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RESUME

Les biphényls polychlorés (BPCs) sont des polluants organiques persistants qui
ont €été utilisés principalement dans [’industrie électrique et comme isolants.
Leur commercialisation fut interrompue depuis des décennies, mais ils demeurent encore
présents dans I'environnement en raison de leur résistance a la dégradation.

Une exposition aux BPCs a récemment été associée a des troubles endocriniens et
métaboliques. Plus spécifiquement, la présence de BPCs dans 1’organisme semble
induire une stéatose hépatique non alcoolique (SHNA), soit une accumulation de lipides
dans le foie. Les stratégies présentement employées dans le traitement de la SHNA
incluent ’entrainement. Etonnamment, les effets de ’entrainement sur la SHNA chez les
organismes exposés aux BPC n’ont pas été étudiés. Nous avons donc investigué |’effet
de I’entrainement sur les mécanismes intra-hépatiques reliés a la SHNA provoqués par
’effet des BPCs possiblement altérés chez les rats. Parmi ces mécanismes, on retrouve
majoritairement les acides gras qui sont la majeure source d’énergie provenant de la voie
de la B-oxydation mitochondriale. Les acides gras libres proviennent de la dégradation
du contenu des gouttelettes lipidiques par des enzymes lysosomales, par un mécanisme
appelé lipophagie. Par ceci, nous voulons donc identifier les mécanismes impliqués dans
les effets anti-toxiques potentiels de I’entrainement dans le développement de la SHNA
lors d’une exposition au BPC. Les rats ont été divisés aléatoirement en quatre groupes :
controle sédentaire, BPC126 sédentaire, controle entrainement et BPC126 entrainement.
Les animaux ont €ét¢é soumis a un entrailnement a la nage de trois semaines.
La quantification des vésicules lipidiques a montré une augmentation de leur nombre
chez les rats sédentaires traités au BPC126. Cette augmentation est corrélée par
I’augmentation de 1’expression de la protéine FABP1 impliquée dans le métabolisme des
lipides. Par contre, chez les rats traités BPCI126 et entrainés, une augmentation du
nombre et une diminution de I’aire des vésicules ont ét€ observées. Ce rétrécissement de
I’aire peut étre supporté par [‘augmentation de [D’expression des protéines
mitochondriales, mitHSP70 et PGCla. Cette dernicre est une protéine nécessaire a la
biogenése mitochondriale ainsi qu’une augmentation de l’expression des protéines
peroxysomales (PMP70 et Pex19). L’analyse de ’enzyme lysosomales montre une
altération de I’activité enzymatique suite au traitement au BPC126 et a I’entrainement de
trols semaines.

En somme, ces observations suggerent que |’entrainement atténuerait les effets du

BPC 126 sur la SHNA en favorisant la diminution des lipides par la B-oxydation.

Mots-clés : BPC126, SHNA, entrainement, lipides [-oxydation, lysosomes,
peroxysomes, mitochondries.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

La présence des polluants organiques persistants (POPs) dans I’environnement ne
cesse de représenter une menace pour la santé et pour |’environnement a [’échelle
planétaire. Etant donné que les POPs peuvent se bio-accumuler et s’introduire dans la
chaine alimentaire, les préoccupations actuelles se concentrent autour de leur impact sur
les espéces prédatrices supérieures (Hyotylainen et al. 2004, Bergamaschi et al. 2005,
Wang et al. 2014). Comme leur nom I’indique, ils sont qualifiés de persistants en vue de
leur demi-vie trés longue, qui s’étends a des années ou des décennies dans le sol et les
sédiments et & plusieurs jours dans I’atmosphere (Blais et al. 2003). Les POPs se
divisent en pesticides comme [’Aldrin, le DDT, I’Endrin, en produits chimiques
industriels tels que [’hexabromocyclododécane (HBCD), les biphényls polychlorés
(PCB) et hexabromobiphényle et en produits d'événements tels que le dibenzo-p-dioxins
polychlorés (PCDD), le pentachlorobenzene, hexachlorobenzene (HCB) provenant des
feux de forét et, dans une moindre mesure, des éruptions volcaniques (Jones et al. 1999,
Abeliovich et al. 2000, Riget et al. 2016) . Cette inquiétude a I’égard des POPs résulte
de leur pouvoir toxique ainsi que de leur grande stabilité (Mori et al. 2017). En effet, ces
polluants ont été associ¢s a plusieurs effets néfastes chez les mammiferes. Parmi ces
effets, se trouvent notamment des effets immunotoxiques, des effets cutanés, des
altérations de la fonction de reproduction et des effets cancérogenes (L. Ritter 1995,
Heilier et al. 2005, Aggoun 2007). De plus, les POPs se caractérisent par une resistance
aux dégradations photolytiques, biologiques et chimiques. Ainsi, les POPs demeurent
longtemps dans I’environnement avant d’étre décompos€s en d’autres substances moins
dangereuses (Merino et al. 2007). De plus, ils se démarquent par leur semi-volatilité, une
propriété physico-chimique qui leur permet d’exister sous forme de vapeur ou d’étre
adsorbée sur des particules dans |’atmosphere, ce qui facilite leur transport sur de
longues distances avant de se déposer. Les POPs ont tendance a voyager des zones

chaudes vers les zones froides et se concentrent dans les climats plus froids, comme le



nord du Canada, ainsi que dans le bassin des Grands Lacs et le fleuve Saint-Laurent

(Carrier et al. 2006).

