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Isabelle Hoscheit 

Résumé 

Des études ont montré que la 4-aminopyrazolopyrimidine provoque une 
hypocholestérolémie et une hyperlipémie hépatique. 
Un blocage dans la sécrétion des lipoprotéines du foie en serait 
responsable mais le mécanisme reste encore inconnu. 
Nous avons, dans un premier temps, reproduit pour les lipides I es 
résultats décrits dans la littérature. 
Des analyses morphologiques ont montré que le réticulum endoplasmique 
(R.E.) et l'appareil de Golgi sont dilatés et seraient les seules structures 
subcellulaires touchées. 
Par centrifugation différentielle, nous avons observé un changement de 
distribution pour la galactosyltransférase (Golgi) et la glucose-6-
phosphatase (R.E.) : ces résultats montrent que ces deux structures après 
traitement, ont une taille plus élevée puisque elles sédimentent plus 
vite . Ces observations confirment les modifications morphologiques. 
Par dosages des enzymes de référence des structures subcellulaires, 
nous avons montré qu'une série d'enzymes subit une diminution 
d'activité glucose-6-phospatase (R.E), cytochrome oxydase 
(mitochondries), cathepsine C et phosphatase acide (lysosomes), 
catalase (péroxysomes), phosphodiestérase alcaline (membrane 
plasmique) par contre la galactosyltransférase (Golgi). et l'arylsulfatase 
(lysosome) voient leur activité augmentée. 
Ces résultats semblent montrer un blocage de la sécrétion des 
lipoprotéines au niveau du Golgi et une augmentation importante de la 
synthèse des triglycérides; le métabolisme des lipoprotéines et des 
lipides serait touché. 
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Les pyrazolopyrimidines comprennent 54 dérivés dont la 4-
aminopyrazolopyrimidine ( 4-APP)(tableaux 1.1 et 1.2), un analogue 
de l'adénine. Cette substance possède de nombreux effets, 
notamment sur les lipides sanguins et hépatiques. Il s'agirait d'un 
blocage de la sécrétion des lipoprotéines au niveau du foie 
conduisant à une hypocholestérolémie extrêmement marquée. Mais 
le mécanisme d'action n'est pas encore connu. 
Nous rappellerons tout d'abord quelques éléments concernant le 
rôle du foie dans le métabolisme des lipides, les lipides sanguins et 
la pathologie liée à l'hypocholestérolémie. Nous nous étendrons 
ensuite sur certains aspects plus ou moins connus, des effets " in 
vivo" de l'APP. 

1) Rôle du foie dans le métabolisme des lipides : 

Le foie joue un rôle capital dans le métabolisme lipidique. Il reçoit 
les acides gras des triglycérides des chylomicrons par voie 
artérielle, les acides gras libérés sans cesse par le tissu adipeux par 
voie artérielle et les acides gras à chaîne courte ou moyenne par la 
veine porte. 
Il dégrade les lipides, c'est-à-dire qu'il dissocie les lipides captés en 
leurs principaux éléments constitutifs (acide gras, glycérol, 
cholestérol.. ... ). Il catabolise les acides gras à proprement parler 
jusqu'au terme ultime : l'acétyl-coenzyme A. 
Il synthétise les triglycérides et les phospholipides. 
Il synthétise le cholestérol à partir de l'acétyl-coenzyme A. 
Le foie assure l'estérification du cholestérol grâce à la synthèse au 
niveau de l'hépatocyte d'une enzyme particulière, la LCAT 
( léci thine-cholestérol-acyl-transférase), mais l'estérification 
propr~ment dite est extra-hép(:ltique et se fait au sein des HDL. Il 
édifie de nouvelles lipoprotéines : les VLDL grâce à l'union des 
apoprotéines synthétisées au niveau de l'hépatocyte et des 
différentes fractions lipidiques. 
Il synthétise pratiquement toutes les apolipoprotéines majeures. 
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2) Le cholestérol et les lipides sanguins : 

Les lipides ne sont pas solubles dans le plasma. Ils sont rendus 
solubles parce qu'ils sont liés à une fraction protéique : 
l'apoprotéine. Les lipoprotéines sont composées d'un noyau central 
formé de cholestérol estérifié et de triglycérides et d'une couronne 
périphérique faite de l'assemblage d'apoprotéines, de 
phospholipides et de cholestérol libre. Il existe 4 lipoprotéines 
principales, toutes constituées d'une portion protéique et d'une 
portion lipidique mais dans des proportions différentes. Elles sont 
classées suivant leurs densités en : High Density Lipoprotéines 
(HDL), Low Density Lipoprotéines (LDL), Very Low Density 
Lipoprotéines (VLDL) et Chylomicrons. Les HDL sont riches en 
apoprotéines (50 %), contiennent assez bien de cholestérol ( 17 %) et 
de phospholipides (22 %) et un peu de triglycérides (8 %) . Les LDL 
sont les lipoprotéines qui contiennent le plus de cholestérol ( 45 %) , 
assez bien d' apoprotéines (25 %) et des phospholipides (22 %) mais 
elles sont pauvres en triglycérides (10 %). Les VLDL et les 
chylomicrons sont constitués principalement de triglycérides (60 et 
90 % respectivement). Les VLDL contiennent 10 % d'apoprotéines, 
15 % de phospholipides et 15 % de cholestérol. Les chylomicrons 
par contre, possèdent 2 % d'apoprotéines, 3 % de phospholipides et 
5 % de cholestérol. ( tableau 1.3 ). Il existe plusieurs types 
d 'apoprotéines. La portion protéique est constituée pour les HDL de 
l'apoprotéine-A, pour les LDL de l'apoprotéine-B100, pour les VLDL 
et les chylomicrons des apoprotéines-C et -E. 

Les VLDL et les chylomicrons transfèrent respectivement les lipides 
hépatiques et intestinaux vers les tissus périphériques. Les LDL 
transportent le cholestérol aux tissus périphériques. Le 
métabolisme des LDL, dérivées des VLDL, joue un rôle crucial dans 
le métabolisme du cholestérol. Les HDL transfèrent le cholestérol 
des tissus périphériques au foie, qui le catabolise et excrète ses 
dérivés dans la bile. (figure 1.1.) 
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Métabolisme des lipides dans le foie (Isselbacher et 
Greenberger, 1964) 



3) Pathologie résultant d'un trouble du 
métabolisme des lipides : 

Un mécanisme aussi compliqué peut se bloquer à des niveaux 
différents et entrainer une accumulation de triglycérides: 
1) une entrée excessive d'acides gras dans le foie 
2) une interférence avec la conversion des acides gras pour donner 
les phospholipides ( cela nécessite une estérification des acides gras 
en triglycérides) 
3) une augmentation de l'estérification des acides gras en 
triglycérides, parfois cela peut être du à une augmentation en a -

glycérophosphate 
4) une diminution de synthèse de~ apoprotéines 
5) un problème de couplage entre les lipides et les apoprotéines 
6) un blocage au niveau de la sécrétion des lipoprotéines du foie. 
(figure 1.2.) 

Nous dirons ici quelques mots de la pathologie des 
hypocholestérolémies puisque un des effets majeur de la 4-APP est 
de provoquer une hypocholestérolémie. 

3 .1. la maladie de Tangier : 

c'est une maladie autosomique récessive qui ferait intervenir le 
gène de l'apolipoprotéine A-1 du chromosome 11. L'apoprotéine A
l est synthétisée au niveau du foie et de l'intestin et se retrouve 
principalement dans les HDL (67%). L'apo A-1 est sécrétée par les 
hépatocytes comme une phospho-apolipoprotéine. L'absence de 
déphosphorylation due à une déficience dans la phosphatase 
pourrait justifier une interaction entre l'apo A-1 phosphorylée et 
les sites de liaison à l'héparine de l'apo B. Des modifications post
translationnelles de l'apo A-1 pourraient être responsables puisque 
aucune mutation dans la séquence de la protéine et aucune délétion 
ou insertion n'a été trouvée au niveau du gène. Le taux de 
cholestérol est de 20 à 45 mg/dl. (Dumon et al, 1990). 
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3.2. l'absence de l'apolipoprotéine A-1 : 

elle ferait intervenir une délétion sur le chromosome 11. Le taux 
de cholestérol est de 111 mg/ dl. Elle fait partie des maladies liées à 
des anomalies dans la biosynthèse des apoprotéines des HDL 

3.3. l'abetalipoprotéinémie: 

le taux de cholestérol est très bas; 26 mg/dl. Les triglycérides sont 
bas également. Les LDL sont absents et les HDL sont présents à 50 
%. C'est une maladie génétique rare caractérisée par l'absence de 
lipoprotéines contenant l'apoprotéine B dans le plasma. Ce désordre 
est autosomal récessif. Il existe plusieurs hypothèses pour 
expliquer ce désordre : des défauts dans la biosynthèse de 
l'apoprotéine B, dans l'assemblage cellulaire des chylomicrons, ou 
dans la sécrétion de lipoprotéines contenant l'apo B. (Granot et al, 
1989). 

