénobarbi ta l .  ou le diéthylmaléate j .e.  lorsgue
ie cytoehroire p-a5ô est stirnulé ou les anti-oxydant,s neutralisés.
Ce n7 est gue lorsgr:e les rat,s sont prétraités par les 2 produits
q,r. ta prdauction de MDA est augmenÈée pour des concentrations en
iCfA sirpér ieures à 0,25 ul /ml ceci  s 'accompagne alors d 'une
augrmentation du relargage de LDH.

POLI et ,  a l . .  (19?8) exposent 3 mJ- de suspension
d 'hépatocy t ,es  aux  vapeurs  de  2 ,5  u l  de  CC14 (so i t  0 ,8  u1 /ml )
ptacès aais Ie pui t  centraL d 'un récipient '  cLos_et maint 'enu à
i, obsct-rrité . aples 60 minut,es de trait,ement ' Ia l(DA f ormée
auqrmente et, cette augrmentation de MDÀ induite par Ie CC14 est
paitietlement inhibée par Ie SKF 525-A (- 40 t pour les doses
Ëupérieures à L0 uM) et inhibée selon une relation de dose par le
prôpyfgal late ou la (+)catéchine .  L ' inhibi t ion est  t 'otale en

breËânée de prométhazine. Aucune donnée n'est fournie sur Ia
vial i t i té des hépatocytes t ra i tés.

GRA\ELA eË al. (L979) dans une étude complémentaire,
augrment,ent,  à 7,5 ul / f io le (2,5 ul /m1) la quant, i té de CCI4 ajoutée
Cais Ie puit, raccourcissent Ie temps de trait,ement à 40 minutes
et ut i l isent un mi l j .eu s impl i f ié.  Dans ces condi t ions'  une
augmentat ion de Ia MDA est mesurée (2,5 fo is Ia valeur du lot '
t^éfroin) , la fuit,e de tDH n'est, pas modifiée , La sécrétion de
protéines baisse de 52 t  et  la sécrécion de l ip ides chut,e de 81
t. Le SKF 525-A et la promét,hazine inhibent l 'augrmentation de MDA
ind,uite par le CC14 mais sont sans ef f et sur les autres
paramètres. Ces phénomènes seraient donc dissociés et suggèrent

àue le CCI4 agiÈ selon plusieurs mécanismes in v i t ro.

POLI  e t  a l . .  (L979)  reprodu isent  les  cond i t ions
drexpérience de WEDDLE et, aJ.. (L976) et déterminent, qu'en ajoutant'
d i reètement L à 2 uI  de CC14lm1 de mi l ieu d ' incubat ion,  i l  n 'y a
pas seulement une prise dramatigr:e du bleu Trypan Par les
irépat,ocytes maj.s encore un relargage important Çt: enzymes LDH,
GPt et  GOT. Par Ia mesure du CC14 margué au '=C, lorsgue Ie
toxigrre agi t  sur les cel luLes par s imple di f fusion dans Ie
mi l ieu,  la concentrat , ion mesurée réel lement,  présente est  de 20
nglml et rest,e stable durant les 60 minut'es de trait,ement.

En augmentant }égèrenent, le temps d'incubation à 60
minutes au f ieu de 40 minutes,  Ia dose de 7,5 ul / f io le est ,  sans
effet ,  sur la v iabi t i té cel lu ia i re et  sur Ia fu i te des enzymes
LDH, GpT ou GOT, en revanche la MDA formée aug:mente et at'teint
une valeur plateau à pat, i r  de cet te dose de CC14. Des doses
supérieures âe CC14 n'àugrment,ent, pas davantage la product' ion de
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MDA. rnais augmentent la prise du bleu Trlpan alnsi qrle Ia. fuite
des enzlrmes. 11 faut remarçluer gue I 'augnentation de MDA n'a pas
pu êÈre obtenue avec un milieu conplet tel gue^le Ham F L2 avec
Ëé4:rn de veau probablenent parce gue le CC14 interfère avec les
protéines ajoutées au mi l ieu comme l 'a mont,ré PERRISSOUD (1981).

POLI et al,. (1981) observent gr:e des hépatocytes ayant un
contenu faible en glutathion produisent plus de MDÀ gue des
hépatocytes ayant un fort taux de glutathion lorsgu'i ls Sont
trâi tés par Ie-CCI4 à la dose de ?,5 ul / f io le (129 ul l ) ,  11 en va
de 6êmê pour la diminut,ion de l'activit'é de la
glucose-6-phosphat,ase alors gu' i l  n 'est  pas observé^de di f férence
éur l ' inhiËitiôn du cytochrome P-450. Le glutathi.on a bien un
rôle inhibiteur de Ia cytotoxicit,é du cc14 in vitro.

POLI eË al , .  (1983) comparent I 'act lon tqgigrre du CC14 à
cel le de I ,  ion ferr ique (dans Ie complexe ADP/Fe- ' )  par la mesure
de la lipoperoxydation. Une faible augmentation de la production
de.t<DA est rnesurée après 60 minutes de traitement par L29 u!{ de
CCl4. CeÈt,e faible èoncentrat,ion de toxigrre ent,raine un 1é9er
relargage de LDll et, ne modifie Pas Ia prise du bleu lr1pan alors
çr,etle- diminue sensiblement, I 'activiçé de _ la glucose-6-
p'trosptrat,as,e. L'action du complexe ÀDP/Fe'' Sur la production de
lOa èst beaucoup ptus nargr.rée çnle pour le CC14.

sTACEy et aI. (1982) ajourent 1e CC14 direct,emenÈ dans Ie
nil ieu d'incr:bation des hépaÈôcytes à des doses de L à 5 uI/ 4 Rl,
Ies fioles sont hermétigrrement fermées et incubés durant l2O
minut,es sans agitation. fa l ipoperoxydation est détectée par Ia
mesure de I 'éthane produit ou bien par Ia mesure de Ia MDA
fornée. Les résult,ats monÈrent $1e Ie milieu EMEM est plus
favorable à f induction de Ia l ipoperoxydation qu'une simple
solution saline telle gue le tampon TRIS avec sels de Hanks. La
production d, éthane est dininuée voir t,ot,alement, inhibée lorsgue
ies hépat,ocytes sont incubés sous carbogène 95 t 02/ 5 t CO2' les
résultâts sont moins nets avec la mesure de MDÀ. Le relargage de
la LDH n'est augrmenté significativement gr:e dans Ie cas où les
hépatocytes sont incubés en présence d'air avec 5 uI de
Ccf4/ f lâsk et  les valeurs sont plus élevées avec le EMEM qu'avec
te TRIS. IL est interressant, de not,er gue l 'ajout direct, du CC14
dans Ie milieu de cuLture des hépatocytes est préféré à Ia sinple
diffusion du toxigr.re via sa phase vapeur alors $f il avait' ét'é
expligr:é par ces mêmes aut,eurs gue cette méthode donnait des
réêuLtats 

- 
noins reproductibles et, gue des doses de CC14 t,rès

élevées (60 à f00 ul)  étaient alors nécessaires Pour obtenir  une
réponse toxiç:e (STACEY et PRIESTLY 1978) .  L 'approche ut i l isée
pai ces auteurs pour incuber les hépatocytes. en suspension dans
âes floles en absence d'agitation peut const,ituer un maillon de
transition entre les hépatocytes en suspension et les hépatocytes
en cult,ure prinaire

BERGER et aJ, .  (1986) Èrair ,ent  des hépatocytes isolés de
rat en suspension dans des boites de Pétri maintenues en
agitation sous carbogène 95 * 02/ 5 t C02. La solution mère de
Céfa est  solubi l iséè à raison de 20 t  dans l 'éthanol  af in
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d,obtenir des doses de. CCl4, comprises ent're 0r5 et 4 uL/nl de

Jusfension, ce qtti inpligue que fg" proportions de solvant

doivent être vafiables- entre les lots traités. Les auteurs
rà"ti""t qu'au rnoins 2 rnécanismes peuvent être inpligués 9*"
it irrio*icafion des hépatocyt,es par le cc14. Une première phase

précoce se prôanit dè; les-premières.minutes de cont,act' avec le

CCI4 et, se caract,érise par- une pet,ite product'ion de MDA sans

dirninution du t,aux de glutathion réduit int,racellulaire. Durant,

cette phase ni 
-ie 

SKE 5eS-e ni la métyrapone ni 11 prométhazine

ne sont protecteurs. une deuxj.ème phase se manlfeste après 3

heures de- cont,act avec Ie CCl4 et, elle Se caract,érise par une

âùgro"rrtation iurportante de la MDA formée avec dj.minutj-on du taux

àà-gi"t"thion rèauit intracellulaire. Les effets sont modérés par

les inhi.biteurs du cytochrome P-450, Ia prométbazine et les

ànt i -oxydants.  Le rélargage de .GOT est corrèlé au test

d'excluSion du bleu tripàn ainsi gu'à lq mesure du K+'

intracellulaire, i l  augmenÈé rapidement, (dès 30 minutes) surtout'

à,,eè la plus forte àose de CC14 (4 ul/rnl soic 40 rnM) gui

ieprésente une dose de t,oïigue t,rès . élevée. Pour les doses de

éèîa infér i " r t t "" ,  l 'évolut ion se déroule selon 2 c inét igues'
i;ùtt" iapide à pent,e forte entre le début' de t,raitement et le

È"*pi iO' minuteè, l 'autre plus lent,e à pente faible progresse
jrrsgo, 

"tr 
temps 3 heures. Les auteurs concluent gue Ie qqf 4

Éiàduic a, atrola une roxicit,é partiellemnt, réversible par "effet'
èolvant direct, ' sur les hépatocytes puis une toxicit,é tardive
irréversible due à la l ipopetoxydat ion.  Ces assert ions s 'opposent,
à"* conctusions de pgRRlssouD et TESTA (1986) gui  P?r--  la
comparaison des eff ets de 3 halogénomét,hanes (CC14, CBrCI3 r
CHCi3) en déduisent grre Ia cytotoxicité du CC14 ne peuf

srexpligr:er par un effet de solubiLisation de la membrane des

hépatocyt,es puisgr.re le CCI4 et, le CBrCl3 sont éguitoxigues et, gue

le- CHC13 est atoxigrre sur les hépatocytes '

En complément de ces informat,ion, iI faut cit,er les

travaux de KRACK et al ' .  (1985) qui ,  êD ajoutant le CC14
directement dans le rnil ieu d'incubat,ion des hépat,ocytes, montrent'
gue la concentrat,ion de 10 mM de CC14 induit une lyse des
celluLes et un relargage important de LDH dès Ia première heure
de trait,ement,.

Alors gue la rnajor i té des auteurs préci tés ut i l isent,  des
concent,rat,ions assez éIevées de CCl4 pour induire des dommages
cel lu la i lêSr 2 auteurs ont pu obtenir  des relargages d'enzymes
inircef fu la i res avec de faibles concent,rat ions de ce toxigue
solubi l isé dans le DMSO.

PERRISSOUD (1991) ajoute le cc14 solubi l isé dans Ie DMSO
sous un volume de 60 ul  pour 116 mI de suspension d 'hépatocYtes
de ra t ,  so i t ,  3 ,6  t  $ /v l .  ies  ce l lu les  sont  t ra i tées  par  le  cc l4  2

mM durant, 20 ninutes et Ie rnil ieu d'incubation est un t 'ampon
iiens Ringer Bicarbonate Glucose sans sêrum albumine bovine. Un

relargage moyen de GOT de 31r 3 *  + 7,2 est  obtenu avec 20
piép. i "Éions â,hépatocytes issues de rat ,s di f férents.

AGUIAR (1985) ajoute le CC14 solubi l isé dans Ie DMSO sous
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un voh;ate de 20 ul pour 2, ml de suspension d'hépatocfÈes de raÈ
soit 1 t (v/v). Les êetlules sont, t,raitées durant L20 minutes par

Ie CC14 à des doses de L, 2 et, I m!{. Le milieu d'incubation est
un tampon Krebs Ringer Bj.carbonate Glucose avec 0r5 t de sêrum
albr:mii:e bovine (p/v). Seule Ia dose de I mM auqinent'e net'tement
te relargage d.e GOT dès le temps 30 minutes, les doses
inférieurés 

- 
ont un ef feÈ très f aj.ble sur cet,te enzyme. En

revanche, un effet dose est, observé pour le relargage de LDH, une
fuit,e três faible est mesurée avec 1 mM de CC14 mais elle est
pios importante avec 2 mM de CC14 (augrrnentat,ion linéaire durant
îZO minirtes) eU très marggé pour I mM de CCl4 après le Uenps 30
minutes.

D, après les indications fourni.es par la l iÈt,érat,ure' i l
parait aiff icite de déterminer avec certlÈude si la
iipopetoxydat,ion intervient de façon prépoltdérant,e dans
lrinloxicâtion des hépat,ocyt,es en suspension par le CCl4 ou bien
si c, est un effet "solvantn du CCl4 sur les membranes gtti est en
fait, responsable de Ia mort des hépat'ocytes.

Lorsgr:e les hépatocytes sont t,rait,és par des faibles
concenÈraÈions de CC14 le doute est encore plus profond.

En outre, les aLtérations de nombreux autres paramètres
biochimigrres ont, ét,é mises en évidence à Ia suj-t,e de
Ir int ,oxi iat ion des hépatocytes in rz iËro par Ie CC14. Par exemple,
àn peut citer une a1térat,ion rapide de 1'homéostasie du calcium
(PEiICIL eË aJ,.1 9821 ; une inhibit ion de Ia synthèse protéigue lCI
50 du CC14 si tuée à 400 uM) sans $te la présence de calc j -um
extracellulaire ne soit, recJr.rise (HEGARTY et al '. i-984) ; une
inhibi t ion de la sécrét ion des \Æ.DL (CI 50 du CC14 si tuée à 80
uM) indépendante de la concentraÈion en calcium extracellulaire
(PENCIT.  eË a ] , .1984a,  1984b)  .

L'amélioration des technigr:es de culture des hépatocytes
jn vitro ayant fait des progrès considérables ces dernj-ères
années, les cultures primaires d'hépatocytes ont pu servir de
modèIes logistigues dans un grand nombre de travaux sur la
cytotoxicité du CCI4. On rencontre les mêmes polémigues gue
cêtles précédament décrites pour les hépat,ocytes de rat en
suspensiôn pour lesguelles nous avons tenté de brosser un tableau
repiésentatif des tendances bien çlue non exhaustif.

La concentrat,ion en calcium extracellulaire jouerait un
rôle irnportant dans la cytotoxicité du CCI4. Une concent,ration en
calc ium-extracel lu la i re infér ieure à 0 '1 mM n'est  pas suff isante
pour que Ia mort, des hépatocytes induite par Ie CCI4 puisse se

broauire. Si la concentration en calcium ext,racellulaire est
èompr ise  en t re  0 r3  e t  3 ,6  mM'  I 'ac t ion  tox ique du  CC14 es t
augirentée. Le prêtraitement des rats par Ie_ phénobarbiÈal rend
feé hépat,ocyt ,es plus sensibles au CCt4 que lorsgue les cel lu les
provieànent de rat,s non induits. La présence de calcium
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extracellulaire transformeraj.t une cytotoxicj.té au préa1all1e
sr:b1ét,ale en dommages irréversiJcles. entrainant la mort des
hépatocytes t ra i t ,és par Ie-CC14. Pour ces expér iences, les doses
de cCla sonÈ de 0,"25 à 0'35 ul/ml de rnj-l j-eur le toxigue est'
solubilisé dans l/ éthanol et, les t,emps de t,rait,ements vont de 3 à
I  heures (CASINI et  FARBER 1981).

CIiENERY eË al.. (1981) montrent gue Ie calcium
extracellulaire n'int,ervient sur la toxicité du CC14 gue lorsgue
le toxigr.re est uti l isé à faibles doses (L,6 mM) mais gue lors de
t,raiÈements par des doses de CC14 plus éLevées' aucune
pot,ent,ialisation du relargage d'enzlmes int,racellulaires n'est
àttriUuable à la présence de calciurn dans Ie milieu de culture
des hépatocyt,es.

Des changements dans la dynaniqr:e du calcium
int , racel lu la i re cônsécut, i fs à l 'adjonct ion de CC14 à des
hépat,ocyt,es de rat postnatal en culture prinaire const,j-tueraient
un aspect inportant des conségrrences pathologigues de
l,hépatôtoxicité- induite par Ie CC14 in vit,ro (STAI{TONE et aJ-.
r988)  .

Enfin, d,ans des expériences nenées sur Ia t,oxicit 'é du
CCI4 dans un même laboratoirè, une comparaison sur I 'action de ce
toxigrre a été établie in vivo et jn vitro. Des concentrations de
CC14 comparables sont^ rnesurées dans le sang des animaux traités
(0r 3 mM après 30 minutes) eÈ dans Ie rnil ieu de culture des
hépatocyt,es (0r49 mM après 5 rninut,es) . Les aut,eurs observent une
infi iOition de la pompe à. calcium du réLiculum endoplasmique en
même temps qu'une st imulat ion de l 'act iv i tê de la phosphorylase-a
(après 3ô rninutes in vlvo et 5 minuÈes in vitro), une inhibit ion
de- la glucose-6-phosphat,ase (après L20 minutes in vivo el après
20 rninutes in v i t ro) ,  aucune inf luence sur la 5 'nucléot idase, la
Iibération de GPT, la déplétion en glycogène (maximal après I
heures in vivo eE après 30 minutes ln vitro), auglnentation du
calcj.um total après 24 heures jn vivo mais Pas de varj.ation in
vi t ro (ceci  setai t  dt  à une déf ic ience des mitochondr ies à
stocker te calc ium).  Ces résul tats amènent les auteurs à conclure
gue les modifications biochimigr:es induites par le CC14 sont
éomparables in vlvo et in vitro mais que Ia progression dans les
altêrations cellulaires est beaucoup plus rapide in vitro quan in
v ivo  (LONG et  MOORE 1988) .

Etude des al térat ions morpholoqicnres indui tes oar le CC14 in
vitr.o danJ Ie modèle des hépÉrtocvtes de rat en suspension

Les effets du CC14 sur la cytomorphologie des hépatocytes
isolés de rat, en suspension ont été examinés sur des préparations
de microscopie électlonigr:e par 4 groupes de chercheurs ut,i l isant
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des prot,ocoles différent,s pour Èraiter les hépatocyt'es -

STACEY et FAI'IN-fNG (L981) exposent 2 ml de suspension
d, hépat,ocytes aux vapeurs de L5 ul de CCt4 int,roduits dans Ie
bras d'un erlenmeyer d,e 25 rnl leur permett,ant d'obtenir une
éàncentration de 1a mu de CC14 dans Ie rnil ieu. Une alt,ération
rapide (5 minutes) des microvil losités de Ia surface des celluLes
esl suivie de la formation de bulles après 10 minutes de
traitement. Au bout. de 15 minutes, le rét,iculum endoplasmiqle
granuleux est t,ouché ainsi gue les mit,ochondries et la chromatj.ne
érr noyau. Si certaines alt,érat,ions sont, sj 'milaires à celles
observèes in vivor d'autres sont différentes, de telle sorte gue
le mécanisme de I 'altération des hépatocytes par Ie CC14 pourrait
ne pas êt,re identigrre in vivo eE jn vitro.

TYSON et al ' .  (L983) exposent 4 rnl  de suspension
d.'hépatocytes aux vapeurs de 6 ou 9 ul de CCl4 placés dans un
puit au centre d'un- erlenmeyer de 25 ml et obtj-ennent des
èoncentrat , ions de I ,2 et  1r8 mM de CCI  dans le mi l ieu.  Comme
sTÀcEy et FAI{NING (1981) , des altérations des microvil losit,és de
surface et du réticulum endoplasmigr.re sont observées pour les ?
doses ainsi qu, une altération importante des rnitochondries maj-s
seulement, pouf la concentration de CC14 la plus é]evée

Pour  ces  2  é tudes ,  l ' u t i l l sa t ion  d 'un  t ie rs  so lvant  n 'a
pas éLé reguise.

À partir d, une solution mère de CC14 soh.rbil isé dans le
DMSO (54 ui  pour L0 ml de DMSO) ,  PERRISSOUD eÊ al . .  (198L) ajout,ent,
]e CCt4 souè un volume de 60 uI  pour L,6 mI de suspension
drhépatocy tes  so i t  3 ,6  t  (v /v ) ,  i1s  ob t , iennent  a ins i  0 '2  u l  de
Cgla7i l  dè suspension (2 mM). Dans ces condi t ions expér i rnentales,
une disparit ion des microvil losités de Ia membrane plasmigtre d.9
hépatocytes avec apparit, ion de bulles s'observe dès les 5
prèmièrès minutes Ae traitement. Le réticulum endoplasmigue
lonfle et se fragment,e en petites vésicules après L0 minutes de
Éraitement puis lés rnitochondries enflent et une désorgani sation
des crêtes mit,ochondriales accompagnée d'une dégranulation du
r.éticulum endoplasmique apparait au bout de 20 minutes de
traiÈement.

BERGER et al , .  (198?) ensemencent des boi tes de Pét ' r i  avec
4 ml de suspension d'hépatocytes de rat et, ajoutent Ie CCI4 mis
en solut , ion dans l 'éthanol  à 20 t  (solut ion mère de CCI4) af in
d, obteni.r des concent,rat,ions de CC14 de L0 à 20 mM en début
d,expér ience. Les cel lu les sont en fai t  soumises à des
concèntratj.ons de t,oxigue $li décroissent durant I 'essaj- à cause
de l rêvaporat ion du solvant,  (BERGER eË a1..1986).  En moins de 2
minutes, la membrane plasmigue des hépatocytes est altérée et les
microvil losités gonflent puis forment rapidement des bulles gui
fusionnent, entre elles (après L0 à 30 minutes de t,raitement') . Une
dispersion et désagrégat.ion du réticulum endoplasmique rugueux
accàmpagnée drune iedistribution du réticulum endoplasmigue_se
manifès{,ent concommiÈament à Ia formation des bulles. Ces
a1t,éraÈions Sont plus margr:ées lorsgrre les hépatocytes _ qolt
t ra i tés  à  la  dose àe  2  u l /m l  (20  mM) gu 'à  la  dose de  L  u1 /n1 .
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Aucune alt,ération cytomorphologigr:e n'est observée avec des

cÀttc.tttrations en CCI4 inféiieures à I u1/ml (10 mM) ! L'effet du

cc14 sur les hépat,ocyt,es de rat, serait, réversible pour les doses
àÀ-CCfa sublétales et, un retour à une cytornorphologie normale de
la roembrane plasnigr:e est. possible. Les aut,eurs concluent, qu'i l

est envisagêalfe 
-d, 

expliguer ces phénomènes en sout,enant
tthypotbèse Éo,rrtt effet, solvant, direct, serait, responsable de Ia
è*ôLo"icité 

- 
précoce du CC14 sur les hépat,ocyt,es de rat en

suspension (BERGER et SOZERI 1987).

D, après ces éIérnents, il apparait, clairement gue le
tétrachloruie de carbone agit très rapidement sur les hépatocytes
d,e rat en suspension eÈ glf i l  aLtère successj.vement Ia membrane
pi.À*iq,te puis- Ie rét,iculum endoplasmigrre avant, de toucher 1es
rnit,ochondries et Ie noyau.

222 . LA D-GAI.ACTOSzu,IINE.

Cette molécule appartient, à Ia famille des agents
toxigrres indirects qui sè caractérisent par le fait gue ]es
lésions organigr:es iont la suite de dérèglement,s mét,aboligues.
tes agents- tofigr:es indirects manifestent leur effet, loxigue en
blogr.rànt ou en inierférant sur une voie mét,aboligue du foie et en
engdnd,rant une dépléCion ou une accumulation d'un mécaboliÈe ou
drùn coenzyme essênt ie l .  L 'act ion est  généralement lente et  les
perturlatiôns biochimiqr.res induj.tes nécessitent un traitement

irotongé pour pouvoir être détect,ées. On peut cj-Ler parmi ges
substances : fà D-galact,osamine et I 'ét,hanol qrri Sont les plus

employées comme rnodèIes pharmacologigr:es (PERRISSOUD 1981) .

La D-qalactosamine in rrjrro :

La D-galacÈosamine est  un agent,  hépatotoxigl le.ut i l isé in
vi.vo pour indrlire une hépatite expériment,ale chez l 'animal proche

de l?hépat i te v i ra le chez l 'homme. KEPPLER et,  af .  (1968) ont
àécr i t  pôur Ia première fo is cet te al térat ion chez Ie rat  et  i ls
àttt rernàrgqé dès analogies entre les lésions provogrlé99 . par. Ia
D-galactos-amine et, ceIlés provogr:ées par les virus de I 'hépatit 'e
chez 1'homme.

La ressenblance entre Ia nécrose hépatigr:e provoguée par

la D-galactosamine et ,  cel le provoguée par les v i rus de I 'hépat i te
a suséité cert,ains travaux in vivo pour connait,re les mécanismes
d'action de ce t,oxigrre dont nous donnerons 1es principales
caractéristigrres avanf de décrire gr:elgues aspects de son
ut, i t isat ion in v i t ro sur les hépatocyt 'es isolés.

Les effets de ta D-galactosamine, D-glucosamine et du
2-désoxy-D-galactose sur les uraci les nucléot ides du foie de rat
ong gtê etùdiés in v ivo.  L ' in ject , ion de D-galactosa.rr ine (400
nglkg en I .p.)  ent , ra ine une accumulat ion des dér ivés sucrés
tri iOine S' diphosphates avec épuisement, des uridines phosphaÈes
endogènes eÈ des UDP hexosei aj-nsi qu'une augmentation des
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uracj.les nucléot,ides hépat,iques totaux
DECKER et KEPPLER 1972' L974 pour renre) .

(KEPPLER eË aI .L97Q,

Les premières étapes du mét,abolisme de la D-galactosamine
emprunt,ent la voie biochimigue du mét,abolisme du galact,ose et
coirduisent à la formation d'UDP-galact'osami,ne et
drUDP-glucosamine grri ne se t,rouvent pas dans le foie sain.

Alors çJue les métaboliees de Ia D-galactosamine sont des
const,ituant,s normaux du foie gui ent,rent dans Ia ComposiÈion des
glycoprotéines de structure, I 'administration d'une fort,e dose de
O-gafàctosamine, entraine la forrnation de galactosa+ile
f-phosphate dans Ie foie et provogue une accumulation des dérivés
UDP-galact,osamine avec déplétion en UTP, UDP-hexoses eÈ
diminution de Ia capacité de synthèse de macromolécules Par
carence en uraciles nucléotides (LEHNINGER 1,98L) .

L, altération de Ia synthèse d.e RNA et, des glycocon jugués
semble const,ltuer un facteur prépondérant dans le développement
de I ' intoxicat,ion cellulaire consécut,ive à une déficience en UTP
gui agit, conme subst,rat des RNA-po1ymérases (KEPPLER et
a f .L97  4 )  .

Les étapes essentielles du métabolisme de Ia
D-galact,osamine sont présentées Sous forme d'un schéma dans Ia
f igure  1 .



23

D-galact,osamine

glucose l -P rlqtD

Figrure 1 : METABOLISME DE LA D-GÀIÀCTOSAI'IINE
(d 'ap rès  PERRISSOUD L98 f )
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Des études morphologigues montrent gue la D-g?lact'osanine
agit sur lrensemble de3 népàtocyles -à.des degrés variables selon

la dose et gue les siônes de l ' intoxication révèlent une

àesoigànisatiori de la sÈructure nucléolaj.re suivie par une

àiiatâtion du réticulum endoplasmigge et alt,érat,ion de Ia

*àrli"tr. plasmigr.re ce grri . se. traduit biochirnigrrement Pa! 9ç:
;I.6;g""- a'enzfmes intfaceilulalres telles gue la LDH ou la GPT
(MEDtINE et aL.Lg71, SHINOZUKA eË a1.L973a, 1973b)

une dose de 2OO mg/kg in jectée en I .P.  produi t  .une
inhibition de la synthèse de mla et des prot,éines sans ent,raj-ner
Ia mort des éef f ifes. hépatigr.res alors $r'aprÈ9 24 heures de

traitement par une dose aè p-galactosamine de 400 rnglkg en I.P.

la mort àes cellules hépatigr.res vient se sura jouter- ag1
pnénomènes préci tés.  une réduct ion de 40 t  de l 'act iv i té de Ia 5 '

nucléotidase de Ia membrane plasmigrre associée à une perturbation

du contenu ceLlulaire en 
- 

ions calcium pourraj.ent, être les

iàrpon"ables de Ia mort cellulaj.re. Ces alt,érat,ions peuvent êt're

à"iàVees par I,adninistration sinuLtanée d'uridj.ne (EL-MOFTY et'

a I .L975)  .

La D-qalactosamine in Yi t ro :

Les études grri décrivent les effets de ta D-galactosamine
sur 1es hépatocytej isolés de rat confirment, généralement les

observations établies ln vivo-
Les cellules d,e Kuppfer n'int,erviennent, pas dans Ia

capture dr uridilate impliqrrée- dans Ie processus d' inLoxicat,ion du
i6l" par Ia D-ga1âctosarnine (HOFMANN eË aJ-.L97 6a) . La

D-galaclosarnine entiaine rapidement,_une décroissance du cont'enu
en UTP et, UDPG selon Ia dôse rc,z à 4 mM) sans modifier Ie

cont,enu en ÀTP ni le relargage de GPT (HOFMANN et al '.1976b) '
La D-galactosaminè 10 mM diminue Ia biosynthèse dg"

protéinesr la sécrét , ion de tr ig lycér ides et  la l ibérat ' ion de

àftrèo"" après 2 heures d ' incubat, ion (PERRISSOUD r981) .- 
tâ D-galactosamine 2 mM ne perturbe pas Ia formatj.on de

glucose à iartir du glycogène mais diminue 1e contenu
intracellulaire de phosphate inorganigue ainsi gue le contenu en
ÀiP en moins de 20 minutes, eIIe inhibe en même gernpq -Ia
ôiycoggnolyse (-55 t)  et  Ia product ion de glucose (-45 t)
(STERMANN CÊ A7.L978) .

Après in ject ion de D-galact ,osamine (  600 mg/kg en I  :  P .  )
Ies hépatôcytes des rats t ra iÈês sont isolés (expér iences di tes
ex viv:ol . L, oxydation du palmitate et non celle de 1'oct,anoate
est nettement, âiminuée dâns les hépat,ocytes des rats t 'raités,
i ioxydation du palmitoyl-CoÀ et non du palmitoyl L-carniÈine est'
attéiée dans fès mitôchondries isolées de telle sort'e gue Ia
D-galactosamine perturbe Ie t,aux d'oxydation dg" acides gras

neÉàtiq,res en modifiant Ie niveau de l 'enlyge carnitine-pa1niÈoyl
trànsférase I (MANGENEY-AITDREANI et a7.t982) . La D-galactosamine
10 mM augmente Ia synthèse de triacylglycérol en inhibant Ia voie
â; o*Vaàiiott du palrnit,ate et diminue la sécrét'ion de
iriâêViglycérol en perturbant t,rès rapidement Ia voie de
sécrét ion (MANGENEY eÊ aI .L985).

L,  ét ,hanol  40 mM potenÈial ise I ' inhibi t ion de la synÈhèse
protéigue lorsgrre les népatocytes sont Èrait,és par 2, 5 mM de
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D-galactosamine durant, 2 heures alors que chagtre produit ajouté
séparément aux cel lu les est ,  Peu ou pas act i f  (MANDL eË a1,.1983).

La D-galactosamj.ne est, moins efficace gue la galactosone
pour inhiber la glucuronidation intraceJ.lulaire des hépatocytes
isolés lors d 'expér iences à court  terme (10 à 20 ninutes)
(ULLRICH et,  BOCK 1984).

Dans les rnodèIes d'hépatocytes de rat en suspension,
l 'altérat,i,on de la mernbrane plasmigue détect,ée par la mesure des
fuit,es d'enzymes intracellulaj.res n'a pu être obt,enue lorsgue les
hépatocyt,es sont traités par des doses de D-galactosamine
comprises entre 0r2 et 4 mM (HOFl,lAlI et aJ-.L976b). Une t,rès faible
augmentat,ion d'ASÀT est mesurée lorsgue les hépatocytes sont
trai t ,és avec des doses très élevées de D-galactosamine (50 à 100
mM) pendant 60 ninutes (MANGENEY eË aL.L985).  PERRISSOUD (1981) a
observé une diminut,ion de la fuiÈe d'ÀSÀT et de LDH lorsgu'i l a
traité des hépatocytes de raL en suspension pendant 6 heures avec
de la D-galactosanine L0 mM.

Grâce à 1 'ut i l isat ion de nodèles d 'hépatocytes de rat  en
cuLture pri.maire, l ' influence de la concentration extracelluLaj.re
en ions calcirrn (présents dans le milieu d'incubation des
hépat,ocytes) sur Ia Èoxicité de la D-galactosamine a montré gr.le
la rnort des hépat,ocytes peut être provogrrée par une dose de 0, 5
mM lors d'un t,emps de traj.tement, de 36 heures. Le nil ieu
d'incrrbation est, Ie milieu de l{i l l iams addi.t, ionné de L0 t de
sérum de veau foetal inactivé. La mesure de Ia viabil ité
résiduelle par Ie test, au bleu lrypan mont,re gue la
D-galactosamj.ne à la dose de 0,5 mM entraine une dimj.nution
progressive du nombre de cellules vivant,es avec détachement'des
hépatocyt,es de leur support. La mort cellulaire est totalement
entravée par l 'addit, ion d'urj.dine à la concentration de 3 mM et
part,iellement réduite par la chlorpromazine à la concentrat,j,on de
L,4 mM. L 'a l t ,érat j ,on de I 'homéostasie du calc ium intracel lu la i re
serait une des causes majeures de la mort des hépatocytes
(SCHANNE et,  aI , .1980) .

Ces résultats ont pu être reproduit,s en ut,i l isant, du
milieu EMEM additionné de L0 t de sérum de veau inactivé et, i ls
ont ét ,é complétés par la mesure de la fu iÈe ode l 'enzyme
intracel lu la i ie GPT. L '  addi t ion d ' insul i .ne 1O-o M et de
dexarnéthasone 1O-o M (cofacteurs souvent ajoutés dans les milieux
de culture pour maintenir Ie taux de cytochrome P-450 et les
capacités fonctionnell les des hépat,ocytes en culture primaire) ne
modif ie pas I 'at te j .nte des hépatocytes par la D-galactosarnj .ne 0,5
mM (K ISO eË aJ , .1983b)  .

La cytot,o.xicyté de Ia D-galactosamine sur les hépatocytes
de rat en cult,ure primaire a été récement évaluée de façon
exhaustive par I 'éguipe de DECKER. Dans les expériences décrites,
I ' int,oxicat,ion des hépatocytes de rat est provoçtué par 4 mM de
D-galact,osamj,ne en traitant, Ies ceLlules durant 18 heures en
milieu de l{aymouth additionné de 5 t de sérum de veau foetai-, le
milieu est ensuite remplacé par du milieu fraj-s sans
D-galactosamine et, les hépatocytes sont maintenus en culture
pendanÈ plusieurs jours.  Les cel lu les sont t ra i t ,ées après 3
heures d ' incubat, ion à 31 degrés (Èemps la issé aux hépat,ocytes
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pour stattacher sur des boites de Pét,ri recouvertes d'r. lrt f i ln de
êollagène). Les dommages cellulaires observés in vit,ro sont très
prochés de ceux observés in vivo ou avec Ie foie de rat isolé
perfusé t,ant, d'tttt point de rnre biochinigrre $:e . norphologigug.
Àinsi, i l .est, montré gue la sévérit,é des lésions induites par Ia
D-galact,osamine in vitro dépend de l 'age des cultures traitées,
leé cult,ures: plus agées étant moins sensibles gue les cuLtures
plus fraiches, probablement à cause des phénomènes de
âgaifferenciat,ions .cellulaires. La dexaméthasone à Ia
concentrat.ion de L0-e M supprime I'action du tg;igr,re alors qle la
tri iodo-L-thyronine à Ia concentrat,ion de f0 - M I'augmente et
aucune prot,eôtion par Ies 2 macroglobulines n'a ét,é observée ni
in nino ni in vit,ro. La di.minution de la concentrati,on en caJ.cium
exÈracel lu la i re aussi  b ien gue l 'addi t ion d ' inhibi tueurs
calcium/calmoduline ne modère pas I ' intoxication des hépatocytes
de sorte gue I 'hypothèse allégant gue la mort des cellules serait '
due à und augmentat,ion du flux de calcium à I ' intérieur des
cel lu les est  réfut ,ée (TRAI{-THI et ,  aL,L985) .

23. LES TiEPATOTROPES

Sous Ie terme d'hépatotropes sont regroupées diverses
sr:bst,ances agJ.ssant Sur dif férentes phases des maladies
hépat igrres.  L 'ut i l isat lon de ce terme est  préférab1e à l 'ancienne
appellation d'hépato-protect,eurs q:i suggrère un mécanisme
prôtecteur généra1 valable pour tous les aspects des maladies
hépat igr :es.  En ef fet  ,  L 'évolut ion des connaissances de la
physiologie hépat,igr:e mont,re que Ia t,hérapeuÈique doit viser des
object i fs di f férents seLon les phases évolut ives successives des
af fec t ions  du  fo ie  (PERRISSOUD f981) .

D'autre part ,  c 'est  sous la dénominat, ion d 'hépatotropes
que sont répert,oriées les diverses spécialit,és pharmaceutigues
ayant un impact, bénéfigue sur le foie q.ri figurent, dans le VIDAL.
Les t,ermes d'hépato-prot,ect,eurs et d' ant,i-hépatotoxiques Sont
cependant encore employés couranment.

La déÈection des potentialités hépatot,ropes des
substances chimigrres, naturelles ou de synthèse dans les rnodèles
jn vit,ro sur des hépatocytes de rongeur a été abordée Ie plus
fréquement par la mesure de la cyt,otoxicité au noyen de Ia
qrant i f icat ion de Ia l ibérat ion d 'enzymes intracel lu la i res te l les
gue Ia LDH' la GPT et ]a GOT.

Les processus plus part icul iers v isanÈ à déceler par
exemple I 'ef fet  v is à v is d 'une I ipoperoxydat ion ong
essentiellement, ét,é basés sur la mesure de la malonaldéhyde
forrnée lors de l ' intoxicat,ion Par un t,oxigr-re de référence.

Lt observation cytomor?hologigue des hépatocyt,es
confrontés à Ia dualité du toxigue mis en présence de substances
supposées hépat,ot,ropes a été beaucoup plul rarement décrite.
Cellaines substances ont mont,ré des pot,entialit,és hépat,otropes
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vis à vis de la phalloidine et I 'observation de Ia

"Vio*otphologie 
des ceflufàt intoxigrrées a Ie plus souvent' été

prise comme critère d'évaluat,ion ae l '  activité hépatot,fgpe 9t:
substances 

""iàgàÀiÀt"" 
à t,ester gelles gue le (+) cyanidanol-3

ipgRRrssouo et  âJ.L981),  vgAlrc et '  a l ' .1985) .

Dans la suit,e de cett,e partie sur les substances

hépatotropes, testées sur le nodè}e des hépaÈocyt'es de rat en

suspension, nous rest,rej.nd.rons notre analyse au - cls particulier

des sr:bstances pouvant modérer l 'action Coxigue du CCl4 '

Les hépatocytes de rat, fraichement isolés en suspension'

ont ét,é peu- empioyés pour d,étect,er I 'eventuelle activitê

hépat,otrope de subsùancei chirnigues ou naturelles (et plui

pàii i""i iètement vis à vis du teÈrachlorure de carbone)

lpeRRrssouD 1981,  AGUTAR 1985) .
Parce qr:e les prot ,ocoles d ' int ,oxicat ion des cel lu les par

le CC14 sont géïéralenènt dj.fférents comme nous en avons fait Ia

ià*àrqt .  aanË-ià part ie 22, les résul tats présent,és dans la

littéfature sont pal Ia même diff ici lement comparables'

STACEY et, PRIESTLY (1978) int,oxigr'rent' des hépatocyt'es .de
rat, durant L5 rninutes en faisant diffuser l'5 u1 de CC14 dans des

ieèipi"nts fermés hermét,iguement. Diverses subst'ances chinigues
pioiè"tr ices du foie in v ivo ont ét ,é testées. Aucune de ces

substances testées (sKr 525 A, pronet,hazine, dibénamj-ne'

àiuiarfrion réàuit, méthj-onine et cystéine) n'a pu protéger les

éel lu les contre l 'act j -on toxigrre du CC14 '
wA}rG eË aJ'. (].985) ont étudié l,effet du t,rypt,ophane et de

la cystéine sur Ie cc14 in vivo et, in vit,to. En ajoutant, Ie cc14

directement aàns le mj.l ieu de culture des hépatocytes à la dose

de i. uI/mI âé- irr"pension, i l  est observé gr-r'après 50 minutes de

traitement, i irnultâné, le tryptophane seul ne prot'ège Pâs -lg"
hépatocytes alors gue la cysË,éinê diminue Ia toxicit,é du CC14.

ià iJq. , r ' i f  
"" i - -" jo,rde 

de faèon concommit tante à Ia cyst ,é ine, -  le

itypdophane poËentialise son effet hépaUoprotecteur' Les

observat, ions 
" ï tJ*orphologigr:es 

montrent gue .ces-2 acides aminés

ài*inoent le 
'nombrè 

dé buJ-Ies formées à la surface des

hépatocyt ,es t ra i tés avec Ie CCI4. Les résul tats .présentés
mont,rent une bonne corréIation entre les expériences in vivo et

in v i t ro.
Lors dressais prat igr :és sur des hépatocytes de rat  en

suspension trai tés durânt n heures,  deux prostaglandines ( Ia

; ; ; ; iâ;v i i ""  et  ta L6,t6 dimethyl  PGE") ut i l isées en trai tement

èùrat i f 'soi t  30 minutes après aoâir io.n"du ccr4 (300 ug/rnl)  .a jouté
d.irectement au milj.eu dè cult,ure, ont diminué Ia toxicité du

CèfA .  L,  éthanol  à la concent,rat ion de 1,5 uglrnlr  a jout 'é pour

Àti*,rlet Ia production des prostaglandines endogènes, provogue un

effet cyt,oprôtect,eur en trait,emeni prêvent,if alors qtt '- i}^9:! sans

effet  sùr te CCI4 en t , ra i tement curat i f  (GUARNER et al ' .1985) .
psRRréiôuD (1981) ut i l ise 2 mM de CCt4 dissout dans du

DMSO et ajouté aux hépatocytes de - rat en suspension Sous un

volume de 3,6 t  pour intôxigper les hépatocytes durant 20

minutes, iI mont,re glle Ia (+) Catechine, Ia maringénine et une
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série de flavonoid,es d,iminuent le relargage de ta GOT lorsqu'i ls
sont ajoutés simult,anément au toxigue.

En utilisant le même modèIe. sur 55 molécul,es du groupe
des f lavonoides t,est,ées, les composés les plus hydrophiles
lnhj.benÈ la cyt,ot,oxicité du CC14 alors grle les composés
l ipophi les la potent ia l isent (PERRISSOUD et TESTA 1986).

Un effet protecteur du L 1L4 est comparé à celui de Ia
silymarine au regard du relargage de LDH et de GOT induit par le
CC14 2nM sur des hépatocyt,es de rat, traités durant, L20 minutes.
ces 2 produits diminuent, Ia fuit,e des enzlrmes aussi bien lors de
traitemenÈs sinultanés $-1e de traitements préventifs (AGUIÂR
1985) .

t ' influence du Laennec (agent Èhérapeut,igue uti l isé dans
les affections hépatiqres) sur une intoxication par le CC14 5 et
10 mtt est étudiée sur 2 modèles d'hépat,ocytes de rat en culture.
Lorsgue les hépatocytes en suspension sont t,raiÈés durant une
heure par le Laennec en nême t,emps gue le CC14, la fuite de GOT
augrment,e par rapport au toxj.grre seul. Lorsgr.re Ia même expérience
est reproduite sur des hépatocytes en culture primaire agés de 24
heures, le Laennec dirninue la fuite de GoT induit,e par le CC14.
Les auteurs concluent gu' i l  est  préférable d 'ut i l iser des
hépatocytes en cuLture primaire plutot gue des hépatocytes en
suspension pour évaluer l 'effet, d'agents thérapeut,igues sur les
dysfonctionnement,s hépatigrres (SAKÀMOTO eË a-L. 1,986) .

L'influence de substances hépatot,ropes a ét,é davant,age
étudiée sur les modèles d'hépat,ocytes de rat, en culture primaire
gue sur les suspensions mais peut-être pas pour les raisons
ci tées par SAKAMOTO! Dans Ia sui te de cette analyse, nous
ret iendrons essenÈiel lement les art ic les gtr i  re lat ,ent  les ef fets
hépatotropes de substances d'or ig ine nat,urel le.  Force est ,  de
constater gue ce domaine constitue l 'apanage presglre exclusif des
chercheurs du palts du soleil levant.

NAKÀGAWA et a7.(1985) onÈ testé,  v is à v is du ccl4 10 mM,
I, acÈivité hépatotrope de 10 composés provenant d'AJ-Iium sativum
formapeJcjnense, dt EJ-eutherococcus sentjcosus et, de Panax ginseng.
Les relargages de GPT mont,rent gr: 'après 60 minut,es de traitement
simultané, les extraits gui contiennent les concent,rat,ions les
plus fa ib les de syr ingaresinol  cont,enu dans le c iuwi j ia sont les
p lus  ac t ives .

Mais c'est sans nul d,oute I 'égr-ripe de KISO et, HIKINO gui
fournit, depuis 1983 la l ittérature la plus abondant,e sur les
recherches d'actj.viués anti-hépat,otoxigr:es des extraits végétaux
au moyen des hépatocytes de rat en culÈure primaire. Leur
démarche scientif igr:e les a amenés à évoluer à partir de modèles
in v ivo sur 1a sour is intoxiguée par le CC14 ( I I IKINO et aJ, .  197 9,
KISO et aI.L982) vers les modèIes in vit,ro sur hépatocytes de rat
en culture prinaire intoxigrrés soit, par Ie CCt4 10 mM pour des
tests à court  terme (60 minutes) soi t  par Ia D-galactosamine pour
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des tes ts  à  p lus  long te rme (30  heures)  (K ISO eË a l ' ' 1983a,
igàf" i .  

-C"" 
Z bunf icat i6ns const, i tuent,  les bases des val idat ions

de leurs rnodèles sur ces 2 susbstances hépat,otoxiques _ de
référence. Les avanc,ages des hépat,ocyt,es de , rat, sur les
nèp"to"ytes de souris ont été étab1is. Les condit, ions optimales
il i ,"ùà*ication sonr : CC14 10 mM sotubil isé dans I 'éthanol eu
à:ô"tg sous un volume de 1 t avec un t,emps de traitement' de 50
nlnutes sur des culÈures de 24 heures (KISO et aJ ' '1983a) et
i-lÀiÀctosamj.ne 0,5 mM avec un t,emps de traitement, de 30 heures
inË,oxicant les cellules après 90 minutes d'attachement (KISO et,

aJ. . lgg3c).  La mesure de la fu i te de GPT est pr ise comme margueul î
de la cytot,oxicité d,es Substances trestées en t 'rait 'ements
simultanés.

La disponibil iÈé de ces 2 modèles permg! + cette éqripe
de cribler châgrre année un nombre considérable de substances
drorigine natureffe ou de synt,hèse pouvant présenter une activité
hépatotrope.

Une re\nre assez exhaustive, présentant Sous forme de
ta.bleaux synthét,igues les principes actifs anti-hépatotoxigues et
les ptantès étudiées sur les modèles d'hépat'ocy!9s de rat en
èùir" i "  pr imaire a été récemment établ ie (LEXA 1988).  Dans la
suj-te dè cette partie bibliographigrre, nous décortiguerons
certaines de ces pubJ. icat , ions af in d ' i l lust , rer  la diversi té des

fÀénomenes gui peuvent êt,re abordés par les études in vltto sur
Ies hépatocytes.

Trois curcuminoides ext,raits de Curcuma Tongra L.
(Zingiberaceae) ont, montré des activités anti-hépatotoxigues
compârables vis à vis du CC14 f0 mM (Ies fuites de GPT et de GOT
rorrl prises conme marqueurs de Ia cytot,oxicit,é) eC vis à vis de
la O:galactosamine 0r5 mM (Ia fu i t ,e de GPT est pr ise comme
*àrq,r"rir de la cyt,otoxicité) . Les effets sont nets aux doses de
piodui t  les plus éIevées (L mglrnl) .  Ces doses élevées sont
èependant compârables aux doses de glycyrrhizine et, de silybine
prises comme substances hépatotropes de référence (KISO eË
à1. f983a,  f983c) .  Par rn i  les  dér ivés  des  curcumino ides  teL  gue

i iaciae 
'c innamigr:e 

et  ses analogues, seul  I 'acide cafféigue
montre une activit,é anti-hépatotoxigrre significative à la dose de
0;1 mg/nl  et  t rès s igni f icât , ive à Ia dose de 1'  mglml (KISO eË
a l .L983d)  .