Les POPs ont donc I’habilité de se déplacer dans I’atmosphere, ce qui leur confere
la capacité d’atterrir soit dans des bassins d’eau, des prairies, des foréts ou des champs
des agriculteurs. En se déposant dans tous ces endroits, les POPs s’introduisent dans la
chaine alimentaire. Effectivement, quand un étre vivant consomme des aliments qui ont
été contaminés par les POPs, le polluant n’est ni éliminé, métabolisé ou détruit, mais
s'accumule dans I'organisme. Ce processus est appelé la bioaccumulation (Verhaert ef al.
2017). Les POPs se distinguent par une lipophilie élevée et par conséquent s’accumulent
particulierement dans les tissus riches en lipides (Schecter et al. 2001, Fattore et al.
2006). Les POPs dont le représentant le plus connu est la famille des dioxines sont des
molécules complexes qui, contrairement aux autres polluants atmosphériques, ne sont
pas définies a partir de leur nature chimique, mais a partir des quatre propriétés citées
plus haut : la toxicité, la persistance dans |’environnement, la bio-accumulation et le
transport sur de longues distances (Weber ef al. 2008, Kruger et al. 2012). Ce sont des
composés chimiques toxiques, qui partagent la méme structure et le méme mécanisme
d’action toxique (White et al. 2009, Nakatani et al. 2017). Les dioxines comprennent
deux familles principales: les polychlorodibenzo-para-dioxins (PCDDs) et les
polychlorodibenzofurans (PCDFs). Ce sont deux familles de composés distincts, bien
que tres semblables au point de vue de leur structure moléculaire et de leurs propriétés
physico-chimiques. Les dioxines sont des composés aromatiques polycycliques
oxygénes, la structure de PCDD a deux atomes d'oxygene, tandis que le PCDF n'en a

qu'un (Pirard et al. 2002).

Les sources de contanrination par les dioxines ont été déterminées par 1’agence de
protection environnementale (APE). En effet, cinq sources majeures responsables de la
contamination environnementale par les dioxines ont été identifiées: la combustion, la
fusion, la transformation et I’affinage des métaux, la fabrication de produits chimiques,
les processus naturels, et les réservoirs tels que le sol ou les sédiments (Rysavy ef al.

2013). Un exemple de contamination par les dioxines est illustré dans la Figure 1.1.



De plus, 1’alimentation semblerait étre la voie principale de contamination,
particulierement a travers les poissons en premiére position, puis les crustacés, la viande,

le lait et autres produits laitiers (Figure 1.2) (Schecter ef al. 2001).

sources sinks

Combustion v

Industry - Soil /sediment —
Materials -

’ consumption

b 4

Water table __ N ‘b@‘i‘ma.mﬂf"...

Figure 1.1  Sources de contamination par les dioxines (Rysavy et al. 2013).

Les dioxines sont libérées dans l'air comme un produit de divers
processus industriels et s'accumulent sur les plantes environnantes et
entrent dans le sol et dans |’eau. Par la suite, les gens sont exposés aux
dioxines par la consommation de produits d'origine commerciale.
En particulier, les aliments a forte teneur en maticres grasses sont des
filicres importantes d'introduction de la dioxine, et chez les humains
comme chez les autres animaux.
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Figure 1.2 Répartition des dioxines dans les aliments (Schecter et al. 2001).
Les poissons d’eau douce semblent contenir le plus de dioxines suivies
du beurre, des viandes, des volailles et des produits laitiers et végétaux.
TEQ: c’est le Toxic Equivalent de dioxines, calculé par rapport a
la forme de dioxine la plus toxique le 2, 3, 7,8-TCDD.
PPT : part /trillion ou picogramme/gramme.

Les processus naturels comme les incendies de forét ou les incinérations de
produits issus des industries aboutissent a la production de contaminants comme les
biphényls polychlorés (BPCs). Ces BPCs ont ét¢ catégorisés comme appartenant a la
famille des « dioxin-like » (Van den Berg et al. 2006). Cette famille inclut 12 types de
biphényls polychlorés (BPC81, BPC77, BPC126, BPC169, BPC105, BPC114, BPC 118,
BPC 123, BPC156, BPC157, BPC167, BPC 189). Les deux premiers chiffres réferent au
nombre d’atomes de carbones et le demier chiftre correspond au pourcentage d’atomes
de chlore (Van den Berg et al. 1998). La classification des « dioxin-like » s’est basée sur
une structure chimique et un mécanisme d’action toxique communs avec la classe des
dioxines. Les BPCs sont composés de deux anneaux benzenes attachés par une liaison
carbone-carbone entre le carbone 1 du premier anneau et le carbone | du deuxieme

anneau avec des atomes de chlore en diverses positions (Barbalace 2003) (Figure 1.3).
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Figure 1.3 Structu_re du BPC (Barbalace 2003).