3.4. l'hypobetalipoprotéinémie: 

le taux de cholestérol reste aux alentours de 100 mg/dl. La chute 
dans les LDL est contrecarrée par une augmentation dans les HDL. 
Cette chute est expliquée par une diminution de la fraction de 
VDLD-apoB convertie en LDL-apo B. Cette diminution de conversion 
provoque une augmentation du turnover des VLDL. Le haut niveau 
de HDL et l'accumulation du cholestérol dans les HDL2 doit être 
expliqué par un défaut du transfert des esters de cholestérol en 
présence d'un manque de particules accepteurs. 

3.5. maladie d'Anderson (rétention de chylomicron) 

le taux de cholestérol est réduit à 65 mg/dl à cause d'une 
diminution à la fois dans les LDL et les HDL. Le taux de 
triglycérides est normal (75 mg/dl) mais ne change pas après un 
repas (malabsorption). Cette maladie est autosomique récessive. 
(Granot et al, 1989). 
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3.6. Cancer et hypocholestérolémie 

Beaucoup d'études épidémiologiques (Kritchevsky, 1992) sont faites 
pour voir s'il existe une relation entre le cancer et 
l' hypocholestérolémie. 

Les cancers les plus souvent associés à des taux de cholestérol plus 
bas que normalement sont les cancers du colon et du poumon chez 
les hommes et du col utérin et du sein chez les femmes ( mais 
seulement chez les femmes en dessous de 50 ans), les leucémies 
dans les deux sexes. 

Il est difficile de supporter l'idée que le cholestérol cause le cancer 
de manière directe car dans ce cas, les populations avec des taux de 
cholestérol plus bas, sont plus sujettes à des taux élevés de cancer. 
Or en Chine, pays avec les taux de cholestérol les plus bas, les taux 
de cancer sont les plus faibles. 

Dans des études sur les leucémies myéloides aiguës (AML), une 
relation entre l'hypocholestérolémie et l'évolution de ces leucémies 
a été observée (Zyada et al, 1990). Cela devrait être du à une 
augmentation de l'utilisation du cholestérol pour la synthèse des 
membranes lors de la prolifération cellulaire . 
L'hypocholestérolémie devrait être un facteur prédisposant à, ou 
secondaire aux tumeurs malignes. (Muller et al, 1989). 

L'hypocholestérolémie observée dans les leucémies est expliquée 
par les exigences élevées des cellules leucémiques en cholestérol 
(Ginsberg et al, 1982). Les taux de LDL dans le sang est faible, ceci 
serait du à un taux de transport et de dégradation des LDL plus 
élevé. Des études récentes montrent que des récepteurs spécifiques 
de l'apoprotéine-E existe dans le foie et d'autres tissus, suggérant 
que la présence en grande quantité de cette apoprotéine dans les 
LDL devrait altérer son transport et sa dégradation. Les taux de 
production de VLDL restent les mêmes, celà voulant dire que la 
réduction des LDL ne proviendrait pas de problèmes au niveau de 
la synthèse et de la sécrétion des VLDL. 

10 



4) Effets de la 4-aminopyrazolopyrimidine : 

4.1. Effets sur les lipides sanguins : 

Après 24 heures de traitement avec la 4-APP, on peut observer: 
-une diminution de 3 à 4 fois du taux de cholestérol 
-une diminution de 3 fois des triglycérides ( c'est un effet rapide 
puisque après 1 heure d'injection à une souris, on passe de 1100 
µg/ml à 455 µg/ml.) 
-pas de changement pour les phospholipides et les acides gras 
libres (Henderson, 1963). 

4.2. Effets sur le foie: 

Après 2 4 heures, 
-les lipides augmentent de 3 à 4 fois 
-le cholestérol et les phospholipides ne changent pas 
-la synthèse des ARN est identique au contrôle. La synthèse des 
protéines ne semble pas touchée. (Henderson et al, 1963, Andersen 
et Dietschy, 1976). 

4.3. Effets sur les glandes endocrines: 

Le cholestérol peut servir de matière première à la synthèse des 
stéroïdes hormonaux : la progestérone, le cortisol, la corticostérone, 
l'aldostérone, les androgènes et les oestrogènes. Une diminution du 
cholestérol apporté par les lipoprotéines va donc avoir des effets 
sur la glande surrénale, les ovaires et les testicules. 

4.3.1. la glande surrénale: 

En général, le cholestérol est stocké sous la forme d'ester de 
cholestérol. La réduction d' apport de cholestérol exogène 
augmente l'activité des hydrolases des esters de cholestérol. Ceux
ci diminuent de 90 %. 

11 



--- -------------------- - ---

Cette diminution est associée à une augmentation de l'activité de la 
3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A réductase (HMG-CoA) et 
de la synthèse de cholestérol à partir d'acétate. 
La synthèse des stéroïdes augmente 16 fois. (Balasubramaniam et 
al, 1977, Andersen et Dietschy, 1976)). 

Lors d'un traitement avec la 4-APP, l'action de l'hormone 
adrénocorticotrope (ACTH) est nécessaire pour obtenir les effets 
cités ci-dessus. Cela a été mis en évidence par l'administration de 
dexaméthasone, une substance qui bloque la sécrétion de l'ACTH. 
Suite à une stimulation à l'ACTH pour des rats traités, une 
diminution importante dans la synthèse de corticostérone dans la 
zona fasciculata a été remarquée. Aucune différence n'a été 
observée dans la zona glomérulosa: la synthèse de l'aldostérone est 
la même dans les rats traité et contrôle. 
La miscroscopie à polarisation a montré que la zone corticale des 
glandes surrénales de rat contrôle était riche en gouttelettes 
lipidiques tandis qu'une diminution significative a lieu dans la zona 
fasciculata des rats traités. Les lipides dans la zona glomérulosa ne 
subissent pas de diminution. (Szabo et al, 1984) 

4.3.2. les ovaires: 

Une réduction des esters de cholestérol et une augmentation de 
deux fois de la synthèse des stéroïdes sont observées. Ces deux 
effets sont augmentés par l'administration simultanée de 4-APP et 
de la "human chorionic gonadotropin" (hCG). La 4-APP réduit la 
capacité des cellules lutéales de synthétiser de la progestérone. 

Les rats traités reçoivent une infusion continue de cholestérol (HDL) 
et leur synthèse de stéroïdes diminue tandis que les esters de 
cholestérol augmentent. Les rats recevant des HDL ont des taux de 
progestérone dans le plasma de 6 à 12 fois plus importants que des 
rats recevant des LDL. Cela signifie que le cholestérol des 
lipoprotéines plutôt que le cholestérol nouvellement synthétisé 
dans la glande, est le substrat majeur pour la production des 
stéroïdes. Aussi bien les glandes surrénales, les ovaires et les 
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testicules utilisent préférentiellement les HDL aux LDL. (Andersen 
et Dietschy, 1978, Bruot et al, 1982) 

4.3.3. les testicules: 

La synthèse des stéroïdes et la présence des esters de cholestérol 
ne subissent pas de changement dans les testicules contrairement 
aux ovaires et à la glande surrénale. L'HMG-CoA réductase ne 
montre pas d'augmentation, il n'y a donc pas de changement dans la 
synthèse du cholestérol de novo. 

La synthèse de testostérone diminue. La réduction de testostérone 
dans le plasma serait associée à une diminution de LH (luteinizing 
Hormone) et serait secondaire à cette diminution de sécrétion de 
gonadotropines plutôt qu'à la réduction des lipoprotéines sécrétées 
dans le plasma. Bien que le contenu hypothalamique en GnRH 
(Gonadotropin Releasing Hormone) est non altéré par la 4-APP, la 
diminution des récepteurs pituitaires au GnRH est observée in vivo 
accompagnée d'une diminution des LH et FSH (Follicule stimulating 
Hormone) circulants. La rétention des réponses des gonadotropines 
aux stimulations de GnRH suggère que l'effet primaire de la 4-APP 
est l'inhibition de la synthèse ou de la sécrétion du GnRH au niveau 
de !'hypothalamus. (Andersen et Dietschy, 1978, Blank et al, 1993) 

4.4. Effets sur les reins: 

Après 96 heures de traitement, la synthèse des stéroïdes 
augmentent de 7,2 fois. La synthèse de l'HMG-CoA réductase et la 
synthèse de cholestérol augmentent également. 

Les reins sont les sites principaux du métabolisme du mévalonate 
servant à la synthèse des stéroïdes. Les travaux de Feingold et al 
(1981) ont montré une augmentation du métabolisme du 
mévalonate suite à un traitement à la 4-APP. (Balasubramaniam et 
al, 1977, Goodrum et al, 1993, Feingold et al, 1981)) 
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--------- ----------------------- - - - - -------, 

Pour rappel, le mévalonate est un intermédiaire dans la synthèse 
du cholestérol. Il est synthétisé à partir de l'HMG-CoA ( 3-hydroxy-
3-méthylglutaryl CoA) grâce à l'HMG-CoA réductase. 