Faisant sui t ,e à cet te étude sur les Zingiberaceae'
di f férents pr incipes act i fs (gingerols,  shogaols,
diarylheptanoidês et leurs analogues) ont montré des effets
anti:hépâtoto*iques vis à vis du ccl4 r0 mM en relation
ef fet,/dôse mais- Ies résultats obtenus vis à vis de Ia
D-galactosamine 0r 5 mM ne sont pas toujours concordant,s avec ceux
obtenus avec te Côtq.  Après 30 heures de trai t ,ement,  L '  évaluat ion
de Ia cytotoxicit,é des produit,s anti-hépatot,oligues mont,re gue

tout,es tes substances testées augrment,ent, la fuite de GPT par

iàppott au 1ot, témoin non traj.té, surtout pour Ia concent,ration
ià- 

-  
p i , rs éIevée (  f  mg/ml )  ce gui  expl igue les di f  f  iculÈés
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rencontrées par les auteurs pour expligrrer les résultats vis à
vis de Ia D-galactosamine.- En se penchant, plutot sur les
résultats obteius vis à vis du CC14, les auteurs concluent à
itàètinite anti-hépatotoxiqre des dit,es srrbstances. La longrueur
à"-ià chaine l inéaire des g-ingerols et des shogaols ainsi que la
pieiè"c" de radicaux OH sur les groupement,s phényl. 9"9-diarylheptanoides 

aurait, un rôle important' pour I'activité
anti:hépâtotoxigrre (HrKrNo eË aI-L985b) .

Différent,s extraits méthanoligqes d'e rhizomes
dt Atractylodes ovata DeCandolle, d'.4. japonica Koidzumi- et d'À.
Tanceae OeCandotrle t,estés à la dose de L mg/ml vis à vis du CC14
10 mM et, de Ia D-galactosamine 0,5 mM montrent des effets'
ànti-hépat,otoxigr:es éomparables sur les 2 modèles mais des
variatiôns d, acii.vités Ëont mises en évidences selon les lot's
t,estés.. Troj.;- 

-- 
-esgr:iterpénoides extraiÈs des rhizomes

âi Âtractylodes (atractylon, béta-eudesmol et hinesol) sont
ànti-hépâtoroiigtres vis à vis du CC14 et de Ia D-galact'osamine
mais erôis lact,ones sesguiterpênigr:es (at,ract,ylénoides l, If et
I I I )  grr i  sont des dér ivés oxydés de. I 'atracty lon ne sont '  pas

ant,i-hépat,otoxiçpes. Les 3 sesgrriterpéno1-des ne sont' pas

cytotoxigges aui  doses act , ives (KISO eË aJ-.L983b).
Dans une ét,ude complément,aj.re, l 'effet de I 'at,ract,ylon

sur ta générat,ion de rad,icaux l ibres et, la l ipoperoxydation elt
évaLué àvec des microsomeq-de foie de rat traiçés soit '  par le
èCie,  soi t  par l ' .ADP/FeJ- ou I 'ascorbat 'e/Fe' '  .  L '  at , racty lon
diminue Ia fàrmation de malonaldéhyde dans les 3 nodèles mais
piJà"i.t, lui-mêrnà des radicaux l ibres en relat,ion de dose, soit '
seut, soit, avec Ie CCl4. Un effeÈ de compéÈit,io! au couts duguel
I ,atracty lon piègeraiÈ les radibaux l ibres 'CC13 est  proposé par

Ies  au teurs  (K ISO e t  a1 . .1985)  .

Plusieurs extraits rnéthanoliqr.res d'épis d' Artemjsja
capil laris Tunberg (Compositae) t,estés jn vivo chez Ia souris
polr leurs propriétés ânti-hépatot,oxi.grres vis à vis du CCI4
inont,rent gu'it 

- 
existe des aiiférences import,anÈes d'activité

selon la provenance et, Ia date de récolte des plantesr Cê gll: '
peut expl i?+rer les var iat ions dans I 'ef f icaci té des préparat ions
èommerciales.  Parmi 13 f lavonoides extrai ts des bourgeons
d,rArËemisia capi l - lar is,  la capi l lar is ine est ,  Ia plus ef f icace
pour protéger fès hépatocytes de rat vis à vis du CCl4 10 mM ou
à. la-  O-gâlactosamine 0r 5 mM. La capi l tar is ine à Ia dose de I
mglml diminue la fuite naturelLe de Ia GPT après 30 heures de
tiaitement comparée au lot, témoin non traité. A Litre de
comparaison, la quercét,ine (prise _conme subst'ance
anti-népatotoxigrre de 

-référence) 
augment,e la fuite naturelle de

la GPT compaiée au Iot, témoin non t,raité. Les aut,eurs
nrexpl igr :ent  ias cet , te discordance apparent,e (KISO eË aJ. .1984b) .

parmi 22 l ignanes ext,raites des fruiÈs de Schizandra
chjnensjs Bail lon (Scfrizandraceae) et un extrait de Kadsura
jaionica DunneL (Schizandraceae) , la majorité de ces produit 's

mongre une activité anti-hépatoÈoxigr.re plus marqr.rée vis à vis du
CC14 10 mM gr:e v is à v is âe Ia D-galact ,osamine 0r5 mM. A forte
concentration (1 rnglml) Ies produit,s augrmentent la fuite de GPT
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après 30 heures de trait,ement, comparé au lot témoin non traité.
Ui effet cytotoxigr.re s'ajout,erait à l 'effet, anti-!épatotoxi$:e
lors des Èemps de traitement de 30 heures . L'analyse des
relations structure/activité suggère gue les groupements
méthyIènedioxy placés sur les sgrrelet,t,es dj.benzocycloocta+e9
pouriaient 

- 
jouer un rôle important dans I 'act,ivité

ant,i-hépat.ot,oxigr:e (HIKINO eË al,. 1984b) .- 
Afin d'-élucider le mécanisme d'action de cet, effet

hépaÈotrope, 2 de ces l igrnanes (te wuweizisu C et, Ie gomicine +)
sont testés sur des mj.crggomes de foie de rat.traités soit par Ie
CC14, soi t ,  par l 'ADP /Ee'-  ou l 'ascorbate/Fe' '  .  Ces 2 subst,ances
n'inhibent pa" Ia formation de radicaux l ibres 'CC13 mais
d,iminuent lar l ipoperoxydatiqs induite par le CC14 et Ia réact,ion
enzymatigr.re avec I 'ADP /îe' 

- *9is pas avec la réaction non
enzlmat ic iue avec 1 'ascorbate/Fet- .  Pàrce gue r | 'ef fet '  inhibi t 'eur
est plus rnarçnré dans Ie cas de l 'ascorbat,e/Fe-' gue dans le cas
de l?aop /EeJ', l 'act,ion anti-oxydant,e ne serait, pas l iée à un
phénomène enzlzmat,igr:e. D'autre partl ces 2 subStances n'ont pas
modif ié l ,  inf lux de l ' ion calc ium extracel lu la j - re gui  est  proposé
conme une des raisons de Ia mort des cellules lors des processus
de l ipoperoxydat , ion  (K ISO e t  aJ . .1985b,  CASSINI  e t  aJ .L981)  .- - 

parcà gue ces l ignanes sont des dérivés
dibenzocyclooctanes, l '  activité anti-hépatot,oxigue des dérivés de
1' acide 

- 
diphénigr:e dont, la structure du sguelet,t,e carboné

correspond à un produit de dégradatj.on du dibenzocyclooct,ane ont
été t ,estés v is à v is du CC14 L0 rrM et  de Ia D-galactosamj-ne 0,5
mM. La plupart, de ces analogues de tanins diminuent Ia
cytotoxicité des produit,s toxigr:es de référence marguée par la
mésure de la GPT relarguée. CependanÈ, Ia mesure de l 'act , iv i té
enzymatigue d'un sérum témoin augr.rel sont a joutés les tanins
révèle que Ia plupart  d 'entre eux interfèrent directement sur le
dosage. De ce fait, seules gr:eLgr:es rnolécul-es pourraj.ent nourrir
I 'espoir  d 'un avenir  promet, teur dans le t ra i tement des hépat i tes
(HTKINO eÊ a1. .1985a)  .

Le Chardon-marie SiTybun marianum Gaertner (Compositae ou
mieux Asteraceae) est certainement la plante Ia plus ét,udiée pour
Ses act iv i tés hépatotropes aussi  b ien in v ivo qrr ' jn v i t to.  Le
3-oxyflavone silymarine est un principe actif extraj-t, des fruits
du Ôhardon-marie et iI est. const,itué d'un mélange de 3
f lavonol ignanes isomères :  Ia s i lybine, Ia s i lydianj-ne et ,  la
si lychr ist ine.  La s i lybine serai t ,  Ie composé Ie plus act i f  (HÀHN
eÊ aI.1968) .  Cet, te molécule nontre une nett ,e act iv i té
anti-hépatotoxigrre sur les hépatocytes de rat en culture primaire
t ra i !és  par  le  CCt4  L0  mM (K ISO eÊ a l . .1983a) .  P lus ieurs
flavonolignanes extraits du Chardon-narie inhibent Ia fuite de
GPT produi te soi t  par re cc14 L0 mM (sirandr ine,
3-deoxysi lychr ist ine,  s i lybine et  s i lymonine) soi t  par la
D-galactosamine 0r5 mM (si lydianine et  s i lymonine).  Dans tous
Ies câsr les doses ef f icaces sont les concent,rat ions testées les
plus éIevées (1 mg/m1) mais malheureusement, ces doses entrainent,
une forte l ibérat ion de GPT dans les essais de cytotoxic i t ,é
durant 30 heures.  Toutes ces substances interfèrent part ie l lement
sur le dosage de Ia GPT lorsgr:e les concentrations de L mg/ml
Sont test ,ées par rapport  à un sérum contrôle,  exceptée Ia
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3-deoxysilychristine gr.ri inhibe t,otalement 1'activité de l 'enzyme
(I I IKINO et aJ-.L984c).  -

A partir d'extraits d,e racines de Glycyrrhlza glabta L.
(Legr:nrinssâe) , la glycyrrhizine et ses analogrues (triterpénoides)

aonÉ l 'acide 18-Ëet,a:glycyrrhét.inigr-re nontrent une activité
ant,i-hépatot,oxigue vis à vis du CC14 1,0 mM eÈ de la
D-galaclosa,rrine 

-(KISO 
eË aJ-.L984a) . t ' influence de ces subst,ances

sui Ia l ipoperoxydat,ion induite par le CC14 n'a pu êt,re éva1uée
dans fe nôAête Aés hépat,ocytes de rat en culture primaire à cause
du nanque de sensibilit,é du dosage de -Ia malonaldéhyde formée. En
revanChe, avec des miCrOsomes de foie de rat, une activit 'é
antiperoxydante de 1' acide L8-bét,a-glyclzrrhétinigr.re (1 nglmt) è
pu êLre mise en évid,ence soi t  avec le CC14 (act iv i te. i { f f i3gre à
èel le de la . ,Yi tamine E lmg/ml) ,  soi t  avec I 'ADP / îe ' '  ou
l,ascorbaEe/Eez' (activité supérieure à celLe de la vit,amine E-
1ng/m1) .

Dtautres t r i terpénoides (papir iogénines et  papyr iosides)
ext,rait,s des feuilles de Tet,rapanax papyriferum Kocb (Araliaceae)
montrent une activit,é ant,i-hépatot,oxique vis à vis du CC14 et
dans une moindre mesure vis à Vis de la D-galact,osaminer Cê qui
peut s, expliçFter par la toxicité int,risègrre des produits à fort,e
âose (1 irg/mfl . Les dérivés glycosidés sont, inefficaces (HIKINO
eË aL .L984)  .

La phyllanthine et, l 'hypophyllantine obtenue par
extraction à trhexane d'un extraj.t, brut, de PhyllanËàus niruri L.
(Euphorbiaceae) ont un effet ant,i-hépatot,oxigue vis à vis du CC14
L0mil et, de 1a D-galactosamine 0,5 mM (SYAI'IASUNDÂR et aJ'.1985) .

Après une sui te d 'extract ion au méthanol  puis à I 'acétate
drét,hyl/eàu de fleurs de BuËea monosperma Kuntze (Fabaceae) , Ia
fractj.on butanol gui contient les flavonoide se montre Ia plus
eff icace contre Ia t ,oxic i té du CCl4 10 mM ou de la
D-galactosanine 0r5 mM. L ' isobut i r ine et ,  la but, i r ine (qui  sont 2
f1âvonoides) ont une activité anti-hépatotoxigue plus marguée
contre 1a D-galact,osamine $.1e contre le CC14, f isobut,ir ine est
plus ef f icace gue Ia but, i r ine,  e l le-même plus ef f icace gue Ia
èitynine prise conme hépatotrope de référence. Cependant, Ies
autéurs préférent ne pas tirer de conclusion sur ces subst.ances
act,ives in vivo et jn vitro tant, gue des données Sur le
rnétabolisme eÈ la pharmacocinétigue n'auront pas ét,é élucidées
(Î{AGNER eË aJ, .1986) .

Plusieurs const,ituant,s extraiÈs des bulbes d'ALl-ium
satjrrum L. (Lil iaceae) mont,rent des activit,és ant,i-hépat,otoxiques
tant dans des rnodèles in vivo (sur des rats intoxiqués par Ia
D-galactosamine) gur' in vitro Sur les hépatocytes de rat en
culÈure primaire ( intoxigr:és par Ie CCI4 L0 mM ou par la
D-galactobarnine 0r 5 mM) ou bien encore sur des microsomes q? foie
de ra t ,  ( t ra i tés  so i t ,  par  le  CC14,  L 'ADP /Ee ' '  ou
1 'ascorbage/Eeé-  )  (HrKrNo eÊ aL. r986)  .
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Enfin, à titre d'exemple et pour i l lust,rer I ' int 'érêt' gue
peut représent,er la nal.trj-se d'un rnodèIe de criblagre in vitro,
L29 ext,rait,s de plantes issues de la pharmacopée de Formose ont,
été test,ées pour leur activité anti-hépat,ot,oxigue potent,ielle. La
rnajorité des produits présenÈe une certaine efficacité dans les
modèles au CC14 ou à ta D-galactosamine, confirmant ainsi 1'usage
tradit, ionnel de ces drogues (YAIIG eË aI.L987) .

La suit,e d'informations gue nous venons d'exposer n'avait,
pas pour but d'être exhaust,ive ni de passer en re\nle tout,es les
substances pot,entiellement, hépatotropes ayant fait 1'objet
d,études jn v i t ro.  Nous avons simplement tenté d ' i l lustrer par
gr:elgrres exemples ce gr: ' i I éÈait, possible de réaliser avec de
tels modèles. Les exemples choisis montrent gue cert,aines
su.bstances (rares) donnent des résultats comparables dans
plusieurs modèles in vivo et in vitro (extraj.ts d'AJ.J,ium satlntm
L.)  mais gr:e bien souvent,  les résul tats sont var iables selon Ie
modèIe expérimental et surtout glt'iI faut, prendre garde aux
conclusions éronnées auxgrrelles Ia sinple analyse de résuJ.tats
chiffrés peut mener (problèmes de I ' int,erférence des substances
testées à for tes doses sur les dosages biochinigues).  Enf in,  nous
avons \ r gue bien des substances actives dans les expériences à
court terme avec le CC14 sont à la fois toxigtres guand eJles sont
tes tées  sur  30  heures .
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3. MATERIEL ET I,IETHODE.

31. PREPARATION DES EXTRAITS DE PIÂNTE.

311. EXTRAITS AQUEUX BRUTS D'Eupatotium cannabinun.

3111.  L 'EXTR;L IT  E 5141-34

L'extrai,t aqueux brut de la plant,e Eupatotlum cannabinum
L. (Ast,éraceae) codé E 5141-3À a été réal isé à part i r -de !a
mat ière première de plante ent ière codé RT 37L lot  813.404
fournie par PIIYTO-EST.

La préparation a été effect,uée par le service de
galénigr:e au Céntre de Recherches SAIIOFI (route de toulouse)
éeton ies indicatlons du Centre des Sciences de l 'Envi,ronnement
conformément aux recommandations des médecines traditionnelles.

Les grrantit,és mises en oeuvre sont' :

: I3 SonnooPË:i';i:îrïI."'
Le mode de fabrication a consisté en une décoction (10

minutes à ébull it, ion) pui.s rnacération (24 heures à 40 degrés C)
suivi d'une fi l t,rat,ion sur t,amis de 0140 mm de vide de nail le.
Rinçage des fract,ions végétales ret,enues sur le fi l tre avec de
itàà"- purif iée et a jus{,ernent du volune à 3000 mI f inal.
Ei l t rat ion de I 'extrai t  sur préf i l t re en f ibre de verre (ÀP 20
diarnétre L24 mm). L 'extrai t  E 5t4L-34 est ,  obtenu après
Iyophi l isat ion de L000 ml-  d 'extrai t  aqueux par plateaux
successi fs jusgu'à complète déssicat ion

Le rendement est : 1 tiÈre d'exÈrait, agueux donne 8,6 g
de tyophi l isat  E 5141-34 ou 1-00 mg de
Iyophi l isat  = 580 mg de plant,e sèche.

3LL2.  L 'EXTRÀIT RT 1096.

A part i r  de 300 kg d 'Eupatoire fournis par PHYTO-EST,
l ,ext , ra i t  nt  1096 a été réat isé selon un procédé pi lot ,e de
fabr icat ion semi- indust,r ie l  par I 'usine CPE (SPI)  à Chateauneuf.

Le mode de fabricat,ion a consisté en une digestion à 80
degrés C pendant, 30 minutes avec recirculation de l 'ext,raj-t,, dans
1réau potàUte (QSp couvr i r  Ia plante).  Fi l t rat ion permettant,  de
recuei l l i r  I 'ext , ra i t  açfueux, concentrat ion Sous vide jusgu'à
obt,enir un extrait contenant, 40 t du résidu sec et séchage final
sur tarnbour chauf fé à la vaPeur.

La gr:antit,é récuPérée est 39'7 kg.
Le rendement est : 100 mg de poudre = 780 mg de plante

sèche.
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3!2. EXTRAIÎ PURISIE DE Sil'yDum marianum-

La silymarine 
'est 

un des principes actifs reconnu poul
ses propriétés hépatotropes et isolé à partir du.Chardon-Mari.e.
Cettê 

- 
molécule est constituée par 1'association de 3

flavonolignanes de structure isornérigr:e ( f19:re 2 ) :

Ia sllybine + la silydianlng + la silyeristine

Les laboratolres Roger Bellon nous ont fourni
gracieusement le produit purif ié référencé sous le numéro de lot
6S-fZSf. Nous nTavons Èas eu connaj.ssance du certlf icat de
libération ni du bulletin d'analyse ni de Ia date de pérenption.

STRUCTURE CHIMIOUE
SILYT.{ARINE.

DES ISOMERES COMPRIS DANS IÀ

(d 'après vAlENzuELÀ eË a] .1986)

Fiqure 2 :
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32. PREPÀAÀTTON DES HEPATOCYTES iN ViItO EI TRAITEMENTS.

32L. TTEPAÎOCYTES DE RAl EN SUSPENSION.

32LL. METHODE D, OBTENTION.

Les hépatocytes sont, isolés à part,ir des foies de rats
mâles Spragrue Dawley ( l f fa Crédo) d 'un poids de 300 !  50 9t
nourris et abreuvés ad libiËum et st,abulés en animalerj.e depuis
au moins une semaine après arrivage

' Les hépatocytes sont, isolés in situ selon la méthode
BERRY et FRIEND (1959) modifiée par SEGLEN (1975) et, adapt,ée
laborat,oire avec gr:elgues modlfications mineures (ARVIS L985).

Après anesthésie de I 'animal au Pentobarbital sodigt-tç
(Clin Midy) 60 mglkg en IP et injectj.on d'héparine 50 FOURNIER -'

(1 ml/kg en IP), Ie rat' est, placé dans une enceint,e thermostatée
à 37 + l degré C en décu.bitus dorsal. Une incision nédioventrale
de l, abdomen est, pratiguée et la vej.ne porte hépatiqre est
cathét,érisée (Cathéter CaÈhlon IV, Crit, ikon) . Le foie est perfusé
à un débit de 30 mL/rnj.n. par une solution saLine de Hanks sans
Ca++ ni l4g++ ni rouge de phénol (Eurobio) maintenue au bain marie
à 37 degiés C' pÈ = 7 ,4 et, oxygénée contj.nuellement, par du
carbogène 95 t 02 / 5 * CO2. Très rapidement, la vej.ne cave
inférieure est sectionnée sous les veines rénales. La veine cave
supérieure est cat,hétérisée via I 'atrium cardj.agr:e droit après
ouvert,ure de la cage thoracigue. La veine cave inférj.eure est
l igat,urée au dessus des veines rénales. Après 5 à L0 minutes de
passage de ce perfusat, destiné au lavage du foie, Ie Iiguide de
perfusion est remplacé par une soLut,ion saline de l{anks contenant
5 mu de CaCl2 et ,  0,025 t  de col lagénase (Boehr inger) .  Le débi t
est  a justé à 15 ml/min.  et ,  la perf ,usion se poursui t  avec
recirculat ion pendant 15 à 20 minutes af in d 'obtenir  un fo ie
décoloré mou et  f lasque. Le foie est  excisé et  t , ransféré dans une
boi te de Pétr i .  La capsule de Gl isson est ,  déchirée en plusieurs
points et les hépatocytes sont dispersés délicatement dans du
Mil ieu Essent, ie l  Minimun de Eagle (FIow Laborator ies) pH = 7,4
additionné d'Hépes (Sigma) f0 mM et maintenu à 37 degrés C après
avoir ét,é oxygéné copieusement. La suspension ainsi obtenue est,
f i l t,rée sur soie à blutter de 68 um de vide de rnail le et
centrifugée 3 fois à 50 g pendant 2 minutes. Après chague
cent,rifugat,j-on, le culot est, remj.s en suspension dans }e MEM.

La viabi l i té cel lu la i re est  mesurée à Ia cel lu le de
comptage de Malassez par Ie test  c lassigue d'exclusion du bleu
Trlpan comme décrit, au paragraphe 33f . Par cett,e rnét,hode, Ie
nombre dihépatocytes viables obtenus est, généralement supérieur à
400 x  10"  e t  la  v iab i l i té  in i t ia le  supér ieure  à  90  t .

de
àu
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32L2. TESTS DE CYTOTOXICTTE.

La concentra[ion de Ia suspension d'hépaÈocytes purif iés
esÈ ajustée à 2 x 10" cel lu les/ml dans le MEM.

Après environ 30 minutes (délai laissê aux hépatocyt,es
pour "récupérer" des lésions membranaj.res occasionnées par la
perfusion) , les hépat,oclztes sont répartis dans des erlenmeyers de
25 rnl en verre sous d,es fractions aligrrot,es de 2 nI par fiole et
uris en agitation au bain marie à 37 degrés C, 70 oscil lations/
min.. Chagr:e récipient, est bouché par une double épaisseur de
parafi ln et gasé par du carbogène 95 t 02 / 5 + CO2 au moyen d'un
iéseau de tuyaux en ranif, ications dj.chotomigr.res à I 'extrémit,é
desgrreJ.s sonL a just,ées des aigruilles permettant ains j- une
oxygénation individuelle avec des débit,s égaux.

Condit, ions A :

Le CCI4 est  solubi l isé
aux cellules sous un volume de

Condit, ions B :

Le CC14 est  solubi l isé
au cellu1es sous un vol,ume de

et dilué dans le solvant, et ajouté
5  t  (v /v )  .

et dilué dans 1e solvant et ajouté
I  t  (v /v )  .

est  solubi l isé et ,  d i lué
cuJ.ture l4EM afin d'obtenir une

de trai ter  les cel luLes en
un vol:rne de L00 uI soit 5 t

Conditions C :

L 'exÈra i t
extemporanement dans
so lu t ion  mère . (x20)
ajoutant Ie produic
(v/v) pour un volume

Condit ions D :

d,e plant,e
Ie mi l ieu de

gui permette
à t ,ester sous
f inal  de 2 ml.

L 'extraj . t  de plante est  solubi l isé et  d i lué
ext,emporanement dans Ie milieu de cuJ.ture MEM afin d'obtenj,r une
solut j -on mère (x100) qui  permet, te de t , ra i ter  les cel lu les en
ajout,ant, le produit à tester sous un volume de 20 uJ- soit I t
(v/v) pour un volume f inaJ. de 2 ml.
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32L3. TESTS DE PROTECTION.

32L3L. TRÀITEMENT SIMULTAI'IE.

. Le produit supposé hépatotrope est, ajouté aux hépatocytes
en même temps gue le produit t,oxique dé référence.

Conditions A :

Le CC14 4 mI'{ solubil isé dans Ie DMSO est aJout,é aux
cellules sous un voh.rne de L t. et If extrait de plante est'
solu.bilisé et, dilué extemporanement dans le milieu de cuJ.t,ure I"IEM
afin drobtenir une solution mère (x100) qui permette de t 'raiter
les cellules en ajout,ant le produit à tester sous un volume de lt
(v/v) pour un volume final de 2 ml. Le temps de t,raitement est de
30 minutes.

Conditions B :

Le CC14 f0 mM solubi l isé dans I 'éthanol  est  aJoutê aux
cellules Sous un volume de I t. et I 'extrait de plant,e est
solubilisé et dilué extemporanement dans Ie mj.J.ieu de cuJ.ture MEM
afin d'obtenir une solution rnère (x100) qtl i permet't,e de traiter
les cellules en ajoutant le produit, à t,ester sous un volume de Lt
(v/v) pour un volume final de 2 rnl. Le t,emps de traitement est de
60 minut,es.

32L32. TRÀITEMENT PRE\ÆNTÏF.

Le produit, supposé hépatotrope est ajouté aux hépatocytes
avant Ie produit, toxigr:e de réf érence.

Le CC14 I tnM solubil isé dans le DMSO est, ajouté aux
cel lu les sous un volume de L t .  et  l 'extrai t  de plante est
solubil isé et dilué extemporanement dans le mj,l ieu de culture MEM
afin d 'obtenir  une solut ion mère (xL00) qui  permette de t , ra i ter
Ies cellules en ajoutant Ie produit à tester sous un volurne de lt
(v/v) pour un volume final de 2 ml. Le temps de t,raiternent, par le
CC14 est de 30 minut,es et, le temps de prétraj-t,ement par I 'extrait
de plante est variable de 30 à L20 mj.nut,es.
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322 . HEPÀTOCYTES DE RÀÎ EN CUT.TURE PRIMAIRE.

322T. METHODE D'OBTENÎION.

Les hépatocyt,es' sont, isolés à partir des foies de rat,s
mâIes Sprague Dawley (Iffa Crédo) d'un poids de 200 + 50 I ou
Fischer- (CÀarles River) d'un poids de 250 ! 50 9, nourris et
a^breuvés ad libitun et sta.buJ-és en animalerie (conforme aux
normes BFL) depuis au moins une semaine après arrivage.

La technigr:e ut,ilisée est celle décrit,e par WfLIIÂI,IS
( t911)  .

Aprè3 anesthésie de I 'animal au PentobarbitaL sodj.gue
(Clin Midt) 60 mglkg en IP, le rat est positionnê en décubitus
dorsal et aspergé d'éthanol à 70 t. Une incision médioventrale de
la symphyse pubienne à l 'appendice xyphoide est pratiguée. La
veine-pôrte hépatigr:e est dégagée, une aiguil le à ail letee (20G)
y est  introdui te et  un c lamp est  p lacé sur l 'a igui l le en place.
te fo ie est  perfusé par la solut ion de lavage (annexe L1).  Très
rapidement, Ia veine cave inférieure est sectionnée au dessous
des veines rénaLes afin de pernrett,re l 'écoulement du perfusat. Le
débi t ,  est  a justé à 40 ml/min.  et  le fo ie se décolore.  La cage
thoracique est ouverte et Ie ventricule cardiaque droit est
sectionné. La veine cave inférieure est, clampée au dessus des
vej.nes réna1es de telle sorte qr:e le perfusat, puisse s'échapper
au niveau thoracigue. Après gr:e1gr:es minutes, Ie foie est perfusé
par la soluÈion de dissociat,ion (annexe L2) sans recirculat,ion et
ie débit est réduit à 20 ml/min.. Pendant, t,oute la durée de
1'opérat ion,  le fo ie est  couvert  d 'une gaze stér i le aut,o-
numiAifiée par le perfusat s'échappant, du coeur et, le rat est
maintenu à une températ,ure voisine de 37 degrés C au moyen d'une
lanpe d,éclairage placée au dessus de I 'animal.  La perfusion
sraèhève au bouÈ de 10 à L5 minut,es.  Le fo ie est  prélevé
soigneusement et transféré dans une boite de Pétri stéri le
(Falcon 3003) .  Sous hott ,e à f lux lamS.naire,  environ 40 ml de
solut , ion de dissociat ion sont ajout,és sur Ie fo ie eÈ Ia capsule
de Gl isson est  ouverte en plusieurs point ,s.  Le fo ie est
délicatement agité dans la boite de Pétri afin de permettre une
désagrégat ion progressive du t , issu hépat iqrre.  Le t , issu conjonct i f
et, le système artério-veineux sont, écart,ésr oê laissant, dans Ia
boi t ,e de Pét,r i  gue les cel lu les dissociées en suspension. Le
milieu de dissociation est neutralisé par du milieu de !{ILLIÀN'IS
complet  (annexe zLl  et  Ia suspension est  centr i fugée 2 fo is à 50g
durant 40 secondes (Centrifugeuse réfrigérée Beckman TJ-6 + TJ-R)
après chagr:e cent,rifugation, Ies Culots Sur remis en suspension
dans du mi l ieu wME complet . .A la f in de cette sui te de lavages,
Ia suspension dthépaÈocytes est transvasée dans un erlenmeyer en
p las t ig r re  s té r i le  de  250 ml  (Corn ing  988L9) .

La viabi l i té cel lu la i re est  mesurée à la ceI IuIe de
comptage de Neubauer par Ie t,est, classigrre d'exclusion du bleu
Trypan cotnme décrit au paragraphe 331. Par cet,te méthode, le
nombre dlhépatocytes viables obtenus est généralement supérieur à
400 x l0o et  Ia v iabi l i t ,é in i t , iaLe supér ieure à 90 t .
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3222. TESTS DE CYTOTOXICITE.

3222t. METHODE CLASSIQUE.

Des boit,es de cult,ures (Falcon 3002) sont, ensemencées à
raison de 2 x l0o cel lu les v iables'  par boi t ,e (70 000 cel lu les
/ cmz ) dans 3 ml d,e milieu de WILLIAI4S complet . Les boites sont
placées dans un incr:bateur pour cult,ure de cellules \31 degrés C,
!t t COz / 95 t air, humidité saturante). eprès 2 à 3 heures,
nécessaj.res à It attachement des hépatocyt,es au support, le nilieu
est, éIiminé par aspiration et les boites sont lavées L fois avec
du rnilieu de cuLture pour ot,er les grrelgr-res débrits et cell-ules
mortes résiduels avant, gue les cuLtures ne soient trait,ées
suivant,  les protocoles ad hoc.

Conditions A :

Le CC14 l0 mM sotubil isé dans le DMSO est, ajouté aux cultures
sous un vol:rne de L t. Le rnilieu de t,raitement des hépat,ocytes
est, Ie EMEM incomPlet (annexe 22).

Conditions B :

La D-galactosamine est, solubil isée et, diluée dans le miLieu EMEM
complet, (annexe 22) et, ajoutée aux cellules sous un volume de 1
mf ÔSp 3 mJ. final (solution rnère x3) pour un temps de trait,ement
de 24  heures .
Conditions C :

La D-galact,osamine est solubil isée et, diluée dans le milieu WME
complet ou incomplet (annexe 2t) et, ajoutée aux cellu1es sous un
volume de I mI QSp 3 ml final (solution mère x3) pour un t,emps de
traitement, de 29 heures.

Condit, ions D :

La D-galact ,osamine est  solubi l isée et ,  d i luée dans le mi l ieu L L5
complàt (annexe 23) et ajoutée aux cellules sous un volume de 3
mf ÔSp 3 ml final (solution mère xL) pour un temps de t,raitement
de 24 heures après legr.rel le milieu est prélevé pour les dosages
et remplacé par du milieu L L5 complet sans D-galactosamine ainsi
gurà chaque nouveau prélèvement au moins toutes les 24 heures.

Condit ions E :

La D-galactosamine est, solubil isée eÈ diluée dans le mj-l ieu EMEM
complet-(annexe 22) eC ajoutée aux cel lu les sous un volume de 3
mt ÔSP 3 rnl f inal (solution mère x1) pour un t,emps de t,raitement
de 22 heures après legr.rel Ie milieu est prélevé pour les dosages
et, rempJ.acé par du milieu L 15 complet sans D-galactosamine ainsi
qurà chaque nouveau prélèvement au moins toutes les 24 heures.
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CondiÈions F :

Les extraits de ptante sont, solubilisés et, dj.lués ext,emporanement
d,ans le milieu dé culture EMEM incomplet, (annexe 221 . La solution
mère (x3) est f i l trée sur membrane fi l t,rant,e (acrockisgue 0145 un)
afin de pouvoir ajout,er les produit,s à tester sous un volume de I
nrl QSP 3 nl f inal.

Condit, ions G :

Le produit, à tester est solubil isé et, dilué dans Ie DMSO (Merck)
et^ âjouté aux cult,ures sous un volume de 30 ul QPS 3 ml final
so i r  1  t  ( v /v . ) .

32222. MTCROMETHODE.

Des plagr:es de microculture 96 puj.ts (Nunc Mj.crowell
i . .  6?008 ou Falcon Plagr.res Microtest ,  I I I  3072) sont ensemencées à
raison de 30.000 hépatocytes v iables par pgi t  Sous un volume de
100.uI en rnil ieu WME complet + insuline 1.0 " M + hydrocortisone
10-r M (annexe 2t). Les plaques de microculture sont placées dans
un incr:.bateur pour culture de cellules ( 37 degrés C' 5 t COz /
95 t  a i r ,  humidi té saturante).  Après 2 à 3 heures nécessaires à
l, at,tachemenÈ des hépat,ocytes au support, Ie milieu est, éliminé
par aspiration à Ia pipette nulticanaux. Pour Ie t,raitement, des
frépatoôytes, Ies extraits de plante sont soh:bil isés et diJ.ués
exÈemporanement dans Ie milieu de cult,ure WME complet: La
solut,ion nère (xL) est f l l trée sur mernbrane fi l trant,e (acrodisgue
Or45 um) af in de pouvoir  a jout ,er les produiÈs à tester sous un
vol :me de 100 ul  OSP 100 ul  f inal .

3223. TESTS DE PROTECTION.

3223T. TRAITEMENT SIMULTAIIE.

Le produit supposé hépat,otrope est ajouté aux hépatocytes
en même t,emps gue Ie produit toxigue de référence.

La D-galactosamine est solubil isée et diluée dans Ie milieu WME
cornplèt (annexe 2t) afin d'obtenir une concentrat,ion de 5 mM et
les extraiÈs de plante sont solubil isés et dilués ext,emporanement
dans le mi l ieu de cuLt,ure,  la solut ion mère est  f i l t rée sur
menbrane f i lÈrante (acrodisgtre 0r45 um).  Af in de pouvoir  a jouter
les produi t ,s à tester Sous un volume de Lr5 ml (chague solut ion
est x2l pour un volume final de 3 mI.

32T32. TRAIÎEMENT PREVENTTF.

Le produit supposé hépatotrope est ajouté aux hépatocytes
avant, Ie produit toxigr.re de référence.
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Le CC14 L0 ml,l solubil isé dans le DMSO est a jouté aux cultures
sous un volume de I t et les extraj.ts de plante sont solubil isés
et dilués extemporanement, dans Ie milieu de culture, Ia solutj.on
rnère est. f i l trée sur mernbrane fi l trante (acrodisque 0r 45 um) - Les
hépat,ocytes sont prétrait,és par l 'extrait, de plant,e durant, 29
heures avant l 'ajout, du CCl4 durant 60 minut,es.

323 . HEPATOCYTES HUMAINS EN CULÎURE PRIMATRE.

323L. I{ETTIODE D, OBTENTION.

Les hépatocytes sont isolés à part i r  de fo ies ent iers
sains provenant de donneurs accidentés et en coma dépassé ou de
biopsiàs provenant de pat,ients présentant, des métastases'
frépâtiqrres et ayant subit une hépatectomie part,ielle (Professeur
JOYEUX du Centre Paul Lanarque à Montpell ier). Dans le cas des
biopsj-es, la partie saine du lobe de foie prélevée est perfusée
selôn ]a néthode décr i te par FABRE et aJ, .  (1988),  CÀNIO et,
aJ , .  (1989) .

Une fois gue les hépat,ocyÈes sont, isolés, ceux-cj- sont
mis en suspension dans du milieu ISOM (annexe 24) . La viabil it,é
cellulaire est mesurée à Ia cellule de conptage de Neubauer Par
1e test  c lassigtre d 'exclusion du bleu l r1pan comme décr i t  au
paragraphe 33L. Par cet te méthode, le nombre d'hépat,ocyt ,es
viables obtenus est variable suivant la masse de t, issu hépatiq:e
perfusé et  Ia v iabi l iLé in i t ia le est  généralement supér ieure à 80
t .

Des dosages biochimiqr:es (FAARE et al, . 198I ) ont montré
gue les hépatocytes présumés normaux présentaient les mêmes
caractér ist igtres ( induct, ions d 'enzymes et ,c.  .  .  )  gue les
hépatocytes provenant de donneurs sains.

3232. TESTS DE CYTOTOXICITE.

Des boi t ,es de cul t ,ures (FAI,CON 3002) pel l iculées par dp
co l lagène (annexe 3)  Sont ,  ensemençées àora ison de  2  )à  2 ,5  x  L0-
ce l lu les  v iab les  par  bo i t ,e  (0 ,7  10"  à  L0"  ce l lu les /cm-  )  dans  3  ml
de rnil ieu de I{ILLIAI,IS complet,. Les boites sont placées - dans un
incubateur pour cul ture de cel lu les (37 degrés C, 5 t  CO2 /  95 *
air ,  humidi té saturante).  Après environ L2 heures nécessaires à
1'at tachement des hépatocytes au support , ,  le mi l ieu est  éI iminé
par aspirat ion et  les boi tes sont Iavées I  fo is avec du mi l ieu de
culture pour oter les guelgrres débrit,s et cellules mortes
résiduels avant gue les cult,ures ne soient trait,ées suivant les
pro t ,oco les  ad  hoc .
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Conditions A :

La D-galact,osamine est solubil isée et, diluée d,ans le milieu L 15
coraplet (annexe 231 et ajoutée aux cellules sous un volume de 3
mL QSP 3 ml final (solut,ion mère x1) pour un temps de traitement
de 20 heures après leq.rel le mj.l ieu est, préIevé pour les dosages
eÈ remplacé par du milieu L 15 conplet sans D-galactosanj.ne ainsi
gu'à chagr:e nouveau préIèvement au moins t,outes les 24 heures.

Condition B :

Les extraits de plante sont, soh.r.bilisés et, dilués
extemporanement dans Ie miLieu de culture L L5 complet (annexe
23). f.a solution mère (x1) dst f i l trée sur membrane fi l t,rant,e
(acrodisgrre 0 ' 45 urn) afin de pouvoir ajouter les produits à
tester sous un volume de 3 ml QSP 3 ml final.

3233. TESÎS DE PROTECTTON.

Le produiÈ supposé hépat,otrope est ajouté aux hépat,ocytes
en même temps gue Ie produit toxi.q:e de référence.

La D-galactosamine est, solubil isée et diluée dans Ie miLieu L 15
complet (annexe 23) afin d'obt,enir une concenÈration de 5 mM et
Ies extraits de plante sont soh.rbil isés et, dj-Iués extemporanement
dans le rnil ieu de culÈure, Ia solution mère est f i l t,rée sur
membrane f i l t rante (acrodisgr:e 0r45 um).  Af in de pouvoir  a jouter
Ies produits à tester sous un volume de 11 5 ml (chaqre solution
est, x2) pour un volume final de 3 ml. Après un temps de
traitement, de 22 heures, Ie niJ.inr est prélevé pour les dosages
et remplacé par du milieu L 15 cornplet sans D-galactosamine ni
extraits de plant,e ainsi gu'à chaque nouveau prélèvement, au moins
t ,outes les 24 heures.

Nota bene : Ie résumé des opérations de recherche d'un effet
cytotoxigue ou hépatotrope des produit,s sur les
hépatocytes en culture est présenté dans Ia figure
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A.]OUT DES SUBSTAI\TCES HEPATOTROPES

rnarieMsNr

PRE1ENTIF STMULTAITE CURAÎIF

t"*1"0 r"t .  I  r"*ps 2 
t 'emps

Isolement, des AJOUT DU TOXIQUE FIN
hépatocytes. DE REFERENCE DE L'EXPERIENCE

Fiqure 3 : PROTOCOLES D' ETUDE DES SUBSTAI'ICES CYTOTOXIQUES OU
HEPATOTROPES PO(IVAI{T ETRE TESTEES DAT\TS LES MODELES
D'HEPATOCYTES EN CULTURE.
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33. DOSAGES BIOCHIMIQUES ET COLORIMETRIQUES.

331. TEST D'EXCLUSTON DU BLEU TRYPAN.

Ce test, colorimét,rigr.re est un t,est, rapide gui prêsent,e
lravantage de pouvoir à la fois révèler les altérations de Ia
celluJ.e tout en permettant, de déterminer le nombre de cellules
donc la concentration (BENFORD et HUBBARD 1987).

La viabil it,é des cellules isolées est, déterminée au moyen
du test colorimétrigr-re classigr.re d'exclusion du bleu Trlpan (en
so lu t ion  sa l ine  à  0 ,4  t  G ibco  ou  0 '5  t  F low Labora tor ies) .  La
mernbrane plasmigr.re des hépaÈocytes exclue normalement le bleu
Trypan de telle sorte gue si les cellules sont, colorées' el1es
soàL considérées conme nortes car Ia colorat,ion caractéri-se des
lésions irréversibles de la membrane plasmiq:e. CeÈte observat,ion
s, effectue au mj.croscope opt,igue à contraste de phase (Olympus BH
2t .

La viabil it,é des hépat,ocytes notée S et exprinée en t est
déterrninée par Ie guotient suivant :.

s = -::*::-i:-::1Ï=:-i::-::Ï:Î:- x loo
nombre total de cellu1es comPtées

Comptage à I 'hématimèt,re de Malassez :
Dans les cas où les expériences ont ét,é pratiqrées sur Ie modèle
des hépatocytes de rat en suspension, Ie comptage est effectué à
Ia celLuLe de Malassez. La concentrat ion de la suspension
expri.rnée en nombre de cellules par ml est calculée par la formule
suivante :

Ndro5
c

nombre total  de cel lu les comptées
t,aux de dilution
nombre de champs comptés

Compt,age à l 'hénatirnètre de Neubauer :
Dans les cas où les expériences ont été pratiguées sur Ie nodèle
des hépatocytes en culture primaj.re, le comptage est effectué à
la cel lu le de Neubauer.  La concentrat ion de la suspension
exprimée en nombre de cellules viables par m1 est calculée par Ia
formule suivante :

c = -1-:-1-:-3-:-{-
n

nombre de cel lu les v iables
dilution l iée au bleu TryPan
di lut ion in i t ia le de Ia suspension
nombre de champs comptés

N =
ç [ =
t l

[ =
ç l=
D=
n=
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332. DOSAGES ENZYMATTQUES.

Quand les membranes des hépatocyt,es sont, a1térées,
certaines enzymes fuient à l 'extér ieur de Ia cel lu les.  La fu i te
d'enzymes hydrosolubles conme Ia lactate déshydrogénase (LDH), Ia
glutamate-pyruvat,e transaininase (GPT ou AJ.AT) ou encore la
glutamat,e-oxaloacét,at,e transaninase (GOT ou ASAT) peuvent êt,re
I,expression de Ia dégradation plus ou moins prononcée de la
structure membranaire des hépatocytes. Les relargages de LDH ou
de GPT dans Ie mj.l ieu de culÈure des hépat,ocytes sont reconnus
pour être corrèIés étroi tement au test  d 'exclusion du bleu
Trlpan.

Les troj.s enzymes précit,ées (LDH, GPT et, GOT) ont ét,é
choisie conme marqueurs gr-rantitatifs des atteintes provoguées par
Ies produits cytotoxiqr:es sur les hépatocytes jn vitto.

Les réactions biochiruigrres caractéristigues de chacune de
ces enzymes sont :

-  Lactate déshydrogénase ( tDH),  100 t  cytoplasmigue

pyruvate + NÀDH + H+ - L-lacËate + NAD+

- Glutamate pyruvate transaninase (GPT) ou alanine amj-not,rans-
férase (AJ.ÀÎ) , 100 t cyt,oplasmique

alpha-cétoglut,arate
+

L-aJ-anine

pyruva te+NADH+H*

L-glutamate + pyruvate

+ L- Iactate

t,ransami.nase (GOT) ou
t cytoplasmigue

i-

+ NÀD'

aspartate amino-GluÈamate oxaloacétate
t rans férase (ASAT) ,  100

alpha-cét,ogIuÈarate
+ -  L-qlutamat,e + oxaloacétate

L-aspartate

oxaloacétat,e + NADH + H- L-malate + NAD'

332I.  HEPAÎOCYTES EN SUSPENSION.

L'act iv i té des enzymes LDH, GPT et GOT est mesurée au
noyen des  k i ts  op t in isés  (LDH opt .  54039,  GPT opt .  L6L07L,  GOT
opt.  158178 Boehr inger)  .  Les lect ,ures sont,  fa i tes dans I 'UV à 340
nm et 25 degrés C au spect,rophotonètre (Uvikon 810, Kontron) . 0n
peut pratiquer 2 t,ypes de mesures soit :

-  mesure de I 'act iv i té des enzymes l ibérées :
PréIever un al iguot,e de la suspension d 'hépatocytes.
centrifuger 2 rninut,es à 50 g (centrifugeuse Jouan) .
PréIever le surnageant et, centrifuger une seconde fois 5 minutes
à  1500  g .
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Les surnageants peuvent êt,re conservéS plusieures heures à
degrés C ou congelés à -20 degrés C-

-  mesure de l 'act iv i té tot ,a le :
Prélever un aligr.rote de Ia suspension d'hépatocytes.
Lyser les cellules en ajout,ant du Trit,on X 100 (Si.gma) à raison
de  0 ,5  t  ( v /v )  .
vortexer et cent,rifuger 5 minutes à 1'500 9.
Les surnageants peuvent. êt,re conservés plusieures
degrrés C ou congelés à -20 degrés C.
Ceci permeÈ d'expri.mer les résultat,s en pourcent,ages
suj.vant, le guot,ient :

4 degrés C

heures à 4

de relargage

heures à 4

de relargage

activité l ibérée
x  100

activit,é tot,ale

3322. TIEPAÎOCYTES EN CULÎURE PRIMAIRE.

Lt act,ivité des enzymes LDH, GPg et, GOT est mesurée au
moyen des ki ts opt imj-sés (LDH opt .  28 .01.0 .500, SGPT opt.  28 .  010 .
T0ô,  SGOT opt .  28 .010.600 Baker  Ins t rument ,s ) .  Les  lec tu res  sont
faj.t,es dans l ' t 'V à 340 nm et 25 degrés C au spectrophot,omètre
autornat isé (Centr i f ichen System 400).  Chagr:e sér ie de dosages (25
échant,i l lons par pas€age) est contrôIé avec un sérum t,est
reconstj.t,ué (Percinorm^ U Boehringer) . On peut, prat,iq:er 2 types
de mesures soit, :

-  mesure de I 'act iv i té des enzymes l ibérées :
Prélever dans les boiÈes un aliguote du milieu de cult,ure.
Cent,r i fuger 2 minut,es à 50 gà 4 gegrés C (Centr i fugeuse
réfr igérée Beckman TJ-6 + TJ-R).
prélever Ie surnageant et centrifuger une seconde fois 5 minutes
à15009à4degrésC.
Les surnageants peuvent être conservés plusieures heures à 4
degrés C ou congelés à -20 degrés C.

-  mesure de l 'act , iv i té toÈaIe :
Détacher le tapis d'hépat,ocyt,es du f ont des boites de cultures
par "scappage" à 1 'a ide d 'un rubber pol iceman.
prélever la suspension d'hépatocytes ainsi obtenue et, ajout,er un
volume égal  d 'une solut ion (à 2 t  dans I 'eau dist i l lée) de Tr iLon
X 100 (S igma)  a f in  de  lyser  les  ce l luJ -es .
Vortexer et centrifuger 5 minutes à 1500 g à
(Centr i fugeuse réfr igérée Beckman TJ-6 + TJ-R).
Les surnageanÈs peuvent être conservés plusieures
degrés C ou congelés à -20 degrés C.
Ceci permet, d'exprimer les résultat's en pourcent'ages
suivant Ie guotient :

act iv i té I ibérée

act iv i t ,é totale
x 1.00
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333. DOSAGE DES PROÎETNES TOTATES

3331. I,IETHODE DE COLORÂTION DE LOWRY.

Ce dosage colorirnétrigrre est effectué selon LOWRY eË aJ,.
(1951) modifié èt adapté en microméthode au ]a^boratoire.

- Fréparation des échantil lons î

Détacher le t,apis d'hépatocytes du font des boites de cultures
par 'scappage" à 1'aide d'un n:bber policeman.
Érélever- la-suspension d'hépat,ocytes ainsi obt,enue et ajouter un
volume égal d'une soLut,ion d'acide trichloracéÈigue (Prolabo)
di lué à f0 t  dans l 'eau dist , i l lée af in de lyser les cel lu les.
Vorterer et centrifuger 5 rninut,es à 1500 g à 4 degrés C
(Cent,rifugeuse réfrigérée Becknan TJ-6 + ÎJ-R) .
Laver 2 fo is le culot  par du NaCl 0 '9 t .
Reprendre et remettre le culot en suspension dans 500 ul de NaCI
à  0 ,9  t .