Les BPCs ont été synthétisés en Amérique du Nord pour la premiere fois en 1929.
[Is ont été longtemps utilisés comme ingrédients dans de nombreux matériaux
industriels, notamment les produits de calfeutrage et d'étanchéité, les huiles de coupe,
les encres et les additifs pour la peinture. Ils entraient également dans la composition
d’agents réfrigérants et lubrifiants pour certains types de dispositifs électriques, comme
les transformateurs et les condensateurs. L’inquiétude sur les risques potentiels associés
aux BPCs s’est manifestée pour la premicre fois en 1966 lorsque la présence de ces
polluants a été détectee dans les Grands Lacs (Sant¢ Canada, 2005). De ce fait,
I’importation, la fabrication et la vente des BPCs ont été interdites au Canada depuis
1977. En outre, le rejet des BPCs est devenu illégal en 1985. Malgré toutes ces mesures
mises en ceuvre, les risques liés aux BPCs demeurent présents, étant donné que la
législation canadienne a permis aux propriétaires de BPCs de continuer a les utiliser
jusqu’a la fin de leur durée de vie utile. Le stockage des BPCs est réglementé depuis
1988. La manutention, le transport et la destruction des BPCs sont également
réglementés, principalement en vertu des réglementations provinciales. Par conséquent,
les stocks de BPCs ont significativement diminu€, mais cela n’empéche pas que les
risques de contamination sont encore relativement é¢levés, suite aux incidents de
déversements dans le milieu et lors d’incendies. En effet, la contamination aux
hydrocarbures aromatiques polychlorés de type BPCs peut se produire par le rejet sous

forme liquide qui peut contaminer le sol ou l’eau a proximité, ou encore lors



d’incendies, la température élevée pouvant transformer les BPCs liquides en aérosol.
Par conséquent, les BPCs peuvent étre inhalés ou transportés par les courants

atmospheériques (Institut national de santé publique du Québec, 2006).

Le risque d’exposition aux BPCs demeure fortement présent faute d’adopter
des mesures afin d’accélérer 1'élimination progressive des BPCs. Effectivement,
Environnement Canada craint que l'objectif de 1'¢limination des BPCs au Canada ne soit
pas atteint avant une autre décennie. On ne prévoit I’élimination totale des BPCs du
territoire qu’en 2025 (Environnement et Changement climatique Canada, 2014).
Malgré I’interdiction de 1’utilisation des BPCs au Canada et les mesures mises en ceuvre
pour leur élimination, les risques liés a la contamination demeurent présent du fait qu’ils
se démarquent par leur grande stabilit¢ chimique, ayant la capacité de résister a
I’oxydation par les acides, les bases ou les autres agents chimiques, ce qui les rend ainsi
peu biodegradables (Institut national de santé publique du Quebec, 2006) et donc

persistants dans I’environnement (Santé Canada, 2016).

1.1  Toxicité des BPCs

Les BPCs ont la méme structure chimique et un mode d’action similaire que le
prototype chimique de la classe des dioxines, le 2, 3, 7, 8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine
(TCDD) (Mandal 2005). Par conséquent, la toxicité est déterminée en facteur
d’équivalent toxique par rapport a la toxicité du TCDD. Par ailleurs, comme expliqué
précédemment, les BPCs sont des structures polychlorées, de ce fait, la toxicité des
BPCs varie selon la localisation et le nombre d’atomes de chlore dans la structure.
Le BPC126 est reconnu comme le plus toxique dans sa catégorie de par son nombre
¢levé d’atomes de chlore, mais aussi par son facteur d’équivalent toxique (TEF) élevé

(Nice-Sophia Antipolis, 2004) (Tableau 1.1).



Tableau 1.1

Facteur équivalent toxique (TEF)

TCDD (2, 3, 7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine) 1
BPC TEF
BPC81 (3,4,4',5-Tétrachlorobiphényle) 0.0003
BPC 126 (3,3',4,4',5 Pentachlorobiphényle) 0.1
BPC 169 (3,3'4,4',5,5'-Hexachlorobiphényle) 0.03
BPC 105 (2,3,3',4,4'-Pentachlorobiphényle) 0.00003
BPC114 (2,3,4,4',5-Pentachlorobiphényle) 0.00003
BPC 118 (2,3',4,4',5-Pentachlorobiphényle) 0.00003
BPC123(2,3',4,4',5'-Pentachlorobiphényle) 0.00003
BPC156 (2,3,3',4,4',5-Hexachlorobiphényle) 0.00003
BPC 157 (2,3,3',4,4',5'-Hexachlorobiphényle) 0.00003
BPC167 (2,3',4,4',5,5'-Hexachlorobiphényle) 0.00003
BPC189(2,3,3',4,4',5,5'-Heptachlorobiphényle ) 0.00003
BPC77 (3,3',4,4' Tétrachlorobiphényle) 0.0001

Tableau adapté d’EPA (United States Environmental Protection Agency)

www.epa.gov/pebs/table-polychlorinated-biphenyl-pcb-congeners




1.1.1 Effets de la toxicité des dioxines (TCDD) et « dioxin-like » (BPCs)

L’exposition aux POPs a été liée a de nombreux troubles au niveau des différents
systemes. Plusieurs cas de pathologies hépatiques comme des adénomes et carcinomes
hépatocellulaires, des cholangiocarcinomes (une tumeur développée a partir de
I'épithélium tapissant les voies biliaires), de [’hépatotoxicité, et des maladies chroniques
du foie ont été rapportées chez des populations exposées au TCDD et aux BPCs de fagon
accidentelle ou sur le lieu de travail (Yoshizawa et al. 2007, Du et al. 2016). De méme,
au niveau du systeme endocrinien, le taux de cancer pancréatique a augmenté chez des
gens travaillant dans les usines de fabrication de transformateurs au Canada. De plus,
des cas d’hypothyroidie ont ét€ enregistrés chez des femmes, hommes et enfants exposés
aux dioxines (Kohn 2000, Nault ef al. 2017). Les investigations chez les murins ont
montré des changements dans la fonction, la structure et la taille du foie. Ces altérations
hépatiques engendrent notamment, une cytotoxicité hépatique, une augmentation de la
quantité de lipides dans le foie et une hypertrophie et une nécrose hépatique (Kohn 2000,
Nault ef al. 2017). Atin d’élucider les mécanismes de toxicité provoqués par les BPCs,
les études menées a cette fin ont pris le BPC126 comme modele considérant son
potentiel toxique €élevé (Yoshizawa et al. 2007). Les altérations sur les métabolismes du
stress oxydatif, glucidique et lipidique engendrées par le BPC126 seront détaillées dans

les sections sulvantes.