Le but du travail au laboratoire sur la 4-APP est de déterminer si 
l'administration de cette substance a un effet sur les territoires 
membranaires du foie. En effet, pratiquement toutes les 
membranes subcellulaires ont besoin de cholestérol, celui-ci 
provient essentiellement du cholestérol plasmatique. Dans ce 
mémoire, nous nous sommes attachés principalement à rechercher 
si le traitement sur les enzymes marqueurs des structures 
subcellulaires : lysosomes, peroxysomes, mitochondries, réticulum 
endoplasmique, golgi, membrane plasmique. Nous avons aussi 
abordé l'étude du comportement en centrifugation des principales 
structures membranaires cytoplasmiques. 
Nous avons toutefois commencé notre travail par une étude de la 
morphologie et de certains paramètres lipidiques du foie des rats 
traités à la 4-APP. 
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II. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
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Les principales techniques que nous avons utilisées sont : la 
centrifugation différentielle, les dosages des enzymes de référence, 
1 'extraction des lipides du foie, les dosages du cholestérol et des 
triglycérides sur les lipides sanguins et hépatiques, la séparation 
des cellules parenchymateuses et non parenchymateuses du foie. 

1. Fractionnement subcellulaire : 

1.1. Préparation de l'homogénat: 

Toutes les expériences décrites ont été réalisées sur des rats mâles 
Wistar pesant 200-300 gr, mis à jeun la veille du sacrifice. 
La 4-aminopyrazolopyrimidine (Sigma) dont nous étudions les 
effets sur le foie est injectée intrapéritonéalement à une 
concentration de 50 mg/kg (Andersen J.M, Dietschy J.M., 1976). Par 
la suite, nous reprendrons les résultats obtenus après 2 injections 
mais des expériences après 1 injection et 3 injections ont été 

. réalisées. Les animaux contrôles ont reçus le solvant. 
Le jour de l'expérience, l'animal est repesé, un échantillon de sang 
est récolté dans un tube hépariné. Le foie est prélevé, pesé, coupé 
et homogénéisé par un seul passage dans un Potter-Elvehjem grand 
modèle. L'homogénat en suspension dans du saccharose 0.25 M 
glacé est prêt à être fractionné. 

1.2. Centrifugation différentielle: 

Principe: 
le fractionnement se réalise par centrifugation différentielle. Cette 
centrifugation va permettre une séparation des particules en 
fonction de leurs différents coéfficients de sédimentation. Si nous 
prenons l'expression de ce coéfficient pour des particules de 
référence c.à.d. des particules sphériques : S= 2r2(pp-pm) / 911 , 
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nous voyons que la séparation va dépendre principalement du 
rayon de la particule et donc de sa taille. 

Ce fractionnement est réalisé suivant le schéma (figure 2.1.) décrit 
par de Duve et al ( 1955) permettant l'obtention de cinq fractions 
successives. L'homogénat subit ainsi une série de centrifugations 
de vitesse et de temps croissants dans du saccharose 0.25 M glacé. 
Les cinq fractions obtenues sont successivement: 
-la fraction N, contenant essentiellement des noyaux, des débris 
cellulaires et quelques cellules intactes ayant résisté à 
l'homogénéisation 
-la fraction Mou mitochondriale lourde, contenant principalement 
des mitochondries, des lysosomes et des peroxysomes 
-la fraction L ou mitochondriale légère qui est enrichie en 
lysosomes et en peroxysomes 
-la fraction Pou microsomale contenant les éléments du réticulum 
endoplasmique, de l'appareil de Golgi ainsi que des fragments de la 
membrane plasmique 
-la fraction S ou fraction soluble contenant tous les éléments non 
sédimentés lors des étapes précédentes. 

2. Dosages des enzymes de référence : 

Le contenu en différents types de granules des fractions obtenues 
est estimé en mesurant l'activité des enzymes marqueurs 
spécifiquement associés à un type de granule déterminé, selon le 
postulat de de Duve et al (1955). Ces auteurs stipulent en effet que 
les enzymes retenues comme enzymes de références doivent avoir 
une localisation intracellulaire unique; mais également, que les 
mêmes granules d'une classe subcellulaire déterminée doivent 
avoir une même concentration en enzyme. 

Les dosages des enzymes de référence sont effectués sur des 
homogénats et sur des fractions obtenues après centrifugation. 

Dans ce travail, nous avons choisi de mesurer l'activité enzymatique 
de la cathepsine C, de l'arylsulfatase et de la phosphatase acide 
pour repérer les lysosomes. La phosphodiestérase alcaline est 
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ORGANITE NOM SUBSTRAT TAMPON PH ADDITION COMPOSÉ RÉFÉRENCE 
SUBCELLU- CONCENTRA- MESURÉ 
LAIRE TION 

cathepsine C glycyl-1- acétate de 5 mercapto éthanol ~-naphtylamide en Jadot et al, 
arginine-2- sodium 0.06 M 5mM colorimétrie à 5 80 nm (1984) 
naphtylamide Triton X-100 0.05 
0.25mM % 

LYSOSOMES ary ls ulfa tase parani troc a thé acétate 0.2 M 5 Triton X-100 0.1 % paranitrocatéchol en Bowers et 
cholsulfate 100 colorimétrie à 510 nm al, (1967) 
mM 

phosphatase 4- sodium 5 Triton X-100 0.66 4-méthylumbel- Peters et al, 
acide méthylumbelli citrate 0.16 M % liférone en (1972) 

féryl fluorimétrie 
phosphate 0.2 ')...émission: 450 nm 
mM ')... exitation : 365 nm 

MEMBRANE phospho- thimidine 5' glycine/ NaOH 9.6 acétate de zinc paranitrophénol en Beaufay et 
PLASMIQUE diestérase monophosphat 0.SM 0.0lM colorimétrie à 400 nm al, (1974) 

alcaline e-p- NaOHlN 
nitrophényl 
1.2mM 

PEROXYSOMES catalase H2O2 7 H2O2 en colorimétrie Baudhuin et 
à420nm al, (1964) 

MITOCHONDRIES cytochrome cytochrome C phosphate 7.4 Triton X-100 0.02 cytochrome C réduit de Duve et 
Coxydase réduit à 80-90 0.03M % en colorimétrie à 5 50 al, (1955) 

% 1.7 10-5 M EDTAlmM nm 
RÉTICULUM glucose-6- glucose-6- cacodylate 6.5 Tartrate Na-K 0.01 phosphate Beaufay et 
ENDOPLASMI- phosphatase phosphate 0.04 l00mM M inorganique en al, (1974) 
QUE M colorimétrie à 650 nm 
GOLGI galactosyl uridine cacodylate 6.2 ovalbumine 4 % comptage radioactif Beaufay et 

transférase diphospho- l00mM mercaptoéthanol de l'ovalbumine- al, (1974) 
galactose-14 C ATP l0mM 25mM galactose ( 14 C) 
1.04mM MnC1210mM 

Triton X-100 0.4 % 

Tableau 2.1 



utilisée comme marqueur des membranes plasmiques, la catalase 
pour les peroxysomes, la cytochrome oxydase pour les 
mitochondries, la glucose-'-6-phosphatase pour le réticulum 
endoplasmique et la galactosyltransférase pour le Golgi. 
Le tableau 2.1 résume les diverses conditions expérimentales des 
dosages enzymatiques réalisés ainsi que les références 
correspondantes. Chaque dosage est réalisé en présence de Triton 
X-100, qui a la propriété de rompre la membrane des organites 
(Wattiaux et de Duve, 1956 ). Ce détergent permet donc de mesurer 
l'activité totale puisque les enzymes sont mises en contact direct 
avec leurs substrats. 
Le dosage des protéines est réalisé comme décrit par Lowry et al 
(1951). 

3. Extraction des lipides du foie : 

A partir d'homogénat, nous extrayons les lipides avec de 
l'hydroxyde de potassium (KOH) et de l'éthanol à 100 °. Ensuite 
nous refroidissons les tubes et nous ajoutons de l'éther de pétrole et 
du Na2~4, nous vortexons afin de bien mélanger l'éther de pétrole 
qui reste au-dessus et nous centrifugeons. Nous décantons en 
récupérant la phase supérieure contenant les lipides. Nous 
resuspendons le reste à nouveau dans de l'ether de pétrole et nous 
recentrifugeons (3 fois). Les différents surnageants récoltés sont 
ensuite sèchés sous flux d'azote avant d'être resuspendus dans de 
l'éthanol. (Feingold et al, 1981) 

4. Dosages des lipides sanguins et hépatiques : 

4.1. Les lipides sanguins : 
Nous récoltons dans un tube hépariné du sang ( 1 à 2 ml) lorsque 
l'animal est sacrifié. Nous centrifugeons pendant 15 minutes à 
2000 rpm (centrifugeuse: Sorvall) afin de récupérer le surnageant 
c.à.d. le plasma sur lequel les dosages sont réalisés 
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4.2. Dosage du cholestérol total: 
Nous réalisons sur l'extrait lipidique et sur le plasma un dosage du 
cholestérol total par une méthode enzymatique à l'aide du Kit Sigma 
n°352 (méthode décrite par Allain et al, 1974). Ce dosage se base 
sur la transformation du cholestérol en cholestone par la cholestérol 
oxydase.(flgure 2.2.) Cette réaction libère de l'H2üi qui est à son 
tour réduit par la peroxydase en présence d'aminoantipyrine et 
d'hydroxybenzène-sulfonate. Cette réaction conduit à la formation 
d'un composé coloré en rouge: la quinéimine dont le maximum 
d'absorption se situe à 500 nm. Le système contient également une 
cholestérol estérase qui hydrolyse les esters du cholestérol en 
cholestérol. Le taux de cholestérol déterminé par cette méthode 
prend donc en compte à la fois le cholestérol et ses esters. 