- Réact,ifs pour le dosage :

solution A = dissoudre 2 g de Na2CO3 (Prolabo) dans 100 ml de
NaOH 0 ,1  N  (Pro labo) .

solut ion B = dissoudre 50 mg de CuSO4 (Frolabo) et  100 ng de
cj.t,rate trisodigrle (Fluka) dans L0 ml d'eau
d is t i l l ée .

solution C = Mélanger L00 rnl de A + 2 nl de B avant, le dosage.
solut , ion D = Di luer le réact, i f  de Fol in-Clocal t ,eu 2 N (Sigma)

au demi dans l 'eau disti l lée pour obtenir une
solut ion molaire.

- Principe du dosage :

Répart , i r  les pr ises d 'essais des échant i l lons à tester dans des
microtubes (Treff) sous un volume de 25 ou 50 uI et' compléter à
100 u l  avec  de  I 'eau  d is t i l l ée .
Ajouter 1 mI de réact,if C dans chague tube.
Vort,exer et laisser f0 minut,es à température ambianËe.
Ajout,er L00 ul de réactif D dans chague tube et laisser I heure à
Èempérature ambiant,e .
Lirè l, absorbance à ?50 nm au spectrophotomèt,re (Uvikon 6L0 CL,
Kontron) .

La var iat , ion de densi té opt, igue (D.O) est  l inéaire en fonct ion de
la quantité de protéj.nes.

Une droit,e de régression donnant la concent,ration protéique en
fonct,ion de la DO est établie au moyen d'une galnme d'étalonnage
construj.te par Ie dosage de gr:ant,ités connues de sérum albumine
bov ine  (S igma) .

A part i r  de I 'éguat, ion de Ia droi te de régression, _Ia
conèent,ration en protéines totales présentent, dans les
échant i l lons testés peut être calculée.
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3332. METUODE DE COLORAÎION AU BLEU DE COOMASSIE.

- Réactifs pour le dosage :

Diluer Ia solution mère de bleu de
assayr Biorad Laboratories GnBH)
dist i l lée.

- Principe du dosage :

Vider les plagues
Rincer 2 fois avec
ou  G ibco) .
Vider de nouveau et'
chagrre puit afin de
fond des puit,s.
Mettre les Plagrres à
Répartir 200 uI de

Coomassle (Bio-rad prot,ein
au cinguième dans I 'eau

de microculture par retournement.
du eemPon phosphate x1 (PBS Flow Laboratories

ajout,er 50 uL de NaOH 0,2 N (Prolabo) dans
prôvogrrer Ia lyse des hépatocytes attachés au

incr:ber pendant L5 mj.nutes à 37 d,egrés C.
solution de bleu de Coomassie diluée dans

chagrre puit,.
agit-er ies p]açlues af in d'homogénéiser Ia coloration.
làisser 30 rninutes à tenpérat,ure anbiante.
Lire l, absorbance en bichromat,isme (DO à 620 nm - DO à 405 nm) au
lecteur de plagues automatigr:e (Molecular Devices UV Max relié à
un micro-orâinateur port,able IBM PC) contre un blanc constit,ué de
8 puit,s vides (colonne I de la plague) .

Une droite de régression donnant Ia concentration prot,éique en
fonction de Ia Dô est établie au moyen d'une ganme d'étalonnage
construit,e par Ie dosage de guantit,és connues de sérum alburnine
bov ine  (S igma) .

A partir de l 'égr:ation de la droit,e de régression, _ Ia
conèentraÈion en prot,éines total-es présentent, dans les
échantil lons testés peut êt,re calculée -

pour la comparaison des variat,j-ons mesurées lors dt une même
expérience, Ies résu]t,ats peuvent, être présentés en DO.
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334 . TESÎ DE COLORÂTTON AU ROUGE MEUTRE.

Ce test, permet de. mesurer la capaciÈé des lysosomes à
incorporer le colorant rouge neutre-

Le dosage est effectué suivant, les indications fournies
par 1e Professeur ADOLPHE du la.boratoire de Pharmacologie
êel tu la i re de l 'Ecole Prat igue des Haut,es Etudes (PARIS).

- Réactifs pour 1e dosage :

Rouge neutre (Fluka) .
Formaldéhyde à 40 t  dans l 'eau dist i l lée.
Chlorure de calcium anhydre (Prolabo).
Acide acétigue (Prolabo) .
Ethanol  à 50 t  dans I 'eau dist i l lée.
Milieu de !{illiams incomplet, (annexe 2Ll .

- Préparat,j.on des solutions :

a) solution d,e rouge neutre

A part i r  d 'une solut j .on mère de rouge neut,re à A,4 t  dans l 'eau
Oilt ittée, constj.t,uer une solution fi l le en la diluant au L/80
dans du milieu de Will iams incomplet.
Placer ceÈte solut,j-on durant, 24 heures à 37 degrés C.
Après ce temps (au moment, du dosage) , centrifuger cet,t,e solution
fitte durant 5 minutes à L500 g (Centrifugeuse réfrigérée Beckman
TJ-6 + TJ-R) et, récupérer le surnageant.

b) solut ion de formol-calc ium

Additionner 10 mJ. de formaldéhyde à 40 t + l0 ml de chlorure de
calc i ,urn à L0 t  + 80 mI d 'eau dist i l lée.

c)  solut , ion d 'acide acét igrre-éthanol

Ajouter 1 ml d 'acide acét, igr :e glacial  à 99 ml d 'éthanol  à 50 *
just ,e avant I 'ut j . l isat ion.

- Principe du dosage :

a) colorat ion

Vider les plagr:es de microculture par retournement.
Rincer les puits en distribuant dans chague puit, L00 uI de nil ieu
de Will iams incomplet,.
Vider de nouveau les plagues de microculture par reÈournement.
Distribuer 100 ul de solut,ion fi l le de rouge neutre dans tous les
puits sauf dans ceux de Ia colonne 1 qui serviront de blanc.
Placer les plagr:es pendant 3 heures dans un incubateur pour
cul ture de cel lu les (37 degrés C, 5 t  CO2 /  95 t  a i r ,  humidi té
sat,urante) .
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b) EixaÈion et lyse des hépatocytes

Eliminer délicatemenÈ le milieu contenant le rouge neut,re par
retournement des plagues.
Distribuer dans chagrre puit 100 uI de la solut,ion de formol-
calcj.un et'vider la plague en moins d'une minuÈe sous une hotte
vent,i[ée !
Distribuer dans chagr:e puit, 100 ul de
acétigue-éthanol.
Agiter les, plagues jusgu'à coittplète
colorat ion.
Lire I 'absorbance à 540 nm au lecteur de plagues automat,igr:e
(Molecular Devices tJV Max relié à un micro-ordinater:r porta.ble
IBM PC) contre un blanc const,iEué de 8 puit,s n'ayant, pas recu de
rouge neut,re (colonne 1 de la plagtre) .
Les résultats sont exprirnés en densités optigues (DO) .

Ia solut ion d 'acide

homogénéisation de Ia
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335. TEST DE COLORATION AU MTÎ.

ce dosage exploite la capacité ' métaboligue des
mj.tochondries à- pouvoir réduire les sels de térazolir:m
hydrosoh:b1es en formazaos colorés-en bleu et, insolubles dans
l7eau mais soh.rbles dans Ie DMSO 

'(SCUDIERo et  a1,.1988).

- Réactifs pour Ie dosage :

Le (3- (4, 5-dirnéthylthiazoL-Z-yL) -2, 5 diphénylt,ét,razolium bromide)
autrement abrègé MTT (Signa)
Dinéthylsulfoxj-de DMSO (Merck)
Milieu de Will iams incomplet (annexe 2t).

- Préparation des solutions :

A partir d'une soluti.on mère de MTT à 5 rnglml dlns le milieu de
Witl ians inconplet conservée à 4 degrés C à l 'abri de la lumière,
const,ituer une solution fi l le diluée au 1/10 dans le rnil ieu de
Willia-srs incomplet et, Ia mettre au bain marie à 37 degrés C au
moment du dosage.

- Principe du dosage :

Vider delicat,ement les puit,s de la plague de microculture et
dist,ribuer L00 ul de Ia solution fi l le de MTT dans chagtre puit
( réal iser cet te opérat ion en lumière at ténuée).
placer les plagr.res pendant 2 heures dans un incubateur pour
cul ture de ceLluLes (37 degrés C, 5 t  CO2 /  95 t  a i r ,  humidi té
saturant,e) .
Vider de nouveau les plagr.res et laj.sser sècher guelgues
instants.
Solubil iser les cri.st,aux de formazan formés en distribuant 200 uI
de DMSO dans chagrre puit et agiter soit, à la pipette mult,icanaux
soit avec un agit,at,eur de plaqres.
Lire l 'absorbance à 5?0 nm au lect,eur de plagr.res automat,igue
(MolecuLar Devices tJV Max relié à un micro-ordinat,eur port,able
IBM PC) cont,re un blanc const,it,ué de 8 puit,s vides sans cellu1es
(colonne 1 de Ia plaqre) .
Les résu1t,at,s sont exprimés en densit,és optigues (DO) .
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336. DOSAGE DE L'AJ,BUMINE.

Afin de pouvoir apprécier les capacités mét,aboligues des
hépat,ocyees en culture primaire, Ia qrant,ificat,ion de Ia synthèse
d, albr:nrine sécrètée par les cellules représente un bon marçlueur
(curr.Louzo 1986) .

Ce dosage par une rnéthode radio-irnmunologigue en phase
ligrride a été nis au poi-nt de novo dans la sect,ion d'Immuno-
toxicologie du service de toxicologie du Centre SANOFI Recherches
à Montpellier par B. BÀSUYAUX et, son éguipe. 11 a ét,é mis au
point pour grrantif ier soiÈ 1'albumine de rat, soit l 'albumj.ne
humai.ne.

3361-. DOSAGE DE L'A.LBUMINE DE RAT

L'ob jectif est de doser, de manière spécifiçlue, dans les
surnageants des cult,ures primaires d'hépatocytes de rat, une
protéine plasuratigrre synthétisée essentiellement, au niveau
hépatigr:e : l 'albr:nine. En effet,, Ia capacité de synthèse de
1'àlbr:mine, apprécia^ble par la mesure du taux d'albumine
relargruée dans les milieux de culture des hépatocytes, est
int,irnement. I iée à f intégrit,é de ces cellules.
La présence dt une grande gr:antité de protéj.nes différentes et, en
particulier d'aLbumine sérique bovine, l iée à Ia supplémentation
des milieux de culture en sérum de veau nouveau né ou foetal-
(annexe 2) , nécessit,e d'avoir recours à un dosage immunologigue
spécifigr.re pour doser 1'albumine sérigue de rat.
La grrant,if icat,ion de l 'albumine de rat est, réalisée par dosage
radj.o-irnmunologiqrre en phase ligr.ride (identif ication simple'
prêcise,  sensible et  spéci f igue),  à I 'a ide d 'a lbumine de rat
(France Biochem L267-22) radiomarqr:ée à I ' iode L25 (NEN) et  d 'un
ant,icorps polyclonal de mouton anti-albumine sérique de rat
(Touzart et Matignon B L26t') .

a) Radiomarguage d.e I'albumine sérigr.re de rat,.

a1) Préparat ion des solut , ions rêact j .onnel les.

-  Tampon phosphate  0r1  M à  PH 7r5  :
D issoudre  2 ,L6  g  de  KIL2POA e t  30 ,08  g  de  Na2HPO4,  L2  HzO dans
un volurne f inal  de 1000 m1 d'eau dist , i l lée.
Solution de chloramine T :
Peser 10 rng de Chloramine T en solut ion à 0,33 mg/mI (Merck
2426) et dissoudre dans 30 mL de t,ampon phosphat,e 0,1 M.

- SoluÈion de mét,abisulfit,e :
Peser f0 mg de Mét,abisulfite de sodium
(Merck 6528) et dissoudre dans 10 mI de
Tampon phosphate-gélat,ine :
Peser  0 r5  g  de  gé la t ine  (Merck  4078)  eÈ
de t,ampon phosphate 0r l M.
Faire une solution d'albumine de rat, à
phosphat,e 0r l M.

enso lu t j .onàLmg/ml
tampon phosphat,e 0r 1 M.

dissoudre dans 100 mI

I mg/ml de tampon
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a2) Rad,iomarquage.

Dans une petite fiole conique contenant, 37 MBq (1 mCi) d'iode 125
(Na125I) èous un volume, ds 10 ul, ajout,er successivement :
-  50  u l  de  tampon phospha te ,0 r l  M à  pH 1 ,5 -
- 20 uJ- de la solution d'albrrnine sérigue de rat.

30 ul de la solut,ion de chloramine T.
Agiter au Vortex pendant, 1 minut,e à tempéTat9f9 ambiant,e.
ejouter 50 uI de la solut,ion de métabisulfit,e de sodium pour
sËoper la réactlon puis ajouter 100 ul de la solution de tanpon
phosphate géIat,ine.

a3) Purif ication de I 'albumine radiomarguée.

Sur une colonne PD L0 (geI G25 pour fi l t,ration sur 9ê1r
pharmacia) prète à l 'emploi, préalablement éguil ibrée avec 30 ml
de taurpon phosphate-gélatine puis rincée avec 30 mI , dê tampon
phosphàte, ajouÈer les 260 ul de rnil ieu réactionnel de
radiomarquage de I' aJ.bumine.
- ELuer I 'albumine radiomarguée en versant, sur la colonne L2 ml
de tampon phosphate et, récupérer l 'él.uat (10 gout,tes par tube)
dans 24 Èrrbes à hémolyse en polystyrène de 5 nI cont,enanL déjà f
ml de tanpmon phosphat,e-géIatine.
- Prélever 10 ul dans chague tube à l 'aide d'un enbout jaune
(Gilson) et compter Ia radioactivité des enbout,s au compt,eur
gamma (LKB L212) afin de repérer Ie pic d'aJ.bumine radiomargr:ée
e t  le  p ic  d ' i ode  L25 .
- Récupérer Ie pic correspondant à I 'albumine radiomargrrée:
- Mesurer son volume eÈ sa radioactivité (effectuer une dilut,ion
au L/LO = 10 ul du pool + 90 ul de t,ampon phosphat,e-gélatine) eÈ
compter la radioact,ivité de 4 préIèvement,s de 10 ul avec les
embout,s au compt,eur gallma (LKB L272) .
La valeur nesurée est  la radioact iv i té du pool  par uI .

a4) Conservation de 1' aLburnine radiomarguée.

- Diluer le pool dans le tampon phosphate-gélat,ine de manière à
avoj-r  environ 25 000 cpm/uI.
- Aligr:oter Ie pool par fractions de 200 uJ. et conserver les
aliguot,s à '20 degrés C.

b) Dosage radj.o-immunologigr:e en phase tigtride.

bf  )  Pr incj-pe.

Le dosagre par déplacement, (ou compétit ion) est réalisé en
présence d'une guantité l irnitant,e en anticorps. Le radj-o-
irununodosage est mis en oeuvre selon une méthode RIA (Radio
Immuno Assay) , basée sur Ia compétit, ion pour I 'occupat,ion des
sit,es de l iaison des anticorps anti-albrrmine sérigue de rat, en
solut,ion, entre la forme naturelle (froide = non radiomarguée) de
I'albumine à doser et le traceur constit,ué de ce même anÈigène
associé à une sonde radioactive (l ' iode L25) . Lorsgue la quant,it,é
d, albumine introduite augmente, la guant,iÈé de t,raceurs
radioact, i f  s I iés dininue.
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lo2) Les réactifs.

-  L 'ant icorps :
Innunoglobulines G polyclonaLes de mout,on anti-albumine sériqte
de rat (Touzart et Matignon B L26I) . Les ant,icorps USB sont
achetés purif iés par une ét,ape de précipitation au sulfate
d, anmonj.um suivie d'une ét,ape de chromatographie échangeuse
d ' ions .

- L, aLbumine sérigr:e de rat de pureté supérieure à 91 t (France
B iochem L267 '22) .

- Les t,ampons: :
"Tampon PB" = ti l i tPon phosphate 0r 05 M à pH 7,5
Dissoudre  15 ,04  g  de  Na2HPO4 '  L2  H2O + 11  08  g
de NaN3 dans un volurne final de 1000 ml d'eau
"Tanqron PB géIatinen :
Dissoudre 0r5 g de gélat ine (Merck 4078) dans
DFI

'rTarnpon PBIBGG" :
Dissoudre 10 g de gamma globulines bovines (Signa G-3500) dans
100 nl de t,anpon PB.
"Tampon PB/PEG" :
Dissoudre 200 g de polyéthylène glycol  (Merck 80749L) dans L
litre de tampon PB.

b3 )  Prot ,ocole .

Dans un t,rr.be à hémolyse en PVC de 5 mI (ou dans un t,ube en
polypropylène de 3 ml) introduire les éIément,s suivanÈs :

-  100 uI  d 'a lbumine en solut ion dans Ie tampon "PB gélat ine" ou
100 uI de milieu de cult,ure des hépatocytes (préIevé au t,emps 1)
et, dilué au moins au L/l.00 ou 100 ul de t,ampon "PB gélatine 'r

(bruit de fond) .
L00 ul  d 'a lbumj.ne radiomarguée à l ' iode L25 (environ L0 000 cpm

pour  100 uJ . )  .
100 uI  d 'ant icorps en solut ion à 60 nglm1 dans Ie tampon "PB

gélat ine'  ou L00 ul  de tampon "PB géIat , ine" (brui t  de fond) .

Agiter les tubes au Vortex et, incuber soit 3 heures à 37 degrés C
soi t  18 heures à 4 degrés C.

Précipiter les immunocomplexes en ajoutant dans chague t,ube :
100 ul  de tarnpon "PBIBGG".
1 rnl  de tampon "PB/PEG".

Àgiter les tubes au Vortex et les centrifuger à 4 degrés C durant
30 minutes à 3000 RPM (Centr i fugeuse réfr igérée Beckman TJ-6 +
TJ-R) ou L5 minutes à 4000 RPM (Cent,rifugeuse réfrigérée Heraeus
Mini fuge 21,
Eliminer les surnageant,s par ret,ournement des tubes et mesurer au
compt,eur galnma (LKB L212) Ia radioactivité des cuLots.

aà xnzpoq + ls
d is t i l l ée .

1,00 ml de tampon
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La représent,at,ion logit/ log pernet, d.e l inéariser les
résultats conme cela ce prat.igr.re dans tous les dosages par
déplacenrent. La sensibilit,é du dosage est exprimée en dose
d, âlburnine sérigrre de rat gqi. dirninue le signal de t0 t.

Les résul,tats obtenus pour la mise au polnt de ce dosage
de l,albumine sérigue de rat sont consignés dans l 'annexe 4.

3362. DOSAGE DE L'AIBUMINE HUMAINE.

La grrantif ication de. l 'albumj-ne humaine est réalisée par dosage
radio-immunologigue en phase liguide (identif ication simple'
précise, sensible et spécj,f igrre) , à l 'aide d'aLbumine humaine
(France Biochern L26-654) radiomarqr.rée à l ' iode L25 (NEN) eÈ d'un
anticorps polyclonal de chèvre anti-albumine sérigue humaine
(Interchin) .

a) Radj.omarqr.rage de 1'albumine sérique hunaine.

a1) Préparation des solut,ions réact,ionnelles.

Les solut ions réact ionnel les qui  sont nécessaires Pour la
réalisation du dosage de 1'albumine sériqre humaine sont
identj.grres à celles employées dans Ie cas de l 'albumj-ne sériqu,e
de rat , .  Se reporter au paragraphe 336L a1.

a2l Radiomarguage

ta procédure opérat,oire est identigrre à celle décrit,e dans Ie cas
du radiomarquage de l 'albumine de rat. Se report,er au paragraphe
3351 a2 .

a3) Pur i f icat , ion de I 'a lbumine radiomarguée.

La procédure opératoire est identigr:e à celle décrite dans Ie cas
de la pur i f icat ion de l 'a lbumine de rat  radiomarguée. Se reporter
au paragraphe 3361 a3.

a4) Conservat ion de l 'a lbumine radiomarguée.

Comme dans Ie cas de l 'al-bumine d,e rat, les aliquotes d'albumine
hurnaine radj-omarguée sont conservés à -20 degrés C.

b) Dosage radio-immunologigr.re en phase liguide.

b l )  Pr inc ipe .

Le dosage s'effectue conme dans le cas de I 'albumine sérigue de
ratr par déplacement (ou compét' it, ion) selon une néthode radio-
inmunologigr.re (RIA ou Radio Immuno Assay) et entraine a formuler
les mêmes remarques gue cel les consignées au paragraphe 336L bL.
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b2l Les réact i fs.

- L' ant,icorps :
Irnnunoglobuiines G polyclonales de chèvre antj--al,bumj.ne sérigue
hrgnainé (Int,erchirn) .- Les anticorps sont achet,és imrur:nopurifiés.

-. L,albumine sérigrre hr:maine (France Biochem L26-654) .

- Les tampons :
La prépâratiOn deS "Tanpon PB', "TampOn PB gélat,ine", "Tampon
PB/BGG; et "Tampon PBIPEG" est identigue à celle décrite pour
l 'albumj.ne sérigrre de rat au paragraphe 3361 b2.

b3)  Pro t ,oco le .

Le protocole est identigue à celui décrit d'ans le cas d'e
I'alËumine de rat radiomarguée. Se reporter au paragraphe 3361
b3 .

Les résuJ.t,ats obÈenus pour la mise au point de ce dosage
de 1'albumine sérigr:e hr:naj.ne sont consigfnés dans I 'annexe 5.
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34. OBSERVÀÎIONS CYToMORPHOLOGTQUES .

341. MTCROSCOPIE PHOTONIQUE.

Lt observat,ion directe des hépat,ocyt,es de rat,, mis- en
suspension après Ia perfusion par la collagénase (paragraphe 32'l
est  réal isée lors de I 'évaluat ion de la v iabi l i té de la
préparation avec colorat,ion au bleu Trypan (paragraphe 331). La
réfringence, la rot,ondit,é, la format,ion évent,uelle de protrusions
(bulles) qui peuvent, s'observer à la surface des hépatocytes,
sont autant de facteurs supplémentaires gui permettent,
d'apprécier la gr.ralit,é des cellules eÈ ainsi qri viennent
compléter Ie compt,age des hépatocytes colorés ou non par le bleu
Trlpan. Cet,te observation cytomorphologigue est réalisée au
nicroscope opt,igr:e à cont,rast,e de phase au grossissement x 400
(Microscope Olympus BH 2).

L'observation des boites de culture des hépatocytes en
culture prirnaire (paragrraphe 322) peut s'effectuer directemenÈ au
moyen d'un rricroscôpe inversé à cont,raste de phase (Olyrnpus IM) .
La gualit,é des cultures tient compte de I 'aÈtachement des
hépatocytes au support,, de l 'étalement des dits hépatocytes, de
la densit,é du tapis cellulaire formé et du nonbre de celi.ules en
suspension. Les 

- 
signes de cytotoxicité tels gue les alt,ératlons

de la membrane plasmigue, Ia présence de vacuoles l ipidigues ou
vacuoles de lyse, de granulations intra-cytoplasmigues
réfringentes ou opaques, constituent aut,ant de critères gui
traduj.sent, les atteintes de I ' intégrit,é des hépat,ocytes

Afin de guantif ier de façon simple l 'éventuelle
cyt,otoxicité d'un produit t,esté dans les modèles d'hépatocytes en
culturer nous avons établi Ie codage arbit,raire en guotation
d'abondance suivant :

0 = tapis ceLlulaire correct  (aucun signe de cytotoxic ieé).

+ = tapis cel lu la i re correct  mais présence d' inclusions
intra-cytoplasmigues (légère cyt,ot,oxicit,é) .

++ = nombreuses cel lu les étalées, rét , ract ion hépatocytaire,
présence non négl igeabte d 'hépat,ocyt .es en nécrose soiÈ
encore att,achés au support soit en suspension dans le
mi l ieu de cul ture (cytotoxic i té intermédaire) .

+++ = rares hépatocytes encore attachés au support ou tous en
suspension dans le mi l ieu de cul ture,  quasi  total i té
des hépatocytes nécrosés et ,  morts (cytotoxic i t ,é for te) .
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342. MTCROSCOPTE ELECTRONTQUE.

342L. MICROSCOPIE EI,ECTRONIQUE A BAI,AYAGE.

a) Préparation des échantil lons d'hépatocyt,es.

Centrifuger les hépatocytes en suspension à 50 g durant 2 minut,es
(Centr i fugeuse,fouant)  .

Elirniner le surnageant par aspiration à la pipett,e.

- Fixation :
Fixer le culot cellulaire par le glut,araldéhyde en solutj.on à 2,5
* dans du Canpon cacodylaLe (0r1 M' pH 1,4) pendant, t heure à 4
degrés C.
- Lavage :
Laver ies échantillons durant 5 minut,es par du tampon cacodylate'
(0 r1  M '  pH 7 ,4 ) .
- Deshydrat,ation :
Cette êtape se déroule en plusieurs temps au. 9o9+ desguels les
hépatocytês sont t ra i tés par aç _ _l 'a lcool  ét lVf iCue (Prolabo)

di iué dâns de I 'eau dist iL lée à di f férents moui l lages.
ÀJ.cool 30 t durant 5 minutes.
Alcool 50 t durant 5 minutes.
Alcool 10 t durant, 5 minut,es -
Àlcool  95 *  durant 5 minutes,  2 fo is.
Alcool  100 t  durant 10 minutes,  3 fo is.
Oxyde de propytène durant f0 minutes' 2 fois

La isser  sècher  à  l ' a i r  e t ,  à  l ' abr i  de  la  lumière .

- Mont,age :
Les celiules sont mont,ées sur un Support en aluminium garni de

"scotch dou.ble face".
Vider les échantil lons sous loupe binoculaire et constituer un
tapis uniforme d,hépatocytes désèchés adhérants au "scotch double
f a c e t t .
Laisser les préparat ions désècher sous si l icagel .

- Mét,all isat,ion :
Doub1e pro jec t ion  d 'o r  sous  v ide .

Après c.et,te dernière étape, Ies échant' i l lons peuvent être
cônservés  à  l 'abr i  de  la  Pouss iè re .

b) Observat ion des échant ' i l lons d 'hépat 'ocytes.

L, observation des hépatocytes ainsi préparés a ét,é effectuée par
J .M.  KELLER ( Ingén ieur  C.N.R.S. )  e t  P .  LEHR (D i rec t ,eur  de
Recherche C.N.R.S.)  au microscope électroniq:e à balayage (MEB)
Cambridge Stereoscarn 250 à une t,ension de 20 Kvolts dans le
laboratôire de Biologie Cellulaire du Développement,, Facult,é des
Sciences, Universi té de Nancy I  (Responsable :  Professeur M.
DAUCA) .
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3422. MICROSCOPIE ELECTRONTQUE À TR.AI{SMISSTON.

Les étapes essent,ielles de Ia préparation des échant j. l lons

sreffectuent selon Ia méthode classigrre uti l isée dans Ia section
d,, Anatomopathologie du service de Toxicologie du Cent,re de
Recherches SAIIOFI à MontPelU-er

- Fixat,i.on Par le glutaraldéhyde en solut,i.on à 2,5 t dans du
tampon cacodylat,e ( 0, 1 !t, PH 1 ,4) .

- Post-fixatj.on par le tét,roxyde dt osmium en solut,ion à t t dans
le tanpon cacoldylate.

Déshydratation classigr:e par l 'alcool éthylique dilué dans
lreau dist i l lée à di f férent,s moui l lages croissants.

Inclusion dans 1'éPon.

- Coupes ultrafines à I 'ult,ramicrotome Reichert.

-  Colorat ion seJ-on la technigr:e de Reynolds (1963) .

Observation des coupes au microscope électronigue à
transmission Jeol  EM f00 S.
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35. AÀIAI,YSES STÀITSTIQUES DES RESULÎATS.

Le t,raj.tement, st,atistigrre des données mesurées est'
effectué en ut,ilisant des mét,hodes dites paramétriques sous
itnypotnèse de Ia normalité de Ia distribution des pararnèt'res.
Les 

-séries 
sont considérées comme indépendantes car les fracti-ons

àiiqnot"" d,, hépatocytes en suspension traiÈés ou les boit,es de
cul{ure cont,eirant les hépatocyt,es Sont, assimilés à des lots
différent,s non aPPariés.

Différents test statist, içpes sont aPpligués aux valeuls
mesurées en suivant Ia dérnarche présentée ci.-dessous :

Test, d'homogénéité des variances

COCHRÀN
BARTLElT

LEVENE
a a a a a a a . a a a "

Variances homogènes

AITA].YSE VARIAÀTCE

non

Variances

COMPARÀISON
2

DES VARIÀ}TCES
2

non
homogènes

I'iELCH

significative

stôp tde EXACT

non

BONFERRONI
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Dans 1e cas de I 'analyse st,at,ist, igr:e des plans' fact,oriels
complet,s on ut,i l ise une régression muttiple et Ie test' F de
FISôIIER. L' ét,ude des interact,ions ainsi gue la modèlisation
mathémat,igue sont effect,uées selon les indicat,ions de VAILLÀNT
( comrmrnication Personnelle ) .

Pour réaliser ces différent,s Èest,s statistiçFes' nous avons
ut,ilisé différent,es sources bibliographigrres (SCI{WARIZ L963 |
LEL1.OUCIIE et LAZAR 19.., CEjA L978, FRONTIER 1981, CETÀMA f 986) et
plusieurs cours suivis durant nos ét,udes universit,aj-res -

Pour la réalisat,ion pratigue de ces t,ests, l 'usagre de
traiÈernents informatigrres à été indispensa.ble soit sur micro-
ordinateur (Apple' II C, Apple II E, Amstrad PC L5]'2) soit sur
mini-ordinat,eur (VAX LI/750 Digit,al) .
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4. RESUI.ÎATS.

. Le tétrachlorure de carbone (CCl4) et la D-galact'osamine
ont ét,é choisis corure produit,s t,oxiques de référence afin de
provoçluer une att,einte menbranaj.re des hépat,ocytes. Le but
Ë"lsèË"."t 

-était 
d,e pouvoir ensuit,e utiliser ces molécules

ù;iqdas pour recherchêr les éventuelles activités hépatotropes
àg à 

-extràits 
aqueux brut,s d'Eupatotium cannabinum L. et ainsi, à

pàrtir dtun e*e'*pte type, de 
-pouvoir 

proposer des modèles ln
îit"o adaptés au èribfaôé précoce de sr:bstances naturelles.

Dans un premier t,emps, i l  a ét,é nécessaire de déterminer
dans qrrelles conàitions Ia Loxicité de ces produi't,s de référence
Jtéipiitoerait sur les hépatocytes dans nos condit'ions
expérimentales de culture.

Dans un deuxièrne temps, nous avons recherché si les
extraj.t,s de plant,e pouvaient piésenter une cytotoxicité.

Enfiir, la 
-recherche 

d'un éventuel effet hépat'otrope de
ces ext,ra.!t,s d'Eupatoire a ét,é approchée.

41. cYToToxIcTTE DE 2 PRODUITS DE REFERENCE : LE TETRACHLORURE
DE CARBONE ET IÀ D-GAI.ACTOSAI4INE.

411. HEPATOCYTES DE RÀT EN SUSPENSTON.

Les hépatocytes de rat, sont isolés comme décrit au
paragraphe 32LL.

4] .T1. EFFEI/DOSE DU CCI4 DURÂNT 30 MINUTES.

La cyt,otoxicité est êvaluée
3212 avec les condit, ions À et, B.

Après un temPs de Èrait,ement de 30
l'act,ivité des enzymes libérées LDll '  GPT et
décrit, au paragraPhe 332L.

conme décrit au ParagraPhe

minutes, la mesure de
GOT est, évaluée comme

5 ,  6 et ,  tableau I I
compare les réponses

Les condi t ions

CCI4 mM

DMSO 5T

DMSO ].*

du t,est sont les suivant,es :

0  2  4  I  16  32

Les résuLt,ats présentés f igures 4,
mont,rent une bonne correlat ion s i  l 'on
obtenues avec les t ro is enzymes.
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L o r s q u , l l  e s t  a J o u t é  a u x  s u s p e n s t o n s  c e l l u l a t c e s  E o u s  u n

v o l u m e  d e  5 l É ,  I ê  C C l 4  p î o v o q u e " u n e  f u l t , e  e n z y m a t l q u e  m o d é r é e  à  l a

c o n c e n t r a t i o n  d e  2  m t {  ( m o t n s  d e  5 0 9 6  d e  I ' a c t l v t t é  e n z y m a t l q u e

t o t a l e l  e t  u n  e l f e t  n a x l n a l  e s t  o b t e n u  à  p a r t l r  d e  l a

c o n c e n t r a t l o n  d e  
' A  

n M ;  d o s e  à  t a q u e l  l e  l a  v i a b i  I  l t é  c e l  l u l a l r e

e s t  q u a s i  n u l l e .  L e  D M S 0  5 f  e n t n a i n e  u n e  I é g è r e  a u g n e n t a t i o n  d u

r e l a r g a g e  d e s  e n z y m e s  e o m p a r é  a u  l o t  t é m o i n .
L o r s q u ,  i  I  e s t  a J o u t é  a u l c  s u E p e n s i o n s  c e l  l u l a i r e s  s o u s  u n

v o l u m e  d e  1 * ,  l e  C C l 4  P r o v o q u e  u n e  f u i t e  e n z y n a t l q u e  m o d é r é e  à  l a

c o n c e n t c a t i o n  d e  I  m l " t  ( e n v l r o n  s O f  d e  I ' a c t i v l t é  e n e y n a t l q u e

t o t a l e )  e t  u n e  f u l t e  e n z y n a t l q u e  u n  p e u  p l u s  t m p o r t a n t e  à  l a

c o n c e n t r a t i o n  d e  1 6  m M .  L e  D M S I  L ï "  e n t r a l n e  u n e  I  é g è r e

a u g m e n t a t l o n  d u  r e l a r g a g e  d e s  e n z y m e s  c o m p a r é  a u  l o t  t é n o l n '

c e p e n d a n t .  i  I  t a u t  n o t e r  q u e  l o r s q u e  l e  t o x l q u e  e s t

a - 1 o u t é  a u x  s u s P e n s l o n s  c e t  l u l a t 1 . ê s  s o u s  u n  v o l u n e  d e  L ï L ,  I e s

r é s u l t a t s  s o n t  p l u s  d l s p e r s é s  q u e  d a n s  l e  c a s  o ù  i l  e s t  a J o u t é

s o u s  u n  v o  I  u m e  d e  5 % .

L a  p h o t o  I  m o n l r e  I  '  i m a g e  d ' u n  h é p a t o c y t e  t é C I o 1 n  e n

s u s p e n s i o n  p r é s e n t a n t  u n e  s u r f a c e  e x t e r n e  i n t a c t e  a v e c  p r é s e n c e

d e  m i c r o v t  I  l o s i t è s  f l n e s  e t  c a r a c t é r I s t t q u e s  d ' u n e  b o n n e  q u a l  i t é

d e  l a  c e l  l u l e .

L a  p h o t o  ?  m o n t r e  u n  h è p a t o c y t e  d e  r a t  e n  s u s P e n s i o n

t r a i t é  p a r  l e  D M S O  5 9 6  d u r a n t  3 0  m l n u t e s .  L ' h é P a t o c y t e  p r é s e n t e

d e s  p r o t r u s i o n s  ( b u l  l e s )  b i e n  v i s i b l e s  a u  n t v e a u  d e  l a  s u r f a c e

e x t e r n e  d e  I a  n e n b n a n e  p l a s n i q u e r  c ê  q u l  t r a d u i t  u n e  a t t e i n t e  n o n

n é g  I  I  g e a b  I  e  d e  l a  s t n u c t u r e  m e m b c a n a i r e .  L e s  n l c r o v i  I  l o s i t é s  s o n t

b e a u c o u p  m o i n s  f i n e s  q u e  s u r  I ' h é p a t o c y t e  t é m o t n .

L a  p h o t o  3  m o n t r e  u n  h é p a t o c y t e  d e  r a t  Ê n  s u s p e n s l o n

t r a i  t é  p a r  I  e  C C L 4  4  m | 1  d u r a n t  3 0  m i n u t e s .  L ' h é p a t ' o c y t e  n e

p n é s e n t a  p l u s  d e  v i l t o s l t é s  à  l a  s u r f a c e  e x t e r n e  d e  l a  m e m b r a n e

p l a s m i q u e  m a l s  u n e  s u r f a c e  q u a s l m e n t  I  l s s e  c e  q u l  t r a d u i t  u n e

a t t e i n t e  t r è s  l m p o r t a n t e  d e  l a  s t r u c t u r e  d e  l a  n e o b r a n e  d ' u n e

c e l  l u l e  m o r i b o n d e .
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A = TEMOIN
B = DMSO l t
C=CC14 I
D  =  CCI4  15
E = DMSO 5t
F=CC14 2
G=CC14 4
tl = CC14 I
I  =  CC14 f5
J  =  CC14 32

dans DMSO tt
dans DMSO L*

dans DMSO 5t
dans DMSO 5t
dans DMSO 5t
dans DMSO 5t
dans DMSO 5t

nM
mM

mM
mM
mM
nM
mM

Fio'UTE 4 : EFFET DU CCL4 SUR LÀ FUITE DE L, ENZYME LDH DÀNS- 
HEPATOCYÎES DE RAT EN SUSPENSION TRAITES DURÀNT
MINUTES.
Le CCl4 est  sotubi l isé dans Ie DMSO et ajouté aux
hépatocytes sous un volume de tt ou 5t. ^
f,,ei activités enzymatiques sont, exprimées en mUI/L0"
ce l lu1es  par  mI  +  écar t  t yPe 1n=3) .
Cornparaisôn des moyennes par le test t, de Student
( *b .OrO5 i * ) ,p

!11è

30
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[ = TEMOIN
B = DMSO l t
C=CC14  I
D  =  CC14  16
E = DMSO 5*
F=CC l4  2
G=CC14  4
H=CC14  8
I  =  CC14  15
J  =  CC14  32

dans DMSO ft
dans DMSO lt

dans DMSO 5t
dans DMSO 5t
dans DMSO 5t
dans DMSO 5t
dans DMSO 5*

MM
mM

mM
mM
mM
ml4
nM

Fio Te 5 : EFFET DU CCL4 SUR IÂ FUITE DE L, ENZYME GPl DA}IS- 
I1EPATOCYTES DE R,AÎ EN SUSPENSION TRAITES DURÀNT
MINUTES.
Le CC14 est  solubiLisé dans le DMSO et,  a jouté aux
hépatocytes sous un volume de 1t ou 5t ^
l,ei activit,és enzymatigues sont exprimées en mUr/L0"
cel lu les par mI + écart  type 1n=3).
Cornparaisôn des moyennes par Ie test t, de St'udent'
( *p<O'OSi i *p

LES
30
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2000

1500 ***

ABCDEFGII IJ

A = TEMOIN
B = DMSO lt
C = CC14 I mM dans DMSO 1t
D = CC14 16 mM dans DMSO l t
E = DMSO 5t
F = CC14 2 mM dans DMSO 5t
G = CC14 4 m^l,l dans DMSO 5t
H = CC14 8 mM dans DMSO 5t
I  = CC14 15 nM dans DMSO 5t
J = CC14 32 ml'I dans DMSO 5t

Fiqure 6 : EFFET DU CCL4 SUR I..A FUITE DE L' ENZYME GOt DAIIS LES
HEPATOCYTES DE RAT EN SUSPENSION TRÀITES DURAI{T 30
MINUTES.
Le CC14 est  solubiLisé dans Ie DMSO et ajouté aux
hépatoclrces sous un volurne de lt ou 5t. 6,
t ei activités enzymatigr-res sont exprimées en mUI / L0'
cel lu les par ml + écart ,  tYPe (n=3).
Comparaison des moyennes par Ie test t de Student
( *  p  <  0105  i  * *  p

5
E looo
Foo
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EFFEI DU CCL4 SUR I,A FUIÎE DES ENZYMES LDH' GPT ET
GOT DAI{S LES I{EPÀTOCYTES DE RAT EN SUSPENSION
TRA,TTES DURAbIT 30 MINUTES.
Le CCl4 est soh.r.bil isé dans Ie DMSO et ajout,é aux
hépatocyt,es sous un volume de lt ou 5*
r"eè acËivités enzymat,igr:es sont, exprimées en
rnUI/ l0e cel lu les par ml !  écart  t læe 1n=3) .
Comparaison des moyennes par Ie t,est, t, de St'udent,
( *  p  <  Or05  i  * *  p

PRODUIT LDH GPT GOT

TEMOlN

DMSO I t

cCL4 I mM

CCL4 32 mM

DMSO 5 t

CCL4 2 mM

CCL4 4 mM

CCL4 I mM

CCL4 16 mM

cCL4 32 mM

673

11 43

L752

25L3

r0 03

1703

2 930

3639

2984

3272

69

r50

3 r.0

815

* *

L85 *

L85  *

86  * * *

1  q 1 * * *

99 * * *

2L2** *

64

L01

184

253

94

r o v

286

335

329

332

* : t

3'l *

5  * * *

5  , ( * *

I  * * *

3  * * *

55

99

359

920

r01

410

r,0 65

t42t

135 6

L290

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

!

+

+

+

6

L2

31

82

t o

+6

J -  1 1  * *

!  48  * * *

+408  *

+  1 4  * *

85 * *

96  * * *

40  * * *

42  * * *

39  * * *

+

+

+



pHoTo 1 : HEPATOCYTE DE RAT EN SUSPENSION - TEMOIN 30 MINUTES

PHOTO 2 z HEPATOCYTE DE RAT EN SUSPENSION - DMSO 5 t 30 MINUTES

HEPATOCYTE DE EN SUSPENS ION CCL4 4  mM 3 0  MINUTES
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4TL2. CINETTQUE D,ÀCTION TOXIQUE DU CC14 8 MM.

La cytotoxicit'é est évaluée conme décrit au paragraphe
3212 avec les conditions B.

Aux t,emps correspondants, Ia mesure de Itactivité des
enzymes - libérées LDH, GPT et GOT est, évaluée conme décrit au
paragraphe 3321.

Les résult,ats présentés figrures 1 , 8, 9 et tableau IrI
montrent gue le CCl4 I mM augrmente significativement Ia fuit,e des
enzymes mesurées dès la 5ène minut,e après le début du t,raitement
comparé au lot ténoin pris au t,emps 0.

L'activiÈé de la GPT libérée se stabil ise ensuiÈe jusgrr'
au tenrps L20 minutes alors q!.le la LDH et, la GOT continuent à
augrmenter régulièrement jusgu'au t,enps 90 minutes. Une petite
baisse du relargage de LDH et GPT est observée ent,re la 90ème et
la 120ène minut,e, ceci étant, plus margué avec la GOt.
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FiflTTC 7 : EFFET DU CCL4 8 MM SUR iÀ FUITE DE L' ENZYME LDH DATIS
LES HEPATOCYTES DE RÀT EN SUSPENSION TRÀITES DURA}IT
L2O MINUÎES.

Le CC14 est  solubi l isé dans le DMSO et,  a jouté aux
hépat,ocyt,es sous un volume de Lt. LesÂactivit,és
enzymat,içFes sont exprinées en mUI / L0- cellules par mJ. !
écart type (n=3) . Conparaison des moyennes par le t,est t,
de Student (* p

r600

7 1400
s
? noo
,lfr'

3 looo
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Ficrure I : EFFET DU ccl4 I mM suR IÂ FUrrE DE L, ENzyME Gpr DANS
LES HEPATOCYTES DE RÀT EN SUSPENSION ÎRÀITES DURÀNT
120 MINUTES.

Le CC14 est, solubil isé dans Ie DMSO et ajouté aux
hépatocytes sous un volume de lt. Les.act,ivités
enzymat,içpes sont, exprimées en mUI/L0' cellules par ml
écart ,  type (n=3).  Comparaison des moyennes par Ie test
de  S tuden t  ( *  p  <  0 r05 i  r , t  p

s
-
È.
O

180

160

140

120

+
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Fiqure 9 : EFFET DU CCL4 I mM
tES IIEPATOCYTES DE
LzO MTNUTES.

LA FUTTE DE L' ENZYME GOT DÀ}TS
EN SUSPENSION TRAITES DURANT

SUR
RÀT

Le CC14 est, solubil isé dans le DMSO et, ajouté aux
hépatocytes sous un volume de ft. Les^act,ivit,és
enzlmatiçlues sont exprimées en rnUI/L0" cellules par mI
écart  type (n=3).  Comparaison des moyennes par Ie Èest,
de St,udent (* p

3
t
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Tableau rrr : EFFET DU CCt4 I rnM SUR LÀ FUITE DES ENZYMES LDH,
GPT ET GOT DAT.IS LES TIEPÀTOCYTES DE RÂT EN
SUSPENSION TRAITES DURANT LzO MINUTES.

Le CC14 est solubil isé dans le DMSO et, ajouté aux
hépatocyt,es sous un volume de Lt. Les^activités /
enzlmat,igtres sont, exprimées en nUI/10" cellules par mI
écart type (n=3). Comparaison des moyennes par le test
de SÈudent (* p

+

PRODUIT TEMPS LDH GPT

DMSO l t

CCL4 I mM

CCL4 I mM

CCL4 I mM

CCL4 I mM

CCL4 8 mM

CCLA I rnM

0 mi-n

5 nin

L5 min

30 mi.n

50 min

90 min

L20 min

50

1L8  *

L04 ' (

L23 ' t  *

145**

223r ,1 ,

L27  * *

485

920

98 r.

L0"72

l . I Y J .

i .333

r2 r.8

+

+

+

+

55

106

Y I

1 n (

L07

115

101

3

l _4 * *

L2*

1 ? * *

L  4 , , ' k

18**

6*

+

+

+

+

59+5

246+79*

286  !34  *

334  t  73* *

38?  +  79**

41, '7 + 97**

294 !4L*
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4113. INTERÀCTIONS ENTRE LE CC14 ET 2 TIERS SOLVAI{TS.

La cyt,otoxicit,é est évaluée conme décrit au paragraphe
32LZ avec les condit, ions A et B.

Après un temps de t,raltenent, de 30 minut,es, la mesure de
1, act,ivitè des enzyrnès libérées LDH, GPT et, GOT est évaluée comme
décrit au paragraPhe 3321.

Pour cet te sér ie d 'expér iences, les protocoles Sont
construits selon la t,echnigr:e mathématigue d,es Plans Factoriels
Complets suivant les indj.caÈions de VAILIÀNT (communication
personnelle) .

On considère gue Ie solvant correspond à la variable Xl et gLle Ie
CCt4 correspond à Ia var iable X2.
Le solvant est t,esté à 3 concent,rat,ions : I +, 3 t et 5 t gui
représentent donc 3 modaLités codées respectivement -1, 0 et, +L.
Le CCl4 est tesÈé à 4 concent,rat,ions ! 0, 2, 4 eÈ 6 mM gtti
représentent donc 4 rnodalités codées respect,ivement -3 ' -L, +l et
+3 .
Le codage est, un sirnple changement de variable qui représenËe le
derni-intervalle de variation.
11 est alors possible de dresser le tableau suj.vant, qui va
représenter sous une forme codée l 'ensemble des condj-tions
pratigr.rées dans ces expêriences.

solvant.  CCl4
x1.x2 Signi f  icat , ion

-1
-1

-3

+1
+3

SolvanÈ I t et,
Solvant f t et
Solvant L t et,
Solvant f t et

cc14 0
cc14 2
cc14 4
cc14 6

mM
mM
mM
mM

â ?

al-

aÈ

â f

0
0
0
0

-3

+1.
+3

Solvant 3 t
Solvant 3 *
Solvant 3 t
Solvant, 3 t

ccr4

cc l4
cc l4

0nM
2mM
4nM
6mM

+1
+L
+1
+1

-3
-1
+ 1

+3

Solvant
Solvant
Solvant
Solvant

er cc14 0
er cc14 2
et CC14 4
et, cc14 6

5t
5 t
5 t
5 t

mM
mM
nM
mM

Le trait,ement, stat,istigue des données est réalisé au moyen d'une
régression mu1t, iPle.



L401 +^195 X2 + 186 X],Xz
7t  (x lz  -O ,7 )  (Xzz  -5 )

1'égr:at ion générale (21
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41131. INTER,ACTIONS ENTRE LE CC14 ET L'EIHANOL.

Les résultat,s sont, présent,és sous forme graphigue dans
les figUres 10, LL, LZ et I 'ensemble des valeurs numérigr:es
mesurées est présenté ta.bleau Iv._

Le modèle polynomial obtenu à partir de l 'analyse d.e la
régression mult, iple permet, d'établir les égt:ations générales
suivantes pour les relargages de chagr.re enzyme testées :

I 'équat ion générale (1) pour la LDH
c )

+ 394 X1 + 63 X1 (X2'-5) + 35 (X2'-5) +

pour Ia GPT

L3Lrr7 + L7,7 X2 t  15, I  X1,42 +
(x2 ' -5 )  +  6 ,2  (X1 ' -0 ,  7 )  (X2- -5 )

)
3L,8  x1  +  5 ,5  XL  (X2- -5 )  +  3 ,5

I 'éguat, ion générale (3) pour Ia GOT

t93 ,1  +  39 ,6  x2

Pour les 2 enzlzmes LDH et GPT, d,'après l 'analyse d.es
égr:ations du modèIe ca1culé selon la régressj.on mu1t,iple associée
à l ' interprét,ation plus parlante des représentat,ions graphigues
il apparait gu'i l  existe une synergie t,rès necte ent,re les
variables X1 et X2 en particulier pour Ia concentration en CC14
la plus éIevée, Les égr:ations du modèle soulignent, Ia synergie
entre X1 et X2 qui s'exprirne par la significativiÈé des termes
produj.ls X1X2 4deo nême signe gr:e X2) et par les termes au carré
en x2' et x!'x2' qui t,raduj,sent le fait gue Ia synergie est
rnaximale pour les valeurs de X2 ( le CC14) Ies plus é]evées.