1.2 Les troubles métaboliques

Les pathologies métaboliques sont définies comme une perturbation du
fonctionnement normal du métabolisme (Hazarika et al. 2016). L’ importance du bon
fonctionnement métabolique se caractérise par la conversion de la nourriture en €nergie
au niveau cellulaire. Pour ce fait, des milliers d’enzymes ceuvrent dans différentes voies
métaboliques pour le bon maintien de ce processus (Kumar et al. 2013). Les troubles
métaboliques affectent la capacité de la cellule d’effectuer correctement les réactions
biochimiques impliquées dans e transport d’acides aminés, glucides ou lipides

(Botchlett et al. 2017). Les troubles métaboliques surviennent suite a certains facteurs



comme |’obésité, la dyslipidémie qui se caractérise par une concentration trop €levée
d'un ou plusieurs lipides(le cholestérol et les triglycérides) présents dans le sang ou
encore le diabete (Aggoun 2007). Mais aussi, les polluants environnementaux peuvent

engendrer une perturbation du métabolisme (Wu et al. 2017).

1.2.1 Effets des BPCs sur le métabolisme du stress oxydatif

Les organismes multicellulaires reagissent aux changements meétaboliques
normaux en répondant via des facteurs de croissance et d’hormones qui favorisent la
croissance et le maintien de I’organisme. De méme, ils répondent aux stress exogénes
comme les molécules chimiques, xénobiotiques, la chaleur et la radiation, a travers de
nombreuses voies de signalisations spécifiques (Simmons ef al. 2009). Notamment,
’exposition aux BPCs est considérée comme un stress exogene pouvant altérer les
mécanismes de défense cellulaire (Artacho-Cordon ef al. 2016, Wang et al. 2017, Wu et
al. 2017). En effet, une exposition au BPC126 entraine une augmentation du stress
oxydatif et une perturbation du potentiel redox hépatique (Lai er al 2010).
Cette perturbation est due a la diminution de protéines antioxydantes. Particulierement,
le BPC126 induit une diminution du taux de Zinc, un cofacteur pour la production de
protéines antioxydantes dans le foie, ce qui influence la production d’enzymes
antioxydantes comme la Zn-superoxyde dismutase (Zn-SOD) (Twaroski et al. 2001).
En effet, la Zn-SOD est la premiere ligne de défense contre le stress oxydatif et permet
d’éliminer I’anion superoxyde formée a partir de 1’oxygene (Simmons ef al. 2009).
De plus, une exposition au BPC126 engendre une diminution du taux de I’enzyme
glutathione peroxydase (GPx) hépatique qui €limine les peroxydes lipidiques résultant
de I’effet du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés (Muller et al. 2002, Lai et
al. 2010). De plus, I’exposition aux polluants environnementaux tel que le BPCI126
engendre une diminution du taux de la protéine antioxydante le glutathionne (GSH)
hépatique mais sans diminuer le taux de GSSH la forme oxydée du GSH, ce qui
débalance le ratio GSH/GSSH (Twaroski et al. 2001). En outre, I’exposition au BPC126
affecte le taux de sélénium en le modulant négativement. Le sélénium est un métal

considéré comme protecteur et une composante importante de certains enzymes comme
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la GPx (Keating et al. 2012). Une autre étude a démontré qu’une injection de BPC126 a
des rats réduisait le niveau hépatique de la forme oxydée et réduite de la glutathione de
20 % chez les rats traités comparés au niveau des contrdles, augmentant le stress
oxydatif. De plus, le BPC126 a un impact important sur les métaux hépatiques, causant
une diminution de 30% du niveau de sélénium hépatique et une réduction du taux de
zinc de 15 %. En effet, une diminution du SeGPx hépatique de 60 % corrobore la
diminution du taux du sélénium.(Lai et al. 2010). Il est aussi important de mentionner
que la réponse centrale au stress est le stress oxydatif, qui est généré suite a plusieurs
polluants environnementaux, ainsi qu’a des réactions cellulaires capables de produire
des entités d’oxygenes réactifs (ROS) (Abeliovich et a/. 2000). En somme, toutes ces
perturbations des taux de ces enzymes antioxydantes ont pour conséquence d’augmenter

le stress oxydatif et donc la production de ROS.