4.3. Dosage des HDL cholestérol: 
Le réactif HDL Cholestérol (Sigma N°352-4) contient de l'acide 
phosphotungstique et du chlorure de magnésium. L'acide 
phosphotungstique, en présence de MgC!i, précipite les fractions 
LDL et VLDL, en laissant la fraction HDL en solution. La 
concentration du cholestérol dans la fraction HDL est mesurée par la 
méthode enzymatique utilisée pour le cholestérol total. (Assmann et 
al, 1983) (Marz et al, 1986). 

4.4. Dosage des triglycérides : 
Les triglycérides sont dosés à l'aide d'un kit Sigma (N°337) suivant 
la méthode de Mac Growan et al, ( 1983 ). 
Les triglycérides sont d'abord hydrolysés par la lipoprotéine lipase 
en glycérol et en acides gras libres.(flgure 2.3) Le glycérol est 
ensuite phosphorylé en présence d'adénosine triphosphate pour 
former du glycérol-1-phosphate (G-1-P) et de l'adénosine-5'
diphosphate au cours d'une réaction catalysée par la glycérokinase 
(GK). Le G-1-P est alors oxydé par la glycérophosphate oxydase 
(GPO) en dihydroxyacétone phosphate (DAP) avec formation de 
péroxyde d'hydrogène (H2üi). Une quinonéimine colorée, 
présentant une absorption maximale à 540 nm est produite lors du 
couplage de l'amino-4-antipyrine ( 4-AAP) et du sel sodique du N
éthyl-N-(3-sulfopropyl) m-anisidine (ESPA) avec H2O2, catalysé par 
la peroxydase. 
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S. Séparation des cellules parenchymateuses et non 
parenchymateuses du foie : 

La méthode de séparation des cellules du foie est basée sur deux 
étapes : la première est la perfusion du foie avec de la collagénase 
et la deuxième est la centrifugation à basse vitesse permettant la 
séparation des cellules parenchymateuses et non 
parenchymateuses. (Seglen, 1976 ). 
La perfusion du foie consiste dans un premier temps à injecter par 
la veine porte du tampon ne contenant pas de calcium afin de 
causer des séparations irréversibles au niveau des desmosomes 
(NaCl 137 mM, KCl 5.4 mM, Na2HP04.2H2O 3.4 mM, KH2P04 3.5 mM, 
MgSO4_7H2O 8.lmMetdu NaHCO3 24.4 mM à PH de 7.4). 
Ensuite le foie est perfusé avec de la collagénase de type IV 
dissoute dans du tampon de lavage (même composition que décrite 
ci-dessus sauf que nous avons ajouté du CaCl2.2H2O (2 mM) ). La 
collagénase va permettre de dissoudre la matrice extracellulaire 
tandis que le calcium est ajouté pour augmenter l'activité de cette 
enzyme. Après 6-7 minutes les cellules sont séparés à l'aide d'un 
peigne et la suspension est filtrée sur un gaze en nylon. 
Vient ensuite la centrigugation. Après 4 centrifugations à basse 
vitesse (Centrifugeuse : Sorvall ;1 min 35 sec à 500 rpm), nous 
pouvons séparer les deux types de cellules en sachant que le culot 
représente les cellules parenchymateuses et le surnageant les 
cellules non parenchymateuses. Les cellules parenchymateuses 
sont diluées dans du milieu de culture (RPMI) afin d'obtenir 1.5 
millions de cellules par boîte ( 2 ml de milieu). Les boîtes ont reçu 
préalablement de la fibronectine (0.05 %). Les cellules sont 
incubées pendant 2 heures à 37 °. 

6) Techniques de morphologie : 

6.1. Microscopie optique : 
Les morceaux de foie sont fixés avec du Bouin, déhydratés dans des 
mélanges d'alcool éthylique / eau de concentration croissance, 
passés dans du toluène et enrobés dans de la paraffine. Les lames 
sont colorées au trichrome. 
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6.2. Microscopie électronique: 
Les échantillons de foie sont fixés à la glutaraldéhyde dans du 
cacodylate. Ils sont postfixés avec de l'acide osmique, enrobés dans 
de l'épon et colorés à l'acétate d'uranyl et au citrate de plomb. 
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III. RESULTATS 
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CHAPITRE 1 · EFFET DE LA 4-APP SUR LA LIPÉMIE ET 
LES LIPIDES HEPATIQUES 

Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier que l'injection de 
la 4-APP aux rats que nous utilisions produisait bien les 
modifications de la lipémie et des lipides hépatiques décrites dans 
la littérature. 

1.1. Cholestérolémie et triglycéridémie : 

La figure 3.1 illustre comment évolue la cholestérolémie et la 
triglycéridémie en fonction du temps suivant l'injection de 4-APP. 
Nous constatons une chute rapide et considérable du cholestérol 
sanguin. Après environ 24 heures, la cholestérolémie ne vaut plus 
que quelques pourcents de la valeur normale. Une diminution des 
triglycérides plus modeste s'observe également mais elle est moins 
marquée. 

L'effet de la quantité de 4-APP administrée est rapporté au tableau 
3.1. Une certaine proportionnalité est apparente dans la limite des 
quelques résultats que nous avons obtenus. 

Pour préciser d'avantage le degré de chute de la cholestérolémie et 
de la triglycéridémie, nous les avons déterminés sur des animaux 
dans une condition précise d'administration de 4-APP 
correspondant à une situation expérimentale à laquelle nous nous 
référerons à plusieurs reprises dans la suite : 2 injections, sacrifié 
24 h après la 2ème injection. 

De plus dans le cas du cholestérol, nous avons déterminé les 
modifications concernant le cholestérol des LDL/VLDL et des HDL. 
Les résultats sont présentés au tableau 3.2. Ils confirment les 
observations indiquées à la figure 3.1, principalement la chute 
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Figure 3.1.a 
Cholestérol plasmatique en fonction du temps. Les 
échantillons de sang sont récoltés après 8, 16, 20, 32 et 48 heures. 
Après ce ntri fugation (centrifugeuse : Sorvall; 2000 rpm pe ndant 15 
minutes), le surnageant est récupéré. 10 µl de plasma sont utilisés pour 
doser le cholestéro l (Kit Sigma n°352). Le choles térol es t exprimé en 
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Figure 3 .1. b 
Triglycérides plasmatiques en fonction du temps. 
Lorsque l'animal est sacrifié, 1-2 ml de sang sont récoltés dans un tube 
hépariné. Après centrifugation (2000 rpm pe ndant 15 minutes), le 
plasma est récupéré et 10 µl sont utilisés pour le dosage (Kit Sigma 
n°337). Les triglycérides sont exprimés en mg/ dl. 



heures rat 1 dose rat 1/ 2 dose rat 1/ 4 dose 
0 64.74 64.71 64.71 
23 6.92 10.49 28.81 
47 1.89 2.36 3.78 
97 0.85 1.71 

Tableau 3.1 : 
Effet de la quantité de 4-APP sur le cholestérol 
plasmatique en fonction du temps. Une série d e rats a r eçu 

50 mg/kg ( 1 dose) de 4-APP. Chaque résulta t représente un rat. Le rat 

t raité pendant 23 h eures, a r eçu 1 injection , le rat 47 he ures, deu x 

injec tions e t le rat 9 7 heures, 4 injections de la substa nce. La série de 

rats ayant r eçu 25 mg/ kg ( 1/2 dose) e t la séri e ayant r eçu 12.5 mg/ kg 

( 1/4 dose) sont suivies aux mêmes temps que la série ayant reçu 50 

mg/ kg. Le cholestérol est exprimé en mg/ dl. 