Pour l 'enzyme GOÎ,  seuLe la var iable x2 est ,  s j -gni f icat ive
de telle sorte gue I 'égr.rat,ion est réduite à une fonction affine
et sans ef fet  d ' interact , ion s igni f icat i f  entre le CCt4 eË
I,ét ,hanol .  Ceci  est  dt  à I ' importante dispersion des valeurs
mesurées dans les t r ip l icats.

L'exploitat,ion mathémat,igue des résultat,s peut être
poursuiv ie.  A part i r  de l 'égr:at ion générale (1),  i1 est ,  possible
de calculer des égr.rations simplif iêes pour chague valeur codée de
xl et d'introduire ensuit,e les valeurs codées de x2 afin
d'obtenir des valeurs théorigues du relargage de Ia LDH par Ia
modélisation mathémat,igue .

Pour x l  = -L on a I 'égr:at ion s impl i f iée (1)

ro13 + g x2 5,7 (XZ2-S)

Pour x1 = 0 on a l 'égr.rat ion s impl i f iée (2)

L4o1 +  195 X2 !3 ,7  622-5)
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Pour 1ç1 = +1 on a I 'éguat ion s inpt i f iée (3)

1801 + 3&1 X2 + L20,3 622-5)

Æe même, pour I 'enzyme GPT les éguat,ions simplif iées
suivantes sont obtenues à part,ir de 1'éguation générale (2).

Pour X1 = -1 on a l 'éguat ion s impl i f iée (4)

9gr8  +  L ,g  x2  -  0 , t  $22-5 )

.Pour 
XL -  Q on a l 'éguat, ion s inrpl i f iée (5)

131 ,  6  +  L7  ,7  X2  O t  g4  $22  -5 )

Pour Xl  = +L on a l 'éguat ion s inpl i f iée (6)

L63 ,4  +  33 ,5  x2  +  10 ,8  e  Cx22-S)

On obtient ensuite aisément les valeurs de I 'activité des
enzymes LDH et GPT libérées théorigues qui sont, consignées dans
le ta-bleau v.

La compataj.son entre le tableau IV et, Ie t,ableau V
il lustre de Ia bonne prédictivité du modèle.
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FiquTe 10 : EFFET DE L, INTERACTION ENTRE LE CCL4 ET L'ETITÀIIOL
SUR IÀ FUTTE DE L' ENZYME LDH DAI{S LES HEPÀTOCYTES DE
RÀT EN SUSPENSION ÎRAITES DURÂNT 30 MINUTES. .

Les activités enzymatiqles sont exprinées en mUI /LOo
cel lu les par ml écart ,  type 1n=3)

6u
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FiCnTTe 11 : EFFET DE L,INTERACTION ENTRE tE CCL4 ET L,ETHANOL
SUR IÀ FUITE DE L, ENZYME GPT DAI.IS LES HEPATOCYTES DE
R.AT EN SUSPENSION TRÀITES DURÀNT 30 MINUTES . ?

Les act iv i tés enzymat içpes sont  expr imées en muf /10o
cel lu les par  mI  -  écar t  type (n=3) .
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Fiqure 12 : EFFET DE L'TNTERÀcrroN ENTRE LE ccL4 ET L,ETHANOL
SUR tA FUITE DE L' ENZY!{E GOT DÀI{S LES HEPATOCYTES
RÀT EN SUSPENSION TRÀIÎES DURLI{T 30 MINUTES. ?

Les act iv i tés enzymatiçIues sont expr imées en mur/Loo
ce l lu les  par  mI  -  écar t  Èype (n=3) .

tll,,
rJ1

CtÛ-l.

><

DE
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Tableau IV : EFFET DE L' INTER;ACTION ENTRE LE CCL4 ET L' ETIIÀNOI
SUR i.A FUITE DES ENZYMES LDH, GPT ET GOT DÀ}IS LES
I1EPAÎOCYTES DE RAl EN SUSPENSION TRAITES DURAIIT 30
MINUTES.

tes act, ivités enzymat,iques sont exprimées en mUI/106
cellules Par ml ! êcart, tYPe 1n-3)

ETHANOL . ccL4 LDH GPT l : v r

1t

1 t

1*

1t

0mM

2nM

4mM

5mM

904 !  52

r .058 !  r01

1054 !  92

L068  !  t t z

89  i  7

100  !  11

102+8

114 !  1 l ,

86 t  r .L

t23 ! 2L

146 !  36

208 + 67

3*

3t

3t

3*

0mM

2mM

4mM

6mM

871 !  L10

L316  !  38s

1459  +  432

L123 +  745

84+8

L2t  +  28

L43  t  46

169  t  80

79+9

L29 + 30

366 t  240

29L +  212

5t

5 t

5 t

5 t

0mM

2mM

4mM

6mM

1,0L8  i  L50

1156  +  8 l

L521 + 282

363L  !  100

95+17

106 +  5

t34  !  24

323+5

89 +  lL

lL4  +  l0

292  +  224

403  +  88

TEMOIN POINT FINÀT 564 !  10 48+0 45!0
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lableau V : \IÀLEIIRS THEORIQUES CÀJ.CUIEES PAR MODETISÀIION ÀU
MOYEN D, UNE REGRESSION MULTIPTE POUR IÀ MESURE DE IÂ
FUTTE DES ENZYMES LDH EÎ GPT PROVOQUEE PAR
L' TNTE&ACTION ENTRE LE CCL4 ET L' ETHANOL DÀÀIS LES
HEPATOCYTES DE RAT EN SUSPENSION ÎRAIÎES DUR.A}TT 30
MINUTES ç

Les activités enzymatiques sont exprimées en nUI/10-
cel lules par nl.

ETHANOL ccL4 LDI{ GPT

1r

L /

1r

1 r

O nll

2 a|1

4 nll

6 ol'l

963

LO27

1045

LOLT

94

98

L02

105

3*

3r

3É

3r

O ml{

2 nll

4 ol{

6 nl{

7A7

L267

r657

L947

7S

LL7

153

181

5 t

5r

5r

S *

O ol'1

2 o|l1

4 nÈ'l

6 ol'l

I  139

93e

170 I

3425

1 0 6

8 7

1 5 4

307
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4LL32. INTERACTION ENTRE tE CC14 EÎ LE DMSO.

Les résultat,s sont, présentés sous forme graphigue dans
Ies fi.gures 13, L4, 15 et l 'ensemble des valeurs numérigr.res
mesurées est' présent,é tableau Vf .

Le modèle obtenu à part,ir de Ia régression nulÈiple
permet d'ét,ablir pour chagr:e enzyme les éguat,ions générales
suivantes :

1' éguation générale (1 )

2482 +  345 X2r+  252 X1
+ 39 ,L  x1  (x2 - -5 )

1'éguat, ion généra1e (2)

!94 ,4  +  3L2X2 +  25  XL
3 ,7  X1  (X2- -5 )  +  2 ,4  X1

1'égrrat , ion générale (3)

632ô9 +  183a5 X2 +
(x1 ' -0,  7)  (x2" -8,  2x2) t
+ !9 ,4  X l .Xz  L8 ,3  (X l '

pour la LDH

72 (xtz-0,1)  (xz3-g,2x2)  + 39,9 (xzZ-s)

pour la GPT

5,8t  (xL2-0,7)  (xz3-g , ]x2)  +  3 ,2c lx22-s)  +
(x2- -8  ,2X2)  -  4 ,2  (X1- -0 ,7)  (X2- -5)

pour la GOT

20,  g  X1 r4Z2-S)  + L5,2 ,1X22-S)  -  Lg,  g
10 x1 (xE--8 ,2x2)  -  I  (x2- -8 ,2x2)  +  50 x t

-0 ,7)  (x2- -5)

Pour l 'enzyme LDH, à partir de Ia représentatj.on
graphlque et du modèle calculé selon la régression multiple
(égr:ation générale 1) , iI n'apparait pas de synergie sinple entre
X1 et, X2 maj.s des interaçtions complexes gui se manifestent par
la venue de termes en X2- de signe opposé à x2. Ceci ce Eraduit
graphigr-rement, par un relief mont,agneux avec une vallée ent,re des
pics. Ces ruptures de pente t,raduisenÈ un antagonisme aux points
bas, c'est à dire lorsgr:e la concent,rat,ion en DMSO est, éga1e à 3t
avec le CC14 est à 4 mM ou lorsgrre Ia concent,ration en DMSO est
égale à 5t avec le CC14 à 2 mM. Chaque variable xl ou X2 est
important,e,  Ieurs coeff ic ients coeff ic ients posi t l fs  sont éLevés,
la variable X2 devient, prépondérante compte tenu des coefficients
affectés à Ia var iable s imple et  à la var iable au carré.  Le poids
du CC14 est, ainsi maximal pour les val.eurs de X2 éIevées.

Pour l 'enzyme GPT, à part i r  de la représent,at ion
graphigrre et, du modèle calcuJ.é selon la régression multiple
(égr,ration générale 2) , i l  n'apparait pas de synergie simple entre
XL eE X2 mais des interaçtions cqrnplexes gui se manj.fest,enÈ par
la venue de t,ermes en X2' et, x2' dans une forme similaire à ce
gui ce passe avec Ia LDH.

Pour 1 'enzyme GOT, à part i r  de la représentat ion
graphigrre et du nodèLe calcuLé selon la régression nult, iple
(égrrat,ion généra1e 3) , i l  apparait une synergie entre x1 et x2 en

part , icul ier  pour les concent,raÈions en CCI4 éIevées. L 'éguat ion
du nodèle souligne Ia synergie entre xl et x2 qri se manifeste
par It apparit, ion du terme produit x1x2 de même signe gue X2.
Cependant,, des int,eractions complexes existent et se repèrent par
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la présence de termes en x22 eÈ x23.

Si, conme nous l 'avons précédement développé dans 1'étude
de I' interaction entre le CC14 et l 'éthanol' nous poursuivons un
b"o plus loin I 'exploitation mathémat,ique, des égrrat,ions
sirrplifiées peuvent, se calculer de façon itérat,ive pour chagr:e
enzyme.

On obtient aj.nsi pour la LDH les éguations simplif iées suivantes

Pour X1 -  -1 on a l 'égr:at , ion s impl i f iée (1)

2230 +  345 X2 +  0 ,8  (XZ2- i l  - -  2 r ,6  (XZ3-g  ,2X2)

Pour X1 = 0 on. a l 'équaÈion simpl i f iée (2)

2482  +  345  X2  +  39 ,9  (XZ2-S)  -  50 ,4  (XZ3-a  ,2X2)

Pour X1 a +1 on a l 'éguat ion s inpl i f iée (3)

2734 + 345 x2 + 7g .x22- i l  -  2t ,6 (xz3-g ,zxz)

On obtient ainsi pour Ia GPT les égr:ations simplif iées suivant,es

Pour X1 = -1 on a l 'égr:at ion s impl i f iée (4)

L5g ,4  +  31  X2  L ,76  | x22- i l  -  4 , r4  (XZ3-A,2X2)

Pour X1 = 0 on a I 'égr:at , ion s impl i f iée (5)

Lg4 ,4  +  31  X2  +  7 ,4  (X22-S)  +  5 ,8  (XZ3-a ,2X2)

Pour  X1 =  +1  on  a  l 'éguat ion  s imp l i f iée  (6 )

2 !9 ,4  +  31  X2  +  5 ,64  (XZ2-S)  +  0 ,56  (XZ3-g ,2X2)

On obt, ient  a insi  pour la GOT les éguat ions s impl i f iées suivantes

Pour  X1 -  -1  on  a  l 'éguat , ion  s imp l i f iée  (7 )

5g2 ,  g  +  L64  ,  L  X2  -11 ,  19  (XZ2 -S)  -  23  ,  g7  (X23-g  , zXZ)

Pour X1 = 0 on a I 'égr.rat ion s impl i f iée (8)

632 ,g  +  1g3 ,5  X2  +  20 ,69  (X22-5 )  +  5 ,93  (X23-8 ,2X2)

Pour  X l  =  +1  on  a  l 'éguat ion  s imp l i f iée  (9 )

5gzr9 + zo2,g xz + 30,5 $22- i l  -  3 ,g7 (xz3-a ,2x2)

.On instl l le ensuite dans chagr:e éguation simplif iée les
valeurs codées que prend Ia variable X2 ce gui permet de calculer
les valeurs théor i$res de l 'act iv i té des 3 enzymes LDH, GPT et
GOT l ibérées gui  sont,  consignées dans Ie t ,ableau vI I .
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La corE>araison entre les valeurs mesurées lors. de
I, etçérience et, les valeurs calcul,ées P?r modélisaÈion démontre
I ' inLérêt  prédict i f  d 'une te1le appl icat ion.

Ce développement mathémat,igrre représente sans douÈe la
méthode la plus pulssante gr:i soit, à la disposition du chercheur:
pour abordêr I 'étude in ext,enso des phénomènes d'interact,ions
èntre plusieurs produits. En effet, d'après W\ILIÂNT' la mét,hode
des plans Factôriels Cornplets correspondrait à la mentalit,é
geruranlgue soucieuse de ne négliger aucun poj.nt du domaine à
explorer.- 

Cependant, d'un point de rrue biologique, si l 'on peut
souligmer re faible taux de relargage des enzymes dosées en fin
drexpér iencê soi t  p lus de trois heures après I 'obtent ion de la
suspènsion (moins de 25 t pour la LDH, moins de 2L t pour Ia GPT
et iroins de 8 t pour la GOT) , i l  faut not,er le caractère de
sensibil i té aigue de cet,te préparation d'hépatocytes de rat gui
se traduit, par des fuites enzymatiçlues importantes car même aux
faibles doses de solvant (1t) une élêvat' ion du relargage de LDH
et, de GPT est enregist,rée.
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Ficmre 13 : EFFET DE L' INTERACTION ENTRE LE CCL4 ET LE DMSO SUR
IÀ FUITE DE L, ENZYME LDH DÀI{S LES HEPATOCYTES DE RÀT
EN SUSPENSION TRAITES DURN.TT 30 MINUTES , R

Les act iv i tés enzymat i .gues sont  expr imées en mUI/10"
ce1 lu les  pa r  m l  éca r t  t ype  (n=3 ) .

-/<
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FicTuTe 14 : EFFET DE L' INTERÀCTION ENTRE LE CCL4 ET LE DMSO SUR
LA FUITE DE L'ENZYME GPT DÀ}TS LES HEPATOCYTES DE RÀT
EN SUSPENSION TRÀITES DURÀNT 30 MINUTES. .

Les activités enzymat,içpes sont exprimées en mUI/LOo
ce l l u les  pa r  m I  -  éca r t  t ype  1n=3) .
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Ficrure 15 : EFFET DE L' rNTERAcrroN ENTRE LE ccl.4 ET LE DMso suR
IÀ FUITE DE L' ENZYME GOT DAI{S LES HEPATOCYTES DE RÀT
EN SUSPENSION TRÀITES DURÀNT 30 MINUTES. .

Les act iv i tés enzyrnat iques sont expr imées en mUI/LOo
cellules par rol - écart trype (n=3) .

\  - z
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lableau VI. : EFFET DE L' INTERÂCTION ENTRE tE CCL4 ET LE DMSO SUR
IÀ FUITE DES ENZYMES LDH, GPT ET GOT DA}TS LES
ITEPAÎOCYTES DE RÀÎ EN SUSPENSION TRÀITES DURANT 30
MTNUTES. ^

Les acti.vités enzymat,igr.res sont, exprimées en mUI/10-
cel lu les par  mI  !  écar t ,  type (n=3) .

DMSO cct4 LDH GPT GOT

I t

r . t

1*

1 t

0mM

2mM

4mM

6nM

1100 !  72

14L8  +  ZQt

3034  !  652

3L28 +  301

76-6

t04  +  19

248 !  45

246  !  35

107+9

289 !  94

969 !  209

963  +  180

3t

3 t

3 t

3 t

0mM

2mM

4mM

6mM

1918 +  67

2258 X 25L

2388  !  2 t4

3840  +  276

L32+7

L64 !  18

180  +  18

308  +  19

1?L  +  L0

376  +  59

674  +  64

L318 !  t27

5t

5 t

5*

5t

0mM

2mM

4mM

6mM

L9L7 t  22L

1908  +  r50

2927  +  46

3944  !  89

L42 +  L2

L59  !2

235 !  r .0

338  +  17

2t0 !  2t

328 y 2L

796 !  64

1395 + L3

TEMOIN POINT FINAI 978 t  72 72!6 l i a  ,  -
t t t + I- - -  :
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ry. #ËiifuriË:H,H#fuffi:trËirt'Ëgi"H#ifri"
L' INTERACTTON ENTRE LE CCL4 ET LE DMSO DAI{S LES
TIEPATOCYTES DE RÀT EN SUSPENSION TRÀITES DT'RANT 30
MINUTES. ^

Les activités enzymat,igues Sont, exprimées en mUI/L0-
cellul,es Par ml.

ccL4 LDH

1t

1 t

L t

L t

0mM

2 rnM

4mM

6 ml,t

1250

L726

2727

32L7

79

t L o

237

245

1,03

29L

964

973

3t

3t

3t

3t

0mM

2nM

4mM

6 tn!,!

L728

I b J . J

3030

J 5 5  0

LL7

I / O

154

33L

I 5 I

409

69L

1280

5t

5 t

5 t

5 t

0mM

2mM

4mM

6mM

2067

r  917

29t9

4 033

L47

I / I

223

335

206

329

792

r .40 4
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4T2. ITEFATOCYÎES DE RÀT EN CUIÎURE PRIMAIRE .

Les hépatocytes de rat, sont, isolés comme décrit au
paragraphe 322L- et rnj.s en culture pour les tests de cytot,oxicité
comme décrit au ParagraPhe 3222L.

4t2L. CYTOTOXTCTTE DU CC14.

La cytot,oxicité est évaLuée conme décrit, au paragraphe
3222L avec les conditions A.

Après un temps de traitement de 60 mj.nut,es, Ia mesure de
l, activité des enzlrmes libérées LDH' GPT et, GOT est évaluée conme
décrit, au paragraPhe 3322.

Les résuJ.tat,s présentés fig-rres L6, L7, 18 et ta.bleau
VIII permet,tenL d,e cônstater en premier l j .eu, une légère
dlrninution de la fuit,e des enzymes LDII, GPT et GOT dans Ie lot
traité par le solvant DMSO 1t par rapport . au 19t t,émoin non
traité et en second lieu, une augmentation import^ante du
relargage de ces enzymes dans le Iot, t,rait,é avec le cc14 10 mM,
statiét,iquement significative comparée au lot ayant' reçu le
solvant DMSO. La comparaison des réponses mesurées avec les
différent,es enzymes montre que Ia LDH et, Ia GPT ont^ cru dans des
proportions identigr:es (290 t et 300 t entre le lot DMSO et' Ie
iot- CC14) aLors gue Ia mesure de la fuite de GOT manifeste une
é léva t ion  de  394 t .

L,observation des cultures au nicroscope photoniqle
inversé à cont,raste de phase atÈest,e d'un très bon maintien de la
gualiÈé du tapis cellulaire dans le lot traité avec Ie solvant
DMSO lt alors grre beaucoup de celJ.ules apparaj.ssent nécrosées
dans le lot t,raité par le CCl4 10 mM' on observe également la
présence de nombreux hépatocytes en suspension..  _- 

D'autre part,, gr:elgr.res goutt,elettes réfringeant,es sont
présenÈes au fond des boit,es de cult,ure. 11 s'agit sans doute du
êCfq non dj,ssout, dont, la densiÈé supérieure à celle de I 'eau Ie
fai t  couler.
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Ficmre 15 : EFFET DU CCL4 SUR IÀ FUITE DE L' ENZYME LDH DAIIS LES
HEPATOCYTES DE RÀT EN CULTURE PRIMAIRE TRÀITES
DURAIIT 60 MINUTES.

eprès 28 heures de cul ture,  Ie CC14 10 mM solubi l isé
dans le DMSO et ajouté aux cellules sous un volume de lt
Les activit,és enzymatiqr:es sont exprimées en mUI / mI
(noyenne + écart  Eype, n=3).  Comparaison des moyennes
par  le  tes t  t  de  St ,udent  1** *  p  (  0 '  001)  .

5

F

-i
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200

TEMOIN DMSO i % CCl4 l0mM

Figure 1? : EFFET DU CCLA SUR LÀ FUITE DE L'ENZYME GPT DAI{S LES
HEPATOCYTES DE RA,T EN CULTURE PRIMAIRE TRAITES
DURNÛT 60 MINUTES.

Àprès 28 heures de cul t ,ure,  Ie CC14 10 mM solubi l isé
dans le DMSO et ajout,é aux cellules sous un volume de ft
Les activités enzymat,içfues sont, exprirnées en mUI / ml
(moyenne + écart type, n=3) . Comparaj.son des moyennes
par  le  tes t  t ,  de  Student  ( * * *  p  <  0 ,001)  .

É 1oo
,
h
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600

TEMOIN DMSO I % CC!4 10mM

Fiqure 18 : EFFET Du ccL4 suR tÀ FurrE DE L, ENzyME Gor DAI{S LEs
HEPATOCYTES DE RÀT EN CULTURE PRIMAIRE TRÀITES

i DUR;NiIT 60 MINUTES.
Après 28 heures de cul ture,  le CCl4 t  0 mM solubi l isé
dans le DMSO et ajouté aux cellules sous un volume de 1t
Les activités enzymatiçFes sont, exprirnées en rnUI / ml
(moyenne + écart ,  type, n=3).  Comparaj .son des moyennes

par  le  tes t  t  de  Student  1** *  p  (  0 r  001)  .

s
l-
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Tableau VIrr :. EFFET DU CCL4 SUR I"A FUITE DES ENZYMES LDH' GPT
EI GOT DAIIS LES HEPATOCYTES DE RAT EN CIILTT'RE
PRIMAIR,E TRÀITES DURANT 60 MINUTES.

Àprès 28- heures de culture, le CC14 10 mM solubil isé
dans Ie DMSO et, ajouté aux cellules sous un volune de ft

- Les activités enzymatigues sont, exprimées en nUf / mI
(moyenne ! écart, type, n=3). Comparaison des moyennes

par  le  tes t ,  t ,  de  St ,udent  ( * :k *  p  <  01001) .

PRODUIT DOSE LDH GPT GOT

TEMOTN 508 +  97  57  !  13  L t }  t  L2

DMSO L t  369 !49  44 !6  93 t17

cc l4  10  mM L072 +  L28***  L32 !  l8 * r , r .  434 !  41***
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4T22. CYTOTOXICTTE DE LA D-GAI.ACTOSÀI{INE.

4T22L. CYTOTOXICITE DIRECTE DE LÀ D-GAIÀCTOSAI4INE.

La cytotoxicit,é
32221 avec les condit,ions

Àprès un temPs de
enzymes LDH, GPT et, GOT
paragraphe 3322.

Dans !e tableau IX sone regroupés les résultats de 2
essaj.s complémentaj.res obt,enus à partir de 2 préparat,ions
d'hépat,ocytès issues de 2 rat,s dif férents. Ces résultat,s ne font
pas ressortj.r de variaÈion de Ia fuite des enzymes LDH' GPT olr
êOt lorsgr.re les hépatocyt,es sont trait,és à des doses de
D-galactosanine inféiieures à 1 mM comparé au Iot, témoin non
tràité (essai f ) . En revanche, une dininut,ion assez sensible des
relargages de LDH et de GOT est, observée dans les lots traités
aux d6sés supérieures à L mM comparé au lot t,émoin non traité
(essa i  2 )  .

L 'observat ion des cul tures
inversé à conËraste de Phase,
altération de la morPhologie des
D-galactosamine durant 24 heures,
homogène du tapis cel lu la i re.

est, évaluée comme décrit, au paragraphe
B.
traj.tement, de 24 heures , I 'activité des

Iibérées est évaluée comme décrit au

au rnicroscope photonigue
ne net en évidence aucune

hépatocytes t,raj-tés par Ia
voire une structure plus
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lableau rX : EFFET DIRECT DE IÂ D-C"AJ.ÀCTOSAI{INE SUR LA FULTE DES
ENZ:II4ES LDH, GPT ET GOT DANS tES I{EPATOCYTES DE RAT
EN CULTURE PRIMAIRE ÎRÂITES DURÂNT 24 ITEURES.

La D-galactosamine est solubil isée et diluée dans Ie MEM
cornplet. Les activiLés enzymatigrres sont exprimées en
mUI/nI (moyenne + écart t lpe' essai t o=3r essai 2 n=2) .

PRODUIT LDH GPT

TEMOTN

GAT-NIT2

GAI,-NHz

GAI,-NIT2

0r25  mM

0r5  mM

1mM

508 t

526 t

559 t

552 t

97

69

L22

34

57

58

59

58

L3

I

L4

1L

+

+

+

1r ,0  !  12

107  !  16

t2L  !  L7

L tA  +  11

TEMOIN

GA^L.NE2

GAT,-NH2

GAT-NH2

GA.L-NH2

I

2r5

5

10

mM

mM

mM

mM

665

47t

433

41L

395

9

10

30

I b

c o

ND

ND

ND

ND

ND

+

+

+

+

+

223+3

L73+2

1,60  !  L2

L44 !4

t27  !  16

ND - non dét,erminé



4L222. INFÎ"UENCE DU SERUM DE \EJAU SUK-- I..A CYTOTOXICITE
DIRECTE DE IÂ D.C'AT.ACTOSEMINE.

La cytot,oxicité
3222L avec les conditions

Àprès un temPs de
enzyne LDH libérée et
paragraphe 3322.

Les résultat,s présent,és t,ableau X montrent çIue l'ajout, de
sérr:m de. veau nouveau né ne modifie pas Ia fuite naturelle des
enzymes si I 'on compare les 2 lots t,émoins non t,raités. La fuite
Oe'f.On augrmente légèrement, lorsgr-re les hépat,ocytes sonÈ t,raités
par la O-|alactosasline 0, 5 mlt en milieu de wil l iàrns incompleË
rnais n, est pas modifiée à la dose de 1 mM comParat,ivement au lot
térnoin non t,raj,t,é. Une augrmentat,ion st,at.istiguement signif icative
est mesurée dans les lots trait,és par la D-galactosamine en
milieu de Will iarns complet; comparée au lot, témoin non trait,é la
fuit,e de cet,t,e enzyme est plus importante pour Ia concent,rat,ion
de 0r 5 mM de toxique çIue pour la concentration de 1 mM.
Cependant, les variat,ions relat,ives représentent, de f albles
écàrts entre les lots t,rait,és et le lot t,émoin non traité en
milj.eu conrplet, soit, 1115 t pour la différence la plus grande.

L, ôbservation comparatj.ve des cult,ures au microscope
photonigrre inversé à contraste de phaser oê met, en évidence
âucune alt,ération de la morphologie des hépatocytes t,raités par
la D-galactosamine durant, 29 heures.

est, évaluée comme décrit, au paragraphe
c.
trait,ement de 29 heures , L'activité de
totale est éva1uée conune décrit au
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TAbIEAU X : INFLUENCE DU SERUM DE \ÆJAU NOTJ\EJAU NE SUR IÂ
CYIOTOXICITE DIRECTE DE IÂ D-GAI.ACTOSAI'IINE DAbIS LES
I1EPAÎOCTTES DE RAT EN CULTURE PRTMAIRE TRÀITES
DURA}TT 29. HEURES.

La D-galactosa.mine est, solubilisée et diluée dans le WME
Les activités enzyaiat,igrres sont exprimées en t de
l'activité t,otale (moyenne ! écart t læe, n=3) .
comparaison des moyennes par le test, t, de student, exacL
( rp

PRODUIT DOSE MILIEU WME INCOMPLET . MITIEU V{ME COMPT.ET

ÎEMOIN

GAT-NH2

GAI.-NH2

.  0 r5  mM

.L  mM

27, t

30 ,  4

28 ,9

3 r4

L r2

1 r  1

!

+

!

2"7 ,0  +  l r5

3815  !  0 rB  * * *

32 ,5  +  2 ,  L  * r
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4T223. CYTOTOXTCITE RETÀRDEE DE tA D-GAI,ACTOSÀI4INE.

A.  ESSAI 1. .

La cytotoxicit,é est évaluée coûlle âécrit, au paragraphe
3222t avec les conditions D.

Après un t,emps de traiÈement, de 24 heures et pour chague
temps de prélèvernent, l 'activit,é de I 'enzyme LDtt l ibérée est
évaluée comme décrit au paragraphe 3322.

Les résultat,s présent,és figrure f9 et t,ableau XI nontrent
gn, après 24 heures de cont,act avec la D-galactosamine, la fuite
ae lrenzyme LDH dans les lots t,raités est inférieure à celle
mesurée dans le lot t,émoin non trait,é, les variations de
relargage sont, inversement proportionnelLes à Ia concentration de
D-galactosamine de telle sorte gue I 'on peut établir le
clàssement, suivant, : 5 mM < 2r5 mM < L mM < témoin.

Pour les Èemps de prélévement suivants, Ie milieu ayanÈ
éÈé remplacé par du miLier: sans D-galact,osamine, aucune variation
du relargage de LDH n'est mesurée dans Ie lot traité à la dose I
mM de t,oxigr:e, ce t,aux reste faible et' stable dans le temps t,out,
comme le Iot, témoin non t,raité.

A la concent,ration de 2,5 mM de D-galactosamine, on
obserrre une augment,aÈion du relargage de Ia LDH comparée au lot
témoin non trait,é. L'écart ent,re l,e lot, traité à cette dose et le
Iot témoin est, const,ant durant les 72 prernières heures de culture
et,  s 'accentue au temPs 96 heures.

A Ia concentrat,ion de 5 mM de D-galactosamine, la fuite
de LDH évolue selon trois cinét,igr:es. Une première phase à pente
fort,e enÈre le t,emps 36 heures et le temps 50 heures, une seconde
phase à pent,e constante entre le temps 50 heures et le temps 72
heures et, une t,roisième phase avec reprise de pente faible ent,re
le t,emps 72 heures et le temps 96 heures.

Compt,e tenu de l 'effectif rnodest,e de chague lot, ( n=2 ) ,
une exploitation statistigrre de cett,e expérlence ne peut être
envisagée car le nombre de degrés de l iberté est nul.

L'observat,ion comparative des cultures au mJ-croscope
photoniqr.re inversé à cont,rast,e de phase, met en évidence un bon
maj.nt,ien de Ia rnorphologie des hépatocytes témoins eL traités par
Ia D-galact,osamj.ne 1 mM alors gue pour les doses supérieures une
altération importante de la gualité des cultures est, observée
(apparit, ion de vacuoles de lyse réfringent,es, modifications des
contours cellulaires gui deviennent diffus et décrochage des
ce l lu les  du  suppor t ) .
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Fiqure 19 : EFEET RETARDE DE tÀ D-GÀLACTOSAI{INE SUR LÀ FUITE DE
L,ENZYME LDH DAI{S LES HEPÀÎOCYTES DE RÀÎ EN CULTURE
PRIMAIRE DURANT 96 HEURES.

La D-galactosamine est  solubi l isée et  d i luée dans le LL5
complet. Àprès un temps de traitenent de 24 heures et, à
chagr:e temps, le milieu est, remplacé par du milieu sans
D-galactosamine. Les act,ivités enzymat,içfues sont
exprimées en rnUf / m1 (rnoyenne + écart type, n=2) .
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lableau Xr : EFFET RET.ARDE DE i.A D-GALACIOSAI'IINE SUR LA FUITE DE
L' ENZY}4E LDH DAIIS LES TTEPATOCYTES DE RÀT EN CULTURE
PRIMAIRE DUR,ANT 96 IIEURES .

La D-galactosamine est solubil isée et diluée dans Ie L15
conplet. Après un tentps de t,raitement de 24 heures et, à
chagr.re t,emps, le rnilieu est, remplacé par du milieu sans
D-galactosarnine. Les activitês enzymatj.gues sont
exprirnées en nUI / rnl (moyenne ! écatt Èype, n=2) .

TEMPS TEMOlN I ml,l
D-GATACTOSÀI,IINE

.  2r5 mI4 5mM

24 heures

36 heures

50 heures

50 heures

12 heures

96 heures

10  L5

370

431

436

422

440

+

+

+

2

9

+'

+

+

+

+

95

L4

5

24

832 +

3L8  +

394  !

402 !

4L1  +

410  !

65

3r.

37

35

47

38

772

522

5?8

s95

623

754

28

88

45

26

23

37

738 !  L92

425 + L4

?13  +  68

773  +  tL3

780  +  t r .5

885  !  L48



B.  ESSAI"  2 .

La cytot,oxicité est
3222L avec les condit,ions E '

Pour chagr:e t,emps de
LDH libérée est évaluée comme

r02 -

évaluée comne décrit au paragraphe

prélèvement,, I '  activit,é de l 'enzyme
décrit, au paragraphe 3322.

Les résuJ.t,ats présent,és figure 20 et, tableau XIf rnontrent
qurau t,emps 24 heures, soit, 2 heures après gue le milieu de
iraitement cont,enant Ie toxigue ait ét,é remplacé par du mj.Iieu
neuf s€rns D-galactosarnine, Ia fuite de I 'enzyme LDII est déjà
différente entre Ie lot témoin non traité et les lots intoxigués
de telle sorte- que l 'on puisse établir Ie classement, suivant, :
témoin
inversemenÈ proportionnel à la dose de D-galactosamine ut,i l isée.
Conparées au lot térnoin non traité, les valeurs mesurées dans les
f otè intoxigr:és sont. st,atistiquement, différent,es, cePend+t
l, interprétaCion biotogigr:e doit prend.re en compte à Ia fois Ia
faiblesle intrinsègr.re des mesures ainsi gue la t'rès pet'ite
dj.spersion des résultats intra-groupe en situant les noyennes par
rapport à l'ensernble des mesures obt,enues aux divers eemps de
prêièvement de telle sorte $re les fuites de LDH ne sont en fait
p." interprétables en tanÈ grre phénomène t,oxigue majeur pour ce
temps de 24 heures

pour les temps suivanÈs (42 et 72 heures) Ia fuit,e de LDH
augnente de façon régulière aussi bien en fonction de la dose de
D-galactosamine qu'en fonct,ion du temps de telle sorte qt:9 1'ot
éta.btisse le classement suivant, : témoin

rapide entre le temps 24 heures et le temps 42 heures et une
phase de relargage plus lent, entre le temps 42 heures et, Ie temps
1Z heures. Pour chague temps, les moyennes des lot,s t,rait,és sont
tout,es st,atist, iquement dj.fférentes du lot témoin non traité.

L, observation comparative des cult,ures au microscope
photonj.gue inversé à contrast,e de phase, met en évidence un bon
maintien ae la morphologie des hépatocytes témoins eÈ traité par
la D-galact,osamine 0r5 ml't et qr.relqrres légrers signes de toxicité à
Ia dose de 1 mM en f in d 'expér ience. A la dose de 5 mM, on not,e
Irappar i t ion d 'une nécrose hépatocyt ,a i re général isée qui
s,accompagne d'un décrochage des cellu1es du support dès le temps
42 heurès.  La dose de 2,5 mM montre une al térat , ion intermédiaire
naj.s gr.ri aboutiÈ à une nécrose quasi t,otale des hépatocytes en
f in d 'expér ience.
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F-Lgffel! : EFFET RETARDE DE I"A D-GÀIACTOSAI,IINE SUR I"A FUITE DE
L' ENZYME LDH DAT.TS LES HEPATOCYTES DE RAT EN CULTURE

. PRIMÀIRE DURAI\TT 72 HEURES
La D-galact,osamine est solubil isée et diluée dans le MEM
complet. Après un temps de traitement de 22 heures et à
chague temps, Ie milieu est remplacé par du milieu L15
complet sans D-galactosarnj.ne. Les activités enzymatiques
sont exprirnées en mUI / rnl (moyenne ! écart, type t tL=4) .
Comparaison des moyennes par le test de Bonferroni
(*  P < o 'os i  **  P

S

É rooo
FF

J

{.
+
€-

{-

TEl,PlN
Gal NH2 0.5mM
Gal NH2 1mM
Gal NH2 2.5mM
Gal NH2 SmM
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IghleA11JLL : EFFET RETARDE DE LA D-GAJ,ÀCTOSAI4INE SUR I,A FUITE
DE L' ENZYME LDE DAITS LES HEPATOCYÎES DE RÀT EN
CULTT'RE PRIMAIRE DURÀNT ?2 HEURES.

La D-galact,osamine est solubilisée et diluée dans le MEI"I
complet. Après un tenps de traitement, de 22 heures et à
chagr:e t,emps, le rnilieu est remplacé par du mj.lieu L15
complet, sans D-galact,osamine. Les activités enzymatiq:es
sont exprj.mées en mOI / mI (moyenne ! écart, type, n=4).
Comparaison des moyennes par le test de Bonferroni
( *  p  <  0 r05 i  * *  p

PRODUII DOSE 22 HEUURES 42 HEURES 72 HEURES

Ténoin

GAT-NH2

GAI.-NH2

GA]..-NH2

GAI,.NH2

mM

mM

mM

mM

234

395

o L o

958

L277

28

32*

48 ***

99 ***

L11 ***

385

s80

908

13 60

t7  95

26

38 ***

59 ***

111*  *  *

136***

0 r  5

1

2,5

J

88

L46

185

L25

109

* * r t

* * *

* *

*

+

+

+

+

!11

!6

+  1 ?

r  1 ' l

+14
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413. HEPATOCYTES HUI4AINS EN CULTURE PRIMAIRE :
CYTOTOXICITE RETÂRDEE DE LA D-GAI.ACTOSAMTNE.

Les hépatocyt,es humains sont isolés conme décrit au
paragraphe 3231. La cytot,oxicité est évaLuée conme décriÈ au
paragraphe 3232 avec les conditions À.- 

Pour chaque temps de prélèvement,, l 'activité de I 'enzyme
LDH libérée est, évaluée comme décrit au paragraphe 3322 et. Ia
nesure de I 'albumine sécrétée est, évaluée dans 2 échantil lons
pris au hasard dans chagrre lot comme décrit. au paragraphe 3362.

Les résultat,s présentés fig:re 2t et tableau XIIf
rnont,rent gu'après 20 heures de traitement par des concentrations
variables de D-galact,osamj.ne, Ia fuit,e de l 'enzyme LDH n'est pas
différente entre les lots trait,és et Ie lot témoin non traité.

Au temps 24 heuresr soit 4 heures après gue le milieu de
traitement ait ét,é remplacé par du miLieu neuf ne cont,enant plus
de D-galactosarnine, le relargage de I 'enzyme LDH est du même
ordre de grandeur dans tous les lots c'est à dire homogène et
fa ib le .

Au temps 44 heures, l 'activit,é de Ia LDH libérée mesurée
dans les lots traités aux doses de 2,5 et 5 mM de Eoxigr:e est
Iégèrement plus éLevée gue dans le lot, témoin non t,raj-té,
l, augrment,at,ion observée à 5 mM est, statistiquement différente du
t,émoin. Les lot,s trait,és aux doses de 0r5 et, L mM ont relargrué un
peu moins d 'enzyme gue le lot  témoin.

Au temps 72 heures et au temps 96 heures, Ies mêmes
remarques peuvent être formulées qu'au temps 44 heures si ce
n'est  qu'un accroissement des di f férences s ' instal Ie entre le lot
témoin et les lot,s t,raiÈés à 2,5 et 5 mM proport j.onnellement, à Ia
dose de t,oxigr.re. Les noyennes des lots traités à ces doses sont,
st,atist, iquement, différentes du lot témoin non t,raité.

Les résultats présentés figure 22 et, t,ableau XIV rnontrent
l ' inf luence de la D-galactosanine sur la sécret ion d 'a lbumine.
La sécretion d'albumine augrmente régulièrement dans le lot t,émoin
non t,raité et, dans des proporti-ons voisines très faiblement
infér ieures guant i l  s 'agi t ,  des lots t ra i tés avec la
D-galactosamine aux doses de 0r5 et  1mM. En revanche, une net, te
diminut,ion de la gr-rantiÈé d'albumine détectée dans Ie nil ieu
s'observe lorsgrre les hépat,ocytes sont,  mis en présence de 2,5 mM
de D-galactosamine et f inhibit, ion est gr:asi totale dans Ie lot
traité avec 5 mM de toxigue.

Compt,e t,enu du faible effectif de chague lot 1n=2), une
exploitation st,atistigrre de ces dosages ne peut être envisagée
car le nombre de degrés de l iberté est nul.

L 'observat ion comparat ive des cul t ,ures au microscope
phot,onigr:e inversé à contraste de phase, met, en évidence un très
bon maintj.en de la morphologie des hépat,ocyt,es témoins et, traité
par Ia D-galactosamine 0,5 mM et,  L mM jusgtt 'à la f in de l '
expérience. La dose de 2 r 5 mM ent,raine une alterat,ion de Ia
qualité des cultures interrnédiaire à celle qui at,t,eint, Ies
hépatocytes traités à Ia forte dose de 5 mM pour laguelle un
certain nombre de cel lu les manifestent des s ignes de souffrance
et de dégénérescence dramat,içpes.
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3 6  4 8  6 0

TEMPS (heures)

Fiqure 21 : EFFET RETARDE DE IÀ D-GALACTOSAI,IINE SUR LA FUIÎE DE
L' ENZYME LDH DAI{S LES HEPATOCYTES HUMAINS EN CULTURE
PRIMATRE DURÀNT 96 HEURES.

La D-galactosamine est, solubil isée et, diluée dans Ie L15
complet. Après un tenps de traitement"'de 20 heures eÈ à
chague t,emps, le niLieu est remplacé par du milieu LL5
complet  sans D-galactosamine. Les act iv i tés enzymatigues
sont exprimées en mUI / ml (moyenne + écart Eype, n=4) .
Comparaj.son des noyennes par le test de St,udenÈ Welch
( *  p  <  0 r05 i  * *  p

E 600

FF

â 4oo
T

Gal NH2 0.5mM
Gal NH2 1mM
Gal NH2 2.5mM
Gal NH2 5mM
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lableau XrIr : EFFET RETARDE DE IÀ D-GAIÀCTOSÀI'IINE SUR LA FUITE
DE L, ENZYME LDH DÀI.IS LES HEPATOCYTES HUMAINS EN
CULÎURE PRIMATRE DUR.AITT 96 HEI'RES.

La D-galactosamine est solubil isée et diluée dans Ie LL5
complet,. Après un temps de t,raitenent de 20 heures et à
chague temps, le mj.l ieu est remplacé par du milieu LL5
conrplet sans D-galact,osamine. Les activités enzymatiçfues
sont exprimées en mUI / mL (moyenne ! écart type, n=4).
Comparaison des noyennes par le t,est de Student We1ch
( *  p  <  0 ,0S;  * *  p

PRoDuIl . DosE . 20 Hcuscr . 2{ tl.u8.a . {a tl.ut.. 72 ltoure . 96 llourrr

larotr

cÂJ.-l{H2 . 0,5 ûll .

G A I - X H 2  . l  d l { .

GÀL-NHZ . 2,5 tù,t .

cÀfr-NH2 .5 ût l  .

r 3 9 t 1 7

12? I ! ,0

1 2 8 1 3

1 2 6 ! {

1 2 3 9 5

7 6  ! 7

6 5  l 1

6 { ! 3

7 3  ! Z

1 9  ! 2

130 !  32

9 7  1 . 5

r 0 2 t 3

1 5 { 1 3

1 9 {  g  l 0  r t

. 2 3 0 t ? l

.  t 1 1  ! L 2

. 1 9 5 1 7

. 3 { 5 ! 9

. 5 { 6 t 1 9

. 3 0 9 ! 8 0

. 2 5 ? ! 1 9

. 2 9 2  ! 7

. 5 2 8 3 2 7 t r

. e 0 0 ! 2 3 r r r .
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4 8  6 0

TEMPS (heures)

Fiaure 22 : EFFET RETARDE DE I"A D-GAJ.ACTOSAI,IINE SUR IÂ SECRETION
D'AT,BUMINE DÀI{S LES HEPÀTOCYTES HUMAINS EN CULTURE
PRIMAIRE DT'R,L}IT 96 HEURES.

La D-galactosamine est solubil isée et, diluée dans Ie LL5
complet. Après un temps de t,raitement de 20 heures et à
chagr:e temps, le milieu est remplacé par du milieu tl '5
cornplet, sans D-galactosamj-ne. Les concentrations
d, al,bumine sont exprimées en uglm] (moyenne + écart type
,  n=2) .

Ë

t4z

rl
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lablCAU XIV : EFFET RETARDE DE IÀ D-GAIÂCTOSAT,IINE SUR I,À
SECRETION D,AIBU},IINE DAIIS tES HEPÀTOCYTES HI,MATNS
EN CULTURE PRIMAIRE DURANT 95 HEURES.

La D-galact,osamine est, solubil isée et diluée dans le L15
complét. Àprès un temps de t,raitement, de 20 heures et à
chaq;rre temps, le milieu est, remplacé par du mj-lieu LL5
complet sans D-galactosamine. Les concent,rations
d,, aibrrrnine sont, exprirnées en uglrnl (moyenne + écart type
,  n=2) .

TRÀITEMENT 24 HEURES . 44 HEURES 72 HEURES 96 HEURES

Témoin  .L1  ,L l0  36 ,2 !0 ,4 .65 ,0 !3 ,7  98 ,6 !6 ,0

cAr -NH2 13 ,8  !  L ,4  .  2g ,g  !  2 ,L  .  58 ,3  !  3 ,8  gL 'L  !  0 ,4
0, 5 m!,1

GAI . -NH2 11 ,9 !0 ,1  26 ,0 !0 ,2  56 ,0 !0 ,8  93 ,6  !3 ,0
lmM

GAI -NH2 9 ,0  +  0 ,6  L4 ,1  +  l ro  26 ,0  !  1 ,8  39 ,9  +  L ,6
2 ,5  mM

GAL-NI I2  .  8 ,2  !  2 ,9  L0 ,5  !  2 ,8  13 '5  !  2 ,5  .  L5 ,7  !  2 ,8
5mM
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42. RECHERCEE D'UNE EVENTUELLE CYTOTOXICITE DES EXTR,AITS DE
PT"AI{TE JN VLITO DÀ}IS LES IIEPATOCYTES EN CULTURE.

Si I 'évaluatj.on des potent,ialités hépaÈotropes des
ext,raits de plantes présent,e un intérêt Lout part'iculier' la
vérif ication préalable de leur innocuité est, essentielle. Dans ce
but, nous avôns test,é lt éventuelle cytot,oxicité de 2 ext,raits
dt Eupat,orium cannabiaum sur di.f férent,s modèles in vitxo
d'hépat,ocytes en cult,ure . Dans un premier t,erçs r UII ef f et'
cytoLoxigue a été recherché avec des hépatocyt,es de rat en
sùspension (expériences à court terme) puis avec des.hépatocytgs
d,e rat, en culture primaj.re "classique" et en micro-méthode
(expériences sur 24 heures) et, enfin avec des hépat,ocytes humains
en tulture primaire (expériences sur 72 heures) . La ÇYtot,oxicit 'é
de Ia silymârine extraite du Chardon Marie a été évaIuée sur les
hépatocytés de rat, en cuJ.ture primaire (expériences sur 24
heures ) .

42L. I{EPATOCYTES DE RAl EN SUSPENSION.

Les hépat,ocyÈes de rat sont, isolés conme décrit au
paragraphe 321I.

42IL.  CYTOTOXICTTE DE L'EXTRÂIT E 514I-3À.

La cytotoxicit,é est évaluée conme décrit au paragraphe
32L2 avec les condi t , ions C. La concentrat , ion maxinale testée (25
mg de plant,e sèche /  ml de suspension cel lu la i re)  correspond au
sèuil 

- 
supérieur de solubil it,é du lyophil isat, dans la solution

mère .
Après un temPs de t,rait,ement de 30

1'act,ivit,é des enzymes libérées LDH' GPT et
décrit au paragraphe 3321.

minut,es,  Lâ mesure de
GOT est, évaluée comme

Les résultats présentés tableau XV sont obtenus à partir
de 3 préparations d'hépat,ocyt,es provenant, de rat, différent,s.
A Ia concentrat ion de 0,25 mg de plante sèche /  mI de suspension
cellulaire, la fuite de LDH diminue significat,ivement alors gue
Ies fuit,es de GPT et de GOT augment,ent t,rès légèrement' comparé
au lot t,émoin.

A la concentrat ion de 2,5 mg de plante sèche /  mL de
suspension ceLlulaire,  aucune modif icat ion de la fu i te des
enzyrnes LDII, GPT et, GOT n'est observée comparé au lot Èémoin.

A Ia concentration de 25 mg de plante sèche / nI de
suspension cellulaire, la fuit,e des trois enzlrmes LDH, GPT et' Gor
augmente très significat,ivement comparé au lot témoin.
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febJ.eElr-J$ : EFFET DE L'EXTRAIT E 5141-34 SUR LA FUITE DES
ENZYI,IES LDH, GPT ET GOT DAÀIS tES ITEPATOCYTES DE RAT
EN SUSPENSION TRAITES DURANT 30 MINUTES.

L'extrai t ,  E 5141-3À est  solubi l isé et '  d i lué dans Ie
milieu de culture et, ajouté aux hépaÈocytes sous un
volume de 5t. Les concent,rat,ions sont erprimées en mg de
plante sèche/ml de suspension cel lu la i re.-Les act iv i tés
enzyurat,igues sont, exprimées en mUI/10" cellules par m].
(rnoienne È écart type) . Comparaison des moyennes par Ie
t,est t de Student (** p

PRODUTT . DOSE LDH GOT .n

Ténoin

E 5141-3À .  0 ,25

.  242  !  16

.  154  !  48* *

19  !2

25+4

.  85+L2

.L02 !18

Témoin

E 5L41-3A

394 !  rL4

464+5

43+8

40+3

â 1  +  1 1
v -  :  - '

50+6

?