1.2.2 Effet des BPCs sur le métabolisme glucidique

Les BPCs ont été identifiés comme des facteurs perturbant le métabolisme.
En effet, il a ét¢ démontré qu’une dose faible et chronique de BPCs cause une altération
du métabolisme glucidique (Remillard et al. 2002) allant jusqu’a induire le diabete de
type 2 (Longnecker et al. 2001, Grice et al. 2017). L’exposition au BPC126 engendre a
court terme une résistance a l’insuline qui se caractérise par une €lévation du taux
circulant de I’insuline qui est sécrétée pour maintenir la glycémie (Lee et al. 2006).
Eneffet, 1l a ét¢ montré que I’activation du récepteur spécifique aux dioxines
I’hydrocarbone aryl (AHR) influence I’activité de facteurs nucléaires, dans le contexte
du métabolisme du glucose, tels que les récepteurs nucléaires PPARs (Peroxisome
Proliferator Activated Receptor) (Alexander ef al. 1998). Ces récepteurs nucléaires sont
responsables de I’homéostasie glucidique ainsi que de la transcription du transporteur du
glucose, GLUT4 exprimé sur les adipocytes et les muscles squelettiques (Zaarour et al.
2012). L’activation de la voie de signalisation de I’insuline augmente la densité de
GLUT4 a la surface membranaire et conséquemment augmente |’absorption du

glucose (Bergqvist et al. 2017). De plus, des études épidémiologiques ont montré
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I’augmentation de la prévalence du diabete chez des sujets exposés aux POPs (Remillard

et al. 2002).

A long terme, le BPC126 induit I’inflammation du pancréas, ce qui aboutit 4 une
alteration du fonctionnement du pancréas, les cellules responsables de la sécrétion de
’insuline. Cette altération induit une défaillance voir une dégradation des cellules B du
pancréas (Nyska et al. 2004). La conséquence de ces effets est le diabéte de type2 qui se
définit par une résistance a I’insuline ainsi qu’un dysfonctionnement des cellules B du
pancréas (Loiola et al. 2016). En outre, une étude a montré in vivo que [’exposition

BPC126 induit une résistance a I’insuline et un état pré-diabétique (Loiola et al. 2016).

Les études menées in vivo et in vitro ont donc démontré la capacité du BPC126 a
engendrer une résistance a I’insuline et est par conséquent un facteur important pour le
développement du diabete. Or mis le fait qu’il affecte le réle de I’insuline, il module
aussi la production du glucose. En effet, le BPC126 perturbe le maintien de la glycémie
en provoquant une altération de la gluconéogenese. Effectivement, I’exposition au
BPC126 diminue la transcription de I’enzyme limitante de la gluconéogenese la

phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK-C) (Gadupudi et al. 2016).

PEPCK-C catalyse la conversion de I’oxaloacetate (OAA), un intermédiaire du
cycle de Krebs, en phosphoénolpyruvate (PEP), pour €tre converti a son tour en glucose
et exporté¢ a D’extérieur du foie (Xiong et al. 2011). De plus, le BPCI26 affecte la
glycogénolyse qui est un mécanisme de production de glucose en dégradant le
glycogéne stocké dans le foie. De ce fait, une exposition au BPC126 diminue le taux de
I’enzyme glycogene phosphorylase qui catalyse la conversion du glycogene stocké dans
le foie en glucose-6-phosphate (Gadupudi er al. 2016). En somme, le BPCI126 altere
le maintien de la glycémie en diminuant la production hépatique de glucose, la
gluconéogenese et la glycogénolyse, mais il interfere aussi avec le transport du glucose
en diminuant le taux du transporteur bidirectionnel du glucose entre le foie et le sang

(GLUT2).(Thorens 1996, Gadupudi et al. 2016) (Figure 1.7).
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1.2.3 Effets des BPCs sur le métabolisme lipidique

Tout comme le métabolisme glucidique, les BPCs affectent aussi le métabolisme
lipidique. 11 a été rapporté qu’une injection de BPCs altere le mécanisme lipidique en
affectant la dégradation ainsi que la sécrétion de triglycérides (TGs) (Chapados et al.
2017). Il est donc évident qu’une exposition aux BPCs mene a des changements
lipidiques dans le plasma et les tissus provoqueés par leurs interactions avec les lipides et
specialement avec les acides gras (AGs) (Hennig et al. 2005). De plus, la rétention du
BPC dans les tissus gras est liée au degré de chlorination et de la position des atomes de

chlores dans 1’anneau biphényle (Nguyen et al. 2008).

Une étude a montré qu’une exposition aux BPCs modifie les acides gras dans
les tissus adipeux en diminuant les acides gras insaturés et augmentant les acides gras
mono-insaturés dans les membranes phospholipides (Kakela et al. 1999). De méme
qu’elle engendre une augmentation de lipides et de TGs dans le foie. De ce fait,
’exposition aux BPCs déclenche une altération du métabolisme lipidique
hépatique,étant donné que le foie a un rdle clé dans le controle de la syntheése des acides

gras et la circulation des lipides via des lipoprotéines (Nguyen et al. 2008).

Non seulement une exposition aux BPCs engendre [’accumulation de lipides,
mais aussi altere leur dégradation, en affectant la B-oxydation. La B-oxydation est un
mécanisme central nécessaire a la conversion des TGs en énergie par la dégradation des
AGs. Ce processus se déroule dans les mitochondries et les peroxysomes. L’effet du
BPC sur la biogenése du peroxysome a ¢€té établi en déterminant que les BPCs causent
une diminution de PPARa, une enzyme responsable de la prolifération des peroxysomes
ainsi qu’une diminution de deux enzymes, la catalase et I’acyl-CoA Oxidase, qui sont
toutes deux localisées dans la membrane du peroxysome, ce qui permet une

accumulation des lipides (Robertson et al. 2007).