Cholestérol total HDL LDU VLDL triglycérides 
traité 3.52 (+-1.16) 1.88 (+-1.30) 1.64 100.91 (+-55.75) 

contrôle 58.78 (+-14.52) 41.24 (+-10.16) 17.54 429.70 (+-107.46) 

témoin 62.86 (+-15.11 ) 49.79 (+-10.56) 13.07 291.50 (+-119.37) 

Tableau 3.2 : 
Effet de la 4-APP sur la cholestérolémie et la triglycéridémie. Les 

rats traités ont r eçus deux injections d e 4-APP (50 mg/ kg), les ra ts contrôles, d eu x 

injections de solvant et les rats témoins sont des rats qui n 'ont rien reçus. Qµatre anima ux 

sont utilisés dan s chaque série. Ce ta bleau reprend la moyenne des valeurs obtenues et 

leur déviation standard. Le ch olestérol des LDL et VLDL est obtenu par différence e ntre le 

cholestérol total e t Je cholestérol des HDL. Le cholestérol est exprimé en mg/ dl. 



dramatique de la cholestérolémie aussi bien pour le cholestérol des 
HDL que des LDL/VLDL. 

1.2. Cholestérol et triglycérides hépatiques : 

Comme l'indique le tableau 3.3, en accord avec la littérature 
(Henderson, 1963), les triglycérides du foie augmentent d'une façon 
très marquée alors que le taux de cholestérol hépatique reste 
pratiquement inchangé. 

Il est à noter, comme le rapporte le tableau 3.4 que le poids du foie 
augmente de façon significative après 2 injections de 4-APP. Si 
nous rapportons ce poids à 100 gr de poids d'animal pour tenir 
compte de celui-ci, nous constatons une augmentation de 
pratiquement 1 g. Nous référant aux données présentées ci-dessus 
concernant les triglycérides, nous pouvons constater que la moitié 
de l'augmentation de poids est due à l' augmentation de la quantité 
de triglycérides présents dans cet organe. 

Remarquons également que le poids de l'animal diminue 
significativement à la suite au traitement. 

1.3. Reversibilité du phénomène : 

Nous avons estimé la réversibilité du phénomène en suivant la 
cholestérolémie pendant plusieurs jours après les injections. Les 
résultats sont représentés à la figure 3.2. Ils montrent que le 
processus est réversible et qu' une cholestérolémie normale est 
rétablie quelques jours après le traitement. 
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cholestérol total triglycérides 
traité 609.6 (+-79.43) 15703.88 (+-5675.68) 

control 572.6 (+-18.71) 3082.68 (+-816.82) 

témoin 614.75 (+-49.83) 2091.21 (+-591.24) 

Tableau 3.3 : 
Cholestérol total et triglycérides hépatiques. Les rats traités 

ont r eçus de ux injections de 4-APP (50 mg/ kg) , les rats contrôles, deux 

injections de solvant et les rats témoins n'ont rien reçus. Quatre animaux 

sont utilisés dans chaque série. Ce tableau reprend la moyenne des valeurs 

obtenues et leur déviation standard. Les valeurs sont exprimées en mg/ 100 

g r. 

traitement poids des rats poids des foies perte de poids 
des rats 

2 injections 4-APP 252 gr (+-26) 9.39 gr (+-2.3) 14.87 % (+-2.92) 

2 injections solvant 272 gr (+-26) 7.48 gr (+-1.04) 6.59%(+-2.12) 

Tableau 3.4 : 
Effet de la 4-APP sur le poids des rat et sur le poids des foies. 
Les valeurs reprises dans ce tableau, sont les moyennes et les déviations standards, 

des 6 ra ts traités et des 7 rats contrôles. Le poids des rats présenté dans la deuxième 

colonne est le poids initial des rats. 
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Figure 3.2 : 
Cholestérol plasmatique en fonction du temps. Les flèches 
indiquent une injection. Après avoir été trai tés avec deux injections, une 
série de ra ts est sacrifiée après 1 jour (3ème jour), 2 jours (4), 3 jours 
(5) e t 4 jou rs (6). 



CHAPITRE 2 : MORPHOLOGIE 

Nous avons réalisé des examen en microscopies optique et 
électronique sur des foies de rats contrôles et traités après deux 
jours d'injection de 4-APP. Certaines observations de microscopie 
optique ont également été faites sur des hépatocytes isolés. 

2.1. Observations sur le foie : 

L'aspect d'un foie traité est caractéristique: 
-l'organe est augmenté de poids et de volume 
-il présente une coloration jaune-chamois et est anormalement 
friable 

2.1.1. microscopie optique: 

Lorsque nous comparons une micrographie de foie témoin avec une 
micrographie de foie traité, le première chose qui resort est 
l'apparition dans le cytoplasme des hépatocytes de gouttelettes 
lipidiques. Les méthodes de préparations pour l'observation au 
microscope extraient généralement les lipides ; les gouttelettes 
lipidiques apparaissent donc sous forme de vacuoles blanches. Mais 
pour être sûr qu'il s'agit bien de lipides, des colorations à l'osmium 
(colorant en noir les lipides) et à l' O-red-oil (colorant en rouge) sur 
coupes congelées ont été réalisées. Ces vacuoles se sont révélées 
positives à ces inclusions secondaires et caractérisent donc des 
vacuoles lipidiques. 

Si nous regardons les modifications suivant les différents temps de 
traitement (8h, 12h, 16h, 20h, 32h, 48 h) (photos 1.1 : a, b, c, d, e, f, 
g) nous pouvons tirer les observations suivantes: 
-nous voyons bien une accumulation de lipides de plus en plus 
marquée plus les traitements sont longs. 
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Effet de la 4-APP en fonction du temps · 

Photo 1. 1.a : foie témoin 

Photo 1.1. b : foie traité après 8 heures 

Photo 1. Le : foie traité après 12 heures 

Photo 1.1.d : foie traité après 16 heures 

Grossissement : 600 fois 





Effet de la 4-APP en fonction du temps · 

Photo 1.1.e : foie traité après 20 heures 

Photo 1.1.f : foie traité après 32 heures 

Photo 1.1. g : foie traité après 48 heures 

Grossissement : 600 fois 
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-nous pouvons remarquer déjà après 8 heures, la présence de 
quelques gouttelettes lipidiques. Ce phénomène est donc très 
rapide 
-les hépatocytes changent de forme, ils s'arrondissent et sont un 
peu plus gros que des hépatocytes normaux 
-nous devons aussi faire remarquer que ces effets sont locaux, 
certaines zones sont moins touchées. Mais après un traitement de 
72 heures, tous les hépatocytes semblent atteints. 
-l'architecture globale du foie reste tout à fait préservée 
-les espaces portes sont également normaux 

Mais nous pouvons nous poser la question de savoir si ce 
phénomène est réversible. (photos 1.1 : h, i, j, k) 
Après un traitement de deux jours, des foies de rats ayant 
récupérés 1, 2, 3 et 4 jours ont été examinés: 
-après un et deux jours de récupération, les hépatocytes sont 
toujours arrondis et remplis de gouttelettes lipidiques 
-après 3 et 4 jours, nous pourrions confondre ces foies avec des 
foies de rat contrôle. L'aspect des hépatocytes est normal, le 
cytoplasme n'est plus envahi de vacuoles non colorées. 

Nous pouvons donc dire à la suite des observations de microscopie 
optique que la 4-aminopyazolopyrimidine provoque dans le foie 
une accumulation de gouttelettes lipidiques au niveau des 
hépatocytes et que ce phénomène est rapide et réversible. 

2.1.2. microscopie électronique: 

Nous avons examiné des foies de rat contrôle et de rat traité 
pendant 2 jours à la 4-APP en microscopie électronique 
(micrographies 1.2. a, b, c, d). L'objectif étant de nous donner des 
informations eventuelles sur les différentes structures 
subcellulaires impliquées dans le métabolisme des lipides et des 
lipoprotéines ( membrane plasmique, .réticulum endoplasmique, 
appareil de golgi, vésicules de transport, lysosomes, peroxisomes et 
mitochondries). Une étude approfondie serait intéressante mais n'a 
pas été réalisée. 
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Effet de la 4-APP en fonction du temps : 

Nous avons traité une série de rats pendant 2 jours, nous 
les avons laissés récupérer pendant un certain nombre de 
jours: 

Photo 1.1. h : foie de rat ayant récupéré pendant 1 jour 

Photo 1. Li : foie de rat ayant récupéré pendant 2 jours 

Photo 1.1.j: foie de rat ayant récupéré pendant 3 jours 

Photo 1.1. k : foie de rat ayant récupéré pendant 4 jours 

Grossissement: 600 fois 





Effet de la 4-APP sur les structures 
subcellulaires : 

Photo 1.2.a: hépatocytes de rat témoin 

Photo 1. 2. b : hépatocytes de rat traité pendant 
12 heures 





Effet de la 4-APP sur les structures 
subcellulaires : 

Photo 1.2.c: hépatocytes de rat traité après 2 jours 

Photo 1.2.d : hépatocytes de rat traité après 2 jours 





La microscopie électronique permet de nous montrer qu'il existe 
différents types de gouttelettes lipidiques: 
-des gouttelettes lipidiques à l'état libre : caractérisées par leur 
localisation dans le cytoplasme, leur aspect homogène, l'absence de 
membrane limitante 
-des gouttelettes lipidiques limitées par une double membrane: en 
fait, il s'agit de gouttelettes lipidiques entourées de réticulum 
endoplasmique soit entièrement soit par endroit. 
Ces gouttelettes lipidiques sont généralement dans le voisinage de 
mitochondries, de peroxisomes et de réticulum endoplasmiq ue. 