Témoin

E 5L41-3A

.269 !47

.  799  a  54** ' t. 2 5

60+9 87+15

,  L23  !  l 1 * * *  L70  1  11** *

.5
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42t2.  CYTOTOXICTTE DE L'EXTRAIT RÎ 1096.

La cyt,ot,oxicit,é est évaluée comme décrit au paragraphe
32L2 avec les conditions D.

Après un temps de Eraitement, de 60 rninutes, la mesure de
l, activitê Oes enzymes libérées LDII, GPT et GOT est évaluée conme
décrit au paragraPhe 3321.

Les résultats présentés tableau XVI montrent qrr'aux t,rois
concentrations t,estées, aucune modificatj.on de la fuite des
enzymes LDII, GPT et GOT n'est, observée cornparé aux lots t,émoins.

Remarque :

Les concentraÈions Èestées dans cet, essai. onL été déterminées en
fonction des résultats obtenus avec l 'extrait, E 5L41-34, dans une
fourchette de concent,rations supposées non t,oxigr-res et qui
pouvaj.ent présent,er une activité hépatotrope.
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IgbleÂu-Ett : EFFET DE L'EXTRÀIT RT 1095 SUR LA FUITE DES
ENZYMES LDH, GPT ET GOT DAI\IS LES HEPÀTOCYTES DE
RAT EN SUSPENSTON ÎRAITES DUR,AI{T 60 MINUTES.

L'extrai t  RT 1096 est  solubi l isé et  d i lué dans le
rnilieu de cult,ure et, ajouté aux hépat,ocytes sous un
volume de Lt. Les concentrat,ions sont, exprimées en mg de
plante sèche/rnl  de suspension cel lu la i re. ,Les act iv i tés
enzlmaÈiques sont exprimées en mUf/10- cellules par mI.
(moyenne ! écart cype, n=4) . Comparaj-son des moyennes

par analyse de variance:pas de différence significative.

PRODUIT DOSE LDII GPT

1êmoin

RÎ  1096

RT 1096

RT 1096

L r25

2 r5

q

!47

+2 I

+64

!53

35+2

32 +  L

30+3

? 1  I  ?
J L  . L  V

56 +  3

51  +2

48+4

48+4

701

645

637

0 5 0
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422 . I1EPATOCYTES DE RAT EN CULTURE PRIMAIRE.

422:-. MODELE CIASSIQUE.

Les héPat,ocytes de rat, sont isolés - coÛlrûê décrit' au
paragrapie 3Z2L- et, ia cytotoxicit,é est évaluée comme décrit au

baraàrapne 3222L avec les conditj-ons F.

422tL. CYTOTOXICITE DES EXTRAITS AQUEUX D,EUPÀTOIRE:
E 5141-34  e t ,  RT 1096 .

Après un temps de traj.tement de 24 heures, la mesure de

l, activité des enzymeê libérées LDII, GPT et, GOT est, éva1uée comme
décrit, au paragrapËe 3322. La grrant,ité de Plotéines totales est.
dét,erminée- coitne- décrit au paragraphe 3331 . L' observatj'on
Jyiàro"phologigue des cellules est, effectuée conme décrit au
paragraphe 34L et 3422.

Les résult,at,s présentés t,ableau )ffII montrent d'une part,
gue l, ext,rait, E 51.41-34 n'augrment,e pas la fult,e des enzymes tDï

eÈ GpT aux concentrations iniérieures à 5 rug de plante sèche/mL
et, diminue la fuite de GoT entre L,25 et 5 mg de plante sèche/ml
Ààis gq, une augrmentation significatj.ve dose dépendante .ePt
observée aux coicentrations de-LO et, 20 rng de plante sèche/ml;
d'autre part, çlue I 'ext,rait RT f096 diminue un peu Ia fuite de
ces enzymes cornfaré au lot témoin non t,raité sans gue ces faibles
variatiôns ne 

- 
puissent, être i.nterprét,ées d'un point de \^re

biologigue.
La comparaison des résuJ.tats obtenus dans les 2 essais

provenant de 2'préparatj.ons de foies de rats différents mont,re la
Èo*" reprod,uctinif itg gr.ralitative de cette recherche d'une
cytotoxic i te des extraj . ts d 'Eupator jum cannabinum L..

L, observation des cellules au micoscope opt,ique inverse à
contraste d,e phase a perrnis de constat,er une 1é9ère aJ.t,érat,ion
des cultures â partir de Ia concentration de 2,5 Ing de plante

sèche/rnl  pour l ,èxtrai t  E 5141-34 et  5 mg de plante sèche/n1 pour
l ' ext,rait RT f 0 96 .

L,  observat ion des ceLlules au microscope electronigue à
transmission mont,re gue dans Ie cas du traitement, par I 'extrait E
5141-3Ar on note une dose seui l  (2,5 mg d'e Plal tg sèche/n1) à

fartir âe lagrrelle le nombre de cadavres celluLaires croit de
taçon assez ré-gul ière jusgu'à concerner la t ,otal i té des cel lu les
à  ia  dose de  20  mg de p fan te  sèche/ml  ( tox ic i tê  ma jeure) .  Dans le
même t ,emps,  les -  ce l lu les  v iab les  ne  présenten t ,  gue.peu.  de
modif ications morphologigr.res; seuls qrrelgrres phénomènes

âuiôpfragigr:es sont nôtés : rnoindre (+) dans le cas du traitement
à Ia-  doée 

-de 
2,5 mg d,e plante sèche/ml et  modéré (++) dans le cas

du trait,ement à Ia dosè de 10 mg de plant sèche/ml. Dans Ie cas
du trait,ement par l '  ext,rait, RT l0 96r orl observe Ie même
phénomène, mais ce produit semble présent,er pour des doses
èguivalenies au E 5L41-3R un effet, cytotoxigue moindre sur les
népatocyt,es. Dans les 2 cas, Ie t,raitement par les extraiLs de
plànte a induiC des phénomènes_ cytotoxislgs avec nécrose
èètfr.f. i t" aux fortes dosês et guelgues phénomènes autophagiques
minimes pour les doses faibles- Les résul tats indiv iduels sont
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consj.gnés tableau XVf f I.
Les photos 4, 5 et 6 représentent, une il lustrat' ion de ce

grri a pu êt,rè observé en microscopie éIectronigue à t,ransmission.
Ces images permett,ent certains comment,aires :
La phot6 4 iront,re un hépatocyte t,émoin parfaitement. bien conservé
avec un noyau' normal et une grand,e richesse cytoplasnigue
notalunent en mitochondries et peu de figures lysosomiales.
La photo 5 montre un hépat,ocyte traité par l 'ext,rait, E 5L41-34 à
la dose de 5 mg de plante sèche/mJ. dans leqrel apparaissenÈ
grrelgrres signes de cytotoxicité sous la forme d'une rétraction
Ae tà cellule (dirnj,nution de ta tail le) . Le noyau est, un peu plus
riche en chromat,ine condensée et, l 'on peut not,er la présence de
vésicules tégèrement osmophiles de nature l ipidigue dans le
cytoplasme.
f,â pnoto 5 montre un hépat,ocyte trait,é par l 'extrait E 5141.-34 à
la dose de 20 mg de plante sèche/mJ,. La nort de I 'hépatocyte se
mat,érialise Sous la forme d'un hépat,ocyte gonflé avec un noyau
pycnotigue. Le cyt,oplasme est vide d'organit,es et seules guelgues
microvésicules et, rares macrovésicules de l ipides persist,ent. La
membrane plasmigr:e est guasi totaJ-ement détruite.
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IahfsÂu-lslll : EFFET DEs EXIRAITS E 5141-34 ET RT 1096 sUR IÀ
FUITE DES ENZYMES LDH, GPT ET GOT DA}IS I.ES
HEPATOCYTES DE RÂg EN CULTURE PRTMAIRE TRAITES
DURANT 24 ITET'RES.

. Les extrai.t,s sont soh:^bilisés et, dilués dans le nilieu' 
de culÉure et, les concentrat,ions sont, exprimées en mg de
plante sèche/ml. Les activités enzymat,iques sont
èxprinées en rnUr/ml (moyenne !. écart tYP"' n-3) '
comparaison des moyennes (essai r) par le test t de
Stuâent, exact, (essai 2) par le test Student !{elch :
( *  p  <  0 ,O5 i  * *  p  <  0 r01 i  * * *  p
Observat,ions cytôrnorPhologigr:es en mj.croscopie opt'igue
inverse (  M.O.1.)  codée comme décr i t  paragraphe 341'

PRODUIT DOSE LDH GPl .  M.O.r .

TEMOIN

E 5L41-34
E 5141-34
E 5L41-3.A'
E  5L4L-3À
E 5141-34
E 5141-34

1096
10 96
10  96
r096
10 96
10  96

61L

556
569
52L
528

L022
.L625

65L
742
575
57L
498
o o o

11
4
31
32
26*
22**

95
r.3 r.
87
93
L6

57
52
51
92

130

65
75
J O
q A

? q

1

I
4
4
0*
4 * *

LL7

94
88
79
72

L62

LLL
L24

84
82
o o
85

x

J -  1 ? 59!r

0

+

t0

+
+

+
I
+

!
+
+
+
+

+
+
+

+

+
!
+
+
!

+
+
+
+
+

RT
RT
RT
RT
RT
RT

0,625
t ,25
2r5
5

10
20

0 ,625
L ,25
2r5
5

10
20

1

3
4
7
't

4

t o
24
l o

16
2

++
+++

+

++
++

+ O

+14
! r0
+ 1  )
l L -

+4

TEMOIN

E 5141-34
E 5141-34
E 5141-34
E 5141-34
E 5141-34
E 5141-34

RT L096
RT 1095
RT 1096
RT 1096
RÎ  1096
RT r .096

0 ,625
L ,25
2r5
c

r,0
20

0,625
L,25
2,5
5

10
20

320

40L
299
322
369

L344
137 8

31L
327
275
294
28L
302

t29
r.5
13
19 ,( .
43*** .
45*** .

20
25
30
6*
5**
9

+L2 25+ l 42 !4

+

+
+

+

+
+

+
+
+
+
+

+
+
+

+
+

!
3
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+

32
24
25
27
91
94

23
2L
L7
18
L7
L7

11  47
r. 34
2 31-
233
3** * .  L I2
3** * .  L09

435
5  36
328
0**  28
1** * .  26
l * * * ,  29

19  0
3r r .  0
2  r .  0
2  * .  +
4** * .  +++
4** * .  +++

5
2
3
2*r ,
2**
1**

U

0
0
0
+

Dosage protéines témoin 2 : 510  !  0 r7  mg lbo i t ,e  1n=6)
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OBSERVATIONS EN I4TCROSCOPIE ELECTRONIOUE A
TRAI{SMISSION DE LA CYTOTOXTCITE DES EXTR,A.ITS
E 5141-3À EÎ RT 1.096 DAI{S tES EEPATOCYTES DE RÀT
EN CULÎURE PRII4ÀIRE TRÀIÎES DUR,ATT 24 HEURES.

PRODUIT .  DOSE OBSERVATIONS MORPIIOLOGIOUES

INCLUSIONS
LYSOSOMIAI,ES
. HETEROGENES

. PHENOI4ENES

. AUTOPHAGTQUES
. CADAVRES
. CELLUIÀIRES

TEMOIN rares

E 5141-34
E 5141-3A
E 5141-34
E 5141-34
E 5141-34
E 5141-34

0,625
L,25
2,5
5

10
20

+
vés . l i p id .

rares
rares

++
++
+++

++++

+

+
. \''\:l'

+
++
++

RT
RT
RI
R1
Rf
RT

10 96
1096
10 96
1096
10 96
10  96

0 ,625
L r  Z J

2 r5
J

r,0
20

.  qq  vés . I ip id .
f

-+

+
rares
rares

+
++
++
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422L2. CYTOTOXICTTE DE I"A SILI}4ARINE.

Les hépatocyt,es de rat sont isolés comme décrit, au
paragraphe 3221 et, la cytotoxicité est évaluée comme décrit au
paragraphe 3222t avec les conditions G.

Après un temps de t,raitement de 24 heures, l 'activité des
enzlzmes LDH, GPT ec GOT libérées ainsi gue les activités
enzymatigtres totales sonc . évaluées comme décrit au paragraphe
3322.

Les résult,ats présentés figrure 23 et t,a.bleau XIX mont,rent,
gue dans un premier essaj. réalisé sur une large garnme de
concentrat , ions (1,0 à 1000 ug/mL),  la s i lymarine à Ia plus fa ib le
des doses testées (10 uglmI)  ne modif ie pas la fu i te de la LDH
al.ors gr: 'e1le ent,raj.ne une fuite irnporÈante de cet,te enzyme
statisÈigr:ement significative à partir de la dose de 50 uglml
comparé au lot témoin solvant. La diminution de la fuit,e de LDH à
Ia dose de 1000 uglm1 comparé à Ia dose de 500 uglrnl peut, être
attribuée à un artéfact de dosage dt au produit, test,é. D'aut,re
part,, iI est, import,ant de noter gue le produit, précipite aux 2
concent ra t ions  les  p lus  é levées  (500 e t ,  1000 ug lml ) .

L'observation des cellules au microscope optiqre inverse
à contraste de phase a permj.s de const,ater la forte proportion de
cellules en nécrose avec détachemenÈ du tapis cellulaire dès la
dose de 50 uglml. Aux doses supérieures, pratiguement t,out,es les
ce l lu les  sont  mor tes .

Les résul t ,ats présent,és f igure 24, 25 et  26 et  tableau
XIX montrent gue dans un deuxième essai réalisé sur une gamme de
concentrat j .ons plus fa ib les (5 à 50 uglnl)  ,  La s i lymarine n 'a pas
modifié Ia fuite des enzlzmes LDH, GPT et GOT aux doses
infér ieures ou égales à 20 uglnl  aLors gu'el Ie entraine une fui t ,e
de ces enzymes statistiguement significat,ive eÈ dose dépendante
pour les concentrations de produit supérieures à 30 uglml comparé
au lot, t,émoin solvant,. Bien gue statist, iguement, signif icat j.ve, Ia
fui te de GOT reste t rès nodérée puisgrr 'e l le at , te ind au plus L2,7
t .

I l  est  a insi  possible de déterminer gue la dose léthale
50 (dose gr:i provogue 50 t de relargage enzymat,igue) se situe
ent , re  40  e t ,50  ug /ml  pour  Ia  LDH eÈ la  GPT.

L'observat ion des cel lu les au microscope opt igue inverse
à contraste de phase a permis de constater la présence d'un
nombre import,anÈ d'hépatocytes en nécrose avec détachement du
tapis cel lu la j . re à Ia dose de 50 uglml et  un ef fet  moindre à Ia
dose de 40 uglnl. La cytomorphologie des cuJ-tures t,raitées aux
doses plus fa ib les est  normale et  en tout point  comparable au lot
témoin solvant.
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A = Îémoin
B = DMSO 1t
Ç = Si lymarine 10
D = Si lymarine 50
E = Si lymarine f00
F = Si lymarine 500
Ç =  S i l ymar ine  1000

u9
ug
u9
u9
u9

/nL
/nL
/mI
/m l
/m l

FiCUTE 23 : EFFET DE tA SILYMÀRINE SUR LÀ FUITE DE LDH DANS LES
HEPAÎOCYTES DE RAT EN CULTURE PRIMÀIRE TRAIÎES
DURANT 24 HEURES

Après 2 heures d, attachement, les hépatocytes sont,
exposés à Ia s i lymarine solubi l isée et  d i luée dans le
DMSO et ajout,ée aux cel lu les sous un volume de l t .
L'activité de la LDH libérée est exprimée en t (moyenne
+ écart  tyPe, n=3).  Comparaison stat ist igrre des moyennes
Par le test  t  de Student exact (***  p
DMSO est pr is comme référence.
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A = Témoin
B = DMSO l t
C = Si lymarine 5
D = Si lymarine l0
g = Si lymarine 20
F = Si l lmar ine 30
Ç = Si lymarine 40
H = Si lymarine 50

Fiqure 24 : EFFET DE LA SILYMARINE SUR LA FUITE DE LDH DAI{S LES
HEPATOCYTES DE RAl EN CULÎURE PRIMAIRE TRÀTTES
DURANT 24 HETIRES.

Après 2 heures d'att,achemenÈ, Ies hépatocytes sont'
exposés à la s j . lymarine solubi l isée et  d i luée dans Ie
DMSO et ajoutée aux cel luLes sous un volume de l t .
L, actj.vité de la LDH libérée est exprimée en t (moyenne
+ écart  type, n=3).  Comparaison stat ist igue des moyeln9s
par fe teSL t de SÈudent exact (* P
l * *  p

s
C)

FF

â
J

ug/mI
ug /n I
u9 / nJ.
u9 lmI
u9 /mI
u9 /mI
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*rl*

ABCDEFGII

A = Témoin
B = DMSO l t
Q=Si l ymar ine  5ug /ml
D = Si lymarine L0 ug /  ml
B, = Si lymarine 20 ug /  mI
F = Silymarine 30 u9 / rn1
Ç = Si lymarine 40 ug /  mI
!l = Silynarine 50 ug / nI

Fiqure 25 : EFFET DE I"A SILYI4ARINE SUR LA FUITE DE GPT DÀl{S LES
TTEPÀTOCYTES DE RÀT EN CULTURE PRIMAIRE TRÂITES
DURAI.IT 24 HEURES.

Après 2 heures d'attachement, les hépatocytes sont
exposés à la silymarine solubil isée et diluée dans Ie
DMSO et ajoutée aux cel lu les sous un volume de l t .
L'activité de la GPT libérée est, exprimée en t (moyenne
+ écart  type, n=3).  Comparaj .son stat ist igue des moyennes
par Ie test t, de student exact (*** p
DMSO est pr is comme référence.

100
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^60
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o40
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A = Ténoin
B = DMSO l t
C = Si lynar ine 5
D = Si lynar ine 10
E = Silymarine 20
F = Silynarine 30
Ç = Si lymarine 40
tl = Silymarine 50

Ficrure 25 : EFFET DE IÂ SILYMARINE SUR I-A FUITE DE GOT DÀI\IS LES
HEPATOCYTES DE RÀT EN CULTURE PRIMAIRE ÎRAITES
DURAI{T 24 HEURES.

Àprès 2 heures d 'at tachement,  Ies hépatocytes sont
exposés à Ia s i lymarine solubi l isée et  d i luée dans Ie
DMSO et ajoutée aux celluJ.es sous un vol,ume de Lt.
L'act,ivit,é de la GOT libérée est, exprimée en t (moyenne
+ êcart ,  type, n=3).  Conparaison st ,at ist igue des moyennes
par Ie t,est, t de Student, exact, ( * p
** *  p  <  0 ,001)  Ie  lo t  DMSO es t  p r is  comme ré fê rence.

s
q)

t{
o
o

u9/ml
u9 lm l
ug / rnl
ug lm l
ug /ml
ug /ml
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lableau XIX : EFFET DE I*A SILYMARINE SUR tA FUITE DES ENZYMES
LDH, GPT ET GOT DA}ÛS LES HEPATOCYTES DE RAT EN
CULTURE PRIMATRE TRATTES DURANT 24 HEURES.

Après 2 heures d'attachement, les hépat.ocytes sont
exposés à l 'a silymarine solubil isée et diluée dans le
DMSO eÈ.ajoutée aux cel lu les sous un volume de l t .
tes activités des enzymes libéréesr déterminées dans 2
eultures issues de rat,s différents sont, exprimées en t.
(moyenne ! écart type, n=3) . Comparaj.son st,at,ist, iq-re des

moyennes par le t,est, t de Student exact, (* p < 0105;
* *p
référence.
Observations cytomorphologigues en microscopie opt,igue
inverse ( MOI ) codée coruûe décrit paragraphe 34L.

PRODUIT .  DOSE
.  ug lml .

LDH * GPT T GOT I MOI

TEMOIN

DMSO

Silymarine

Silymarj.ne

Silynarine

Silymarine

Silynarine

18  ,  3 !1 ,  5

L5  ,8 !L ,7

!4 ,2 !L ,  4

7  6 ,  4 !2  t  2 r r *x  .

8L r  7 !L ;  $ * * * .

O )  ) t â  ? * * *J - t - ! w t J

77 ,0 !0 , J * t  x .

I U

50

L00

500

r000 ND ND

n

+++

+++

+++

+++

TEMOIN

DMSO

Silynarine

Silynarine

Silymarine

Silymarine

Silymarine

Silynarine

19 ,8+0 ,8

L6  ,  L ! ! ,  2

L5 ,9 !0 ,7

15 r  3 !0 ,  L

15 ,  4+1 ,  5

2 l , L l L r  8 * *

4L ,4+L r5 * * * .

63 ,7 !2 r0 * * * .

L8,0 !L ,  4

15 ,9+3 ,  I

15 ,0+1r  3

L4 ,2 !0  ,  4

16 ,0+ l r  9

L9  ,  9 !2 ,3

34r  8 !3 ,1x*x .

54r3 !3 r8* ' t * .

5 ,  9 !0 ,  3

5 ,  0 !0 ,  4

4 ,7 !0 ,2

4 ,5 !0  ,  I

4 ,9 !Q ,  5

6 ,  5+1 ,  L

10r  2 !0 ,2x* * .

!2 '7+Q r  5* * * .

0

r0

20

40

30

50 ++
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4222. MTCRoT4ETHODE.

Les hépatocytes de rat sont, isolés comme décrit,
paragraphe 322L et la cytot,oxicité est, évaluée conme décrit
paragraphe 32222.

Àprès un temps de traitement de 24 heures, Ia mesure de
1'act , iv i té de I 'enzyme LDH l ibérée et  int , racel lu la i re est  évaLuée
conme décrj,t au paragraphe 3322; Ia colorat,ion au Rouge Neutre
comme décrit au paragraphe 334; la coloration au MTT cotrune décrit
au paragraphe 335; le dosage des prot,éines tot,ales comme décrit
au paragraphe 3332 et le dosage de la synt,hèse d'albumj.ne comme
décrit, au paragraphe 3361.

4222T. CYTOTOXTCITE DE L'EXTRÀIÎ  E 5] .41-3À

La synthèse des résultats obtenus au moyen des différents
dosages rnis en oeuvre est consignée tableau XX. Chague paramètre
ét,udié fait 1'objet d'une il lust,ration graphj.gue spécifigue dans
les  f igures  2 '7 ,  28 ,  29 ,  30  e t  31 .

L 'extrai t  E 5L41-34 ne modj. f ie pas la fu i t ,e de l 'enzyme
LDH aux concent,rat,ions inférieures ou égales à 2'5 mg de plante
sèche/ml; la dose de 5 mg de plante sèche/mL enLraj.ne une fuite
modérée (L6r6 t )  a lors gue les doses supér ieures provoguenÈ des
fuites enzymatigues très irnport,antes (supérieures à 90 t )
statistiguement significat,ives comparées au lot témoin non t,raité
traduisant aj.nsi une atteinte de la menbrane plasmigue.

L'extrai t ,  E 5141-34 augrment,e s igni f icat , ivement Ia pr ise
de colorat ion du rouge neutre aux concent,raÈions de 0,625 et  L,25
mg de plante sèche/mL. I l  est  sans ef fet  à la dose de 2,5 mg de
plante sèche/rnl  a lors gue les doses supér ieures ou égales à '5 mg
de plant,e sèche/ml diminuent de façon très significative Ia prise
du colorant, comparé au Iot, témoin non t,rait,é ce gui traduit une
atteinte lysosomiale à part,ir de Ia dose de 5 mg de plante
sèche/mI. La légère augmentation de densitê optlgue gui peut être
observée entre la dose de L0 et  20 mg de plante sèche/m1 est
attribuable à un début, d'artéfact de lecture inputable à la
coloration parasit,e qu'entraine Ia présence de pigtttent,s végétaux
dans l 'extrai t .  Pour cet te raison la réponse rnesurée lorsgue les
hépatocytes sont t , ra i tés avec 40 mg de plante sèche/ml n 'est  pas
exploi ta.ble.

L 'extraj- t  E 5141.-34 modif ie la capaci t ,é de réduct ion des
sels de tét , razol ium (colorat ion au MTT) d 'une manière s imi la i re à
ce qui est, observé avec le rouge neutre ce gui traduit une
at,t,einte des fonct,ions mit,ochondriales à partir de Ia dose de 5
mg de plante sèche/ml comparé au lot témoin non traité. Pour les
mêmes raisons qu'avec Ie rouge neutre,  la réponse mesurée lorsgue
les hépatocytes sont t , ra i t ,és avec 40 ng de planÈe sèche/ml n 'est
pas exploi t ,able.

L'ext,rait, E 5141-34 ent,rai-ne une faible diminut,ion de la
guantité de prot,éines tot,ales présent,e dans les micropuits de
cul t ,ure t , ra i tés aux doses comprises entre 0,  625 et  2,5 mg de
plant,e sèche/ml (différences st,at,istiguement, significatives à
I ,25 et ,  2,5 mg de plante sèche/rn1 mais biologiguement,  comparables
au t,emoin non traité) . En revanche, une nett,e dirninut,ion dose
dépendante est, mesurée lorsqr:e les hépatocytes sont Èraités aux

au
au
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concentrations supérj.eures à 2r.5 mg de plant,e sèche/ml. Pour les
mêmes raisons qu'avec le rouge neut,re et Ie MTT, la réponse
mesurée lorsque 

-les 
hépaÈocytes sont traités avec 40 mg de plante

sèche/ml n 'est  Pas exPloi tab1e.
L'extrai.t, E 5141-34 ne rnodi.f ie pas la capacit,é de

synthèse d'albumine des'hépatocytes t ra i tés à la dose de 0,625 mg
dé plante sèche/ml. Une augmentation sensible est observée aux
dosès de t ,25 et  2,5 mg de plante sèche/ml alors qu'une franche
dininution dose dépendant,e est mesurée dans les traitement's aux
concentrat,ions supétieures ou éga1es à 5 rng de plant,e sèche/ml,
stat,ist, iguement signif, icative comparée au lot t,émoin non trait,é.
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Fioure 27 : EFFET DE L'EXTRÀIT E 5141-34 SUR IÂ FUITE DE LDH
DA}IS LES HEPATOCYTES DE RÀT EN CULÎURE PRIMAIRE EN
MICROMETHODE TRAITES DURÀNT 24 HEURES.

L'extrai . t  est ,  solubi l isé et  d i lué dans Ie mi l ieu de
culture et les concent,rat,j.ons exprimées en mg de plante
sèche/nl .  L 'act , iv i té de l 'enzyme LDH l ibérée est
expr i rnée en t  de I 'act iv i té totale (moyenne !  écart
tlpe) . Conparaison des moyennes par Ie t,est, de SÈudent
l r l e ]Ch  ( * *  p  <  0 r  01 i  i * *  p
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1 0

E 5141-3A mg PS/ml

Fioure 28 : EFFET DE L'EXTRATT E 5141-3À SUR I-a coLoRÀTroN DES
tYSOSOI,IES PÀR LE ROUGE NEUTRE DAI\IS LES HEPÀÎOCYTES
DE RAT EN CULTURE PRIMAIRE EN MICROMETHODE TRÀITES
DURAI.IT 24 HEIIRES.

L'ext , ra i . t  est  solubi l isé et  d i lué dans Ie mi l ieu de
culture et, les concentrations exprirnées en mg de plante
sèche/ml.  L ' intensi té de Ia colorat ion est  expr imée en
densi té opt igue (moyenne !  êcart  type).  Comparaison des
moyennes par  le  t ,es t  de  Student  Welch  ( * *  p  <  0 r01 i  * * *
P

xx

x
ru

o
*(L,

v2

o



- L29

1æ0

1000

10

E 5141-3A mg PS

Fiaure 29 :  EFFET DE L'EXTRAfT E 5141-34 SUR IÂ CÀPACITE DE
REDUCTION DU MTT PAR LES MTTOCHONDRIES DÀIIS LES
HEPATOCYTES DE RAT EN CULTURE PRIMAIRE EN
MICROMETHODE TRÀITES DURLI{T 24 HEURES.

L'ext,rait est solubil isé et dilué dans Ie rnil ieu de
culture eÈ les concentrations exprimées en mg de plant,e
sèche/nI. Lt intensit,é de Ia coloratj.on est exprimée en
densité optj-gue (moyenne ! écart, type) . Comparaj.son des
moyennes par Ie test de Student Welch (** p
p
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t 0

E 5141-3A mg PS

Fiqure 30 : EFFET DE L'EXTRÀIT E 5141-34 SUR LÀ QUAI{TITE DE
PROTEINES TOTÀJ,ES DÀI.TS LES HEPATOCYTES DE R,AT EN
CULTI'RE PRIMAIRE EN MICROMETHODE TRAIÎES DUR,N{T 24
IIEI'RES.

L'extrai t  est  solrr .b i l isé et  d i lué dans le mi l ieu de
culture et les concentrations exprimées en mg de plante
sèche/ml. La guantité de protéines est exprimée en ug
par pui t  (moyenne !  écart ,  type).  Conparaison des
moyennes par  le  tes t  de  s tudent  we lch  ( * * *  p  <  0 ,00L)  .
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È
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Ficmre 31 : EFFET DE L'EXTRAIT E 5141-34 SUR LÀ CAPACITE DE
SYNTHESE D'AIBUMINE DAIiIS LES HEPATOCYTES DE RÀT EN
CULTT'RE PRIMAIRE EN MICROMETITODE TRAITES DURN{T 24
HEURES.

L'extrai t  est  solubi l isé et  d i lué dans le miU.eu de
culture et les concentrations exprimées en mg de plante
sèche/ml. La guantité d' albumine est, exprimée en uglrn1
(moyenne !  écart  type).  Comparaison des moyennes par Ie
t,est de Student, l{elch (* p

20
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lableau vX : EFFET DE L'EXTRAIT E 5141-34 SUR LES ITEPATOCYTES DE
RÂÎ EN CUI.IURE PRIMAIRE EN MICROMETHODE TRAITES

r'"*t?ff:":n.lTTffÎi". et dilué dans re milieu de
culture et les concentrat,j.ons exprimées en mg de plante
sèche/ml.
L'activité de l 'enzyme tDH libérée est exprinée en t de
I'act,ivité totale; les colorations au rouge neutre et au
MTT" en densit,é optigr:e,' Ia gr:antité de prot,éines totaLes
en ug/puit, et, 1'aLbumj.ne sécrétée en uglnl (moyenne
g écart type). Comparaison des moyennes par le test de
Student ltlelch (* P

. DOSE

. uglal .

I,DH

t

RI'

DO r  1000

I'rIt

D(t r 1000

. PROIIEINE:I

. ug / pulÈ

. AtSrJUu|E

.  u g l n I

lEtronl

E  51{1-3À ,  0 ,625

E  5 1 4 1 - 3 A  .  L , 2 5

E 51{1-3À .  2 ,5

E 51{1-3À 5

E  5 l { 1 - 3 À  .  7 , 5

E 5 l {1 -3À .  10

E 51{1-3A .  20

E 51{1-3À .  {0

7 , 0  !  1 , 5

6 , 8  !  1 , 3

6 ' 2  !  2 ' 2

8 , 5  !  1 , 3

1 6 , 6  I  6 , 3  . '

9 1 ,  I  !  2 r 2 t t s

9 1 , 2  !  l , 7 r t r

8 9 , 5  ! ,  2 , 7 t ' t

8 8 , 5  !  3 , 5 r r r

435 I  22
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42222. CYTOTOXICITE DE L'EXTR;A,IT RT 1096.

La synthèse des résu1t,aÈs obt,enus au moyen des différents
d,osages rois ên oeuvre est consignée t,ableau XXI. Chaqre paramèt,re
étuAié falt l 'obJet d.'une i l lustration graphlgue spéclfigue dans
les  f igures  32 ,  33 ,  34 ,  35  e t ,  36 .

L,extrai t  RT i ,096 ne modif ie pas la fu i te de I 'enzyme LDH
aux concentrat,ions inférieures ou égales à 2,5 mg de plant'e

Jécfr"/*f. La concentration de 5 mg de plante sèche/nl provogue
une légère augrmentation du relargage de l 'enzyme (.22,0 t). Après
un ptaË,eau à SO t de relargage observé aux doses de 7'5 et 10 mg
de plante sèche/rnI, 1à fuit,e de tDH augrmente ensuite
proportionnellement à la dose pour at,teindre la valeur de 89r 3 t
iorsq,te les hépatocyt,es sont t,raités avec 40 mg de plar,tte
sècnj/mt; ces valiatiôns sont st,at,ist, iglrement, différentes du lot
t,énoin non traité et t,raduisent, une atteinÈe najeure de la
membrane plasmigue.

L-rextrai t ,  RT L096 ne mod, i f ie pas la colorat , ion par Ie
rouge neutre aux doses inférieures ou égaleS à.2'.5 ng de plant'e
sècÉe/mJ.. Une dininution régulière de la densit,é optigue, dose
dépendant,e et statistigrremenÈ significative, est ensuit,e mesurée
to-rsgrre les hépatocytes sont trait,és avec des doses croissant,es
de pfoduit, ce 

-gr:i 
traduit, une at,teint,e lysosomiale. La densité

àptiqtte donc la coloration prend une valeur rninimaLe guand 1""
cèftrites sont, traj.tées avec 20 mg de plant,e sèche/ml; la petite
augment,at,ion visible ent,re Ia dose de 20 et, 40 mg de ,plante
sèéne/mt est due à une int,erférence des pigments végétaux
cont,enus dans 1'extrai t  RT L096

Dans le test, au MTT, une aug:ment,at j.on des densités
optigues est mesurée lorsqrle les hépat,ocytes s_ol!-t,raités par Ie
Rï fOgg à part i r  de Ia concentrat , ion la plus fa ib le (0,625 ng de
plante sèêne/rnt) jusgr:'à la concent,rat' ion de L0 ng de planÈe
iècfre/mt; ces diiféiences sont statist, iguement significatj.ves
comparé au tot  témoin non trai té.  Une nette diminut, ion de. la
aensité optigue, dose dépendant,e et statist, igrrement, significative
est mesurée lorsgue les cellules ont, ét,é traitées avec des doses
supéri.eures à 10 mg de plante sèche/mL.

Aucune rnodification de Ia gr.rantité de protêines totaJ-es
présente dans les micropui ts de cul t ,ure n 'est ,  observée lorsque
ies hépatocytes sont t ra i tés avec Ie RT f095 à des doses
infér ieures à 10 mg de plant,e sèche/mI.  En revanche, le dosage
révèle de nettes baisses des t ,aux de prot ,é ines pour les
concent,rations supérieures à cet,te valeur seuj-l de L0 mg de
plant,e sèche/ml; les dif férences sont stat, j.stiguement'

Ëigni f icat ives comparé au lot  témoin non trai té.
Le dosage àe I 'a lbumine montre une décroissance régu1ière

de la synt,hèse de cecte prot,éine spécifigure en fonct,ion de la
dose ae nt 1096 administ,rée; Ies différences sont stat,istigtrement
signi f icat ives dès la concentrat ion de L'25 mg de plante
sèche/n l .
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Fiq TE 32 : EFFET DE L'EXTRÀIT RT 1095 SUR LA FUITE DE LDH DANS
LES HEPATOCYTES DE RAT EN CULTURE PRIMAIRE EN
MICROMETHODE TRÀITES DURL}IT 24 HEURES.

L'extrai t  est  solubi l isé et  d i lué dans le miLieu de
cult,ure et les concentrations exprimées en mg de plante
sèche/ml.  L 'act iv i té de 1 'enzyme LDH l ibérée est
exprimée en t de l 'activit,é totale (moyenne ! écart
ttæe) . Comparaison des noyennes par le test de Student
Welch  ( *  p  <  0 r05 i  * *  p
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Fiqure 33 : EFFET DE L'ExrRÀrr RT 1096 suR LA coLoRÀTroN DEs
LYSOSOMES PÀR LE ROUGE NEUTRE DAI\IS tES IiEPÀTOCYTES
DE RAT EN CULTURE PRIMAIRE EN MICROMETHODE TRAITES
DURA}IT 24 HEURES

L'extrai t  est  solubi l isé et  d i tué dans le mi l ieu de
culture et, Ies concentrations exprimées en mg de plante
sèche/ml.  L ' intensi té de la colorat ion est  expr imée en
densi té opt igue (moyenne !  écart  type).  Comparaison des
moyennes par le t ,est  de StudenÈ Î{elch (*  p < 0r05i  ***
p  <  0 ,001)  .
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Fiqure 34 : EFFET DE L'EXTRAIT RT 1096 SUR LA CAPACITE DE
REDUCTION DU MTT PAR LES MITOCHONDRIES DAI{S LES
HEPATOCYTES DE RÀT EN CULTURE PRIMAIRE EN
MICROMETHODE TRÀITES DURÀNT 24 HEURES'.

L 'ext , ra i t  est  solubi l isé et  d i lué dans le mi l ieu de
culture et les concentrations exprimées en mg de plante
sèche/ml.  L '  int ,ensi té de Ia colorat ion est  expr imée en
densité optigue (moyenne + écart, type). Comparaison des
moyennes par Ie test de Scheffe (* risçre
r isgr.re < 0r 001) .
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RT 1096 en mg PS/ml

Fiqure 35 : EFFET DE L'EXTRiAIT RT 1096 SUR LA OUÀIITITE DE
PROTEINES TOTAI,ES DÀIIS LES HEPATOCYTES DE RÀT EN
CULTI'RE PRIMAIRE EN MICROI,IETHODE TRÀITES DURA}IT 24

. HEURES.
L'extrai t  est  solubi l isé et  d i lué dans Ie ni l ieu de
culture et les concentrations exprimées en mg de plante
sèche/rnl. La guantit,é de protéines est exprimée en ug
par puit, (moyenne ! écarc type) . Comparaj.son des
moyennes par Ie test  de Scheffe (***  r isgrre
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Fiqure 36 : EFFET DE L'EXTRÀIT RT 1096 SUR LA CAPACITE DE
SYNTHESE D,AI.BU{INE DAI{S LES HEPÀTOCYTES DE RAT EN
CULTURE PRIMAIRE EN MICROMETHODE TRÀITES DURÀNT 24
HEURES.

L'extrai t ,  est ,  solubi l isé et  d i lué dans Ie mi l ieu de
culture et les concentrat,ions exprimées en mg de plante
sèche/ml. La g1rantité d'albumine est exprimée en ug/ml
(noyenne !  écart  type).  Comparaison des moyennes par Ie
test de Student 9lelch (** P
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Iab^tre.au-JIXI: EFEET DE L'EXTRÀIT RT 1096 SUR LEs HEPATOCYTES DE
RÀT EN CULI\'RE PRIMAIRE EN MICROMETHODE ÎRAITES
DURN'IT 24 HEI'RES.

L'extrai t .est  solubi l isé et  d i lué dans le mi l ieu de
culture et les concentrations exprimées en mg de plant.e
sèche/nL.
L'activité de I 'enzyme LDH libérée est exprinée en t de
1'act iv i té totale,  les colorat ions au rouge neutre et  au
MTT en densité optigue; la guant,it,é de prot,éines t'otales
en ug/puj,t et l 'alburnine sécrétée en uglml (moyenne !
écart type). Comparaison des noyennes par Ie test, de
Student Welclr (* P
pour la LDH, le rouge neutre et I 'albumine. Comparaison
des noyennes par Ie t,est de Scheffe (* risque
risgr:e

PROTX'IÎ . OOSE LDH

t

RN

Do x 1000

!n1

Do r 1000

PROIIEII{ES

uE / pul'E

À.LBIJUINE

u g l r I

lE to l l {  17 ,2  I  3 ,0  439 :  {1

R f ,  1 0 9 6  .  0 ' 6 2 5  .  1 8 ' 9  !  1 , 0  .  { 0 3  t  5 3

R f  1 0 9 6  .  1 , 2 5  .  1 4 ' 1  !  3 , {  4 1 0  t  { 3

R Î  1 0 9 6  2 , 5 .  1 9 , 0  !  6 , 3  4 2 3  t 2 8

R Î 1 0 9 6  .  5 . 2 2 . 0 ! 3 , 9  .  3 8 6 ! 3 9  '

R Î  1 0 9 6  .  1 , 5 .  3 0 , {  !  7 , 4  t t  .  3 3 5  I  3 ? r r t

R T  1 0 9 6  .  l O  .  2 9 , 6  !  6 , ! r r r  .  2 3 4  ç  2 ) t t t

R Î 1 0 9 6  .  2 0 . 5 8 , 8 ! t l 1 l r r r .  1 2 1 5 r r t

R r  1 0 9 6  { 0  .  8 9 , 3  !  2 , 4 t t t  .  4 6  g  1 2 r t r

1 6 3 0  t  1 7 5

1839  !  105  t

198?  +  92  r r r

1 9 5 0  I  1 1 1 r r r

1 8 3 9  I  7 0  t

1 8 2 ?  I  3 6  t

L112 !  7S

764  1  62  r r r

3 7 5  +  4 4  r r r

r 2 , 7  !  0 , 6

! 2 , 4  !  0 , t

l 2 r 5  !  0 r 8

1 2 , 3  !  0 , 6

1 1 . 6  !  0 , 8

1 1 , 5  !  1 , ' l

9 1 8  !  0 r 3 r r r

2 , 4  !  0 r { r r r

{ r 2  !  0 r 5 r . r

I r l , 2  !  1 , 3

1 3 , 8  !  2 , 3

l O , 3  L  l , 4 t r t

1 1 , 3  !  0 , 5  r r

! 0 r {  !  0 , 9 r "

9 r {  !  0 , 6 t r t

8 r 7  !  0 , 7 r t t

3 1 5  !  1 , o i r r

ND

n / I o È



140

423 . HEPATOCYTES HUMAINS EN CULTURE PRIMAIRE.

Les hépatocyt,es humains sont, isolés conme décrit au
paragraphe 323L et rnis en cultu-re pour les tests de cytotoxicité
comme décrit au paragraphe 3232 avec les condj.tions B.

423I.  CYTOTOXICITE DE L'EXTRÀIT E 5141.34.

Après un t,emps de traitement, de 24 heures, le milieu de
culture est remplacé par du milieu frais sans extrait de plante.
Au:( t,enps 24r 48 et,72 heures la mesure de l 'act,ivité des enzymes
LDH, GpT et GOT libérées ainsi gue les activiÈés enzymatiques
tot,ales sont, évaluées comme décrit au paragraphe 3322-
L, observat,j.on cytomorphologigrre des cellules est effectuée comme
décrit au paragraphe 341.

Les résuLt,ats présentés figures 31 et 38 et t,ableau XXII
montrent gu'au temps 24 heures on observe une légère dimj.nution
de la fuite des enzymes LDH et, GPT pour Ie lot t,rait,é à la dose
de 2,5 mg de plante sèche/ml et une légère augment,ation pour Ie
lot traité à Ia dose de 5 mg de plant,e sèche/ml comparé au lot,
t,émoin non traité; ces différences ne sont pas stat,istiquement,
significatives. En revanche, une nett,e augment,ation de la fuite
de ces enzymes, stat,ist, igr.rement signif icative, est observée
Iorsgr:e les hépat,ocytes sont trait,és avec 10 mg de plante
sèche/ml. Ces comment,aires sont transposables aux t,emps 48 et 72
heures

Les résultats présentés figure 39 et, t,ableau xxII ne
mont,rent, pratigLrement aucune variation de la fuiÈe de l 'enzyme
GOT entre Ie lot, t,émoin et les lots trait,és, guelgue soit Ia dose
adninist,rée. De nême, aucune modificatj.on n'apparait ni au t,emps
48 heures nj .  au temps 72 heures s i  ce n 'est  l 'augrnent,at ion
natureLle de Ia fuite enzymatj.gue au cours du temps, beaucoup
plus élevée çIue la LDH et, Ia GPT.

L'observation cytomorphologigue des cultures au
microscope optigue inverse à cont,raste de phase révèle au temps
24 heures un début, de nécrose d'une proportion importante des
cel lu les t , ra i tées à Ia plus for te dose ( f0 mg de plante sèche/ml)
gui  évolue vers une nécrose général isée à l 'ensenble du tapis
cel lu la i re après 48 et ,  72 heures de cul ture.  A la dose
intermédiaire de 5 mg de plant,e sèche/ml on observe guelgues
phénomènes d'a1t,érat , ion cel lu la i re ( inclusions cytoplasmigues et
rét,ract,ion hépatocytaire) alors que les cultures traj-tées à la
dose de 2,5 mg de plante sèche/mJ. sont morphologiguement
comparables au lot témoin non t,raité.
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Fiqure 37 : EFFET DE L'EXTRAfT E 5141-34 SUR LÀ FUITE DE LDH
DAÀIS LES HEPATOCYTES HUI4AINS EN CULÎURE PRII,IÀIRE
DURAI.IT 72 HEURES.

L'extrai t  est  solubi l isé et  d i lué dans le mi l ieu de
culture et les concentrations exprimées en mg de plante
sèche/ml.  Après 24 heures de trai t ,ement,  Ie mi l ieu est
remplacé par du rnileu sans ext,rait de plante. Les
activités enzymatiques sont exprimées en t de I 'activit,é
totale (moyenne + écart ,  type, n=3).  Comparaison des
moyennes par le t ,est  de scheffe (***  r isque
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Fiqure 38 : EFFET DE L'EXTRiA,IT E 5141-3A SUR IÂ FUITE DE GPT
DAIIS LES HEPÀTOCYTES HT'MAINS EN CULTURE PRIMAIRE
DUR.AIIT 72 HEURES.

L'extrâi t  est  soh-rbi l isé et  d i lué dans Ie ni l ieu de
culture et les concentrations exprimées en rng de plante
sèche/ml. Àprès 24 heures de traitement,, Ie milieu est
remplacé par du rnileu sans extrait de plante. Les
act iv i tés enzymatiques sont expr imées en t  de I 'act iv i té
totale (moyenne + écart ,  type, n=3).  Comparaison des
moyennes par le test  de Scheffe (***  r isgue < 0r 001) .
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Temps 24 heures A = Témoin
B =  2 r5  ng  PS
Ç= 5  mgPS
D=f0  mgPS

Temps 48 heures E = Témoin
F= 2 ,5  mgPS
Q= 5  mgPS
l l=10  mgPS

Temps 72 heures I = Îémoin
J=  2 ,5  ngPS
l (=  5  mgPS
l=10  mgPS

F-i.gUe-19 : EFFET DE L'EXTRÀIT E 5L41-34 SUR LA FUITE DE GOT
DAIIS LES HEPATOCYTES HUMAINS EN CULTURE PRIMAIRE
DURA}TT 72 HEURES.

L'extrai t  est  solubi l isé et ,  d i lué dans le mi l ieu de
culture et les concentrations exprimées en mg de plante
sèche/ml.  Àprès 24 heures de trai t ,ement,  Iê mi l ieu est
remplacé par du mileu sans extrait de Plante. Les
activités enzymatigues sont, exprimées en t de I 'activité
total .e (moyenne + écart  type) .  L 'analyse de var iance
ne montre pas de di f férence signi f icat ive.
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lableau XXrr : EFFET DE L'EXTRAIT E 514L-34 SUR IÂ FUITE DES
ENZYMES. LDH, GPT ET GOT DAÀTS LES ITEPATOCYTES
ITÎTMAINS EN CI'LTURE PRIMATRE DURÀNT 72 TTEURES.

L, extrait est, soh.rbilisé et, dilué dans Ie nilieu de
culÈure et les concent,rations exprimées en mg de plant,e
sèche/rn1. Après 24 heures de t,raitement, le milieu est,
renplacé par du mileu sans extrait de plante. Les
activités- enzymatiques sont, exprimées en * de l'act'ivit'é
t,otale (ruoyenne ! éca3f, type, n=3) . Comparaison des
moyennes pàr le t,est de Scheffe (*** risgrre

TEMPS DOSE LDH I GPT * GOT *

24 Heures

48 Heures

12 lleures

L2 ,1  a
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L4 ,4  !
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L4 ,4

29 ,9

L7  ,6
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+

+
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4232. CYTOTOXICTÎE DE L'EXTRAIT RÎ T095.

Après un temps de traitement de 24 heures, Ia mesure de
l, activité des enzymes LDH, GPT et GOT libérées alnsi gue les
activit,és enzymatigrres totales sont évaluées conme décrit. au
paragraphe 3322. L'observat,ion cytomorphologiqre des cellules est
effectuée conme décrit au paragraphe 341.

Les résu1t,ats présentés fign:res 40, 4L et 42 et t 'ableau
XXIII montrent, çJue l'extrait, RT 1096 ne raodifie pas la fuite de
ces t,rois enzymes lorsgrre les cellules sont trait,ées avec Ia plus
faible des concentrations (1 rng de plant,e sèche/n1) . Aux doses
supérieures, I 'extrait n'entraine gr:e de faibles variat,ions du
relargage des enzlrmes mesurées et toutes ces variat,ions vont dans
Ie sens d'une dj"rninution de Ia fuite naturelle de ces enzymes'
Ies différences sont statistigr:ement significatives pour la LDH
et la GOT comparé au lot t,ésroin non traité. Une seule valeur fait
exception dans le cas de la mesure de la fuite de Ia GPT gtrand
les hépatocyEes sont, t,raités à la dose de 20 mg de plant,e
sèche/ml nais sans significativité sÈatistigue.