Pour conclure, I’exposition aux BPCs altére le métabolisme lipidique en favorisant
’accumulation de lipides dans les tissus riches en gras, en plus de bloquer leur

mécanisme de dégradation. Afin d’expliquer les mécanismes d’action des POPs qui
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perturbent le métabolisme lipidique, des études ont pris comme modéele le TCDD et ont
montré I’impact sur le métabolisme des acides gras dans le foie (Pohjanvirta et al. 1990,
Lakshman et al. 1991, Angrish et al. 2012). En effet, les AGs rentrent aux hépatocytes
via des récepteurs de surface cellulaires CD36 (Fatty Acid Transclocase) (Drover et al.
2005) et sont par la suite soit oxydés dans les mitochondries/peroxysomes ou réestérifiés
en TGs pour leur stockage et ensuite secrétés sous forme de VLDL (Very Low Density
Lipoprotein) dans le sang ou utilisés par les tissus  périphériques.
Le traitement de souris wild type (WT) au TCDD a montré une augmentation de la
lipase adipeuse prédominante (ATGL) impliquée dans la mobilisation des AGs et une
diminution de la masse de lipides, ainsi qu’un blocage de la sécrétion de VLDL.
Cependant, ces effets sont CD36 dépendants, effectivement, ils sont renversés chez des
souris knock out (KO) en CD36. En outre, chez les souris KO CD36 la stéatose
hépatique est bloquée et la diminution du taux plasmatique des TGs est abolie (Lee ef al.
2010). D’autant plus qu’il a été montré que le TCDD augmentait ’expression de génes
hépatiques associés avec le transport , le traitement et le métabolisme des lipides comme
Ldlr, CD36, et Slc27. (Atshaves et al. 2010). Le TCDD induit aussi une augmentation de
I’expression d’enzymes hydrolysant les lipoprotéines intracellulaires pour augmenter le
taux d’AGs interne (Lpl, Mgll, Pnliprpl et Clps). De méme, le TCDD augmente
’expression des genes Mogatl/2 et Dgatl/2, facilitant la biosynthese des TGs a partir
d’AGs. Par la suite, les TGs sont stockés dans des vésicules lipidiques ou incorporés
dans les VLDLs. Cependant le TCDD inhibe la sécrétion des VLDL, ce qui augmente
les TGs hépatiques et la vacuolisation. D’un autre c¢6té le TCDD inhibe I’oxydation des
AGs en inhibant le transport aux mitochondries en inhibant I’expression de genes requis
pour le transport a travers la matrice mitochondriale (Acsml-4 et Ascll). Le TCDD
réprime aussi I”ATP-citrate lyase (Acly), qui convertie le citrate en acetyl-CoA. L’acétyl
CoA est critique pour la synthése d°AGs via I’enzyme Fasn qui est réprimé par le
TCDD, TCDF et PCBI26 (Kopec et al. 2011, Angrish et al 2012).

Ces étapes sont illustrées dans les figures 1.4, 1.5 et 1.6.
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Enzymes Effet du TCDD Roles

ATGL T Mobilisation des AGs
CD36 T Transport des AGs
Lpl, Mgll, Pnliprpl et Clps Hydrolyse des

lipoprotéinesinternes

Mogat1/2 et Dgat1/2

Biosynthese des AGs

Acsm1l-4 et Ascll

Oxydation des AGs

Figure 1.4  Effet du TCDD sur les différentes enzymes lipidiques.
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Figure 1.5  Augmentation accrue des lipides alimentaires dans la stéatose
hépatique provoquée par la TCDD (Angrish er al. 2012).
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exportation vers le systéme circulatoire. Etapes 5-11: Amélioration de
l'absorption et du stockage des acides gras hépatiques et inhibition des
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voies de dégradation médiées par la B-oxydation. Etapes 12-17: le
métabolisme du glucose hépatique, y compris la synthése du glycogene,
la gluconéogeneése et la synthese des acides gras sont inhibés. Les carrés
rouges indiquent l'expression génique induite. Les carrés verts indiquent
l'expression du gene réprimé.

Contamination aux BPCs

Iy To l Utilisation du glucose

l GLUT4 I AGs / accumulation des TGs hépatiques

=t= Tissus adipeux -T— Résistance a |'insuline

l Glucogenése
I Glucose circulant

1 Glycogénolyse

 Foie -| B-oxydation

l Utilisation du glucose

Muscle i

squelettique l GLUT4

Figure 1.6  Schéma résumant les différents effets du BPCs sur le métabolisme
glucidique et lipidique.
L’exposition aux BPCs induit une accumulation des TGs hépatiques,
une résistance a I’insuline ainsi qu’une augmentation du taux de glucose
circulant, ce qui mene a un état diabétique. Ces observations sont les
résultats de différentes altérations sur le tissu adipeux, le foie et le muscle
squelettique. .
Tissus adipeux et muscles squelettiques : diminution de la transcription
des transporteurs de glucose GLUT4 ainsi que de I'utilisation du glucose.
Foie : diminution de la glycogenese et glycogénolyse et altération du
mécanisme de dégradation de lipides, la -oxydation.

1.2.4 Effet du BPC sur la stéatose hépatique non-alcoolique (SHNA)

Les BPCs alterent le métabolisme lipidique et bloquent notamment les
mécanismes de dégradation des AGs, ce qui meéne a une accumulation de lipides

hépatiques, comme détaillé ci-dessus. L’accumulation de lipides peut engendrer la
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stéatose hépatique non-alcoolique (SHNA). La SHNA est une pathologie qui se définit
comme €tant une réponse inflammatoire a [’accumulation de lipides dans le foie et qui
peut dévier, dans les cas extrémes, en une cirrhose (Imajo e al. 2013, Vizuete et al.
2017) (Figurel.7). L’origine de la stéatose hépatique non-alcoolique (SHNA) est peu
connue, mais des facteurs pré-disposants ont été déterminés comme I’obésité, le diabéte
de type 2, une résistance a I'insuline, une hyperlipidémie et des facteurs génétique pré-

disposants (Takaki ef al. 2013, Aleksandrova et al. 2016).