Le réticulum endoplasmique contribue beaucoup au 
métabolisme des lipides. Les enzymes synthétisant les triglycérides 
et les phospholipides sont localisées dans le R.E. rugueux alors que 
la synthèse du cholestérol se fait au niveau du R.E. lisse. La 
synthèse des apoprotéines des lipoprotéines et la glycosylation 
partielle des lipoprotéines a lieu dans le R.E. 
Le réticulum endoplasmique des rats traités est présent, comme 
indiqué précédemment, autour ou près des gouttelettes lipidiques. 
Le R.E. ne semble pas dilaté sur ces micrographies après 48 heures 
de traitement. Mais sur des micrographies de 8, 12, 16 heures, le 
réticulum endoplasmique est dilaté. 

L'appareil de Golgi reçoit à sa partie cis les éléments du R.E et 
libère à sa partie trans des vacuoles de sécrétion ou de transport. 
Les dernières étapes de la glycosylation des lipoprotéines ont lieu 
et les VLDL formées vont dans les vésicules de sécrétion. L'appareil 
de Golgi des rats traités est dilaté. Dans le Golgi et ses vésicules, 
nous pouvons voir des lipoprotéines. Cette observation nous 
indique que le transport du R.E au golgi a bien lieu. 

Les lysosomes interviennent dans le catabolisme des lipides et des 
lipoprotéines. A part, la présence de vacuoles d'autophagie, nous 
n'observons pas beaucoup de modifications. 

Les mitochondries sont le lieu d'oxidation des acides gras. C'est 
sans doute la raison pour laquelle les mitochondries sont associées 
aux gouttelettes lipidiques. L'aspect des mitochondries est normal. 
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Les peroxysomes sont aussi capables d'intervenir dans l'oxidation 
des acides gras et la biosynthèse des lipides par la présence 
d'oxidases et de ligases. C'est pourquoi nous pouvons les trouver 
près des lipides. Les peroxysomes sont normaux. 

Nous pouvons résumer les observations de microscopie électronique 
en disant que apparemment, chez les rats traités, les lipoprotéines 
sont transportées du R.E au Golgi, que ces deux structures sont 
dilatées de manière significative et que les autres structures 
subcellulaires ne semblent pas touchées. 

2.2. Observations sur hépatocytes isolés : 

Ces photographies (2 : a, b, c) viennent confirmer les observations 
de la microscopie optique déjà citées. 

Il s'agit d'une stéatose microvacuolaire très marquée. Nous 
entendons par stéatose toute accumulation excessive de 
triglycérides dans la cellule. Il s'agit d'une lésion d'ordre 
quantitatif, entraînant des modifications cellulaires. Il n'y a pas 
d'atrophie de la cellule qui conserve un bon état fonctionnel, ce qui 
explique que les lésions soient réversibles. 

Des analyses plus poussées ont montrés que la stéatose est la seule 
lésion évidente, qu'il n'y avait pas de surcharge pigmentaire ni de 
cytolyse. 

En résumé : les observations morphologiques nous montrent qu'il y 
a une accumulation de lipides au niveau des hépatocytes, que le 
passage des lipoprotéines du R.E au Golgi a lieu, que ce phénomène 
est rapide, quelques heures suffisent, et qu'il est réversible, qu'il 
s'agit d'une stéatose. 
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Effet de la 4-APP sur des hépatocytes isolés · 

Photo 2.a: hépatocytes de rat témoin 

Photo 2. b : hépatocytes de rat contrôle ( 2 injections de 
solvant) 

Photo 2.c : hépatocytes de rat traité (avec 2 injections de 
4-APP) 

Grossissement : 480 fois 





CHAPITRE 3 : EFFET DE L'INJECTION DE LA 4-APP 
SUR LES ACTIVITÊS D'ENZYMES DE RÊFÊRENCE 

DES STRUCTURES SUBCELLULAIRES 

Le but ultime des travaux de notre laboratoire sur la 4-APP, est de 
voir si l'administration de cette substance affecte certains 
territoires membranaires de la cellule. Une première démarche 
expérimentale est de rechercher si les enzymes de référence de ces 
systèmes membranaires ( mitochondrie, lysosomes, ....... ) n'ont pas 
leur activité modifiée par ce traitement. Les enzymes que nous 
avons choisies et leurs localisations subcellulaires sont indiquées au 
Tableau 3.5; en plus des enzymes, les protéines totales ont été 
mesurées. Les mesures ont été effectuées sur homogénat et ce dans 
deux conditions : 1) sur deux groupes d'animaux ayant reçus deux 
injections de 4-APP ou de solvant et sacrifiés 24 heures plus tard. 
2) sur une série d'animaux mais sacrifiés à des temps différents 
après l'injection, pour déterminer la réversibilité des modifications 
even tuelles. 

3.1. Activités après deux injections : 

Les résultats sont rassemblés dans les Tableaux 3.6 et 3. 7 qui 
donnent les activités en unités par gr de foie et en unités par mg de 
protéines. 
Deux types de variations opposées sont observés si nous nous 
référons aux activités par gr de foie. L'activité enzymatique 
augmente pour la galactosyltransférase (golgi) et pour 
l'arylsulfatase (lysosome); l'activité enzymatique diminue pour les 
autres enzymes. 
L'augmentation des activités de la galactosyltransférase et de 
l'arylsulfatase est très importante et restent très significative si 
nous comparons cette fois, les activités par mg de protéines ( Table 
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enzymes localisations subcellulaires 
arylsulfatase lysosome 
cathepsine C lysosome 
phosphatase acide lysosome 
catalase peroxysome 
cytochrome oxydase mitochondrie (membrane interne) 
galactosyltransférase appareil de Golgi 
glucose-6-phosphatase réticulum endoplasmique 
phosphodiestérase alcaline membrane plasmique 

Tableau 3.5 : 
Localisations subcellulaires des différentes enzymes de 
référence. 



protéine. aryl. galact. pdase G-6-phos phos.acid. cathepsC cytox catalase 
solvant 265.14 28.84 10.34 46.44 29.55 16.81 50.68 39.39 77.83 
(2 inject.) (+-5.28) (+-0.93) (+-0.95) (+-0.87) (+-1.80) (+-1.33) (+-1.45) (+-4.22) ( +-1.18) 

traité 166.83 220.89 31.63 26.03 15.52 7.61 12.56 18.34 16.06 
(2 inject.) (+-16.48) (+-31.58) (+-1.70) (+-10.63) (+-2.80) (+-2.63) (+-2.89) (+-2.46) (+-5.08) 

Tableau 3.6 : 
Activités enzymatiques après 2 injections. Les activités sont exprimées en unité par gr de foie Quatre rats 

ont été traités avec la 4-APP et quatre autres ont reçu le solvant. Ce tableau reprend les moyennes et les déviations 

standards. 

aryl. galact. pdase G-6-phosp. phosp.acid. cathep.C cytox catalase 
solvant 0.111 0.039 0.180 0.113 0.064 0.189 0.143 0.288 
(2 inject.) (+-0.002) (+-0.004) (+-0.006) (+-0.009) (+-0.003) (+-0.001) (+-0.019) (+-0.011) 

traité 1.293 0.186 0.153 0.087 0.046 0.071 0.110 0.095 
(2 iniect.) (+-0.248) (+-0.009) (+-0.079) (+-0.017) (+-0.017) (+-0.013) (+-0.021) (+-0.031) 

Tableau 3. 7 : 
Activités enzymatiques après deux injections. Les activités sont présentées en unité par mg de protéines . 



3. 7); il est à noter que la quantité de protéine du foie diminue sous 
l'influence du traitement. 
Quant aux diminutions d'activités, elles sont également marquées 
mais sont pour certaines enzymes sensiblement moins apparente 
(cytochrome oxydase, phosphodiestérase) si nous tenons compte de 
la diminution de la concentration en protéines. 

3.2. Activités en fonction du temps suivant 
l'injection : 

Rappelons que ici, les déterminations après les différents temps ont 
été prises sur un seul animal à chaque temps. Les résultats sont 
rassemblés aux Figures 3.3 et 3.4 qui donnent respectivement les 
activités par g de foie et par mg de protéines. 
Les augmentations d'activités de la galactosyltransférase et de 
l'arylsulfatase se font parallèlement et débutent une dizaine 
d'heures après l'injection. 
C'est sensiblement ce que nous observons (mais dans le sens d'une 
diminution d'activité) pour la catalase et la cathepsine C et dans une 
moindre mesure pour la phosphodiestérase alcaline et la 
cytochrome oxydase. Quand à la phosphatase acide et la glucose-6-
phosphatase, il est surprenant de voir qu'une chute initiale 
d'activité est apparente suivie d'un maintien quasi constant de cette 
activité pendant de nombreuses heures. 