L'observat,ion cyt,omorphologigue des cultures au
nicroscope optiqrre inversé à contraste de phase montre cependant
gr:elgr:es légers signes de souf france cell,ulaire à forte dose.
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1510

RT 1096 en mgPS/ml

Fiqure 40 : EFFET DE L'EXTRÀIT RT 1096 SUR LA FUITE DE LDH DAI{S
LES HEPATOCYTES ITUMAINS EN CULTURE PRIMAIRE DURANT
24 HEI'RES.

L'extrai t  est  solubi l isé et  d i lué dans le ni l ieu de
culture et les concent,rations exprimées en ng de plante
sèche./ml. Les activités enzymatiçIues sont exprimées en
* de l 'act iv i té totale (moyenne + écart  type'  n=3).
Comparaison des rnoyennes par le test de Scheffe
( * r  r i sgr re  <  0 r  01 ,  * * *  r i sgue
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15101520

RT 1096 en mg PS/ml

Fioure 41 : EFFET DE L'EXTRÀIT RT 1096 SUR LÀ FUITE DE GPT DAIIS
LES HEPATOCYTES HI'MAINS EN CULÎURE PRIMAIRE DURÂNT
24 HEURES.

L'extrai t  est  solubi l isé ec di lué dans Ie mi l ieu de
culture et les concentrations exprimées en mg de plante
sèche/ml. Les activités enzymatiçIues sont exprinées en
t de I 'act iv l té totale (moyenne + écart  type, n=3) .
L 'analyse de var iance ne révèle pas de di f férences
signi f icat , ives ent,re les loÈs.
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1510

RT 1096 €n mg PS/ml

Fiqure 42 : EFFET DE L'EXTR.AIT RT 1096 SUR IÀ FUITE DE GOT DAI\IS
tES HEPATOCYTES IIUMAINS EN CULTURE PRIMAIRE DURANT
24 HEURES

L, extrai.t est solubil isé et dilué dans Ie nil ieu de
culture et les concentrations exprimées en ng de plante
sèche/mI. Les activit,és enzymatiques sont exprimées en
t de l, activiÈé totale (moyenne + écart type, n=3) .
comparaison des moyennes par Ie test de scheffe
( * * *  r i sg r re  <  0 r  001)  .
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Tableau XXffr : EFFET DE L'EXTRAIT RT f096 SUR LA FUITE DES
ENZYMES LDH, GPT ET GOT DA}TS LES ITEPAÎOCYTES
HT'MAINS EN CT'LTURE PRIMAIRE DURAITÎ 24 HEURES.

L, extrait, est, solr.rbilisé et dilué dans Ie rnilieu de
culture et,' les concent,rations exprinées en mg de plante
sèche/ml. Les act,ivités enzymatiçPes sont expriméês en
t de l 'activit,é t,otale (moyenne ! écart type, n=3) .
Comparaison des noyennes par le Lest de Scheffe
( * *  r i sgue  (  0 r  01 ,  * * *  r i sque  <  0 '  001)  .

TEMPS LDH T GPT T GOT *

24 heures 21 ,0  !

L6 ,7  +

t3 ,2  !

1 ?  n  r
L J ' V  . :

L3r  0  +

L4 ,4  !

n

I

5

r.0

L5

20

3 r4

L ,L

0,7

0r  8

0r  3

0r2

7 ,9  +

7 ,L  !

7 ,2  +

6 ,4  +

6 ,7  !

8 r  8  +

0 r5

0,2

0 r5

0 r5

0 r  5

0,7

9 ,3  +

81  9  !

7 ,8  !

61  5  +

51  9  t

6 ,3  +

0 r  3

0 r  3

n  1 * * *

0 r  4 * * *

0 r  1x * *

0 ,2 *xx

* f

* *

* *

* *
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43. INFTUENCE DES EXTRAITS D'Eupatorium cannabinum L. SUR IÂ
CYTOTOXICITE DE 2 PRODUITS DE REFERENCE :
LE TETRACHLORURE DE C.ARBONE ET I.A D-GAI,ACTOSÀI,IINE.

A partir des essais présentés dans la part,ie 4L' les
conditions d'intoxication des hépatocyt,es par le t,étrachJ.orure de
carbone (CCI4), permett,ant d'apprécj,er une act,ion spécifigue du
toxigr:e de référence en mininisant, I 'effet du t, iers solvant, ont
été définies. Dans cett,e même partie, des condit, ions adaptées à
f intoxication des hépat,ocyt,es en culture primaire par Ia
D-galact,osarnine onÈ été également, définies.

Dans ce chapitre, sont présentés les résu1t,ats que nous
avons obt,enus pour tent,er d'éprouver jn vitro les potentialités
hépatot,ropes de 2 ext,raits agueux d'Eupatorium cannabinum L
(g 5141-34 et  RT L096) sur plusieurs modèles d 'hépatocytes en
cul ture.

431. ITEPAÎOCYTES DE RAT EN SUSPENSION.

Les hépatocytes de rat, sont isoLés conme décrit au
paragraphe 32tt. La mesure de 1'activité des enzymes libérées est
évaluées comme décrit, au paragraphe 3321'

431]. .  INFLUENCE DE L'EXTRÀIT E 5141-34 SUR I ,A TOXTCITE DU
CC14 EN TRÀITEMENT SIMULTANE DURANT 30 MINUTES.

Le prot,ocole suivi est décrit au paragraphe 324L avec les
condi t ions A.

Les résult,ats prééentés t,ableau XXIV rnont,rent qr:e par
rapport à une augment,ation de la fuite des enzymes LDH, GPT et
GOT assez modeste mais cependant statistiguement significative
qu'a provogr-ré le CCl4 comparé au témoin DMSO, l 'extrai t  E 5L4L-34
testé à Ia concent,rat ion de 2,5 mg de plante sèche/ml,  a l imi té
part ie l lement Ia fu i te de LDH et de GPT mais n 'a pas diminué Ia
fui te de GOT.
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lableau XXIV : INFLUENCE DE L' EXTRAIT E 5141-34 SIIR LÀ FUITE DES
ENZYMES LDH, GPT' ET GOT INDUITE PAR LE CCL4 4MM /
DMSO DAIiIS LES HEPATOCYTES DE RAT EN SUSPENSION EN
ÎRAITEMENT STMULTÀÀIE DURÂNT 30 MINUTES.

La concent,ration de I 'extrait, de plant,e est exprimée en
rng de plant,e sèche/pl. Les activit,és enzlmatiqtleq sont
eiprirnêes en nUI /LOo cellules par mI (moyenne ! écart
type, n=41 . Comparaison des moyenges par le Fest' ! 9ç
sÉuOent par rapport au lo! DMSO ("P
par rapport ,  au lot ,  CCI4 ( :P (  0r  01) .

PRODUTT DOSE LDH GPT GOT

DMSO 1 t  448+26 36+5  
'72+7

CC14 AnM 78L !57c  57 !9b  1 -59+45b

E 5141- -3A .  2 ,5  656  +  36  e  49  +  2  LgL  !  28
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43L2. INE'LUENCE DE L'EXTRÀIÎ RT 1096 SUR LA TOXICITE DU
CC14 EN TRAIÎEMENÎ SIMULTAIIE DURÂNT 60 MINUTES.

Le protocole suivi est décrit au paragraphe 324t avec les
condi t ions B.

Dans le tableau XXV sont, regroupés les résult,ats obt,enus
lors de 5 essais indépendants (préparat,ions issues de 5 rat,s
différents) . On observe une augrmentation important,e de la fuj.te
des enzymes LDH, GPT et GOT dans les lots t,raités par Ie CC14 L0
mM, st,atistigrremenÈ significat,ive comparée aux lots témoins non
intoxigrrés. L'extrait, RT 1096 dimj.nue de façon assez sensible la
fui te des enzymes si  l 'on compare les lots t ra i tés avec la plante
et, Ie toxigue par rapport aux lots t,raités avec Ie CC14 seul. Si
1 'on examine les var iat ions inÈer-groupes enregistrées avec les
différent,es enzymes, les écarts mesurés avec Ia GOT sont les plus
nets.  Cependant,  parce gu' i l  existe des var iat ions importantes
intra-groupes, l 'exploi tat ion stat ist igue f iable à part i r  de ces
résult,ats ne met pas toujours en évidence cet effet. La tendance
du RT L096 à présenter un pouvoir hépatotrope vis à vis du CC14
10 mM solubi l isé dans l 'éthanol  n 'a pas été reprodui te dans
l 'essa i  2 .
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Tableau X)fi/ : INFLUENCE DE t'EXTRAIT Rt 1096 SUR LÀ FUITE DES
ENZYMES LDH' GPT ET -GOT INDUITE PAR LE CCL4 TO MM/
ETHANOL DANS IES HEPATOCYTES DE RÀT EN SUSPENSION
EN TRÀITEMENT SIMULTÀI{E DURÂNT 60 MTNUTES.

La concentra?ion de I 'ext,rait de plant,e esÈ exprimée en
mg de plante sèche/gl. Les activités enzymat,igues sont'
exprinrées en nrUI/L0' cellules par mI (moyenne ! écart
type t rL=A sauf dans I 'essai 5 ou n=3) . Comparaison des
moyenneshpar Ie tesl t de St,udent par raPpott au lot
Èémoin  ( "p  5  0 ,01 ;  "P  É 0 ,001)  pa f  rappor t  au  lo t
intoxigr.ré (*p

PRODUIT DOSE LDH GPT \:v I

TEMOIN
ccl4
RT + CC14
RT + CCl4
RÎ + CC14

L0 mM
L,25
2 ,5
J

ND
ND
ND
rilD
ND

ND
ND
ND
ND
ND

96+6
450!52c
4L4  !L7  c
328  +  l14c
382  I  l 10c

cc l4
RT + CC14
RT + CCl4
RT + CCI4

L0 mM
L ,  4 J

2 r5
5

ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND

310 +  108
4L6  !  26
348  +  94
345  +  1L0

TEMOIN
cc14
RT + CC14
RT + CCI4

10 mM
2,5
5

ND
ND
ND
ND

c

cd

ND
lip
ND
ND

56!3
3L8  !  19
229  +  57
289 t  52

TEMOIN
cc14
RT + CC14
RT + CCI4
RT + CC14

10 mM
L,25
2 ,5
5

707
L432
1569
107 9

47
148
Â c ?

LL5 ae

!2
+9  b
+39b
+5 b
+2  bd

+
+
!

ND

35
72
84
O I

56t3
543  +  362
6L5  +  465
279  +  73
243 +  27

TEMOIN
ETIIÀNOL
cc14
RÎ + CCl4
RÎ  + CCI4
RT + CC14

.  r349

.  3274

:  

t too

Lt
L0 mM
L,25
2r5
5

+
+

+

+

c

ND
!
3
+

ND
ND

73
209
37

o t
67

328
97

20'7
L48

1
4
f5  c
4e
L37
67d

60!3
82+9

L294 +  l21b
t74+62 f
763  +  634
402 !  330d

ND = non déterminé
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4313. INFLUENCE DE t,EXTRÀIT E 5141-3A SUR I"A TOXICITE DU
CC14 EN TRAITEMENT PRE\ENTIF.

Le prot,ocole suivi est, décrit au paragraphe 3242 avec les
condi t ions A.

Dans un premier essai, nous avons voulu voir si Ie t,emps
de prétraitement, des hépat,ocytes par I 'extrait, de plante supposé
hépatot,rope pouvait avoir une importance sur la réponse des
cel lu les à l 'agression du t ,oxigue de référence.

Les résultat,s présentés figures 43 ' 44 et 45 et' tableau
ffVI mont,rent, gue le CC14 I mM augrmente nettement la fuit,e des
enzymes LDH, GPT et, GOT, malgré des écart,s t]æes important,s dans
le lot t,raité avec le toxigr-re seuJ, La différence des moyennes
est statistiguement significatj-ve comparée au lot ténoin solvant.,
Une diminution important,e (voisine de 50 t) de la fuit,e de ces
enzymes est ,  mesurée lorsgrre I 'extrai t  E 5L41-3À est ,  a joutê aux
cellules avant Ie t,oxigr:e. Les valeurs mesurées aux divers t,emps
de prétrait,ernent sont sensiblement, égales de telle sorte qu'un
temps de prétraitement de 30 minutes est suffisant pour l initer
l, impact du CC14 8mM sur les hépatocyt,es. La faible augmentation
de la fuite des enzymes entre les temps de prétraitement, 30
rninut,es et L20 rninut,es attest,e de Ia bonne viabil iÈé des
ce I lu1es .

Dans un deuxième essai nous avons reproduit le modèIe ci
dessus en l initant le temps de prétrait,ement, des hépat,ocytes par
I'extrait, de plant,e à une durée de 30 minutes avant de les
intoxiguer par le CCL4 pendant les 30 m.inut,es suivantes. Dans Ie
tableau ru(VfI sont, regroupés les résuLtats obtenus lors de 3
préparat,ions d'hépat,ocyt,es issus de foies de rat dif,férents . Dans
les  3  cas ,  l ' ex t ra i t  E  5141-34  tes té  aux  doses  de  L '25  e t ,  2 ,5  mg
de plante sèche/ml dirninue nettement Ia fuite des enzymes LDH'
GPT et, GOT provogrrée par le CCI4 I mM solubil isé dans le DMSO et
a jouté aux cel.Lu1es sous un volume de 1t. La comparaison
statistigrre des lots "protégrés" par rapport aux lot,s intoxiqués
est, dans t,ous les cas statistigl-lement signif icat,ive.

Dans les tableaux H(VI et X)ffII les * de protection sont
ca1culés selon Ia formule suivante :
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3æ0

d

ABCDEF

A'=DMSOl t
B=CC148mM
C = E 5141-34 2r5  mg de PS/ rn I  30  nn  +  CCI4  8mM 30
D =  E  5141-34  2 ,5  ng  de  PS/mI  60  mn +  CCt4  8mM 30
E =  E 5141-34 2 ,5  mg de PS/ml  90  mn +  CC14 8mM 30
F =  f ,  5141-34 2 ,5  mg de PS/ml  L20 mn +  CC14 8mM 30

F

J looo

mn
mn
nn
mn

Fioure 43 : INFLTTENCE DU TEMPS DE PRETRAITEMENT PAR L'EXTRÂIT
E 5141-34 SUR IÂ FUTTE DE L'ENZYME LDH INDUITE PÀR
LE CCL4 8 MM/DMSO DÀITS LES HEPÀÎOCYTES DE RÀT EN
SUSPENSION INTOXIQUES DURÀNT 3O MINUTES.

La concentrat,ion de l 'extraj.t, de plant,e est exprimée en
rng de plante sèche/pl. Les activités enzymatiques sont
exprirnées en nUI/L0" cellules par mI (moyenne + écart
type, n=3) . Comparaison des rnoyenqes par le test, t de
Student par rapporf;, au lot, DMSO (*P
au lot, intoxigr^ré (*p
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o

A=DMSOLt
B=CC148mM
C =  E  5141-3À 2 ,5
D=S5141, -342 ,5
E =  E  5141-34  2 ,5
F  =  E  5141-3À 2 ,5

PS /rn] 3 0
PS/ml  60
PS/mI  90
PS/nJ. L20

8mM
8nM
8mM
8mM

mn+
mn+
nn+
mn+

mg de
mg de
mg de
mg de

ccI4
ccl4
cc14
cct4

30
30
30
30

mn
nn
mn
À t u l

FiquTe 44 : INFLUENCE DU TEMPS DE PREÎRAITEMENT PAR L,EXTRAIT
E 5141-3A SUR IÀ FUITE DE L'ENZYME GPT INDUITE PAR
I.E CCL4 8 mM/DMSO DAIIS LES HEPÀTOCYTES DE RÂT EN
SUSPENSION INTOXIQUES DURAI{T 30 MINUTES.

La concent,ration de 1'extrait de plante est exprirnée en
ng de plante sèche/gl. Les activit,és enzymatiç$es sont,
exprimées en mUf/10" cellules par mI (moyenne + écart
type, n=3).  Comparaison des noyenges par Ie test ,  t  de
Student par rapport au lot DMSO (*p
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rTo

1 000

S

f1
)î
(,

30
30
30
30

Fi cTuTe 45 : INFLUENCE DU. TEMPS DE PRETRAITEMENT PÀR L, EXTRÀIT
E 5141-3A SUR I"A FUTTE DE L'ENZYME GOT INDUITE PÀR
LE CCL4 I mM/DMSO DÀtlS LES HEPATOCYTES DE RÀÎ EN
SUSPENSION INTOXIOUES DURANT 3O MINUTES.

La concentrat , ion de 1 'extrai t  de plante est  expr imée en
mg de plante sèche/pl. Les activités enzymatigues sont
expr imées en mUf/10'  cel luLes par ml (moyenne + écart
type, n=3) . Comparaison des moyennes,^par Ie test, t de
Student par rapport au lot,^témoin ( "p ( 0r0l ) par
rapport au lot intoxiqrré (-p

A=DMSOl t
B=CC148mM
C =  f ,  5141-3A2,5
D =  f ,  5141-3À 2 ,5
E =  f ,  5141-3À 2 ,5
F  =  B  5141-3À 2 ,5

PS/ml  30
PS/ml  60
PS/mL 90
PS/nI L20

mn
nn
mn
mn

8mM
8mM
8mM
8mM

nn+
mn+
mn+
nn+

mg de
mg de
mg de
ng de

ccl4
ccl4
ccl4
cc14
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lableau X)fl/r : INFLLIENCE DU TEMPS DE PRETRÀITEMENT PAR t' EXTRÀIÎ
E 5I41-3A SUR LA FUITE DES ENZYMES LDH GPT ET
GOT INDUTTE PÀR tE CCL4 8 MM/DMSO DÀ}TS I.ES
HEPATOCYTES DE RAT EN SUSPENSION INTOXIQUES
DUR,,AI\TT 30 MINUTES.

La concentration de l 'extrait de plante est exprimée en
mg de plante sèche/pl. Les act,ivités enzymatiques sont,
expr imées en mUI/10" cel lu les par ml (moyenne !  écart
type, n=3) . Comparaison des rnoyençes par Ie fest t de
Student par rapport au lot DMS9 ('P
par rapport au lot intoxigrré (*p

PRODUIîS.  DOSES. PRSIRIITEIGITI .  I .DI I  .  GPl .  CC|: l

trûtso . I t

ccl{ . 8 ûl{

.  { 5 5 t 4 {  6 0 i 6  .  8 1 t 9

. 1 6 5 9 3 4 6 7 a . 2 4 3  3 8 r t a  7 5 9 ! 2 2 1 b .  0  .  0  0

8 5 1 { 1 - 3 À . 2 , 5  3 0 u r N U l E S  .  8 7 7 1 1 ? 2  U 2 t 2 0  3 3 5 ! 9 1 d  .  4 7  5 {  .  5 6

+ CqL{ t nl,t

E 51f 1-3À . 2,5 60 l , t l l {ulE:t 832 t 119d 106 ! 21 2E5 : 53 d . 50 56 62

+ ccll 8 ûtl

8 5 1 f 1 - 3 À .  2 , 5  .  9 0 u r l | u l E s  8 9 0 : 1 7 9  1 1 9 t 2 2  2 8 6 t 8 8 d  { 6  .  5 1  .  6 2

+ CCI{ I Ell

8 5 1 { 1 - 3 À . 2 , 5  l 2 0 M I N r n E s  1 0 3 0 t 6 0  1 3 7 l r l  3 6 8 t 5 5 d  3 8  . 4 {  .  5 1

+ ccla I ill

. I.DH . GPl . GOl

. t DE PROIESÎION
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Tableau XXVrr : IMLUENCE DE L' EXTRAIT E 514f -34 EN PRETRAIT-
EMENT DE 30 MINUTES SUR LA FUITE DES ENZYMES
LDH, GPT ET GOT INDUfTE PAR LE CCL4 I ml'l / DMSO
DA}TS LES HEPATOCYTES DE RÀT EN SUSPENSION
INTOXTOUES DURAI{T 30 MINUTES.

La concentrat,ion de I 'extrait de plante est exprimée en
mg de pl.ante sèche/gl. Les act,ivités enzymatiqpes sont,
exprimées en nuI/10" cellu1es par ml (moyenne + écart
t1pe, n=5).  Comparaison des moyennes pâr le test  Ë de
StudenÈ pgr rapport au lot intoxigué (-p

PRODUÎÎS . DOSES . PRETnIIIÊI.IEXT .

ccl{

E  51{1-3À
+ ccL{

8 ot{

2 r 5

I ûl,l

.  9 1 6  g  2 2 1

30 ltrMrlEs . 559 ! 1{? d

1 { 2 ! 5 4  . 3 9 6 t r 1 5  .  0  .  0

8 7 : 1 5 . . 2 7 5 ! 9 1 d  .  2 t  .  3 9

. 0

. 3 1

ccl{

E  51{1-3À

+ CCL{

g nl,l

1 ,  2 5

8 ! û

.  1835 !  31{

30 rrINIxlEs . 8r9 t 166 f

2 1 { ! l  9 1 5 ! r 8 0

1 1 9 t 2 4 8 . 3 7 2 1 5 1 f

ccJ.l

E 51{1-3À

+ CgL{

.  t û t l

.  1 , 2 5

8 otl

.  r 2 { {  !  1 1 0

.  8 2 1 t S t f

. 1 1 9 t 1 3  5 1 6 i 8 0

.  9 5 t 6 1  3 3 2 ! { 3 .

0 0

30 !,rrmEEs 32

t DE PROÎECÎION
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43L4. INFLUENCE DE L'EXTRAIT RÎ 1096 SUR I"A TOXICITE DU
CC14 EN TRAITEMENT PRE\ÆNTTF.

Le protocole suivi esL décrit au paragraphe 3242 avec les
condit, ions 4..

Dans te tableau )O(VIII sont regroupés les résultat,s
obtenus lors de 5 préparat,ions d'hépaÈocytes issus de foies de
rat ,  d i f fêrent,s.  Dans les 3 premJ.ers essais,  l 'extrai t ,  RT L096
t,esté aux doses de L,25 eE 2'5 mg de plante sèche/ml diminue
faiblement la fuit,e des enzymes LDH ou GPT provoqr-rée par Ie CC14
8 mM après 30 minutes de traitement,, La comparaison stat,ist, igue
des moyennes entre les lots "protégés" par l 'extrai t  d 'Eupat,oire
et,  les lots intoxiqrrés par le CC14 est  s igni f icat ive dans I 'essai
2. CependanÈ, i l faut not,er que dans ces essais, le relargage de
ces enzymes, Iorsgue les hépat,ocytes sont traités avec Ie toxigue
de référence, est faible bien gr:e les différences des moyennes
soient, statist,iguement significat,j.ves comparées aux lot,s témoins
nrayant reçu çFte le solvant, DMSO ft. En revanche, une diminution
non nég1iEeable des fuit,es enzymat,igues est observée dans I 'essai
4 dans 

- 
legrrel le CC14 à provogué un relargage très éJ.evé. Un

effet, modérat,eur plus nodeste est mesuré dans l 'essaj- 5.
Comparées aux lots trait,és par le CC14, les noyennes des lot,s
prétrai tés par 1 'extrai t  de plante sont stat ist , iguement
di f férenËes.
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INFLUENCE DE L'EXTRAIT RT 1096 EN PRETRÀITEI4ENT
DE 30 MINUTES SUR LÀ FUITE DES ENZYMES LDH, GPT
ET GOT INDUITE PAR LE CCL4 8 NM / DMSO DATVS LES
HEPATOCYTES DE RÂT EN SUSPENSION INTOXIQUES
DURANT 30 MINUTES.

La concentrat,ion de I 'ext,rait, de plante est exprimée en
mg de plante sèche/pl. Les acÈivités enzymatigues sont,
exprimées en mUI/10" cellules par rnI. (moyenne ! écart
type, n=5). Comparaison des moyennes plr le test f le
Bonferro4i par rapport au lot témoin (*p
<^0,01 ;  'p  < -0 ,001)  par  rappor t  au  lo t  in tox igué
(-p

PRODUIÎS . DO3ES . PRE|IRÀIÎEI@IÎ .

DÛ'IO

ccLtl

RÎ 1096

+cCL4

RÎ 1096
+CCËa

1 t

a d l

L , 2 s

I Ell

2 r 5

8 6l't

. r{D

. l i D

. N D

t'D

ID

ND

3 t t 2
1 0 3 : 2 t Â
t 2 t 5 1

105  !  { 2

. o

. 2 0

. 0

30 r{IMnEs

30 MIUIXIES

il,t|30

csL{

RÎ 1096
+ccLl

RÎ 1096
+cCLl

1 t

E ûII

L , 2 5

E n!{

2 ' 5

8 rnl,l

. 2 0

. 2 7

m
ND

I'ID

. I{D

. r{D

. r{D

.  5 6 t 3  .

. 1 1 { 3 8  c

.  9 1  ! {  .

.  8 3 1 1 3 c

30 IIINUIES

30 ull{urEs

Dtr30

ccL{

RÎ 1095
+cct{

Rr 1095
+cgl{

I t

I ntt

L , 2 3

I ûl{

2 r 5

8 ot{

30 !,rrNutEs

30 r,|lNutEs

6Ot ! 22

ao? L25 b

7 5 4  t  6 1

7 9 2  !  5 6

ND

ND

IiID

t{D

T'ID

ltD

0

Dl'lSO

CCL'l

RÎ  1096

rccL{
RÎ 1096
+CqLa

1 t

I 6tl

2 ' 5

I nl.l

t

8 El{

.  4 8 0 t r 3 3  .  6 0 : 1

. 1 4 6 0 1 1 6 6 c . 3 3 5 t { 5 c

.  9 9 5 1 1 1 9 c  2 1 5 1 2 6 d

.  9 8 6 t 2 3 3 d  2 2 8 ! 5 3 d

8 6 ! 2

1 1 8 2 t 2 0 0 c .

6 9 9  I  l { 2  d

818 ! 261

39

0

3 6

t2

0

4 1

2 6

30 r,rlNurEs

30 !,tlxulEs

0H90

c€Ll

RÎ 1096

+C€la

RÎ 1096
+CqL'l

I t

8 ûtt

L , 2 5

I El{

2 r 5

8 nl,t

. 0

. 2 t

.  7 s o t 3 5

.  2063 !  1 {9  c

30 uIHtlE"s . 1661 g 2rg

30 !,lnnnEs . 1620 g 199 d

l s t 0
239 722 e
2t6 ! 21

2 1 ? t 3 1

1 1 6 ! 3

7 2 1 ! 7 8  c .

366 ! L22

599 t  r13

0 . 0

19 L7

2 L

I,DH . CPl

I DE PRCI1IECÎION
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432. HEPÀTOCYTES DE RAT EN CULTURE PRIMAIRE.

Les hépatocytes de rat, sont, isolés comme décrit au
paragraphe 3221. La mesure de I 'activité des enzymes libérées et
Lotate èst éva1uée comme décrit au paragraphe 3322-

432L. INELUENCE DE L,EXTRÀIT RT 1096 SUR i"A TOXICITE DU
ccl4 EN TRÀITEITENT PREI/ENÎIF.

Le protocole suj.vi esË décrit au paragraphe 3242 avec les
condi t ions B.

Les résultats présent,és tableau XXIX permettent de
constater une augrmentation importante de la fuit,e des enzymes
LDII, GPT et, GOT dans Ie lot t,raité par te CC14 1.0 mM comparé au
lot térnoin solvant, DMSO lt, cette augrmentation est sigrnificat,ive
st,atistiguement. Comparé au lot t,raité avec le toxique de
référence, on observe une baisse discrète de Ia fuite de ces
enzymes dans les lots gr:i ont, été préincubés avec I 'extrait RT
f096, non signi f icat ive.  Cette ef fet ,  "ant i -hépatotoxj-que"
représente dans le meil leur des cas une protect,ion de 15 t (GPT
tibérée dans Ie lot, prétraité à Ia dose de L,25 ng de plant,e
sèche/ml). Comparée au lot témoin absolu, une petite dimj.nution
du relargage naturel des enzymes est observée dans le lot DMSO
1t .
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Tableau XXIX : INFlUENCE DE L'EXTRÀIT RT 1096 EN FRETRÀITEMENT
DE 29 HEURES SUR tA FUITE DES ENZYMES LDH' GPT ET
GOl INDUITE PAR LE CCL4 10 NI,I / DMSO DA}TS LES
IiEPATOCYTES DE RAT EN CULTURE PRIMAIRE INTOXIQUES
DURANT 60 MTNUTES

La concentration de I 'extrait de plante est, exprimée en
mg de plant,e sèche/ml. Les activités enzymat,igues sont,
exprimées en rnUI/ml (moyenne ! écarÈ type, n-3) .
Comparaison des moyenpes par le test de Bonferroni par
rapport au lot DMSO (-p

PRODUIT DOSE LDH GPT GOT

TEMOIN

DMSO

ccI4

RT + CC14

RT + CC14

RT + CC14

RT + CCI4

I t

10 mM

Lt25

2r5

r.0

508

369

L072

92L

1088

10 81

r .0  71

97

49

L28

95

r18

69

57

44

L32

LT2

L25

LI7

r13

+

+

+

h

h

b

+

+

+

+

1

+

r3

6

L8

9

r3

1 o

9c

110  +  L2

93  !L7

4 4 4  +  4 1-

383 +  18

431 .  !  29

42t ! 32

4L0  +  37
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4322. INFLUENCE DES EXTRAITS E 5141.34 Ct RT 1096 SUR I.A
TOXTCITE DE LA D-GAI.ACTOSAI4TNE EN TRATTEMENT
SIMULÎAITE.

Le protocole suivi est décrit, au paragraphe 3242 avec les
condi t ions C.

tes résultat,s présentés Èableau XXX mont,rent, :
une augrmentation de la fuit,e des enzymes LDH, GPT ec GoT d'ans

le lot traité avec la D-galacÈosamine 5 mM après 42 heures de
culture; comparée au lot témoin non trait,é la différence des
moyennes esÈ statist, iquement significative. Après les 18 heures
de trai tement,  la fa ib le augmenta' t ion mesurée n'est  pas
signi f j .cat ive.

au temps 18 heures, une nette augmentation de Ia fuite des
enzymes dans Ie lot traité concomitamment, par la D-galactosamine
5 mM et l 'extraj . t  E 514L-34 à la dose de L0 mg de plante sèche /
mI; les moyennes comparées au lot, témoin non traité ou au lot,
trait,é par le t,oxigr:e de référence sont statistiquement,
différent,es. Aux autres concentrationsr oo n'observe aucune
di f férence entre les lots t ra i tés soi t  par l 'extraj- t ,  E 514L-34 ou
par l 'ext , ra i t .  RT f  096 et  Ia D-galact ,osanj .ne seule.

au temps 42 heures r oo observe une net,Èe augment,ation de Ia
fuite des enzlrmes dans tous les lots t,rait,és comparés au lot
témoin non t,raité, Ies moyennes sont, toutes statistiquement
di f férentes.  Comparées au lot  t ra i té par Ia D-galactosamine, Ies
valeurs mesurées dans les lots ayant, reçu un "apport végétal" ne
sont pas rnodifiées

Un mangrre rel-atif de concordance entre les valeurs
intrinsègues du relargage de Ia GOf et, les valeurs de relargage
de la LDH ou de la GPT est noté.  Les réponses mesurées avec la
GOT sont, plus faibles et, donc la mesure de cette enzyme est d'une
moindre sensibi l té dans ce cas de f igrre.
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Tableau XXX : INFLUENCE DES EXTRAITS E 514L-34 ET RT L096 SUR
IÀ EUITE DES ENZYMES LDTT, GPT ET GOT INDUITE PAR
IÂ D-GALACTOSzu4INE 5 mM DANS LES HEPATOCYTES DE

Les ""1â:"i'I"!lT3*o, :ilHil"o:*oïHl:Hïi :i#ti*' ""mg de'plante sèche/mJ-. Les activit,és enzymatigues sont,
exprimées en t (moyenne ! écaft, tl1)e, n=3) . Comparaison
des moye4nes par le*test de Scleffe par rapport au lot,
Èérnoin ('P

PRODUIT DOSE LDH GPT GOT

ÎEMPS 1.8 HEURES

TEMOIN 29 t9  +  0 ,6  22 ,2  +  2 ,L  8 ,3  L  0 ,4

GA] , -NH2 5  mM 34 ,8  !  4 ,2  27 ,8  !  2 ,2  10 ,0  t  0 ,9  a

E 5141-3A L  32 ,1  +  0 ,9  26 ,4  !  l r  4  8 ,4  !  0 ,L
+ GAT-NH2 5 mM
E 514L-3A .  2 ,5  32 ,3  !0 ,7  26 ,4  +  I , l  8 ,2  +  0 ,2
+ GÀJ..-NH2 5 mM
85L41-34  5  33 ,5+0 ,5  29 ,2  !0 ,7  8 ,0 i0 r1
+ GAI.-NH2 5 mM
E 5141-34  L0  57 , '7  +  1 r3  c  43 ,8  +  0 ,4  b  10 ,4  +  0 ,3  a
+ GAL-NH2 5 mM

RT 1096  I  31 ,8  !  2 ,3  .  2 '7 ,8  !  0 ,0  .  7 ,8  !  0 ,8
+ GAT-NH2 5 rNM
RT f096  .  2 ,5  31 ,3  !  1 ,8  26 ,4  +  0 ,4  7 ,8  t  0 ,4
+ GAL-NH2 5 mM
RT 1 ,096  5  31 ,6  +  1 ,5  2 '7 ,8  !  1 ,1  8 ,3  !  0 r4
+ GÀI.NH2 5 mM
RT1096 L0  33 ,6 !L ,3  28 ,5  !0 ,0  7 ,9+0 ,5
+ GAI-NH2 5 mM



r66

Tableau XXX (sui te)

PRODUIT DOSE LDTT GPl GOT

TEMPS 42 HEURES

TEMOIN 37 ,2  +  0 ,6  .  25 t7  +  2 ,5  13 ,2  !  0 ,4

GÂI -NH2 5nM 72 ,8  !5 ,8c .54 ,2 !2 ,9c  23 ,L+L , - l  c

E51 .4L-34  L  .72 ,L  !1 ,9c  54 tZ !2 ,4c  22 t2 !0 ,4  c
+ GAI.-NH2 5 mM
E 5 f41-3A .  2 ,5  70 ,8  !2 ,L  c  52 ,8  !  0 ,8  c  2L ,2  +  L ,3  c
+ GAI-NH2 5 mM
E 5L41-3À 5  58 ,2  t  L ,0  c  53 ,5  1L ,4  c  20 ,0  +  0 ,3  c
+ GAJ.-NH2 5 mM
E 514L-34  10  78 ,6  !  0 ,9  c  55 ,6  !  L ,L  c  .  L -1 ,0  !  016  c
+ GAI-NH2 5 mM

RT 1096  L  70 ,6  !  6 ,4  c  56 ,3  +  2 ,5  c  2 t ,5  !  2 ,5  c
+ GA],-NH2 5 mM
RT f096  .  2 ,5  6510  +  610  c  50 ,0  !  2 ,6  c  19 ,9  !  1 r3  c
+ GAT,-NH2 5 mM
RTL096 5  .61  ,7 !4 ,2  c  52 ,L+2 ,5  c  1919 ! l - r5c
+ GAI-NH2 5 mM
Rf  f096  t0  66 ,3  !  2 ,0  c  .  50 ,0  i  1 ,5  c  rg ,2  +  L ,2  c
+ GAI.NH2 5 nM



L67

433. HEPATOCYTES HUMÀINS EN CULTURE PRIMAIRE :
INFLUENCE DE L'EXTRAIT E 51.41.-3A SUR IÀ TOXICITE DE I-A
D-GA]..ACTOSAI4INE EN TRÀITEMENT SIMULTANIE.

Les hépat,oclztes humaj.ns sont isolés comme décfit au
paragraphe 3231. Le prot,ocole suivi est décrit, au paragraphe 324L
avec les conditions D. La mesure de l '  activité des enzlrmes
libérées et, totale est, évaluée comme décrit, au paragraphe 3322.

Les résult,at,s présent,és f igures 46, 47 , 48 et t,ableau
XX)(I permettent de connenter d'une part, 1'évolut,lon de Ia fuite
des enzymes LDII, GPT et, GOT en fonction du traitement "infl igé"
aux hépatocytes pour chagr:e t,emps de préIèvementr êt d'aut,re
part, de commenter l 'évolution des relargages enzymatiques pour
chagr.re trait,ement en fonction du temps

Au temps 22 heures :
Si l 'on compare le lot t,raité avec la D-galactosamine 5 mM par
rapport au lot témoin non t,ralEé, on observe une augirnent,at,j-on
importante du relargage de la LDH et de Ia GPT statistiguement
significat,j-ve; en revanche la fuite de GOT n'est, pas modifiée.
Si l 'on compare les lots uraités concomj.Earnment avec I 'extrait
d'Eupat,oire et, Ia D-galactosemine 5 mM, on observe une Iégère
diminutj.on de la fuite de LDH, GPT et GOT (un peu plus marguée
dans le cas des fortes doses), cependant aucune de ces variat,ions
n'est stat,istiguement significat,ive comparée au lot t,rait,é avec
Ie  tox igue seu l .

Au temps 48 heures et '72 heures :
Les corunentaires sont identiques à ceux précédement établis pour
Ie temps 22 heures.

Maint ,enant,  s i  l 'on analyse 1'évolut , ion des relargages
enzymatigues en fonction du temps, on observe une augmentat,ion
régrulière de la fuite des enzymes précitées qui représente un
phénomène naturel pour le Iot, t,émoin et gui peut êÈre t,ransposé
globalemenÈ d'une façon simi la i re dans les autres cas où i l  y  a
eut intoxicat ion par la D-galctosamine. On peut également
remarçluer la moindre sensibil i té de Ia GOT par rapport à Ia GPT
et, surtout par rapport à Ia LDH.
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ABCDEFG

TRÀITE!4ENTS

Témoin
GÀT-NH2 5 mM
E 5141-3À 0 ,5  +  GAI -NH2
E5141-3À 1  +GAL-NH2
E 5141-3À 2 ,5  +  GAI -NH2
85141-3À 5  +GAI , -NH2
E 5141-3À 10 + GA!-NH2

Ficure 46 : INFLUENCE DE L'EXTRAIT E 5141-3À EN TRÀITEMENT
SIMULIA}TE SUR IÀ FUITE DE L' ENZYME LDH INDUTTE PAR
I.A D-GÀIÂCTOSA}IINE 5 mM DÀI\TS LES HEPATOCYTES HUT'TÀINS
EN CULTURE PRIMAIRE DURAIIT 72 HEURES.

La concentration de I 'ext,rait de plante est exprimée en
mg de plante sèche/ml. Les activités enzymat,igues sont
exprimées en t (moyenne + écart uyper ^û=3) . ComparaS-son
des moyennes par Ie test de Scheffe (-p
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22 HEURES

A
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48 HEURES

H
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TR.AITEMENTS

Témoin
GÀI"-NH2 5 mM
E 5141-3A 0 ,5  +  GA! -NH2
E5141-3À t  +GÀ! -NH2
E 5141-3A 2 ,5  +  GÀ! -NH2
85141-3A 5  +GA! -NH2
E 5141-3A r0 + GAL-NH2

, 72 HEURES

Fiqure 47 : INFLUENCE DE L'EXTRÀIT E 5141-34 EN TRÀITEMENT
SIMULTÀTiIE SUR LÀ FUITE DE L' ENZY},TE GPT INDUITE PAR
IÂ D-GAI.ACTOSAI{INE 5 mM DAIÛS tES HEPATOCYÎES HUMÀINS
EN CULTURE PRIMAIRE DURNiIT 72 HEURES.

La concentration de 1'extraj.t, de plante est exprimée en
mg de plante sèche/ml. Les activit,és enzlmatigues sont
exprimées en t (moyenne + écart typer ^D=3) . Comparaison
des moyennes par Ie test, de Scheffe (-p
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72 HEURESTRÀIÎEMENTS

Îénoin
GAI-NH2 5 m!!
E 5141-3A 0r5 + GÀI.-NH2
E5141-3A I  +GÀ! -NH2
E 5141-3À 2 ,5  +  GÀL-NH2
E5141-3A 5  +GA! -NH2
E 5141-3A 10 + GÀ!-NH2

o
P
o
R
s
T
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Fiqure 48 : INFLUENCE DE L'EXTRAIT E 5141-34 EN TRÀITEMENT
SIMULIATiIE SUR I.A FUITE DE L' ENZYME GOT INDUITE PÀR
IÂ D-GA.LÀCTOSAI{INE 5 mM DAI{S LES HEPATOCYTES HUMAINS
EN CULTURE PRIMAIRE DURA}IT 72 HEURES.

La concentration de I 'extrait, de plante est exprimée en
mg de plante sèche/ml. Les activités enzymatiçrues sonÈ
exprimées en t (moyenne + écart, tyPer^rI=3) . Conparaison
des moyennes par Ie test de Scheffe ('p
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Tableau XXXI : INFLUENCE DE L'EXTRAIT E 5141-3À EN ÎRÀITEMENT
SIMULTAIIE SUR LA FUITE DES ENZYMES LDH, GPT ET
GOT I}IDUITE PAR LÀ D-GATACTOSAI,IINE 5 N!4 DÂI\TS LES
HEPATOCYTES IIUMAINS EN CULTT'RE PRIMAIRE DURANT
72 HEURES.

La concentrat,ion de l 'extraj.t de plante est exprimée en
mg de plante sèche/ml. Les act,ivités enzymat,iques sont
exprimées en t (moyenne + écart tYpe, n=3). Comparaison
des moyeÊnes par Ie test de Scheffe par rapport au lot,
t,émoin (-p

PRODUIT DOSE LDH T GPT T GOT T

TEMPS 22 HEURES

TEMOIN L2 ,  6  !  0 ,  4  10 ,  3  !  0 ,7  27  ,3  !  2 ,5

GAL-NH2 5  mM 2310  !  1 ,3  c  26 ,5  +  2 ,5  c  25 ,6  !  L ,0

E 5141-3Â 0 r5  2 t r5  !  1 ,5  c  .  23 , '7  y  L ,4  c  23 ,3  !  2 ,2
+ GÀT-NH2 5 MM
E 5L41-3Â I  2 r ,0  +  0 ,5  c  23 ,0  +  0 ,7  c  23 ,6  !  L ,7
+ GAT-NH2 5 MM
E 5L41-3A,  2 ,5  20 ,1  +  0 '8  c  20 ,9  !  0 r4  c  .  23 ,8  +  0 ,3
+ GAI.NH2 5 MM
E 51 ,41 , -3À 5  18r5  !  1 ,3  c  19r l  +  L r l  c  22 ,9  +  1 ,0
+ GAT-NH2 5 mM
E5l4L-34  r0  .19 ,8 ! l ,Lc  2 ! ,9 !L ,4  c .2 ! ,L !L ,2
+ GAI-NH2 5 mM

ÎEMPS 48 HEURES

TEMOTN 22 ,6  +  0 ,7  .  L '7 ,7  +  L r l  39 ,5  +  3 ,5

GAI -NH2 5mM 48 ,8+0 ,7  c .52 ,3  1 l r8c  42 ,2 t2 ,5

85141-3À.  0 ,5  .46 ,8  !3 ,8c .49 ,8  t5 ,3c  40 ,0 !4 ,2
+ GAI,-NH2 5 mM
8514L-34  I  46 ,2+2 ,L  c ,52 ,7  11- ,8c ,42 ,2 !2 , '7
+ GAI-NH2 5 mM
E 5141 . -3A .  2 ,5  .  44 ,0  !L ,7  c  .  49 'L  1  1 ,8  c  43 ,7  +  2 ,2
+ GAL-NH2 5 mM
85141-34  5  42 ,L !L ,2  c  46 ,310 ,4  c .43 ,0 !L ,4
+ GÀI.-NH2 5 'nM
E 5141-3A 10  .  46 ,4  !  1 r9  c  5L ,6  +  3 ,2  c  3910  !  6 ,2
+ GAL.NH2 5 MM
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Tableau XXXI (sui te)

PRODUIT DOSE LDH I GPT * \:v t

TEMPS 72 HEURES

TEMOTN

GAL-NH2 5 mM

E 514L-3A .  0 ,5
+ GAT-NH2 5 NM
E 514L-34  L
+ GAI-NH2 5 MM
E 5141-3A 2 ,5
+ GÀL-NH2 5 nM
E 514L-3A 5
+ GAL-NH2 5 MM
E 5141-3A L0
+ GAT.-NH2 5 MM

33,8  t

62 ,8  !

60 ,4  +

60 ,5  !

59 ,6  !

60 ,8  !

54 ,L  +

L ,5  c

2 ,3  c

24 ,0  !

55 ,L  !

5L1  6  !

55 ,5  !

58 ,7  +

55 ,1  +

53 ,7  +

A â ^= ,  v  v

J t J  v

49 ,L  +  319

42 ,8  !  2 ,5

40 ,6  !  4 ,4

43,5  t  3 ,5

45 ,9  +  2 ,5

46 ,  4  +  L ,9

39 ,  1  !  6 ,2

1 1

0 r7

4 r7

2,4

2 'L

c

I '  I

0 ,7

5r7

2 ,L

3 ,2
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5.  DTSCUSSTON.

Le but du travail gui nous fut confié étaiÈ de mettre au
point des rnodèles in vitro sur les hépatocytes en culture adapt'és
âu criblage précoce de subst;rnces hépatotropes d'origine
naturelle et pôur lesgr:els nous avons volont,airement développé
une analyse la plus exhaustive possible des différent'es
conditlons exPérirnentaJ,es

Nos résult,aÈs ont, mont,ré :

a) eue Ie tétrachlorure de carbone grri est, un produit toxique de
référence bien cbnnu, convient, pour le développement de tests de
criblage de su.bstances hépatotropes dans des test,s à court
terme, sous réserve d'un emploi danS des condit, ions
expérimentales judicieusement, défj-nies .

b) eue ta D-galactosarnine grri est, un second produit toxigr.re de
référence bj.en connu, convient pour Ie développement de tests de
criblage de substances hépatotropes d.ans des tests à long t,erme,
sous iéserve d'êt,re elIe aussi employée dans des conditions
expérimentales judicieusement, définies .

c) eue plusieurs rnodèles complément,aires d'hépatocytes en culLure
sont bien adaptés au criblage toxicologique précoce de substances
nouvelles et que la multiplicit,é des méthodes biochimigues
drévaluat ion de la cytotoxic i té représenÈe autant d ' informat, ions
ut i les aux t ,oxicologues pour déf in i r  les point ,s d ' impacts des
di tes substances sur les c ib les cel lu la i res.  L 'observat ion
systématigrre des hépatocytes en cours de trait,ement par les
piodui ts à tester const i tue une sér ie d ' informat ions
complémentaires indisPensable .

d) eue plusieurs modèIes in vitro sur les hépatocyt,es en culture
permeÈ.tent Ie criblage précoce des substances hépatotropes. Les
lnodèles grri ut,i l isenÈ Ie tét,rachlorure de carbone convlennent
pour des tests à court  terme. Les modèles qui  ut i l isent Ia
b-galactosamine conviennent pour des tests à long terme. En
outre, Ies informat,ions apportées lors de la recherche
d, activit,és hépatotropes sur les rnodèIes à court terme et sur les
modèles à long Èerme ne sont pas redondantes mais elles sont
complémentai.res .

e)  Qurà part , i r  de I 'ut i l j -sat ion de di f férents nodèIes de cul ture
appligrrés à deux espèces Marnmifères (Ie rat, et l 'homme) et un
ensemble de margr:eurs biochimigrres et cyt,omorphologigues, les
aspects principaux des phénomènes biologigrres gui interviennent,
dans les processus d' intoxicat , ions cel lu la i res ont,  Pu êt , re
abordés.

Nous pouvons t,outefois discuter Ie choix des deux espèces
ainsi gue le choix des marqueurs qui ont éÈé ut,i l isés avant de
reprendre point, par point, Ies résulÈats obtenus sur les modèIes
en conservant, âans ôett,e discussion, la chronologie dét,erminée
pour la présent,at,ion des résultats exposés dans la partie 4 de ce
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mémoire soit :

l 'ét,ude de
référence

- l 'étude de
- I 'étude des

plant,e

la cytotoxicité des produits toxigues de

la cytotoxicj.té des extraits de plante
activités hépatotropes des extraj.ts de

51,. .TUSTIFTCATION DU CHOIX DES ESPECES ET DES MARQUEI'RS.

51.1, .  LES ESPECES.

Les expériences sur les hépatocytes en culture ut,i l isent
Ie plus Souvent 1'espèce 'rat' pour fournir Ie support biologigue
des investigations toxicologigr:es jn vitro. 11 suffit
d, int,egoger une base de données bibtiographigues pour Se rendre
compte de I'abondance de Ia lit,t,érat,ure qtli faj.t appel à ce
"collaborateur" polyvalent .

Le rat ,  est  I 'espèce chois ie pour Ia plupart  des usages
car iI présent,e pour les t,oxicologues le véhicule comnun gui
offre les meil leurs compromis de rapport, q:alité/prix
Le côt,é pratiqr:e est un des éléments majeurs gui plaide en faveur
de l 'ut ,11isat , j -on de ce rongeur.  En ef fet ,  i I  est  faci le de ce Ie
procurer pour des cotts minimes. Les souches sélectionnées par
les éJ.eveurs sont stables et permett,ent de bonnes qualités dans
Ia reproductibil i t,é des résultats sans pour autant gue ne
puissent êt,re gommées les variabil ités individuelles gui se
répercut,ent, aussi bien dans les expériences in vitro gtre dans les
expéri.ences jn vivo. La stabulat,ion de ces animaux en anirnalerie
est aisée et peu envahissant,e.
L,historigrre des résultats décrits depuis de nombreuses années à
partir de ce "donneur" atteste du caractère généralement
prédict i f  de cet , te espèce. Les résul tats in v i t to sont,  Ie plus
souvent comparables aux résultats in vivo. Cependant, i l  ne faut
pas éluder gu' i l  puisse exister parfois certaines contradict ions
ou cert,aj.ns manques de concordance dans les réponses enregist,rées
vis à vis de certaines rnolécu1es. Sur un grand nombre de composés
t,estés in vitro, seuls deux d'entre eux donnent, des résultats
di f férents de ceux décr i t ,s jn v ivo (TYSON eË al- .L980, GUILLOUZO
1986) .