Au niveau métabolique, cette accumulation de lipides est le résultat d’un
débalancement entre la synthése d’AGs et son utilisation. En effet, les AGs sont
dégradés en majorité par oxydation dans les mitochondries. Une altération de la voie de
dégradation des lipides mene a leur accumulation. Dans les cas d’une stéatose hépatique
non-alcoolique, une altération mitochondriale est observée tant au niveau ultra-structural
(I’ultrastructure est une structure fine observable au microscope électronique) qu’au
niveau fonctionnel incluant 1’activité de la chaine respiratoire et la B-oxydation (Mehta
et al. 2016). En outre, il est particulierement important de noter que les mitochondries
jouent un role clé dans le maintien de ’homéostasie des lipides via la -oxydation des
AGs qui est initiée par leur conjugaison a un CoA formant I’acyl-CoA. L’acyl-CoA est
transféré aux mitochondries par la carnitinie palmitoy! transferase I (CPTI). Dans la
matrice mitochondriale I’Acétyl-CoA sera dégradé dans le cycle de Krebs en CO2 pour
génere du NADH, FADH2, du succinate et du GTP. Et finalement, la chaine respiratoire
va oxyder le succinate et NADH et produire de I’ATP (Grattagliano et al. 2012). 1l a été
démontré que I'expression de la CPT1 est inhibée dans les cas de SHNA, ce qui bloque
le transfert de I’acyl-CoA aux mitochondries, ce qui par conséquent altere la f-oxydation
(Kohjima et al. 2007, Berlanga et al. 2014). Donc un blocage ou une altération de la
B-oxydation et de la chaine respiratoire mitochondriale ménent a une accumulation de
lipides dans le cytosol. Ces lipides vont étre peroxydés par les ROS formés par les
intermédiaires de la chaine de transport d’¢lectrons qui réagissent avec I’oxygéne pour
former les anions superoxydes (Paradies et al. 2014, Liu et al. 2015). La peroxydation
des lipides cause la mort cellulaire et provoque I’inflammation via la sécrétion de

cytokines TGFP et TNFa. D’ailleurs, des études menées sur des patients souffrant de
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SHNA ont montré que [’activit¢ de la chaine respiratoire mitochondriale diminue
dans les tissus hépatiques (Pessayre et al. 1999, Perez-Carreras et al. 2003). De plus,
un changement au niveau morphologique des mitochondries a été observé, les
mitochondries dans le cas de la SHNA deviennent larges, gonflées avec une apparition
d’inclusions paracrystallines paraissent dans la matrice mitochondriale ainsi qu’une
hypodensité. Ces altérations menent a une diminution de I’activité des complexes

impliqués dans les chaines respiratoires (Perez-Carreras et al. 2003, Tilg et al. 2016).

Le dysfonctionnement des mitochondries dans les cas de SHNA engendre une
accumulation des lipides hépatiques due a I’incapacité de les dégrader par la B-oxydation
ainsi qu’une augmentation de la production ROS (Reactive Oxygen Species) (Paradies,
Paradies et al. 2014). Cependant, une augmentation de la -oxydation peroxysomale a
¢été observée chez des cas de SHNA (Reddy et al. 2001, Macdonald et al. 2004), ce qui
peut prédire que la voie des peroxysomes compenserait le déficit de la B-oxydation
mitochondriale. En effet, les peroxysomes jouent un role dans le déroulement de la
B-oxydation mitochondriale. 1l a été démontré qu’en [|’absence du marqueur
peroxysomal hépatique (PPAR a), la transcription de I’enzyme CPT-1 est diminuée
(Brandt et al. 1998). CPT-1 permet aux AGs de traverser la membrane mitochondriale
interne pour €tre métabolisé dans la matrice mitochondriale. La présente diminution
notée par Brandt et a/ aurait pour conséquence I’accumulation de lipides sous forme de
triglycérides. Par ailleurs, une di¢te riche en lipides induit une accumulation de TGs
dans le foie, une diminution de PPAR a, par contre une augmentation de I’expression de
PPAR o(Souza-Mello 2015). PPAR o est li¢ a la lipogenese, car il induit la transcription
de SREBP1-C, une protéine responsable de la synthése de ’acide gras et inhibe la CPT
1 et par conséquent prévient le transport de I’AG vers les mitochondries pour qu’ils
soient métabolisés par la B-oxydation (Souza-Mello er al. 2010). Toutes ces observations

sont des critéres contribuant a la SHNA.