3.3. Reversibilité des modifications enzymatiques : 

Les modifications enzymatiques que nous avons observées sont 
reversibles comme l'exemplifient les résultats présentés aux 
Figures 3.5 et 3.6. Ils nous montrent comment évoluent dans les 
jours qui suivent le traitement à la 4-APP, les enzymes qui 
subissent les plus frappantes modifications d'activité. La 
récupération d'une activité normale s'opère plus rapidement pour 
les activités enzymatiques de la galactosyltransférase et de 
l'arylsulfatase qui rappelons le augmentent suite à l'administration 
de 4-APP. En effet un jour après la fin du traitement, ces enzymes 
manifestent une activité normale, alors qu'il faut 3 jours pour la 
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Figure 3.3 : 
Activité enzymatique en fonction du temps. L'activité est exprimée en unité 
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Activité enzymatique en fonction du temps. L'activité est exprimée en unité 
par mg de protéines. 
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cathepsine C et la catalase qui avaient subi une diminution 
d'activité suite à l'injection de 4-APP. 

3 .4. Mesures enzymatiques sur cellules isolées : 

La repartition des enzymes hépatiques entre hépatocytes et cellules 
sinusoïdales est relativement bien connue pour certaines enzymes 
lysosomiales; c'est particulièrement le cas pour l'arylsulfatase. 
(Munthe-Kaas et al, 1976 ). Cette enzyme se retrouve en proportion 
importante dans les cellules sinusoïdales. Dans un nombre très 
limité d'expériences, nous avons recherché si l'augmentation 
d'activité de l'arylsulfatase qui se produit sous l'effet de l'injection 
de 4-APP concernait l'enzyme hépatocytaire ou celle des cellules 
sinusoïdales. Le tableau 3.8 donnent les résultats obtenus; nous 
constatons tout d'abord que pour les témoins, l'activité spécifique 
de l'arylsulfatase dans les préparations de cellules sinusoïdales est 
beaucoup plus élevée que dans les préparations d' hépatocytes; 
remarquons toutefois que la S.D (déviation standard) est très élevée 
pour les activités des cellules sinusoïdales. Nous constatons pour 
l'animal traité une augmentation très significative de l'activité dans 
les hépatocytes; par contre l'activité des cellules sinusoïdales est 
plus faible que la moyenne des contrôles, mais la différence est peu 
significative si nous tenons compte de la haute S.D de cette 
moyenne. Après récupération, nous constatons que l'arylsulfatase 
hépatocytaire est redevenue normale. De tels résultats suggèrent 
fortement que seule l'arylsulfatase lysosomiale des hépatocytes est 
affectée par l'injection de 4-APP. 

3.5 . Effet " in vitro" de la 4-APP sur les activités 
enzymatiques : 

Une possibilité pour expliquer les effets de la 4-APP sur les 
activités enzymatiques, comme nous venons de le décrire, est que 
cette substance agisse directement sur les enzymes. Il est en effet 
probable qu'une certaine quantité de 4-APP se trouve dans le foie 
et soit présent dans les tests enzymatiques réalisées sur les 
homogénats. C'est pourquoi nous avons déterminé si la 4-APP 
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Traitement cellules cellules non 
parenchymateuses parenchymateuses 

contrôle 22.4 (+-9.6) 943 (+-410) 

traité 60 540 

récupérant 20 838 

Tableau 3.8 : 
Effet de la 4-APP sur des cellules de foie isolées. Le dosage 

de l'arylsulfatase est réalisé sur les deux types de cellules du foie. Les 

activités enzymatiques sont exprimées en unité par mg de protéines. Le 

nombre de rats contrôles est 7. 



ajoutée lors de la mesure de l'enzyme, dans une gamme 
relativement large de concentration, affectait l'activité 
enzymatiques. Les résultats sont présentés à la figure 3. 7; ils 
montrent que d'une façon générale, les activités des enzymes de 
référence que nous avons mesurées sont peu touchées par la 
présence de 4-APP dans le milieu d'incubation . 

• 
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Figure 3.7 : 
Effet de la 4-APP sur les activités enzymatiques. A un homogénat de rat 
témoin ( n'ayant rien reçu) , nous avons ajouté des concentrations différentes de 4-APP 
avant de réaliser les dosages. Les activités sont expri mées en unité par gr de foie. 



CHAPITRE 4 : EFFET DE LA 4-APP SUR LA 
DISTRIBUTION DES ENZYMES DE REFERENCE EN 

CENTRIFUGATION DIFFERENTIELLE 

Ce chapitre est consacré à de premières recherches concernant les 
modifications éventuelles des systèmes membranaires du foie 
provoquées par l'injection de 4-APP. Nous avons analysé dans un 
premier temps, le comportement des structures subcellulaires en 
centrifugation différentielle en établissant les distributions de leurs 
enzymes de référence. 

4.1. Rappel sur la centrifugation différentielle : 

Dans ce système de centrifugation, le comportement des organites 
est conditionné par leur coefficient de sédimentation et donc par 
leur taille, et dans un degré moindre par leur densité. Dans le 
schéma de centrifugation que nous avons suivi ( de Duve et al, 
1955), nous séparons successivement 5 fractions : la fraction 
nucléaire N, la fraction mitochondriale lourde M, la fraction 
mitochondriale légère L, la fraction microsomale P et la fraction S. 
Les distributions observées sont illustrées à la figure 3.8; deux rats 
contrôles et deux rats traités avec deux injections de 4-APP ont été 
utilisés. 

4.2. Distribution chez les rats contrôles : 

Dans le cas de contrôles les valeurs étaient très semblables pour les 
deux animaux, et les moyennes sont présentées; pour les animaux 
traités, des différences entre les deux animaux étaient 
suffisamment importantes que pour justifier la présentation des 
observations pour chaque animal. La figure 3.8 rapporte les 
pourcentages de l'activité des enzymes de référence trouvés dans 
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Figure 3.8 : 
Effet de la 4-APP sur la distribution des enzymes de référence en 
centrifugation différentielle. L'activité enzymatique en pourcentage est présentée 
dans les 5 fractions des 2 rats traités (avec 2 injections de 4-APP) et des rats témoins ( la 
moyenne et la déviation standard sont représentées). 



chaque fraction. Les distribution des enzymes dans les foies 
contrôles correspondent à ce qui est observé normalement ( de 
Duve et al, 1955 ). La glucose-6-phosphatase (réticulum 
endoplasmique) est principalement localisée dans la fraction P, il en 
est de même pour la galactosyltransférase (appareil de Golgi). Les 
enzymes lysosomales : arylsulfatase et cathepsine C sont récupérées 
en majeure partie dans les fractions mitochondriales. La 
phosphodiestérase (membrane plasmique) est caractérisée par une 
distribution bimodale et se repartit entre la fraction Net la fraction 
P; la cytochrome oxydase (mitochondrie) est associée 
essentiellement à la fraction mitochondriale lourde; la catalase 
(peroxysomes), sédimente surtout dans les fractions 
mitochondriales tout en manifestant une activité non négligeable 
dans S. 

4.3. Distribution chez les rats traités : 

Malgré les différences en valeurs absolues observées entre les deux 
rats traités pour les pourcentages d'activité associée aux fractions , 
un phènomène est clairement apparent: une diminution importante 
des proportions de la glucose-6-phosphatase et de la 
galactosyltransférase récupérées dans la fraction microsomale P, ces 
enzymes étaient par contre retrouvées en plus grande proportion 
dans les fractions sédimentant à plus faible vitesse. Cela signifie 
que les éléments du réticulum endoplasmique et du Golgi associés à 
l'homogénat ont un coefficient de sédimentation, donc 
vraisemblablement une taille sensiblement plus élevée lorsqu'ils 
proviennent de rats traités à la 4-APP. 

Il est à noter que la distribution de la phosphodiestérase alcaline, 
dont une proportion importante sédimente dans la fraction P, n'est 
pas affectée par le traitement, donc que les vésicules de membrane 
plasmique sont semblables chez les animaux contrôles et les traités. 

Cet appauvrissement de Pen réticulum endoplasmique est confirmé 
par la distribution des protéines; nous constatons en effet une 
diminution marquée de la quantité de protéine associée à la 
fraction microsomale chez les animaux traités, où le réticulum 

34 



endoplasmique est de loin le système membranaire qui contribue le 
plus aux protéines de P, du moins en masse. 

Les modifications de distribution résultant du déplacement du 
réticulum endoplasmique vers d'autres fractions est bien 
exemplifiée par la figure 3.9 où nous représentons les distributions 
de la glucose-6-phosphatase et de la galactosyltransférase chez les 
contrôles et chez les rats traités en utilisant le mode de 
répresentation de de Duve et al (1955), où l'activité spécifique 
relative des enzymes est donnée sous forme d'histogrammes en 
fonction des protéines totales : les profils de distribution pour 
l'animal traité sont tout à fait différents de celui des contrôles. 