Les opportunit,és de pouvoir uti l iser des hépaÈocytes
issus de foies humains nous ont permis d'aborder certaines
expériences sur un modèIe gr:i doiÈ représenter à I 'heure actuelle
Ie support in vitro le plus prédictif. Animés par Ia dynamigue du
Professeur J-P CÀ\fO, certains chercheurs du Centre SAIIOFI
Recherches de Montpell j.er t,ravail lent en colla.borat,ion avec les
organismes publ ics ( INSERM U L28 et  U 218) à I 'opt imisat ion de la
technigrre d'obt,ention et de conservation des hépatocytes
humains.
L 'obtent ion de foies humains sains demeure d 'un caractère
exceptionnel. Aussi Ia mise au point par G FABRE et son éguipe du
service de Pharmacocinétigr:e, de t,echniqr.res de perfusion des
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paft,ies saines de biopsies, hépatigr:es préIevées sur des pat,ients
Lancéreux rend ce modèle plus frégrremment, accessible. La
vaLidat,lon des réponses mesurées dans des t,ests
toxico-pharmacologigr-res sur des srr^bstances de référence est
actuellêment en cours au sein de cette éguipe et, Iaisse présager
d, un avenir promett,eur de ces technigrres relativenent, moins
dél icat ,es.

Dans les expériences dont nous dj.scuterons les résultats
dans la suite de cett,e partie 5, nous pouvons déjà annoncer
qu, auucune contradiction n'a été observée entre les deux espèces
,'-rat et, homme". Seules guelgr:es petit,es variat,ions de cinét,iqtre
ont, montré un caractère parfois plus lent. dans les réponses
obtenues avec les hépat,ocyt,es humains par rapport, aux hépatocytes
de rat. Ceci ptaide bien évidement, en faveur de I 'uti l isatj-on de
l ,espèce rat , .  Ainsi ,  s ' i I  est  souhai table de pouvoir  confront,e: i
les lésultats obt,enus sur deux espèces Mammifètêsr le caractère'
prédictif des réponses obtenues avec 1'espèce rat est Lout à fait
sat isfaisant, .

5I2. tES MARQUEURS DE LÀ CYTOIOXICITE.

Différents marqueurs biologigues et biochirnigues ont.
per:uris de guant,if ier l ' impact des substances t,estées Sur les
hépatocyt,es.

I l  eut  été possible de mult ip l ier  et  de diversi f ier
d,, avantage les techniqrres de dosages dont la disponibil i t,é nous
était, oiferte au laborat,oire (dosage de Ia malonaldéhyde pour
l, étude de la l ipoperçlydation, incorporqtion de sondes
radio-margr.rées comme la '=C leucine ou la -H t,hymidine pour
I 'étude des synthèses protéigr:es et  des réparat ions de l 'ADN,
dosages du glutathion pour la nesure des phénomènes de
dét,oiif icat,ion, identif icat,ion et, dosage des dif férents
cytochromes P-450 qui interviennent, dans les biotransformations
dés molécules par les enzymes de phase I (Mixte Fonction
Oxydase) r dosage de Ia béta-oxydat,j.on des acides gras pour la
gr:antif icat,ion des réserves l ipidiqr.res et bien d'autres encore) .
Cependant, Ie but, de notre t,ravail n'ét,ant pas d'étudier les
mécanismes biochimiqr-res intervenant, dans les processus
dr int ,oxicat ion des hépat,ocytes,  nous avons sélect ionné certains
marçlueurs spécifigr:es reconnus par les spécialist,es pour
présenter un caract,ère suffisant dans Ia gr:antif icat,ion de Ia
cytotoxic i té des produi ts sur les cel lu les hépat iques.

Afin de pouvoir répond,re à la définit, ion d'un test de
criblage gui doit, êt,re simple, rapide, f iable et, peu cotteux,
nous avons choisi des t,ests colorimétrigr.res et enzymatigues q:i
puj.ssent correspondre aux exigences précit,ées. Nous respecterons
Ia chronologie décrite dans la partie 3 pour formuler guelgues
remargues sur Ia pratigue de ces tests.

Le t,est de coloration au bleu Trypan est int,éressant, pour
gr:antif ier Ia viabil it,é des hépatocytes lors de leur mise en
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suspension nais bien q-le sirnple et d'un poids pécuniaire
insignifiant, i l  ne saurait comespondre à une ut,i l isation
répétée pour une rnéthode de crJSlage car même un t,echnicien bien
enlrainé ne pourrait dénombrer assez vite les cellules dans de
grandes séries de lots t,out en respect,ant les t,emps de
trait,ement,.

Les dosages de l 'act,ivit,é des enzymes int,racellulaires
relarguées sont appropriés à une méthode de criblage. Les
prélévements sont, rapides et les dosages peuvent, soit, se
pratigrrer dans Ia journée soit éventuellement, se pratiçFer a
postel ior i  s i  les échant i l lons sont cryocongelés. .Maintenus à une
Lernpérat,ure de -20 degrés C nous avons vérif ié gue les
échântil lons peuvent, rester stables plusieures semaj.nes pour être
décongelés à température arnbiant,e au moment du dosage. D'après
plusieurs auteurs, La mesure de la lactate déshydrogénase (LDH)
âpparait êt,re Ia plus représentative des enzlnnes l ibérées dans le
rni i ieu lors d 'un dorunage membranaire (GUILLOUZO L986) .  L 'act iv i té
important,e de cette enzyme présent,e dans Ie cytosol dg"
hépatocytes fait, gue la gr.rant,ifi.cat,ion de son activit,é relargruée
dans Ie milieu est, représentative des altérat,ions même les plus
ninj-nes de la membrane plasmigue des hépatocytes et fait gu'elIe
constj-t,ue un marqueur sensible de Ia cytot,oxicité. Les auteurs
considèrent, gue la gr-rantif ication de ce marçlueur correspond bien
aux observat,ions cytomorphologigues fournies par le test'
drexclusion du bleu Trypan. Le dosage au moyen de'  k i t 's  à
reconst, i tuer achet,és près à I 'emplgi  dans Ie commerce rend sa
mesure sinple. La rapidité d' obtent,ion des résuLt,at,s dépendra des
performances du spectrophotomètre dont on peut' disposer. La
lnesure des deux autres enzymes gue nous avons dosées (GPT et GOT)
srétabl iÈ sur les mêmes pr incipes de consonmation du NADH. Nous
avons mesuré I 'act iv i té de ces t ro is enzymes lorsgue cela ét ,a i t
posslble maj-s en f  onct , ion de cont ingences logist iques
ponctuel les,  certains dosages n'ont considéré gue I 'une ou
lrautre de ces trois enzymes. La mesure de ces trois enzymes ne
nous semble pas superflue car elles apportent chacunes des
informations qui peuvent, permet,tre des comparaisons avec les
résul t ,ats d 'aut , res auteurs ayant,  t ra i té des sujets connexes maj-s
ayant,  chois i  soi t ,  de doser I 'une ou l 'autre de ces enzymes. À
t i t re d 'exemple,  PERRISSOUD a surtout,  dosé la GOT et I 'éguipe de
KISO et HIKINO a surtout dosé la GPT. A notre avis,  ces choix ne
sont pas forcément,  Ies plus judic ieux car d 'une part '  I 'act iv i té
de Ia GPT est beaucoup plus fa ib le gue ceLle de Ia LDH ce q: i
d iminue la  sens ib i l i té  du  dosage e t  d 'au t re  par t ,  S i  l ' ac t i v i té
de Ia GOT peut s'avérer import,ante d'un point, de \ le gtrantitatif
et  donc être d 'une grande sensibi l i té,  cet t ,e enzyme montre
parfois des attit,udes inattendues gr:i corrèlent mal avec les deux
aut,res enzymes.

Îrès récernment,  Ie dosage de Ia LDH int ' racel lu la i re a été
proposé comme pouvant représenter un bon index de la cyt,otoxicité
âanè ]e modèIe des hépatocytes de rat, en culLure primaire (CHAO
eË a) - .L988) .  Les  nan ipu la t ions  sont  assez  nombreuses  e t
nécessi tent ,  un temps de trai tement des échant i l lons assez long ce
gui  ne nous semble pas souhai table pour un test  de cr ib lage.
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te dosage des protéines t,otales est, instruct,if et nous
1'avons pratigr:é en utilisant deux méthodes (Lowry adapt,é en
micromét,hode pour les hépatocytes en culture prirnaire "class.Lque"
ou Bio-Rad pour les hépatocytes en microculture) . L' int,érêt, est
essentiellement de pouvoir disposer -de chiffres représent,at,ifs .d.e
Ia guant,ité de matière active ou non act,ive gr-ri reste att,achée au
fond des boit,es de cultures et ainsi de connaitre la guantit,é de
cellules encore présentes durant les différenÈes phases de
l'expérience. Cette mesure peut avoir ces avant,ages et elle
permet également, de rapporter l 'activité des enzymes libérées ou
d'aut,res paranèt,res mesurés à I 'uni té de protéines (ng ou ug)
afin de pèrmett,re des comparaisons inter-essais. Cependant, cet,t,e
mesure a I ' inconvénient de ne pas distinguer Ie vivant du
subléta1 ou du mort .

Les tests colorimétrigues qrri- mesurent les capacités
fonctionnelles des lysosomes à incorporer le rouge neutre ou gui
mesurent les capacités f onct,ionnelles des mit,ochondries à
biotransformer les sels de tétrazol ium sont int ,éressants car i ls
complètent les mesures des activités enzymatigues puisgu'i ls
const i t ,uent,  des marçlueurs ce c ib les cel lu la i res di f férentes.  I ls
ont été employés dans les test,s sur hépatocytes de rat, en
mj.crocul t ,ure.  I ls  sont d 'une réal isat ion t rès rapide, s imple et
peu couteuse pour peu gue l 'on disposât d'un lecteur automatj.gr:e
de plagr.res de microtit,rat,ion performant.

Dans les tests gue nous avons pratigués avec Ie nodèIe
des hépatocytes de rat en mj-croculture, la comparaison des
résultats obtenus mont,re gue les différents tests (LDH, rouge
neut,re, MTT et protéines) répondent dans des proportions voisines
gr:and les hépatocytes sont soumis à l 'agression des substances
t,est ,ées. Le test  d ' incorporat , ion du rouge neutre est  p lus
"sévèrerr que les autres t,ests ce qui se traduit par un calcul des
doses ef f icaces 50 (doses gui  provoguent 50 t  de "dégats" dans
les cultures) donnant, une valeur de concentrat,ion de produit
tes té  Ia  p lus  fa ib le .

Nous réservons une place part icul ière au dosage de Ia
gr:ant,it,é d' albumine sécrétée. La mesure de ce paramètre a ét,é
chois ie conme cr i tère de bon fonct ionnement des hépatocytes
isolés et ,  en cuLt,ure dans Ie laboratoire d '4.  GUITLOUZO à Rennes
(GUILIOUZO 1986) .  Grâce à la compét,ence de B. BASUYAUX et à
1'ef f icaci té de son éqr: ipe dans Ia sect ion Immuno-toxicologie du
service commun de Toxicologie du Centre SA$IOFI Recherches de
Montpel l ier ,  Ies dosages de l 'a lbumlne de rat ,  et .  de I 'a lbumine
humaine par des méthodes radio-irnmunologigrres en phase liguide
ont, été rnis au point de novo et peuvent être employées
aujourd'hui  en rout ine.  Ce dosage est  d 'une grande sensibi l i té et ,
i l  est également spécifigue, f iable et reproductible. Son
éIégance t,echnigr:e est, à I ' image de Ia déIicatesse de sa
réal isat ion.  C'est  un dosage long et ,  cot t ,eux gui  demande la
compétence de plusieures personnes fami l iar isées avec les
technigrres de radio-marguages et d'immuno-dosages pour se
pratiguer correct,ement, ce qui en fait malheureusement, un t,est,
convenant ma1 à un modèIe de cr ib lage. Son appl icat ion pourra en
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revanche Satj.sfaire certaines demandes ponct,uelles car la
guantif ication de l 'albumine sécrètée par les -hépat'ocytes en
culture constitue un très bon marqueur de l ' int,égrit 'é
fonct ionnel le des di t ,es ce1lules.

Les études cyt,omorphologigr:es sont, complémentaires des
mesures biochimigrres. L'observatj.on est généralement, considérée
comme une variable qualitat,ive et, non pas guant,itative mais la
consÈj,tution d'une échelle de cytotoxicité par une guotat,ion
d, abondance, t,elle gue nous I 'avons ét'ablie arbitrairement en
tenant compt,e des crit,ères habituels gui illust,rent de l,a
cyt,otoxicité d'un produiU, permet de t,ransformer une variable
gùalitative en unè variable guantitative. Cett,e méthode q:i
procède par évaluations semj.-guant,itatives gross j-ères est-fréguemrnent 

uti l isée en Ecologle, discipline p99r laguelle les
rnéthodes d'acquis j.t, ion de données ont, fait I 'ob jet de très
nombreuses recherches mathématigr-res. L'observation des cellules
est souvent négligée par bien des chercheurs gr-ri préférènt, "faire
parler,, les cfriff ies ce gr:i constiEue une tâche délicat,e car elle
âemande aux chercheurs de posséder de solides bases en
statistiq$e; matière pour laguelle un emploi inadéguat, peut, t,rès
bien arnener à des conclusions erronées. Aussi, IeS images
fournies à l 'oei l  exercé du "cul t ivateur de cel luLes" par le
microscope opt,i$re à contrast,e de phase seront autant, de
renseignement,s supplémentaj-res qui peuvent' permettre une
appréciation immédiat,e des phénomènes cytot'oxique,s ma jeurs. La
miêroscopie électronigr:e apporte pour sa part  b ien d 'autres
renseignèments d'une giande finesse mais elle rest,e du domaine de
Ia reèherche anatomopat,hologigue c 'esÈ à dire t rès dél icate,
Iongruer' cott,euse et inadaptée à du criblage . L' observation
gr:otidienne des cultures, Si elle représente une approche a
pdor i  grossière permet de conforter les résul , t ,ats biochimiqles.

Une étude crit igr:e des résultats obtenus Sur les
di f férent,s rnodèIes d 'hépat,ocytes en cul ture sera développée. El ]e
abordera successivement les t , ro is phases gui  const i tuent
I 'ensemble de ce travai l  et  gui  ont  ét ,é présentées au début de
cette part ie 5.  Nous en rappelons les thèmes :

l 'ét ,ude de la cytot ,oxic i té des produi ts toxigues de
référence
I 'étude de Ia cytotoxic i té des ext , ra i ts de plante
l 'éEude des act , iv i tés hépat,ot , ropes des extrai ts de
plante

52. CYTOTOXICITE DES PRODUITS DE REFERENCE.

Cet, te part ie se réfère à la part ie 4L gui  concerne les
résult,ats sur l 'étude de deux substances coxigues de référence
(le tétrachlorure de carbone et Ia D-galactosanine) gui ont été
testées sur di f férent,s modèIes d 'hépatocytes de rat  et
d,  hépatocytes humains en cu1t,ure.  Nous trai t ,erons d 'abord le cas
du têCrachlorure de carbone puis celui  de Ia D-galactosamine.
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d, hépatocyt,es humains en cult,ure. Nous trait 'erons d'abord le cas
du têtracftlorure de carbone puj.s celuj. de Ia D-galactos€tmine.

52L. I.E TETRACHLORURE DE CÂRBONE.

Le tét,rachlorure de carbone (CCL4), de par ses propriét'és
physico-cbj.migues, est volaLile et très faiblernent' soluble dans
i ,êau (O,OB t  en poids à 20 degrés C) mais soluble par contre
dans de àombreux sôlvants organigr:es (Fiche t,oxicologi$g I.N'R'S
;"r .  g) .  Ceci  rend donc son enploi  dél icat  pour l 'ut , i l iser dans
des milieux agueux tels gue ceux grri per:nettent de maint,enir les
hépatocytes en culture ln vitro. Selon les auteurs' comme nous
lràvons-rru d,ans Ia partie 22, diverses options mét,hodologiques
ont,  été décr i tes af in de permettre I ' intoxicat ion des cel lu les,
avec plus ou moins d,e sâtisfact,ion suivant, le but recherché.
Lindst lom eË al , .  (1978) ut i l isent 2,5 ul  de CC14 pur dissout dans
10 rnl  de mi l ieu alors gue STACEY et PRIESTlY (1978),  POLI et  aJ-.
(1979) font d,if,fuser au moins 15 uI de CCI4 pur dans des flacons
d, incubation à 2 compattiments afin de provoquer une fuite des
enzymes int,racellulailes LDH, GPT ou GOT après 20 à 60 ninutes de
traitement, des hépatocytes de rat, en suspensjon. Un inconvénient
t ient  au fai t  g l1, i l  soi t  nécessaire d 'ut i l iser une verrer ie
spécialement, conçïe pour la réalisation de telles expériences. La
qilantif ication de 1â concentration de CC14 réellement préselt 'e
d"ns le mi l ieu d, ' incr:bat ion est  dél icat 'e (KRÂCK eË al ' .  L983) '
SAI{TONE et al,. (198 8 ) rnontrent gu' à partir d'une concentrat' ion
init iale de 2 ou 4 mM de CCf4 dj.ssout, dans Ie rniJ-ieu, au
préalable en condi t ions saturantes,  i l  ne reste gue 31 5 t  de Ia

ôUantité de départ, au houÈ de 30 mj.nutes guand Ie CCL4 est
utif ise dans fês condj.t ions de cuJ.ture des hépatocytes à 3'7
degrés C.- 

L' uti l isaLion d'un t, iers solvant gr-ri pui-sse servir de
vecteur pour ajouter le cc14 aux cellules en culture représente
une solirt ion facile gr.ri donne l 'avantage de détermj,ner avec
précision la qr.rantité de toxigr:e administrée au moins au début de
i ,expér ience. pERRISSOUD er,  TESTA (f985) emploient Ie DMSO à
raisàn de 3,6 t  (v/v)  et ,  obt iennent une intoxicat ion rapide (20
minutes) des hépatocytes de rat ,  en suspension. L 'éthanol  est
également uti l isê, avèc différent,s mouil lages Pouf inÈoxigt-ter des
népatocyt,es de rat en suspension avec des doses de 10 à 40 mM de
CCi4 (sEnCgn et  a1,. i .986) ou addi t ionné pur sous un volume de L t
dans Ie cas d 'hépatocytes de rat ,  en cul ture pr imaire (KISO et
aL .L983a)  .

Voici donc posée une problèmatigue cornélienne quant au
choix judic ieux à ét ,abl i r  j .e.  prendre un solvant ou non et  dans
I 'af f i rmat ive,  Iegr:el  est , - i l  préférable d 'éI i re ?

Au déparC pour des raisons essent ie l lement d 'ordre
prat igue, nous avons chois i  d 'addi t ionner le CC14 aux cel lu les au
ioyett 'd 'un t , iers solvant, ,  t ,out  d 'abord en ut ' i l isant Ie DMSO puis
1 'é thano l .

Par dif férent,s types d'approches expérirnentales sur
modèIe des hépat,ocytes de-lat en suspension, nous avons Èenté

'l 
a

de
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définir des cond,j-tions d'étude de ce toxigtre de référence dans le
but de visualiser un effet, toxigr:e le plus spécifiçPe possible du
CC14 en soit. Ce travaj.I fait suite à un progranme prélininaire
de rnises aux points technigues (ARVIS 1985) .

Dans le modèle des hépatocytes de rat en suspension'
l ' impact du CCl4 sur les cellules a ét,é apprécié au moyen de la
nesure de la viabil ité résiduelle par le test classigue de
colorat,ion au bleu Trypan et, gr:antifié plus finement, par Ia
mesure du relargage d'enzymes intracelluJ.aires telles $1e la LDH,
la GPT ou la GOT gui sont des narqueurs bien connus pour leur
aptit,ude à traduj.re les attej.nt,es de la menbrane plasmigue des
hépaÈocytes.

L'int,égration de la technigrre mathénatigue des Plans
Fact,oriels Complet,s pour construire un protocoJ.e expérimental sur'
les hépatocytes isolés constj.tue une approche méthodologigue
originale dans ce domaine de la toxico-pharmacologie. Cette
méthode donne I'avant,age au chercheur de disposer d'utl plan
d'expér ience idéal .  qui  associé à I 'analyse par régression
rnultiple pour le t,raitement statistiqr:e des résult,at,s constj-tue
sa.ns doute la méthode Ia ptus puissante act,uellement, disponible
pour l 'étude des interactions entre diverses sr.rbstances bien $re
les interprétat ions soient assez dél icat ,es.

Dans les conditions expérimentales gui ont, été définies
au cours des essais sur Ia toxic i t ,é du CC14 dans les hépatocytes
de rat ,  en suspension, l ' induct ion de dommages cel lu la i res
import,ant,s avec de faibles concent,rations de CCt4 (2 mM) a été
obtenue après un temps de t,rait,ement, court (30 minutes) mais
seulement, dans le cas où des concentrat,ions conconmiLt,antes de
solvants éIevées (3 à 5 t )  étaient ut i l isêes. Avec de tel les
conditions, i l  est diff ici le de dét,erminer guel poids i l faut
at t r ibuer à I 'act , ion toxigue du CC14 par rapport ,  à I 'act ion
toxiqe du solvant ? L'ut,i l isation de f aibles concent,rations de
solvant (DMSO ou éthanol)  inpl igue d'avoir  recours à des
concenÈratj,ons de CCl4 plus éIevées (8 à L0 mM) ce gui permet
d'al légruer alors gue I 'act ion toxigue mesurée sur les celLuJ-es
est due principalement, au CCl4.

Les résuLt,ats obtenus dans ces condi t ions plus
spécifigr:es montrent gue Ie CC14 agit avec une grande célérité
sur les hépatocytes de rat, en suspension (5 minutes suffisent
pour obtenir des relargages enzymat,igues bien plus éIevés gue Ie
t,émoin solvant,) . Ces résuJ.t,ats sont en accord avec seux décrits
par  PERRISSOUD (1981) ,  KRÀCK e t  a f .  (1983) ,  PERRTSSOUD et  TESTÀ
(1986) ,  BERGER eË a l . .  (1986)  .  Cependant ,  L ' in tox ica t lon  des
hépaÈocyt,es de rat en suspension qlle nous avons obtenue avec 8 rnM
de CC14 après 30 mj.nutes de contact est moindre gue celle décriÈe
par ÀGUIÀR (1985) qui laisse agir le toxigue durant, L20 minutes
et, additionne 0,5 t de sérun albumine bovine (SAB) au milieu de
cul ture.

L'ajout, de SAB aux milieux de cult,ure est dest,iné à
favoriser un maintient, rneil leur de la viabil it,é celluLaire ainsi
gu'à empécher les phénomènes de "clumping" mais cet additif
provident,iel interfère malheureusement, sur la biodisponibitit,é du
CCl4 gr.ri possède une grande af f inité protéigue. En se l iant avec
Ia SAB, la manifestat ion de la toxic i té du CCL4 est ,  donc enÈravée
(PERRISSOUD f981).  Pour cet , t ,e raison, nous avons ommis ce
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cofact,eur t,out, conme le recommandait, PERRISSOUD mai.s nous avons
compensé cet,te carence gualiÈative en uti l isant, un milieu riche
(le Milieu essentiel Minimun de Eagle) plutot, employé dans les
cultures primaires d'hépatocyt,es, préférent,iellement à une
solut,ion saU.ne éguilibrée dopée en glucose (type Krebs Rj-nger
Bicarbonat,e Glucose) Eel $re Ie prat,igue encore de nombreux
aut,eurs.

D'après les obsenrat,ions précit,ées dans ce t,ravail, avec
I 'éÈhanol,  les résuJ.tats se sont concrét isés par des mesures plus
dispersées gu'avec le DMSO. Ceci peut, s'atÈribuer éventuellement
au caractère volat i le de l 'éthanol .  Pour ces raisons, i f  nous
sernble préférable de travaiJ.ler avec du DMSO 1 t ou moins. De
plus, cès remargues sont, en accord avec les recorunandations gu'iI
est habituel de rencontrer dans les rapports de toxicologie. La
neiLleure connaissance de la façon d'ut i l iser ce vecteur peut,
nous pernet,tre d'expligrrer pourquoi PERRISSOUD obtient,, comne
nous I 'avons nous même vérif ié, une intoxication rapide et, un
relargage de GOT significativement plus élevé grre le témoin
solvant, en employant plus de 3 t de DMSO. De plus, la format,ion
de buLles à la surface des hépat,ocytes t,raiÈés avec du DMSO à
forte dose durant 30 minutes, telle gue les clichés de
mj,croscopj.e électroniq:e à balayage I'ont révéIé, corrobore cet,te
hylpothèse. PERRISSOUD ayant, produit des clichés qrri mont,rent
f intégrité de la mernbrane plasmigr:e d'hépatocytes de rat en
suspensj,on t,raités par le DMSO 3, 6 t durant 5 minut,es n' a pu
observer ce phénomène car le temps de prélevement était trop
courÈ. L 'analyse stat ist , igue des expér iences mettant en oeuvre
les Plans Factor ie ls Complets met c la i rement en évidence gu' i I
existe une synergie entre 1 'act ion toxigr le du CC14 et  les for tes
concent,rat ions de solvant.

A j -ns i ,  s i  l ' on  veut  s 'a f f ranch i r  de  I 'ac t j -on  "paras i te "
du solvant,  i I  est  préférable de travai l ler  avec des
concent,rations en solvant, les plus faibles possibles afin de
minimiser cet effet de synergie. Des concent,rat,ions de CC14
supér ieures ou égales à I  nM sont alors nécessaires.  L 'a jout ,  du
CCL4 solubi l isé dans L t  de DMSO a pour ces raisons été adopté
af in de t ,ester 1 'éventuel le act iv i té hépatotrope des ext , ra j - ts
d'Eupatoire ce gui  const i tuai t ,  le but in i t ia l  de cet te sui te
d 'expér iences  sur  Ie  CC14.

Dans Ie modèle des hépatocyt,es de rat en culture
pr imaire,  f  intoxicat ion des cel lu les par le CC14 L0 mM
solubi l isé dans le DMSO l t  a ét ,é quant i f iée.  Les valeurs de
relargage enzynat,icpre gue nous avons obt,enues sont t,out, à fait
comparables a cel les décr i tes par KISO eÊ af  .  (1983a) gr: i  en
soh.rbil isant le CC14 dans l 'éthanol 1 t obtiennent des valeurs de
relargage de GPT très groupées.

Comparée aux résultat,s obtenus avec les hépatocytes de
rat en suspensj.on, Ia variabiLité intra-groupe est beaucoup plus
faible avec les hépatocytes en cult,ure primaj.re. Ceci constitue
un avanÈage primordial du modèle cult,ure primaire par rapport aux
suspensions. Le modèle des hépatocytes en culture primaire
présent,e aussi  I 'avant,age de donner au chercheur la possibi l i té
de réal iser des expér iences "à grande échel le" et  donc de
récolÈer un nombre considérable d ' informat ions à part , i r  du même
rat,  sans gue I 'expér imentateur ne soi t  sous I 'emprise du st , ress
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gr:'engendre la chute de la viabil ité de la suspension gui décroit
en quelques heures.

522 . IÂ D-GAJ.ACTOSAI,IINE.

ÀLors gue l 'ét,ude de la toxicité du tét,rachlorure de
carbone peut s'envisager aussi bien sur le modèIe des hépatocytes
en suspension $te sur le modèle des hépatocytes en culture
pr i rnaire,  l 'analyse de ta bibl iographie sur la cytotoxic i té de la
D-galactosamine sur les hépatocytes ln vitro souligne Ia
nécessi té de disposer d 'un modèIe d 'hépatocytes en cul ture
primaire pour aborder certains aspect,s de la cyt,otoxicit,é de
cett,e molécule hydrosoluble. En effet, différents auteurs ont
tenté mais sans succès, de provoguer un relargage d'enzymes
intracellulaires comme la LDH, Ia GPT ou la GOT ou encore de
dimj.nuer la viabil it,é des hépat,ocytes en suspension en faisant,
agir ce toxigr:e. PERRISSOUD (1981) a observé une d,ininut,ion de la
fuite de LDH et de GOT en traitant, les hépatocytes de rat en
suspension avec Ia D-galactosaruine 10 mM durant, 6 heures. OZTIIRK
eË al , .  (1984) ont éÈudié les ef fets de Ia D-galactosamine sur la
rnorphologie et, Ies altérat,ions biochj-miques des hépatocytes de
rat, en suspension traités durant 2 heures avec des concentrat,ions
de 2, 10 et, f 00 nM de toxj.que. Aucune de ces doses, même si
élevées soient-eI Ies,  rL '  a modif ié ni  Ia v iabi l i té cel lu la i re ni
la fuite de LDH ou de GOT. Une Erès faible augrmentaÈion de Ia
fuite de GOT a été observée dans des hépatoeytes de rat en
suspension trait,és avec 50 et, 100 mM de D-galactosamine durant 60
minutes (MANGENEY et aJ-. I985).  Pour ces raisons, nous n'avons pas
tenté d ' intoxiguer des hépat,ocytes de rat  en suspension avec Ia
D-galactosamine mais nous avons ut i l isé Ie modèle des hépatocytes
en culture primaire gui permet, des expériences sur des temps bien
supér ieurs (plusieurs jours) .

Lorsgue les hépatocytes de rat en culture primaire ont
été t ra i tés par di f férentes concentrat ions de D-galactosamine
solubi l isée et  d i luée dans le ni l ieu MEM complet ,  (0,25 à f0 mM)
pendant, 24 heures, nous n' avons pas observé d' augrmentation
importante de Ia l ibérat,ion d'enzymes int,racellulaires t,elles gue
la  LDH,  Ia  GPT ou la  GOT.  Lors  d 'un  essa i  sur  I ' i n f luence de
l'ajout, de sérum de veau dans du rnil ieu de Will iams, Ia
D-galactosamine 0r 5 mM a augnenté guelgue peu Ia fuite de LDH
alors qutune fui te infér ieure étai t ,  mesurée avec une
concent,ration double ! Ce dernier résult,at, bien qu'en
contradiction avec les observations précédentes peut t,rouver une
expl icat ion :  s i  I 'on prend soin de regarder Ia mesure du
relargage de LDH du lot, témoin (27 t) on s'aperçoit gue cette
valeur est, éIevée et donc gr.re nous avions des hépatocytes
fragiles dont Ia sensibil i té au t,oxigr:e pouvait permet,tre une
int,oxicat,ion minime. Nos espoirs de pouvoir intoxiguer sévèrement
Ies hépatocytes en les t,raitant, par Ia D-galact,osamine durant
environ 24 heures ont été vains rnalgré des tent,at ives d 'ut , i l iser
des concentrat ions for tes (10 mM). Les observat j -ons montrent même
un ef fet  dose inverse. Ces résul t ,at ,s ne s 'accordent pas avec ceux
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décr i ts par KISO et aJ. .  (1983c) dont Ie protocole dest iné à
valider un modèIe de criblage des subst,ances nat,urelles
anti-hépatotoxj.çFes vis à vis de la D-galact,osamine s'inspirait
des travaux de SCIiÀI{NE eË al.. (1980) . Ces auteurs parviennent à
induire un relargage de GPT bien supérieur au lot, témoin en
intoxicant des hépatocyt,es de rat en cult,ure primaire durant, 24 à
30 heures avec la D-galact,osaroine à la dose de 0r5 mM. Ce
désaccord pourrait s'expligrrer par une concentrat,ion du nil ieu
plus élevée en CaCl2 dans leurs rnodèles. Les travaux récents et
très complets de TRAII-THI eÊ al,. (1985) sur la cytot,oxicit,é de la
D-galact,osamine dans les hépatocytes de rat en culture primaire
démont,rent gue la concentratj.on de calcium extracellulaire
n'intervi-ent pas dans la Èoxicj.té de la D-galactosamine in vitro.
Nous avons uti l isé du nil ieu MEM compleÈ pour les expériences de
recherche d'un effet, dose de la D-galact,osanine durant 24 heures
de trait,ement; ce milieu a été également employé par KfSO eË
aJ,.  (1983b) ce gui  contrecarre l 'hypothèse gue nous avons émise
pour expligr.rer cette dj,vergence entre les résulÈat,s de KISO et
aJ-.(1983b) et  nos propres observaEions. En revanche, KISO et
aJ-.(1983b) précisent gr: ' i ls  int ,oxiquent les hépatocytes t rès tôt ,
après les avoir ensenmencés dans les boites de cuLt,ure (1r5
heures) i.e. avant gr.re ceux-cj. n'aient totalement pu récupérer du
stress de la perfusion, alors gue nous avons traj . t ,és les cel lu les
plus tardj-vement (2 à 3 heures après ensenmencement) donc avec
des hépaÈocytes plus résistants.

En nous inspirant des t ravaux de TRAN-THI et  aL.(  L985)
nous avons été amenés à augrmenter considérablement Ia durée des
expériences sur la D-galactosamine t,out en diminuant Ie t,emps de
traitement, à environ 20 heures. Les résultats gue nous avons
obtenus dans le modèIe hépatocytes de rat en cul-ture primaire
lors des essais sur 72 et  96 heures ont conf i rmé ceux obtenus par
ces auteurs.  La D-galactosamine aux concentrat ions infér ieures à
L mM ne provogue pas de modificat,ion de Ia fuite de LDH et,
n'a1t,ère pas Ia viabil it,é des hépatocytes de rat, même à long
t,erme. Les concent,rat,ions supérieures à zt1 mM (surt,out 5 mM)
augrmentent, nettement la fuite de cette enzyme à partir du
deuxj.ème jour de cuLt,ure . L' inhibit ion du relargage de LDH
proportionnel à Ia dose de D-galact,osamine gue nous avons
généralement observé en fin de traitement (soit après 20 heures
de contact  environ) n 'a à notre connaissance jamais été décr i t .

Lorsgtre nous avons intoxigué des hépatocytes humaj-ns en
culture primaire avec différent,es concentrations de
D-galactosamine (0,5 à 5 mM) Ie protocole a ét ,é calgué sur celui
gui  donnai t  sat , is fact , ion avec les hépatocytes de rat .  Les
résultats obtenus amènent aux mêmes conclusions gue dans le cas
des hépatocytes de rat  c 'est  à dire :  toxic l t ,é ietardée pour les
concent,rations de D-gal.actosamine supérieures à 215 mM (surt,out 5
mM) . L'inhibit, ion de Ia synthèse d'albumine concommit,tante aux
relargages enzymatigues prouve gue Ia D-galactosamine alt,ère non
seulement la membrane plasmigue mais encore une des fonctions du
méta.bol isme des hépaÈocytesi  aux doses supér ieures à 21 5 mM cette
inhibi t ion est  guasi  tot ,aJ-e.

D'un point  de \  . re c inét , igue, Ies réponses enregistrées avec
Ies hépatocytes humains sont un peu plus tardives qu'avec les
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hépat,ocyt,es de rat,. On pourrait être tenté de considérer que les
hépatocytes de rongeur sont plus sensibles gue les hépatocytes'humaj.ns 

maj.s en fait les hépatocytes humains présent,ent un
caractère "paresseux" (temps plus long gue les hépat,oCyteS de rat
pour s'attacher au suppo.rt et s'ét,aler pour former une
monocouche) ce gr:i peut expliq.rer cet,te différence
comportementaLe des deux espèces puisgue Ie résult,at, f inal est
identigue.

Au t,erme de cet,t,e partie 52, nous rappelons gue notre
objectif init, ial était de définir des condj-t, ions expérirnent,ales
gr:i permett,ent, de détect,er les at,teintes membranaj-res des
hépat,ocytes subissant, 1'agression de deux t,oxigues de référence :
le t,étrachlorure de carbone et, la D-galact,osamine. Le CC14
convient, aux t,ests à courts termes et la D-galactosamine aux
gests à long terme. Ainsi nous pouvons disposer de deux (voire
trois) modèles permet,tant, le criblage de molécules ou substances
d'or ig ine nat,urel le suscept i .b les de présenter des propr iétés
hépatotropes.

53. CYTOTOXICITE DES EXTRAITS DE PLÀI{TE.

Ce paragraphe se rapport,e à Ia partie 42 dans Iaguelle
nous avons décrit les différent,s résultats qui ont été observés
pour la recherche d'éventuel les act iv i tés cytotoxiqr:es des
ex t ra i ts  d 'Eupat ,o i re  (E  5141-34 e t  RT f  096)  en  u t i l i san t
plusieurs modèles jn v i t ro d 'hépatocytes en cuLt,ure issus soi t ,  d,e
foies de rat ,  soi t  de fo ies humains.  Nous avons également,
appréhendé I 'approche de Ia recherche d'une éventuel le act , iv i té
cytotoxigue d'un principe act,if ext,rait du Chardon-Marie : Ia
silymarine, en uti l j-sant, le modèle des hépat,ocytes de rat en
cul t ,ure pr imaire "c lassigue" .

La s i , Iymarine a été chois ie parce gu'eI Ie est ,  réputée
pour ses propr iétés pharmacologiques hépatotropesr êt  sert
souvenL de référence t,ant in vivo gr.r ' in vitro. Ce principe actif
du Silybun Èmaxianum Gaçrtner (Compositae) entre dans Ia
compos i t ion  du  LEGAION (A.M.M.  315 411.0)  .  Nos  résu l ta ts
montrent gue ce . produit engendre in vltro une cytotoxicité
important,e, appréciée par Ia fuite de 2 enzymes reconnues conme
des margueurs des atteintes de la membrane plasmlque des
hépat,ocytes.  A part i r  de Ia dose seui l  de 40 uglrnlr  on observe
4L,4 t  de relargage de LDII  et  34,8 *  de relargage de GPT. La
réponse cytot ,oxigr:e s 'accroi t  lorsgue Ia concentrat ion du produi t
est augrmentée : plus de 50 t de relargage de ces enzymes dans les
hépatocyt,es traités avec 50 ug/mL et plus de 80 * de relargage de
LDH dans les hépat,ocytes t ra i tés avec L00 ug/rnl .  Rares sont,  Ies
publicatj,ons gr:i nous permettent de comparer ces résultats avec
ceux obtenus par d 'autres auteurs.  La s i lybine, t ,estée sur des
hépatocytes de rat en culture primaire dans des condit, ions
expérmentales t , rès vois ines du modèIe gue nous avons employé,
augmente de 324 t la fuite de GPT lorsque les hépatocytes sont,
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traités à 1a dose de 100 uglrnI, comparat,ivement au lot t,émoin non
t ra i t ,é  (K ISO e t  aJ , .1983c) .  De même,  O i f fe ren ts  p r inc ipes  ac t , i f s
extraits du Chard,on-Marie ont, mont,ré une cyt,ot,oxicité importante
lorsqu'i ls ont êt,é t,est,és sur les hépatocytes de rat en culture

fr inrâ: . re aux doses simi la i res de 100 ug/mI ( I I IKINO et a7.L984c ) .
bans cet,te dernière publication, les auteurs ont astucieusemenË
véri f ié l r inf luence âes fortes concent,rat , ions des produiLs (1

o,g7Àfi 
"rrr 

Ie dosage de Ia GPT et i ls ont, constaté qu'i l  pouvait
aiors exj.st,er une int,erférence grri dj:ninue Ia mesure de
l, activité enzymat,iqte de façon arcieicielle; nous avons ainsi
at,tribué à un artéfact de dosage la diminution de relargage de
LDH que nous avons mesurée entie les doses de 0r5 et 1 mglml'
L, obiervation d,es cult,ures au mi.croscope opt,igue inverse à
contraste de phase confirmait, bien Ia nécrose et la mort des
cel luLes ainsi  t , ra i t ,ées

L,étude toxicologigue glre nous avons entreprise in vitro
sur différent,s rnodèles dthépatocytes en culture provenant soit de
foies d,e rats soit d.e biôpsies de foies. humains pour évaluer
I, innocuité ou l 'éventuelLe action cytot,oxigrre de 2 ext'raits
totaux agueux d'Eupatotium cannabinum L. (Asteraceae) nous permet
d, ét,abti i dans un tableau conparatif la synthèse des résultat's
regroupés tableau xXxII

A concentrations de plante sèche éguivalent,es, une
cyt,ot,oxicité plus importante a été mesurée dans le cas de
I7 extrai t  E Sf ef  - :a qr le dans Ie cas de I 'ext , ra i t ,  RT f  095. Le
ca lcur  des  concent ra t ions  e f f i caces  50  (cE 50)  ,  c 'es t  à  d i re  des
doses qui provogr:ent 50 t de I 'effet t,oxigr:e, donne des valeurs
compr ises  ên t re -5  e t  ? ,5  mg de p lan te  sèche/mL pour  I 'ex t ra i t  E
5L4i-3À et  des valeurs comprises ent, te 10 et ,  20mg de plante
sèche/ rn l  pour  l ' ex t , ra i t  RT 1096.  Ces ca lcu ls  sont '  réaJ- isés  à
partir des données obtenues dans les tests sur hépatocytes de rat
àn cuLture primaire en microméthode.

f l  âst  possible de considérer également gu' i l  existe une
dose seuil non t,oxigr.re de 2,5 mg de plant'e sèche/ml pour
I rex t , ra i t  E  5141-34 e t ,5  mg de p lan te  sèche/mJ-  pour  l ' ex t ra i t  RT
1096. Cependant,  i I  est  rèmarguable de constater Ie peu dlécart ,
gui  sépare les doses non toxigrres des concent,rat ions ef f icaces
50 .

Les résult,ats que nous avons obtenus au cours de cette
étude peuvent,  être comparés à ceux ci tés par LEXÀ (f988) qui
concernênt 2 autres extrai ts agr leux d 'Eupat,oire (n 85 et ,  E 84-4).
Testés sur le modèle des hépatocytes de rat  en suspension à des
concent,rat,ions comprises entre I et 5 mg de plante sèche/ml ces
extrai t ,s n 'ont  pas révéIé d 'ef fet  cytotoxj .que après 60 minutes de
cont,act  avec les cel lu les.  Ces résu1t,ats ne Sont donc pas en
désaccord. Pourtant, compte t,enu du faible écart de concentration
gqi  sépare la dose l imi t ,e non t ,oxigr:e de Ia dose ef f icace 50, que
nous avons pu apprécier dans les test,s sur hépatocytes de r1t en
culture prirnaiiè, iI eut été souhait,able de test,er des doses
supérieurés. Cette dernière remargue est aussi valable pour
I 'èssai  qr te nous avons ef fectué avec le RT f095 Sur Ies
hépat,ocytes de rat, en suspension, essai qui avait ét'é conduit au
départ  pour s 'assurer de f  inocui té du produi t  à des doses



186

suscept j.bles de présenter une act,ivité hépat,otrope.

La comparaison des résult,ats obtenus au moyen des
dif férents modèIes mis en oeuvre mont,re une t,rès bonne
concordance dans les réponses sur les hépatocyt,es de rat. Les
hépat,ocytes hurnaj.ns en cult,ure primaire mont,rent. les mêmes effets
$le ceux observés sur les hépatocyt,es de rat maj.s ces cellules
semblent un peu moins sensibles aux agressions des ext,raits
d'Eupatoire gr:e les hépat,ocytes de rongeur ou du moins elles
manifestent, une réponse plus t,ardj.ve.

Des expériences que nous avons effectuées in vivo chez la
souris, conformément aux normes en vigueur pour la recherche
d'une t ,oxic i té aiguë sur L4 jours (DL 50),  ont ,  montré gue les
ext,rai ts agrreux bruts d 'Eupatoire (E 514L-34 et  RT 1095) n 'ont
pas entrainé de mortalité dans les lots d'animaux traités aux
doses  de  2 ,5 ;  5  e t  10  g /kg  en  I .P . .  Seu ls  gue lgues  s ignes
d'alÈérations du comportement des souris ont ét,é not,és aux fortes
doses et ces pert,urbat,ions ont régressé au cours des deux
premiers jours gui ont suivit Ie traitement (résultats présent,és
annexe 6) . La comparaj.son de Ia cytot,oxicit,é de ces extraits
d'Eupatoire t,estés sur un modèle in njvo et sur plusieurs modèIes
in vit,ro d'hépatocytes en culture monÈre gue les modèIes in vit,ro
sont,  p lus sensibles gue Ie modèIe in v ivo chez Ia sour is.  Le
contact  d i recÈ des produi ts avec les cel lu l ,es dans les tests in
vi t , ro en est  sans doute Ia raison.
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SYNTT1ESE COMPARÀTI\E DE L'EFFET DE 2 EXTRÀITS
AQUEUX D,EUPAIORIUM CAIINABIM'M L. SUR DIFFERENTS
MODELES IN VITRO D'HEPATOCYÎES EN CULTURE.

HEPAÎOCTIES DB RAl HEPAIoC1CIES EUl,|ÀrlrSPRODI'U . DOSE

:*t""t :
EIf SUSPEXSION . gf Clr&n nA PRIIIAIRE

. ClÀSSIolrE . I.iICRO,!E:!!ODE

E 51{1-3A .  0 ,23

Ê 5 l {1 -3À .  0 ,625 .

E  51{1-3A .  1 ,25

E 51 '11-34  .  2 ,5

E 5 t {1 -3A .  5

E  5 1 { 1 - 3 À  .  ? , 5

E 51{1-3À .  10

E 51{1-3A 20

E 5 I {1 -3À .  25

E  5 r { 1 - 3 A .  { 0

0

ItlD

I,lD

0

ND

![D

ND

ND

ND

ND

0

0

ITD

0

0

+++

+++

ÀtD

lrD

ÀlD

0

+

ND

+++

ND

ND

IYD

? .

ND

ND

ND

ND

RÎ  1096 .  0 ,625

R Î  1 0 9 6  .  L , 2 5

R Î  1 0 9 6  .  2 , 5

Rr 1096 . 5

R Î  1 0 9 6  .  7 , 5

RÎ 1096 . 10

RÎ  1096 .  15

RÎ 109ri .  20

RÎ 1096 . {0

IVD

0

0

0

ND

ND

ND

ND

ND

0

ND

++

t{D

++

IIID

0

0

0

0

IIID

0

ND

0

ND

r{D

+++

+++ ltD
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54. RECTTERCITE D'UN EFFET TIEPATOTROPE DES EXTRÂITS D'EUPÀTOIRE.

Cet,te. paft, ie se réfère aux résulats présent,és dans la
partie 43. Cette étud,e qui tent,e de vêrif ier l 'activité
hépatotrope de deux ext,raits aqueux bruts dt Eupat,oire in vitro
met, en oeuvre plusieurS modèles dt rr'épatocytes de rat et
d, hépatocytes hr:rnains en culture. Elle fait suite à une série de
résulÈats positifs encourageants gue nous avions obtenus avec
l 'ex t ra i t  E  5141-34 (ARVIS 1985) .  L 'ac t i v i té  hépato t rope a lo rs
dérnontrée à la dose de 21 5 mg de plante sèche/nl en uti l isant des
hépatocyt,es de rat en suspension intoxigués par du CC14 2 mM
durant 30 minutes en trait,ement simultané n'avait pu nous donner
ent,ière satisfaction. En effet, le t,oxigrre solubil isé et dilué
dans Ie DMSO ét,alt ajouté aux cellu1es sous un volume de 5 *, ce
qr:i engendre, après 30 minut,es de cont,act avec les hépaÈocyÈes'
un effet cytotoxigrre synergigtre entre le toxigue et son solvant
comme nous l 'avons vr: dans la partie 4L. Grâce aux indications
éclairées de VAILLANT, le traitement, statistigue de ces résult,ats
au moyen d'une régression mult,iple avec un changement de variable
(pour éIirniner artif iciellenrent 1'effet du DMSO) a été tent,é mais
ceci  n 'a pas permis de discr in iner entre I 'ef fet  hépatotrope
"ant, i -CCl4" eÈ l 'ef fet  hépatot , rope "ant i -DMSO'.  11 n 'en demeure
pas moins gue l 'extrai t ,  étai t ,  act . i f  à la dose de 2,5 mg de plante
iècne/mt.  Mais parce gu' i I  est  important de pouvoir  at t r ibuer
f intoxicat,ion des hépat,ocytes par Ie CCL4 à une action
prépondérant,e du t,oxigue sur les cellu1es dans Ie cas où l 'on a
recours à un tiers solvant, certaines réserves peuvent être
émises guanÈ à Ia validi,té de ces conditions expérimentales. De
même pour le modèIe de criblage des flavonoides mj.s au point par
eERRISSOUD (1981)  e t  repr is  par  PERRISSOUD et  TESTA ( f986) .  En
effet ,  ces auteurs ut i l isent 3,6 t  de DMSO Pour ajouter Ie CCI4 2
mM aux hépatocyt,es de rat, en suspension traités durant 20
minutes. Si les effet,s "prot,ecteurs" obtenus ne sont pas à
remettre en cause, i l  nous sembJ.e hasardeux de les at,tribuer à un
effet, modérateur spécifiqrre du CC14. En revanche, Ies résultats
décrits par AGUIAR (1985) ne donnent pas matière à crit igue
puisgue le CC14 2 nM solubiLisé dans le DMSO est ajouté aux
hépatocyt,es de rat en suspension sous un volume de I t.