En ce qui concerne les enzymes de références des autres structures 
subcellulaires : mitochondries, lysosomes et peroxysomes, nous 
n'observons pas de modification particulière chez les animaux 
traités, du moins dans les limites de nos déterminations. 
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Figure 3.9 : 
Effet de la 4-APP sur la distribution des enzymes de référence en 
centrifugation différentielle. La galactosyltransférase et la glucose-6-phosphatase 
sont représentées sous forme d'histogramme : l'activité spécifique relative (ASR) en 
fonction du% de protéine pour les rats témoins (A) et le rat traité (B). 



IV. DISCUSSION ET CONCLUSION 
GÉNÉRALE 
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Nous examinerons les différents résultats que nous avons obtenus 
suivant l'ordre présenté dans les chapitres précédents : les lipides 
sanguins et hépatiques, les modifications morphologiques, l'effet sur 
les enzymes marqueurs des structures subcellulaires et la 
distribution de ces enzymes en centrifugation différentielle. 

Lipémie et lipides hépatiques: 

Nous avons montré en accord avec la littérature (Henderson, 1963; 
Andersen et Dietschy, 1976; Shiff et al, 1973 ), une diminution 
importante du cholestérol sanguin et une augmentation marquée 
des triglycérides hépatiques suite à l'injection de la 4-APP. 

La baisse de la cholestérolémie peut être due à une capture 
anormale du cholestérol plasmatique par les tissus, en particulier le 
foie, non compensée par la sécrétion hépatique. A première vue, il 
est assez peu vraisemblable qu'il en soit ainsi, car l'organe jouant 
un rôle majeur dans la capture du cholestérol est le foie et on 
devrait s' attendre si une telle situation se produisait à une 
augmentation du cholestérol hépatique, ce qui n'est pas le cas. 
Toutefois, cette augmentation pourrait être difficilement décelable. 
En effet, en nous référant à la figure 3.2., on peut calculer que en 24 
heures, 5 mg de cholestérol ont disparus du plasma sous l'influence 
de l'injection de 4-APP en supposant un rat de 300 gr. La quantité 
de cholestérol hépatique est de+- 60 mg/ foie; ce qui signifie que si 
le cholestérol sanguin disparus, s'accumulerait dans le foie, il ne 
provoquerait qu'une augmentation de l'ordre de 10 % du cholestérol 
de cet organe. . Nous ne pouvons donc décider en se basant sur ces 
chiffres si la capture du cholestérol par le foie est augmentée ou 
non sous l'influence de la 4-APP. 

Quant aux triglycérides, la quantité qui s'accumule dans le foie est 
trop considérable pour qu'elle puisse provenir d'une capture 
exagérée du foie et du plasma. Il faut véritablement ici qu'une 
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rétention très forte se produise ou un excès considèrable de 
synthèse par rapport à la sécrétion. En nous référant au fait que le 
cholestérol hépatique ne change pas, il semble plausible d'admettre 
que la synthèse de triglycérides est augmentée. En effet, si 
uniquement la sécrétion était bloquée, on devrait s'attendre à une 
augmentation du cholestérol hépatique puisqu'il est sécrété associé 
aux mêmes VLDL que les triglycérides. L'augmentation des 
triglycérides dans le foie est de 1.3 gr par foie; si l'on suppose que 
les triglycérides qui s'accumulent, sont destinés à être sécrétés sous 
forme de VLDL, ils devraient être associés à 22 mg de cholestérol 
par foie (voir tableau 2.1), ce qui n'est absolument pas le cas, le 
cholestérol hépatique restant inchangé suite au traitement par la 4-
APP. Evidemment, l'augmentation de la synthèse doit 
s'accompagner d'une diminution de la sécrétion puisque la 
triglycéridémie diminue. 

Diminution de sécrétion des lipoprotéines: 

Les analyses morphologiques ont montré qu'une accumulation de 
lipides était présente dans le foie. Il existerait un problème au 
niveau de la sécrétion des lipoprotéines. Les micrographies nous 
permettent de dire que le transfert des lipoprotéines du réticulum 
endoplasmique au Golgi est réalisé. Apparemment, puisque nous 
pouvons voir des lipoprotéines dans les citernes du Golgi, le 
problème ne viendrait pas de la synthèse et de la formation des 
lipoprotéines. 

Glickman et Subersin ( 1982) rapportent aussi des modifications 
dans le Golgi et le réticulum endoplasmique, les citernes du Golgi 
deviennent distendue par la présence des VLDL, mais les vésicules 
de sécrétion ne sont pas formées. Le réticulum endoplasmique est 
également dilaté par une accumulation de lipides. Les VLDL 
s'accumuleraient dans le Golgi tandis que les triglycérides 
plasmatiques et les VLDL diminueraient fortement. Cela suggèrent 
que la sécrétion des VLDL bloquée par la 4-APP, a lieu dans le Golgi 
menant à une accumulation secondaire des triglycérides dans le R.E. 

Il est intéressant de noter qu'un moyen classique de provoquer une 
stéatose hépatique est de donner au rat de l'acide orotique qui 
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présente certaine relation de structure (cycle pyrimique) avec la 4-
APP. L'acide orotique provoque outre une augmentation des 
triglycérides hépatiques, une diminution des triglycérides et du 
cholestérol sanguin. La synthèse des apoprotéines n'est pas 
empêchée mais la sécrétion des lipoprotéines serait bloquée 
spécifiquement puisque le passage d'autres protéines est possible 
(albumine, par exemple). La présence de lipides au niveau du R.E. 
est observée. Le R.E. est fortement vésiculé et cette modification va 
entrainer des changements dans les structures· reliées 
fonctionnellement ou structurellement avec lui. Les vésicules de 
transition ne sont pas formées et le Golgi est vide de VLDL et ne 
produit pas de vacuoles contenant des VLDL. 

Effet sur les enzymes : 

On pourrait imaginer que la 4-APP inhibe la synthèse ou accélère la 
dégradation des protéines par un mécanisme encore à décrire. Cela 
permettrait d'expliquer qu'une série d'enzymes voient leur taux 
baisser et que d'ailleurs la concentration des protéines dans le foie 
diminue même si l'on tient compte du facteur dilution résultant de 
l'augmentation du poids du foie due entre autres aux triglycérides. 
Evidemment cela pourrait concourir à la diminution de sécrétion de 
lipoprotéine puisque la partie apoprotéique de ces composés 
pourrait être fabriquée de façon insuffissante. 

Ce qui est beaucoup plus difficile de comprendre est l'augmentation 
importante et rapide des activités de l'arylsulfatase et de la 
galactosyltransférase, enzymes qui n'ont rien en commun d'un point 
de vue fonctionnel et qui ont des localisations subcellulaires 
différentes; l'arylsulfatase est lysosomale et la galactosyltransférase 
est associée au Golgi. Ce qui est troublant c'est que la modification 
d'activité que l'on observe se voit parallèlement pour les deux 
enzymes et que le même retour à une activité normale se fait à une 
même vitesse pour les deux enzymes, nettement plus rapide que 
pour les autres enzymes. Dans le cas de l'arylsulfatase qui se 
trouve en quantité appréciable dans les cellules sinusoïdales à 
l'inverse de la cathepsine C et à la phosphatase acide qui sont 
localisées essentiellement dans les hépatocytes, on aurait pu 
imaginer que son augmentation concernait l'enzyme présent dans 
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ces cellules sinusoïdales suite, par exemple, à une stimulation du 
système réticuloendothélial. Mais les résultats quoique limités que 
nous avons obtenus sur cellules isolées suggèrent fortement que 
c'est l'enzyme hépatocytaire qui a subi une augmentation. 

Effet sur la distribution des enzymes en centrifugation différentielle 

Un seul phénomène est bien apparent: le glissement de distribution 
des structures du réticulum endoplasmique et du Golgi, de la 
fraction microsomale vers les fractions sédimentant plus 
rapidement. Cela doit résulter d'une augmentation de taille de ces 
structures qui rappelons le, dans le cas du réticulum sont des 
vésicules produites artificiellement en cours d'homogénéisation. 
Cette observation est à rapprocher des observations 
morphologiques qui montrent une dilatation des deux systèmes 
dans les cellules suite à l'administration de la 4-APP et les 
corrobore jusqu'à un certain point. Pourquoi cette dilatation 
s'établit-elle? Notons que ces deux systèmes membranaires sont 
très directement impliqués dans la synthèse des lipoprotéines 
plasmatiques. L'accumulation de celles-ci, suite à un blocage de la 
sécrétion pourrait conduire à un engorgement et une dilatation de 
ces systèmes. Mais on peut également utiliser l'observation en 
disant que la dilatation du R.E. et du Golgi est une sorte d'argument 
·supplémentaire en faveur de l'hypothèse d'un blocage de la 
sécrétion en aval de ces systèmes. 
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