Dans Ia part ie 43 nous avons décr i t  les résul tats gui
concernent Ia recherche d'une éventuelle activit,é hépatotrope de
2 exÈrai t ,s agr- teux d 'Eupatoire E 5141-3À et  RT f096 vis à v is du
CC14 dans les hépatocytes de rat, en suspension ou en cult,ure
primaire et, vis à vis de Ia D-galact,osarnine dans les hépat,ocytes
de rat et les hépat,ocytes humains en culture primaj-re. Nous avons
ut i l isé le dosage des enzymes int , racel lu la i res relargruées tel les
gue la LDH, la GPT et la GOT parce gue leur $rantif ication est
reconnue pour servir de bons margLreurs de f int,égrité membranaire
des hépat,ocytes.

Dans les essais sur hépat,ocytes de rat  en suspension en
traitement simultané durant des temps courts (30 minutes ou 50
mj.nutes) r i l  a été observé une discrèÈe activit,é hépatotrope du E
5141-3À vis à v is du CCt4 4 mM/DMSO ft  et  une tendance plus
margrrée du RT f096 vis à v is du CC14 10 mM/éehanol  L* pour des



189

concentrat ions de plante soi t  de 2,5 Soi t  comprises ent ' re L,25 et
5 mg de plante sèche/rnl respect,ivement Pour chaque, ext,rait
testé

Dans les essais sur hépat,ocytes de rat en suspension en
traitement prévent.if, une activité hépatotrope importante a ét,é
observée avec Ie E 514L-34 (30 à 60 t  de "prot 'ect ion" aux doses
de L,25 et  2,5 rng de plant,e sèche/ml)  et  une act iv i té hépatotrope
un peu plus faible a ét,é mesurée avec le RT 1096 (20 à 40 * de
"prôtecl ion" aux doses de Lt25î 2,5 et  5 mg de plant,e sèche/m1).
f.ês effets apparaissent, les plus rnargr.rés lorsgr:e I ' intoxication
par Ie CC14 est ifiPortante.

Dans l 'essai sur hépat,ocytes de rat en culture prirnaire
en trait,ement préventif long (29 heures) contre Ie CC14 L0
rnl,I/DMSO L*, une t,rès faible diminut,ion des relargages
enzymatiques a été observée avec le RT f096 à Ia seule dose de
1,25 mg de plant,e sèche/mI, ce grri ne pourrait en aucun cas
s' interpréter comme une act iv i té posi t ive de 1 'extrai t .

Dans l,essai . sur hépaÈocytes de rat, en culture primaire
en traitement, simultané contre Ia D-galactosamine 5 mM' aucune
activité hépatotrope n'a été remarquée ni pour l 'un ni pour
l,autre des 2 extralts aqueux d'Eupat,oire, test,és pourtant sur un
large spectre de concent,rations.

Dans. l 'essai  sur hépatocyt ,es hurnaj .ns en cul t ,ure pr imaire
en t,rait,ement simultané contre Ia D-galactosamine 5 mM, I 'extrait
E 5L41-3À a légèrement, ant,agonisé la fuite de LDH et de GPT à Ia
dose de 5 mg de plante sèche/ml durant les premières 48 heures de
cul ture mais aucune act iv iÈé hépatotrope f lagrante n 'a ét ,é
mesurée.

I1 est ,  a insi  possible de dresser un bi lan des act iv i tés
hépatotropes des 2 extraits d'Eupatorium cannabinum L. qui nous
ont,  été conf iés pour les tester in v iËro sur les hépatocytes en
culture. Ce bilan est présent,é tableau XXXIII et peut, donner
rnatière à guelgues remargues.

Tout dt  abord,  i I  est  manifeste gue les expér iences sur
les hépatocytes de rat en cult,ure primaire trait,és avec Ie CC14
10 nM/DMSO Lt n 'ont  pas révélé d 'act iv i t ,é hépatotrope du RT
1096.  E l les  n 'on t r  êo  fa i t ,  Pês  conf i rmé les  résu l t ,a ts  pos i t , i f s
obtenus dans les essais sur les hépatocyt ,es de rat ,  en suspension.
Cette discordance apparent,e pourrait s'expliguer par Ia
différence de t,emps de prétraitement (29 heures dans le cas des
hépatocytes de rat, en culture primaire et 30 à L20 minuÈes dans
Ie cas des hépat,ocytes en suspension). On peut, Supposer que dans
ta , 'soupe" de moLécules présentes dans cet ext,rait, aqueux brut,
Ies pr incipes act i fs hépatotropes pourraient soi t  avoir  une
act,ion anti-CCl4 rapide grri ne seraie pas révélée lorsgue le
ternps de prét,rait,ement, est, t,rop long, soit, être métabolisés par
Ies hépatocytes et biotransformés en molécules non act,ives durant
ce t,emps de préincubation de 29 heures. Afin de trouver une
éventuelle réponse à cet,te hypothèse, i l  serait, souhaitable de
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réaLiser prochainement guelgrres expériences complément'aires sur
le même brincipe gue celles +ri ont' - ét,é prat,iguées sur les
hépatocytâs ae iat en suspension c'est à dire : vérif ication de
I,influènce du temps de prétraitement, des cellu1es par l 'ext,rait
de plant,e et éptimisat,ion des condit,ions de préincr-rbation avant
traj.tement par le toxique de référence.

Ensuite, l 'absence de réponse hépat,otrope positive dans
les essais Sur hépat,ocytes de rat et hépat,ocytes hr:rnains en
culture primaire int,oxigr.rés par la D-galact,osamine, ne pose Pas
un réel broblène d'interprétat,ion dans la mesure où Ia Èoxicité
de cette mo]écule hydrosoh-rble se manifeste essentiellement, par
une déplétion en nucléot,ides uridj.nigrres et gue son action sur Ia
roembrai:e plasmigrre de la cellule (révéIée par la fuit 'e d'enzymes
intraceltufaires telles gue nous les avons mesurées) n'intervient,
qu, à un stad,e tardif comne nous l 'avons vr: dans les partj.es 22 .et
Sf .  Si  I 'on peut émett , re I 'h lpothèse gue I 'extrai t  d 'Eupatoire
ait une action sur les alt,érations précoces de la membrane
plasmigr:e des hépatocyt,es, iI est, Iogigue de ne pas obtenir
â, effet sur les relaigages enzymat,i.Sles provoqrrées tardivement
par Ia D-galactosamine. Parce gue les modes d'act ions'de ces 2
toxigr:es dé références sont différenÈs, leur ut,i l isatj.on en falt
2 moaèles de cr ib lage complément,aires.  De p1us, d 'après les
informations fournies par Ia tit,térature' i l  est, fréguent' de
constat,er gue bien des subst,ances actives contre Ie CC14 ne le
sont pas contre Ia D-galactosamine.

Enfin, Ia cbncordance entre les résultat,s obtenus dans
Ies essais sur hépatocytes de rat et hépatocytes humains en
culture primaire plaide en faveur du caractère prédictif des
expériencés pratigr.rées sur le rongeur à 1'évidence plus aisées à
réâl iser què les expér iences sur matér ie l  humain.  L '  obtent ion
toujours aél icate de t issu hépat igue d'or ig ine humaine réserve ce
modé1e à des applications somme tout,e assez except,ionnelles.

11 est  t rès di f f ic i le de comparer les résul tats que nous
avons déCri t ,s avec ceux gl l ' i l  est ,  possible de trouver dans la
l i t , térature car les références concernant la recherche d'une
activité hépatotrope d'extraits végétaux bruts sur des modèl-es
drhépat,ocytès en cul ture sont peu nombreuses. KISO eË al ' .  (1984a)
ont,  

-  
monté gu' i l  peut exister des var iat ions importanteg. de

Iract iv iÈé ânt i -hépatotoxigue d'extrai ts méthanol igues d 'épis
d,rArtemjsja caplTJaris lunberg (Compositae) en fonct,ion de Ia
provenance et ,  de Ia date de récol te des planÈes.

Nous avons \ru dans la partie 23 gue Ia plupart des
réfêrences bibliographigrres ayanÈ t,rait à Ia détection d'une
activité anÈihépaÈotôxique par des extraits végétaux uti l isait
des modèIes sur hépat,ocyt,es de rat en culture primaire int,oxigués
soi t  par ]e CC14 10 mM/éthanol  Lt  soi t  par Ia D-galactosamj.ne 0,5
mM. piatiguement, t,ous ces articles sont de provenance asiat,igue
et, peuvenÈ êt,re at,tribués à l 'abondante l it,t,érat,ure de l 'éguipe
de KISO et HIKINO. Les auteurs qui  ut i l isenÈ des modèles sur
hépat,ocyt,es in vitro s' int,éressent généralement à Ia détection du
pouvoir  hépatotrope de pr incipes act i fs isolés et  pur i f iés.  Sans
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vouloir passer en revue tous les produits (ô cornbien nombreux)
gr:i ont pu être cribLés par cet,te éguipe nous ne pouvons nous
soustraire à formuler sur ce point guelques remargl-res. Si les
modèles développés pour le criblage précoce de subst,ances
hépatotropes, Ç[u'elles soient d'origine naturelle ou de synthèse'
sont tout à fait séduisants et nous ont, beaucoup influencés dans
notre démarche, it n'en d,emeure pas moins gu'i l  existe une
calence import,ante gl.lant, à la recherche systématigue d'une
éventuelle cytotoxicité des sr:bstances test,ées. D'autre part, les
concentrat,ions de principes act,if,s efficaces sont, généralemenÈ
élevées (1 ng/ml) et i l  est fréguent de const,ater une forte
toxlcité des produits' à cett,e dose dans les t,ests sur hépat,ocytes
de rat en culture primaire après 24 heures de traitement, voire
cies arËéfacts de ciosage.

L'identif ication des composés chimigues présents dans des
ext,raits d'Eupatoire fabrigués seJ.on des modes de préparat,ions
galénigues similaires à celui ut,i l isé pour I 'obtention de
1'extrai t  E 5141-3À a fa i t  apparai t re l 'exist ,ence de certains
composés susceptibles de posséder une activit,é antihépatot,oxj-gue
t,els gue des di.terpènes dérivés de clérodane, triterpènes
(acétate de dammaradiényle) r f lavonoides (ruÈosj.de, hyperoside'
gr.rercétine, astragaline, acide p-coumariniqr.re, acide féruJ.igr:e,
isoguercétine et, kaenpférol-3-rhamnoside), acides phénols (acide
caféigr:e,  acide chlorogénigue et  acide isochlorogénigue),
polysaccharides anti-inf lammat,oires et, cÏ:,oline; mais surtout
d 'une lactone sesguiÈerpénique (1 'eupator iopicr ine) présente en
concentratj.on import,ant,e (1t) dans les parties aériennes sèches
(LEXA 1988).  Ceci  fa i t ,  donc clai rement apparai t re gue les
résultats positifs obt,enus avec les extraj-ts aqueux bruts
d 'Eupato i re  E  5L4L-34 e t ,  RT f096 aux  concent ra t lons  de  L ,25  à  5
mg de plant,e sèche/mI sont sans conmune mesure avec les
concentrations des principes actifs purif iés gtti sonÈ
généralement décrits comne présent,ant, des act,ivit,és
antihépat,otoxigues in vitto. Les valeurs maximales que pourraj-ent
représenter des concent,rations théorigues de principes actifs
cont,enus dans les extrai ts de plante E 5141-34 et  RT i .096
seraient de L2'5 uglml à 50 ug/ml donc au moins 20 fois
infér ieures aux concent,rat ions des pr incipes act i fs les plus
souvent rencont,rées dans Ia l ittérature.

La synthèse comparative des résuJ-tats qui concernent la
recherche d'une activit,é hépat,otrope des extraits agLteux bruts
d'Eupat,oire dans les di f férents modèIes d 'hépatocytes en cul ture
est consignée tableau XXXII I .



Tableau XXXIII :

L92

INFLUENCE DES EXÎRÀITS AOUEUX BRUTS D,EUPATOIRE
E 5141.3A ET RT 1095 SUR L '  INTOXICAIION PAR DES
MOLECULES DE REFERENCE D'HEPATOCYTES ISOLES EN
CULTURE SELON DI\ÆRS MODELES.

ESPECE MODELE EXTRAIT . TOXIQUE TRÀITEMENT EFFET
HEPATOTROPE

RAT

RAT

RÀT

RAT

RÂT

RAl

RAl

HOMME

HOMME

E-3A

R1

E-3A

RT

RT

E-3A

RT

E-3A

RT

ccL4

ccl,4

ccÏ,4

ccr"4

GAI-NH2

GÀ].-NH2

GÀL.NH2

GAI-NH2

simult,ané

simultané

préventif

préventif

prévent i f

sirnultané

simultané

simultané

simultané

+

+++

++

négatj-f

négat i f

négatif

négat i f

négat i f

I .H .C .
! l .P . c .

Hépatocyt,es
Hépatocytes

isolés en suspens j .on.
en cul ture pr imaire.
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6. CONCLUSTON.

La moÈivat,ion à I 'origine du présent travail est, celle de
bon nombre de t,oxicologiues grri depuis ces dernières années
accordent une part, de plus en plus important,e à l'ut,ilisat.ion de
tests in vitro. Ces rnodèles complément,aires doivent perîettre de
modérer ]a consommation importante d'anisraux de laboratoire que
nécessi tenc les études toxicologigues "c lassiques".

En plein essor depuj.s ces dix dernières années, les
rnodèles toxico-pharmacologigrres jn vitro sur culture de cellules
hépatigrres deviennent, très performants et permettent, de
reproduire les phénomènes décrits chez l 'animal in rzivo de façon
tout à fa i t  sat isfaisante.

Pour des raisons à 1a fois éthiqrresr scient' if iq:es,
économigr:es et, polj,t,igrres dont, nous avons exposé les argruments,
ces modèles coha,bitent aujourd'hui avec les modè.Les "classiques"
jn vivo dans la plupart, des laborat,oires de Toxj.cologie ee de
Pharmacologie.

Les caract,érist, igues de ces modèIes (sinples, rapides,
fiables, pêu onéreux et, prédictifs) les autorisent, à être dès
lors emplôyés comme modèles complémentaires des modèles in vlvo.
Leur f  aci l i t ,é d 'ut i l isat , ion a] l iée aux possibi l i t ,és de pouvoir
tester un nombre important de molécules, souvenL disponibles en
faibles guant i tés,  Ies prédisposent à une ut i l isat ion précoce en
tant, gue modèles de criblage dans les études toxico-
pharmacologigr.res de substances nouvelles.

Au cours de ce t,ravail, nous avons rnis au point et
uti l isé plusieurs modèles de culture d'hépatocytes dans Ie but de
donner aux toxico-pharmacologues des outils gt-ti permett,ent, de
cr ib ler  des substances d'or ig ine naturel le soi t ,  pour la recherche
d'une évent,uel le cytotoxic i té soi t  pour Ia recherche d'une
éventuel le act iv i té hépatotroPe.

Le cheminement qui s'applj.grre au cas général de t,oute
nouvelle molécule issue de Ia recherche pharmaceut,igue est Ie
suivant :

NON. ARRET DE L,ETUDE ?

RECHERCHE D'UN
EFFET PTIÀRMACOLOGIQUE

OUI .  TOXIC ITE .OUI

nôu

COM!4ERCIET,TèAITON DU PRODUIT
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Dans cet exposé, nous avons présentê cette double
approche avec une êhronologie guelqqe peu différent,e de la
èhionofogie , 'classique" en présent,ant,,Ia recherche de la toxicité
à"- ptoariit avant fa rechérche de 1'act'ivit,é pharmacologigue'
Càp.ira"nt, les modèl,es jn vitro permet,t,ent en fait, de répondre à
cei deux grrest,ions de manière gr.rasi concommitt,ant,e.

.  . .CYTOTOXIQUE

RECTlERCHE
D' UN EFFET

. . .PI1ARMACOLOGIQUE. .

. . . .OUI  .ARRET DE L 'ETUDE ?

. .NON.

.  .our.

:
.  .  NON.

. .COMMERCIÀI,ISAT]ON ?

. . . . .ARRET DE L' ETUDE ?

cet,te démarche rigoureuse doit s'appliguer aux
préparat,ions d, origine naturelle grri renferment un cerÈain nombre
âe irincipes actifÀ dont gr.relgr:es uns sont bien connus mais dont
la ptupart gardent, encore leurs mystères.

Puisgr: 'aujoud'hui  on ne par le plus de rnédecines douces
mais de phyiot,héiapie et de phytomédicaments, la nécessit,é de
contrôler- }ès produits gr:i Sont parfois trop Souvent, en vente
libre ingrrièt,e les législateurs -

Âinsi, Ia démarche gue nous avons adopt,ée répond au
courant nouveau soutenu par les pouvoirs publics du Minitère de
la Santé c,  est ,  à dire de sécur iser les ut i l isat ,eurs de drogues
naturelles par un "Iabel" de gr-raIité décerné à Eelle ou telle
préparat ion commerciale.  Cert i f icat  d 'emploi  sans r isgues-(aulorisat,ion 

de mise sur Ie marché type Al4M sirnplif iée) poYr
l, obtention dugr:el des t,ests scientif igues auront ét,é effectués
afin de garantir aux consonmateurs au moj.ns l ' inocuité des
préparat ions à défaut de garant i r  leur rée1le ef f icaci té.

Crest  pour ces raisons et ,  dans 1 'espoir  gue les résul t 'at ,s
obtenus puissênt éventuel lement s ' insérer dans un dossier
d, expertiée toxicologigr:e et, contribuer pour une part
certâinement for t  modeste à la sécur i té des usagers qu'au cours
d,e cet,te étude, plusieurs modèIes in vitro sur les hépatocytes de
rat, et les hépatôcyt,es humains en culture ont ét,é mis en oeuvre.
Nous avons t,enté d'optimiser cert,aines condit, ions expériment,al-es
pour l, ét,ude des effets cytotoxigues et, hépatotot,ropes de
substances naturelles à partir d'un exemple reposant, Sur I 'ét,ude
in rzjÊro de deux extraitÈ agueux bruts d'Eupatorium cannabinum L.
(Asteraceae).  Ces modèles ainsi  val idés pourront ensui te servir
en rout ine pour un cr ib lage d'autres préparat ' ions nat,urel les.

* * *
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ce mémolre Présente dans une brève
gui suivra.

Dans une analyse bibliographigrre. rapide nous avons décrit'
les principales dônnées relat,ives aux nodèIes t,oxico-
pharrnaêologigr:es in vitro, puis aux hépauotoxigues de références
gue nous avons employés et enfj-n aux substances nat,urelles
hépat,ot,ropes.

Dans un troisièrne chapitre nous avons dêcriË avec le plus
de précision possible I 'ensemble des technigues $le nous avons
ut,it isées dans cette étude.

Dans un guat,rième chapitre nous avons présenté les
résult,ats expériment,aux gr:i constit,uent la base de ce travail. Ce
chapitre est lui-rnême srrbdivisé en t,rois parties qtli décrivent
successivement les résultats obtenus pour :

a) 1a mise au point, de modèles hépatotoxigr:es sur des substances
de référence (le tétrachlorure de carbone pour les t,est,s à court
t,erme et Ia D-galactosamine pour les tests à long t,erme) .
b) la recherche d'une éventuelle cytot,o:i icité de deux extraits
brut,s d,Eupatoire dans des t,ests à court, moyen et long-t,erme et
celJ.e d'unê subst,ance hépatot,rope de référence (la silymarine)
dans un test à rnoyen terme.

c) Ia recherche d'une évenÈuel le act iv i té hépatotrope des
extrait,s aqueux brut,s d'Eupatoire vis à vis du Èét,rachlorure de
carbone pour des t,est,s à Court terme et, vis à vis de Ia
D-galactosamine pour des t,est,s à long terme.

Dans un cingr:ième chapit,re sonÈ consignés : I 'ensemble
des remargues crit, içtes glle nous avons pu formuler Sur les
résultat,s gue nous avions obtenus, les comparaisons de ces
résuJ.tat,s avec les données de Ia l iÈt,érature gui pouvaient
concerner des sujet,s connexes ainsi gue des éIéments synthétisant
nos résul tats.  Nous avons présenté ces éIéments de synthèse sous
forme de tabLeaux afin d'en rendre Ia lecture plus direct,e qu'un
Iong exposé comparatif et pour gue l 'accès aux informat,ions soit,
p lus aisé pour le lecteur.

* * *

Ce travail a permis de constater :

* Que deux produits de référence (Ie tétrachLorure de
carbone et la D-galàct,osamine ont, induit, une franche cytot,oxicité
(nécrose des cel lutes).  Le tét , rachlorure de carbone est
cyt,otoxigrre dans les nodèIes d'hépat,ocyt,es.de rat en suspension
eÉ en cult,ure primaire (pour les tests à court t 'erme) et Ia
D-galactosamine est  cyt ,otoxigue dans les modèles d 'hépatocytes de
raÈ et ,  d 'hépat,ocytes humains- en cul ture pr imaire (pour les tests
à  long  te rme) .
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* Que deux extraj.ts agueux bruts d'Eupatoire (g 514L-34
préparê conforménenÈ aux indications traditionnelles et RT L096
préparé selon un procédé pilote semi-industriel) gui n'ont, pas
révélé de t,oxicité in vivo chez Ia souris pour des doses allant
jusgu'à 10 g de plai : te sèche/kg in jectés en I .P. ,  ont ,  monÈré une
cytotoxicitê marguée sur des modèles d'hépatocytes de rat en
suspension, en culture primaire "classique et en microcult,ure et
aussi sur urr modèle d'hépatocytes humains en culture primaire à
des doses supérieures à 5 mg de plante sèche/mL dans Ie cas du
lyophi l isat  E 5141-34 eÈ à des doses supér ieures à 10 mg de
plant,e sèche,/ml pour la poudre RT L096. Les résult,ats obt,enus sur
les différent"s modèles à court terme et à long terme sont
concordants et les résult,ats sur les deux espèces Marnmifères (rat
et, homme) sont également concordants

* Que les deux ext,raits d'EupaËoire diminuaient, l 'action
toxj-gtre du tétrachlorure de carbone à des dose comprises entre
L,25 et  5 mg de plante sèche/ml lors de tests à court  terme sur
les hépatocytes de rat en suspension lors de t,raitements
sirnult,anés mais surtout lors de traj.tements préventj,fs courts (30
à L20 rninut,es) . Ces résultat,s n'ont pas été reproduits sur le
modèle des hépatocytes de rat en culture primaire lorsqr.re les
cel lu les étaient,  préÈrai tées par l 'extrai t  RT 1096 durant 29
heures. La durée importante du t,emps de prét,rait,ement qui est à
mettre en relat ion avec 1 'ét ,ude de la cvtotoxic i té sur 24 heures
pourrait expliguer cette discordance

* Que le faible écart ent,re les concentrat,ions cytot,oxiqr:es
(5 et  10 mg de plante séche/rnl  pour les extrai ts E 5141-34 et  RT
L096 respect ivement)  et  les concentrat ions act ives cont,re la
cytotoxic i té du tétrachJ.orure de carbone (comprises entre L,25 et
5 mg de plante sèche/ml)  sont assez embarassantes.  Cet, te
constat,ation sur la notion de coefficient, thérapeutigr:e est
fâcheuse si  l 'on veut,  s 'assurer d 'une marge de sécur i té
confortable lors d 'un t ra i tement phytothérapigue. La recherche
systémat igue d,e Ia cytotoxic i té est  donc indispensable.

*  Qu'aucun des deux ext , ra i ts d 'Eupatoire n 'a diminué la
cytot ,oxic i t ,é de la D-galact ,osamine lors de tests à long terme en
trait,ement, simultané gue ce soit sur un modèIe d'hépat,ocyt,es de
rat en cult,ure primaire ou $le ce soit sur un rnodèIe
d'hépat,ocytes humains en culture primaire.

* Que les résultats obt,enus sur les différents modèles
d'hépatocytes en culture concordent entre eux et donc sont
répétables et reproductibles non seulement, intra-espèce mais
encore int ,er-espèces .

* Que ces modèles in vitro sur hépatocytes en culture sont
bien adapt,és à la déf in i t ion d 'un nodèIe de cr ib lage simple,
rapide, f iabLe, pêu onéreux et  prédict i f .  Ainsi ,  leur ut , i l isat ion
conviendra à Ia recherche précoce soi t  d 'une cyt ,otoxic i té soi t
d 'une act iv i t ,é hépatotrope non seulement,  de subst,ances d'or ig ine
nat,urel le mais encore de rnolécules pur i f  iées ou de synt,hèse.
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* Qu' un des intérèts supplérnentaires, gr-re nous avons'
jusqu'ici peu rnis en exerguêr est qle les modèIes gue nous avons
utit isés permet,tent de nener des études' de cytot,oxicité
simultanement aux études des effet,s hépatotropes donc de voir les
deux t, lpes d'effet,s Sur une populat,ion de celluJ.es homogène car
les hépatocytes proviennent du même 'donneur".

***

Le travai l  gue nous pïésentons n 'a pas la f inal i té de
constj.tuer ua plaidoyer pour les bépatoelËas car l'avenir des
rnéthodes ln vitro complémentaires des méthodes in vivo est
au jourd 'hu i  assuré .

* * l f
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AITNEXE 1

Solutions uti l isées pour la perfusion du foie de raÈ.

1.  Solut ion de lavaqe du fo ie .

Solut,ion saline de Hanks Sans Ca++ ni Mg++ (Flow ou Gibco)
Gentamycine 0' 05 nglml (Flow)
Hépes 10 mM (Sigma)
Soude I  N (Prolabo) r  QSp amener le pH à 7r 35
EGTÀ 0 ,5  N (S igma)
Filt,rer sur menbrane de 0,22 um

2 .  So lu t i on  de  d i ssoc ia t i - on  du  fo ie .

Milieu de vlilliams WME incomplet, dont Ia préparatj.on est
indiguée annexe 2t (Flow ou Vietech)
CaCI2 5 mM (Prolabo)
Col lagénase 0,25 t  (Boehr inger)  ou 160 U/ml (Sigrma type I)
Hépes 10 mM (Signa)
Soude 1  N (Pro labo) ,  QSP amener  le  pH à  7 '35
Filtrer sur membrane de 0r 45 um
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AI.INEXE 2

Milj.eux uti l isés pour tes hépatocytes en culture prirnaire.

1 .  M i l i eu  de  Wi l l i ans .

Milieu de Witl iams WME tiguide, st,éri le x1 (Flow ou Vietech)
Strept,omycine /  Pénic i l l ine (Boehr inger)  0,1,  mg/ml et  100 UI lml
L-glutamine 200 mM (Gibco) 2 mM
Sén:sr de veau nouveau né (Séromed) ou Sérum de foet'aL (Jacgues
Boy)  10  * .

2.  Mi l ieu essent ie l  minimum de Eaale.

Milieu essentiel minimum de Eagle avec sels de Earle EMEM liguide
stér i le x l  (FIow ou Gibco) .
Strept,omycine / Pénicil l ine (Boehringer) 0,1 mglmJ. ee 100 Uf /mI
L-glutamine 200 mM (Gibco) 2 mu
acides aminés non essent, ie ls x100 (Flow) l t .
Sérum de veau nouveau né non décomptérnent,é (Séromed) ou Sérum de
foet,al décomplémenté au bain marie 45 mj.nut,es à 56 degrés Celcius
(Jacgues Boy)  10  t .

3 .  M i l ieu  de  Le ibowi tz .

Milieu de Leibowit,z L15 ligr-ride, st,éri le x1 (Gibco) .
St , rept,omycine /  Pénic i l l ine (Boehr inger)  0r l  mg/m1 et  100 UI lm1
L-glutamine 200 mM (Gibco) 2 rnM
Trlpt,ose phospbat,e broth (Flow) L0 t.
Sé;lrn de veau nouveau né non décomplérnenté (Séromed) ou Sérum de
foetal décomplémenté au bain marie 45 minutes à 56 degrés Celcius
(Jacgues Boy)  L0  t .

Ce mi l ieu ne nécessiÈe pas de CO2 pour maint ,enir  le pH-

4 .  Ad iuvants .

Pour favoriser I 'attachement, des hépatocytes au support on peut
a jou t ,e r  aux  mi l ieux  de  I ' i nsu l ine  (S igma)  L0-5  M.
Pour maintenir Ie taux de cytochrornes P450 on peut, ajouter aux
mi l ieux de l 'hydrocort , isone hémisuccinate (Sigrma) 10-6 M.
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ANNEXE 3

Tapj.ssage des boites de culture par Ie collagène.

1.  Préoarat ion de Ia solut ion de col laqène.

Collagène de gueue de rat (Signra type VII) 1 mg/ml d'eau purif iée
Chauffer à 37 dégrés Celcius et, agiter au vort'ex jusgu'à
dissolut,ion du collagène. Ajouter évent,uellement, 0 ' 4 t d'HCL 5 N
pour faci l j . ter  Ia solubi l isat ion.
Fi lÈrer sur acrodisgtre 0,22 um.
Concerver à -20 dégrés Celcius.

2 .  Méthode.

Déposer 50 ul, de cet,te solutj.on d,écongelée par boite de Pêtri d,e
50 mm de diamètre (Fa1con 3002) et, étaLer la goutte sur le fond
de la boit,e au moyen d'un rubber policeman.
Stocker 24 heures à 4 degrés Celcius et, effectuer un double
Iavage des boites avec du milieu de cult,ure ou une solution
saline avant d'ensemencer les hépatocyt,es.
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AI{I{EXE 4

Résult,at,s d,e validation du dosage de l'albumine de rat, -

- ' Lê protocoter 4Ê radiomarquegÊ pr.pposé met en Présence
416 .10- r '  mo ie  de  Nat t t f  e t  3 r  l . LO- "  mo le  d 'a lbumine .  

-On 
peu t

ainsi  espérer f ixer en noyenne 115 atomes d' iode L25 par molécule
d'aLbumine.

- ealerrl cru renclemenf cre radi omarCrUâCê :

volurne du pool  = 2r4 ml (500 000 cpm/ul)

concentrat ion protéigr:e du pool  = -â.0-+- = 8r33.10-3 ugluI
2 ,  4  .L0 -

radioactivité spécifiqrre = -5.0--Q-0.Q-+ = 6.10? cpm/ug
8 ,  33 .  10

so i t  6 .  LO? x  6 ,5 .10-7  =  39  uC i /ug

rendement  =  39 x  e '6 .1Qf13 x  L00 = L l7  t
1 r54 .10

(sachant, gue I ug d'ai.bumj-ne

Ainsi  LrLl  at ,omes d' iode
d 'a lbumine,  80 t  de  I ' i ode
radiomarquer.

2 .  Déter rn ina t ion  de  Ia  concent ra t ion  "de  t rava i l "  de . I , 'an t icorps
polvclonal  de mouton dir iaé contre I 'a lbumine sér icrue de rat .

La gqantité d'albumine radiomarqr:ée (traceur) introduj.te
dans chaqr:e tube étant, constant,e (environ f 0 000 cpm/tube) le
t i t rage de I 'ant , icorps ant i -a lbumine a ét ,é réal isé af in de
dét,errniner Ia concent,rat,ion en anticorps gui f ixe 50t de Ia
radj-oactivité immunologiguement réactive tot,aLe.

La concentration ainsi déterminée est appelêe
concentrat ion "de travai l "  de l 'ant , icorPSr car cel le-c i  permet '  un
déplacement optimal du traceur par de I 'albumine 'tfroide" en
solut ion (en ef  fet ,  Ie déplacement,  n 'est  possible gl f  'en défaut

correspond

125 ont
L25 a été

à  L ,54 .LO-11  mo le ) .

été f ixés par molécule
f ixée sur I 'a lbumine à
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L a  c o n c e n t r E t l o n  d e  t r a v a t l  ( t l t r e  d e  I ' a n t l e o r p s )  a  é t É
d é t e r r o t n É e  1 1 ' a p n è s  l a  e o u r b e  d e  t l t r a g e  d Ê  I ' a n t l c o r p s  (  f  i g u r e
4 9 ) .  E l  l e  e s t  é g a l e  à  6 0  n g z ' m l .  A l n s i  1 O O  u l  d ' a n t t ' c o r p s
a n t l - a l b u n l n e  à  6 0  n g / m l  d a n s  l e  t a r n p o n  P B / g é l a t i n e  d o l v e n t  è t r e
l n t r o d u i t s  d a n s  c h a q u e  t u b e  p o u r  r É a l i s e r  l e  d o s a g e  d e  I ' a l b u n i n e
s é r i q u e  d e  r a l .

3 .  C o u r b e  s t a n d a r d  d l é t a l o n n a s e  d e  I ' a l b u m l n e  s é r i q u e  d e  r a t .

L a  c o u r b e  s t a n d a r d  d ' ê t a l o n n a g e  e s t  l i n é a i r e  e n  s v s t è n e
l o g l t / l o g  e n t r e  3 . 9  e t  2 5 O  n g l m l  ( f  i g u r e  5 0 ) .  L a  s e n s i b i l i t é ,
e x p r i m é e  e n  d o s e  d ' a l b u m l n e  q u i  d l m l n u e  d e  1 0 %  I e  s i g n a l '  e s t  d e
3 , 9  n g / m l  s o l t  d e  3 9 O  p g  p a r  d o s a g e  ( 6  1 0 - r 3  o o l e / d o s a g e ) .

4 . P e r f o r m a n c e s  d u  d o s a c e .

4 1 .  S p é c 1 t ' 1 c l t é .

L ' a n t i c o r p s  p o l y c l o n s l  n e  r e c o n n a i t  P a s  I ' a l b u m t n e
s é r i q u e  b o v i n e  ( f t g u r e  5 t )  d o n c  c e t t e  m o l é c u l e  q u l  e s t  p r é s e n t e
e n  g r a n d e  q u a n t l t é  d a n s  l e s  m i l l e u x  d e  c u l t u r e  n e  r i s q u e  P a s
d '  i n t e r f é r e r  d a n s  I  e  d o s a g e .  P a r c e  q u e  I a  d r o l t e  s t a n d a r d
d ' é t a l o n n a g e  c o u v r e  l ' i n t e r v a l  l e  c o m p r i s  e n t r e  3 . 9  e t  2 5 O  n g l n l
e t  q u e  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  a l b u n l n e  s é r i q u e  d e  r a t  d a n s  I e s
m i l i e u x  d e  c u l t u r e '  s o n t  d e  l ' o r d r e  d u  u g / m l  o u  d e  l a  d t z a i n e  d e
u g l m l .  i  I  c o n v i e n t  d e  d l  t u e r  l e s  é c h a n t l  I  l o n s  a u  m o i n s  l O O  f o i s .
0 r  I e s  d r o i t e s  d ' é t a l o n n a g e  d a n s  l e  n i  I  i e u  d e  c u l  t u r e  d l  l u é  a u
L / L O O  e t  d a n s  l e  t a m p o n  d ' e s s a i  " P B /  g é l a t i n e r r  s o n t  c o n f  o n d u e s
( t ' i g u r e  5 2 )  a u s s i  n e  c ê a l  t s e - t - o n  q u ' u n e  g a n t r e  s t a n d a r d  d a n s  l e
t a n p o n  d ' e s s a i .

4 2 ;  S e n s i b t  I  i t é .

L a  s e n s l b l  I  i t é  d u  d o s a g e  e s t  d e  3 ' 9  n g l n l  s o i t  d e  3 9 O
p g l t u b e  o u  6  1 0 - r 3  m o l e / t u b e  c a r  I a  p r i s e  d ' e s s a i  e s t  d e  l O O  u l .

4 3 .  E x a . c  t  i  t u d e  .

4 3 1  . T e s t  d e  s u r c h a r s e .
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surcharcre/points de Ia qamme

AT.BT'MINE
AJOUTEE
(nglml)

CONCENTEATIONS
THEORIQUES

(nglml)

CONCENÎRÀTIONS
MESUREES
(nglml)

t
RECUPERÀTION

10
100
200

8 '9
c ?  q

103,9

7  '8
7 ,0

47  ,0
L28 ,0

19
87

L23

10
L00
200

20,6
65,  6

115 r  6

3L,2
18 ,  0
80r  0

160 ,  0

8;
L22
138

10
r00
200

67 ,5
LL2 ,5
L62 ,5

r25,0
100r  0
140 ,0
220 ,0

L48
L24
135

M9IE,NNE = 1r .6 t
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b)  Surcharqe 'échant i l lons  d i lués  au  moins ,  au  1009

ÀI,BUMINE
AJOUTEE
(nglmt)

CONCENTRÀÎTONS
TTTEORIQUES

(nglml)

CONCENTRATIONS
MESTTREES
(nglml)

t
RECUPERATTON

1;
100
200

J 5

80
r30

60
45

L30
180

L29
r53
r38

1,0
100
200

37
82

t32

64
30
92

145

t t
Lt2
110
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432. les t  de d i lu t ion.

DILUTIONS
CONCENTRÀÎIONS

TTIEORIQUES
(nglrnl)

CONCENTRÀTIONS
I,IESUREES
(nglml)

t
RECUPERAIION

100e
200e
400e
800e

8;
42 ,5
2 t ,3

170
96
43
23

ri:
L0L
108

100e
200e
400e
80 0e

a-2, S
4L,3
20 ,6

t 0 5

75
42
18

9L
L02

87

100e
200e
40 0e
800e

90
45
22,5

r80
110

54
26

{z:z
t20
1L5

MQÏENNE, = 10 7 t

Le test  a été réa1isê à l 'a ide de 3 échant i l lons.

44 .  Préc is ion .

441.  Réoétab i l i té  ( in t ra -essa i )  .

ECIIANTILLONS
VA].EUR
MOYENNE
(ng lm l )

ECART-TYPE

(ng lmI )

COEFTCIENT
DE VARIATION

t

Ppcfs.:

1 n=6
2 n=6
3 n=4

L23
115
141

3 '9
L2 ,  L

9 ,5

3,2
10,  5

6,7
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442. Reproduct ib i l i té ( inter-essai)  .

La reproduct ib i l i te ( int ,er-essai)  n 'a pas étê étudiée.

5 .  Conc lus ion .

Sous réserve d'une bonne reproductibil l t,é inter-essai, le
dosage RIA de l'albumine sérigr:e de rat, mis au point permet de
dosei l, albumine sérigrre de rat présent,e dans les surnageants de
culture d'hépatocyt,es de rat de manière spécifiq:e et sensible.
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B/Bo ( l )

(Ac)  (ngln l  )

B = Radioactivi té nrecurée - bruit  de fond
Bo = Radioactivi té i f l îunologiquement r 'éactive totale - bruit  de fond

TITRÀGE
DE RÀÎ.

7 , 5  l 5

Fioure  49  : DE L' AI{TICORPS POTYCLONAL AT{T I -ÀJ.BUMINE
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Logit B/Bo

90

80

70

60

50
40

30

?0

l0

Al bumi ne
( nglml )

3 .9  7  , 8  15 ,5  31  ' 3  62 ,5  l ?5  250

B . Radioactivité mesurée - bruit de fond
Bo = Radioact iv i té  mesurée en l 'absence d 'a lbumine " f ro ide"  -  bru i t  de fond

Fiaure 50 : DROITE STÀI{DARD D'ETALONNAGE DE L'ÀIBUMINE DE RÀT.
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Logit 8/8o

90

80

70

60
50

40

30

20

l 0

\
\ ' ' \ ç

Al buni ne
(nglml )

-

-r- - -t-

Fiqure 51 : DROIÎES STAI{DARDS

t t é 1 5  , 6 3 1  , 3 6 ? , 5

Ie tampon d 'essai  "PBlgélat ine"

le n i l ieu de cul ture comolet  our

3 , 9 125

0ans

Dans

D' ETA],ONNAGE DE L, AI.BUMT}TE DE RAT.
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Logit 8/8o

3 1 , 3 6 2 , 5

0ans le tanpon d 'essai  "PBlgélat ine"

- r -  -x-  Dans' le  mi l ieu de cul ture co4let  d i lué au l00e dans
' le taapon d'essai

90

80

70

60
50
40
30

20

10

1 5 , 57 , 83 , 9

Ficnrre 52 : DROITES STÀIIDARDSD, ETÀI"ONNAGE DE L, AIBT'MINE DE RAT.
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ÀI{NEXE 5

Résultats de validat,ion du dosage de 1'albumine humaine

1. Radiomarcnraqe de 1'albumine séricnre humaine.

,lê proE,ocoler4Ê radiomarquegÊ proposé met en présence
4 ,6 .10- t '  mo le  de  Na 'o ' f  e t  3 ,  3 .10  ' v  mo le  d t  a lbumj .ne .  On peu t
ainsi espérer fixer en moyenne L,4 at,omes d'iode L25 par rnolécule
dt albumine.

- Calcul du rendement de radiomarcnraçre :

voh:ne du pool = 30 ml (30 000 cpm/ul)

concentrat,ion prot,éigue du pool = -10---+- - 6'67. 1O-4 uglul
30 .10-

I

radioact,ivité spécifigue = -,3!-g-0!+- = 4,5.10/ cprn/ug
6,67 . t0

,  - t

so i t ,  4 r5 .L0 '  x  6 r5 .10  '  =  29 ,25  uC i /ug

rendement  =  29 .25  x  4 .ÇrL0-13 *  r0o  =  8L  t
L ,  66 .  L0

(sachant gue I  ug d, 'a lburnine correspond à L,66.10-11 mole) .

Ainsi 0, I atomes d' iode L25 ont, été f ixés par rnolécu1e
d'albr:.utine, 50t de I ' iode LZS a été fixée sur l 'albumine à
radiomarguer.

2 .  Déterminat ion  de  la  concent ra t ion  "de  t rava i l "  de  1 'an t icorps
r rn lwr : ]ona l  c le  môut -ôn  d i r ioé  cont re  1 'a lbumine sér icnre  de  ra t .

La grrantité d'albumine radiomargr:ée (traceur) int,roduite
dans chagr:e tr:be étant constant,e (environ f0 000 cpm/tube) Ie
titrage de l 'ant,icorps anti-albumine a ét,é réalisé afin de
déterminer Ia concentration en ant,icorps gui f ixe 50t de la
radioactivité irnmunologiguement, réactive tot,ale.

La concentrat,ion ainsi dét,ermj-née est appelée
conCent,ration "de t,ravail" de I 'ant,icolPSr car celle-cj- permet, un
déplacement opt.imal du traceur par de l 'albumine "froide" en
soiut ion (en êf tet  Ie déplacement,  n 'est  possible qu'en défaut
d, anticorps par rapport à I 'albumine radiomarguée) , tout, en
maint,enanL un signâf init ial suffisant, pour apprécier ledit
déplacement.
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La concentrat ion de travai l  ( t iÈre de l 'ant icorps) a été
déterrninée d'après Ia courbe de titrage de l 'antj.colps (figure
53) .  Et le esl  égale à 40 nglml.  Ainsi  100 uI  d 'ant , icorps
ant!-albgrnine à 40-ng/ml dans Ie t,arnpon PB/gélat,ine doivent être
ifitroduits dans chaque tube pour réaLiser le dosage de I'albumine
sérigr:e humaine '

3. Courbe standard d,étalonnage de l 'albumine sêricnre humaine.

La courbe standard d'étalonnage est l inéaire en système
Iogi t /1og entre Lt95 et  500 nglm1 ( f igu're 511 .  _ La sensibi l j . té,
exprimée en dose d'albumine gui dirninue gg1 Â0* Ie .sj.gnaI, est de
2 ,1  ng lm l  so i t  de  27  pg  par  dosage  (4 ,5  f0  -v  mo le /dosage) .

4.  Performances du dosage.

4 t .  Soéc i f i c i té .

L, anticorps polyclonal ne reconnait pas l 'albumine
sérigrre bovine donc ceLte rnolécule gr.ri est présente en grande
gganCité dans les mj.l ieux de culture ne risgue pas d'interférer
dans Ie dosage. Parce qr:e la droiÈe standard d'étalonnage couvre
I' int,ervalle compris entre 1, 95 et, 500 nglml et, gue les
concent,rations en albumine sérigr:e humaine dans les nj.lieux de
culture sont de I 'ordre du ug/ml ou de la dizaine de uglmI, i l
convient de di . luer les échanÈi l lons au moins L00 fois.

42 .  Sens ib i l i t é .

La sensibi l iËé du dosage est  de 2 '1 nglrnl  soi t  de 270
pg l tube ou  4 ,5  10- r r  mo le / tube car  Ia  p r ise  d 'essa i  es t  de  f00
r r ' l

43 .  Exac t i t ude .

431.  Tes t  de  surcharqe.
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-  Surcharae/échant i l lons d i lués

ATBUMINE
A.TOUTEE
(ngln1)

CONCENTRÀTIONS
TITEORIOUES

(nglml)

CONCENTRATIONS
I,lESUREES
(nglml)

t
RECI'PERÀTION

i,,
3I rz

L25

qS,  S
57  ,0

103r  9

82 ,7
50 ,  0
75 ,  0

lL9 ,0

110
L32
1 1 q

7 r8
3L ,2

L25

grz
20,9
67 ,8

10r  6
11 ,  3
23 ,9
7L ,  0

L2;
Lt4
105

l,a
3L,2

L25

zzi e
34,  5
8Lr  4

31  ,8
L9  t7
33 ,  4
80r  6

86
97
99

MOEENNE = 109 + 1'3 t
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432. Test  de d i lu t ion.

DILUTTONS
CONCENTRJAÎIONS

fIIEORIQUES
(nglml)

CONCENTRÂÎIONS
MEST'REES
(nglm1)

t
RECUPERLTION

400e
800e

1 500e
4 t ,3
20  ,7

82 ,1
4L ,7
L6 t6

rô'r
80

50e
l0  0e
200e
400e
800e

rô, a
L5,2

7  r6
3 1  8

60 ,7
33 , ' l
15 ,  0'7  

,8
4 r0

111,
99

L03
105

10 0e
200e
400e
800e

48,  3
24 , I
L2 ,  L

96 ,5
48 ,  6
24 ,  !
l L r  l

ror
100

93

MOYENNE = 99 r

Le test ,  a ét ,é réaLisé à l 'a i .de de 3 échant i l lons.
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44.  Préc is ion .

44L. Réoétabi l i té ( intra-essai l  .

ECHÀNIILTONS
V?\LET'R
MOYENNE
(nglml)

ECARÎ.TYPE

(nglml)

COEFTCIENT
DE VÀ.RIÀTION

t

au

au

400er  n=L0

3200e,  n=L0

64 ,7

8r  8

3 r  g

0 r7

5 1  8

8 r  0

au

au

50e,  n= l0

800e ,  n= l0

76 ,6

10 ,  5

4 r7

0 ,  75

6,L

7rL

au

au

100e,  n= I0

1600e ,  n=10

105 r  6

9 '  5

8 r4

0,6

7 r9

6,2

MOYENNE = 6,9 t

442 .  Reoroduc t i b i l i t é  ( i n te r -essa i )  .

La reproduct ib i t i te ( int ,er-essai)  est  en cours d 'évaluaÈion.

5 .  Conc lus ion .

Sous réserve d'une bonne
dosage RIA de l 'albumine sérigue
doser l 'albumine sérigue humaj.ne
culture d'hépatocytes humains de

reproduct ib i l i t ,é inter-essai ,  Ie
humaine mis au Point Perlnet de

présente dans les surnageants de
manière spéci f igue et  sensible.
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Fiqure 53 : TITRÀGE DE L'AI{TICORPS POLYCLONAI A}ITI-ÀIBUMfNE
HUMAINE.
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AÀTNEXE 6

Recherche d,gne toxic iÈé aiguë chez la sour is (DL 50)

La recherche d'une toxicité aiguë chez Ia souris a ét,é
menée selon la norme ut , i l isée en toxicologie c 'est  à dire une
dose supér ieure à Ia DL 50 et ,  deux doses infra DL 50 (cafculées
en progression géométr igue de raison 2) .

Les doses ont été déterminées en t,enant, compte de
résult,ats provenant, d'une étude précédente effectuée sur un autre
}ot, d,extrâit aqueux brut, d'Eupat,oire pour leguel une DL 50 = 8,2
g de plante sèCfre/fg avait ét,é mesurée lors d'un trait,ement' par
vo ie  IP .

1 .  Matér ie1  e t  méthode.

1-1.  Animaux.

Sour i s  Swiss  ( I f fa  Credo)  E .O.P .S .  agées  de  9  sema ines  e t
acclirnatées durant, deux semaines dans I 'ani.malerie du laboratoire
avant, Ie test. Stabulation en cage de 5 animaux repartis au
hasard à leur arrivée. Les animaux sont nourris (crogr.ret,tes M 25
C Ext,ralabo) et  abreuvés avec de l 'eau de vi l le ad Tibi tun,  Ie
cycle nyct ,héméral  est  de L2 heures.

L2 .  Cond i t i ons  d 'admin i s t ra t i on  des  o rodu i t s .

Vo1ume d'  in ject ion en IP = 10 m1/kg de sour is.
Solvant = sérum physiologigr.re à 0,9 t  de NaCI.
Concentrat , ions expi imées en masse de plante sèche/kgl10 ml.
Les mortal i tés ainsi  gue les poids cumulés /cage des animaux sont
relevés aux temps 1,5 minut,êsi 11 2, 4 heures puis quotidiennement,
durant,  L4 jours après le t ra i tement.

2 .  Résu l ta ts .

Les résult,ats sont, consignés dans les tableaux XXXIV,
XXXV, XffVI et XKCVII. Aucune mortalit,é n'a ét,é relevée aux t,rois
doses test ,ées avec les préparat ions d 'Eupatoire E 5141-34 et  RT
r .096.

Les observat,ions comportementales révèlent une diminut' ion
de I, activité des animaux avec démarche anormale et, fermet,ure des
paupières chez les sour is t , ra i t ,ées avec les for tes doses de
proàuit (10 g/kgl. Les animaux ont retrouvé une activité normale
au bout de 48 heures après le t ra i tement.
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