Plusieurs études ont lié une exposition aux composés chimiques industriels au
développement de la SHNA (Wahlang et al. 2014, Rantakokko et al. 2015). Due a

I’hydrophobicité des BPCs, le foie et les tissus adipeux sont les principales cibles pour la
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toxicité répertoriée par les BPCs (Cave ef al. 2010) En effet, des études menées chez des
animaux et des humains ont non seulement montré que les BPCs sont séquestrés dans le
foie(Diliberto et al. 1997, Watanabe ef al. 2013), mais aussi une seule forte dose orale de
BPCs augmente le dépot des TGs dans le foie (Kohli ef al. 1979). En outre, des études
menées par le programme de toxicologie nationale (PTN) ont montré une augmentation
du taux de BPCs de 10 fois dans le foie et de 200 fois dans les tissus adipeux chez des
rats gavés pendant 2ans (National Toxicology 2006). Une étude épidémiologique a
montré que I’exposition aux BPCs provoque des troubles métaboliques associés a la
SHNA comme la résistance a ’insuline, I’obésité et le diabéte (Cave et al. 2010)
De plus, il a été montré que I’exposition aux composés chimiques industriels induit une
augmentation de I’enzyme alanine aminotransférase (ALT), un biomarqueur des troubles
hépatiques présent dans les cas de SHNA et ceci en absence de facteurs viraux, ou de
pathologies hépatiques(Cave ef al. 2010, Rantakokko ef al. 2015). Les BPCs engendrent
également une inflammation hépatique qui fait partie des symptdmes associés a la
SHNA.(Lai et al. 2012). L’inflammation hépatique a été décelée par I’augmentation des
taux des cytokines inflammatoire (IL -6 et TNFa). L’accumulation de lipides dans le
foie demeure parmi les caractéristiques de la SHNA provoquée par une altération de la
dégradation des AGs. Effectivement, une exposition aux BPCs est associée a une
altération des voies d’élimination des lipides. En effet, les BPCs induisent une
diminution de la production et sécrétion des VLDLs par lesquels les TGs sont
transportés et une augmentation de la synthese de lipides en diminuant la B-oxydation en
agissant sur [’activit¢ des enzymes impliqués dans le transport de I’AG aux
mitochondries (Lee 2010, Kopec er al. 2011). De plus qu’une altération des genes
impliqués dans le métabolisme des AGs comme une augmentation de I’enzyme FAS
(Fatty Acid Synthase), responsable de la synthése des AGs et une diminution de la CPTI

ont ét¢ observé chez des rats gavés aux BPCs (Wahlang er al. 2014).

L’exposition aux BPCs a été donc déterminée comme un facteur prédisposant a la
SHNA, de par son effet réducteur sur I’activité de la -oxydation, ce qui engendre une
accumulation de TGs hépatiques, mais aussi de par son effet inducteur d’inflammation

hépatique. De plus, les BPCs engendrent des troubles métaboliques associés a la SHNA
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(résistance a I’insuline, diabéte,). Ces altérations sont connues pour étre impliquées dans

le développement de la SHNA. L’effet des BPCs sur le développement de la SHNA est

synthétisé dans la figure 1.8.

A B

Coloration intracellulaire a I’Oil Red O des vésicules lipidiques

dans des cellules HepG2 (Zhu ef al. 2014).
(A) Absence de vésicules lipidiques chez les cellules normales
(B) Apparition d’accumulation lipidique chez des cellules stéatosées

(lipides en rouge).

Figure 1.7
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Figure 1.8  Schéma illustrant I’effet des BPCs sur le développement de la SHNA.

1.3 Mode d’action des BPCs

Les BPCs ont la capacité d’altérer le métabolisme lipidique, ce qui engendre une
accumulation de lipides hépatiques et donc provoquer la toxicité par la production des
ROS. De ce fait, les BPCs sont considérés parmi les facteurs menant a la SHNA. L’eftet
néfaste des BPCs amorce un processus de détoxification par sa liaison au récepteur aryl
hydrocarbone (AHR). En effet, dans son état inactif le AHR est localis¢ dans le
cytoplasme et est stabilis¢ par un complexe de protéines chaperonnes telles que
HSP90-P23 et AIP, une protéine interagissant avec I’AHR (AHR Interacting Protein).
Suite a la liaison du ligand au récepteur, AHR est activé dans le complexe en changeant
de conformation. Le ligand-AHR transloque dans le noyau et interagit avec le récepteur

nucléaire ARNT (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator) pour former un
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hétérodimére. Le complexe AHR-ARNT se lie a la région XRE (xenobiotic response
element) se trouvant sur le promoteur du gene cible. Cette liaison induit la production
des cytochromes p450 (CYPs) afin d’assurer une absorption suffisante, une distribution
et une élimination du xénobiotique du corps (Mandal 2005, Beischlag er al. 2008,
Yelamanchi ef al. 2016) (Figure 1.9).

® ligand binding nuciear transiocation
—
e ©®

endogenous ligand

gene regulation

~cvpu1 mRNA
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inactivated ligand A CYP1A1 metabolism

A Sa°

Figure 1.9  Mécanisme d’action de récepteur aryl hydrocarbone (AHR)
(Beischlag ef al. 2008).
La liaison du ligand endogéne a I’AHR engendre la translocation du
complexe dans le noyau. L’hétérodimere formé par ARNT et le
complexe a une affinité pour la séquence d’ADN spécifique DRE (dioxin
response element). L’interaction de I’héterodimere induit la transcription
de geénes du cytochrome P450 (CYPs). Les CYPs inactivent le ligand et
procédent ainsi a la détoxification.

1.3.1 Détoxification des BPCs

Les xénobiotiques tels que les BPCs sont sujets a de nombreuses réactions
enzymatiques comme 1’oxydation, la réduction, I’hydrolyse et les conjugaisons. Ils sont
métabolisés de fagon a les rendre plus polaires pour une élimination plus rapide. Et sont

donc convertis en composés hydrophiles et sont par la suite éliminés par les urines (Testa



22

et al. 2012). Jusqu’a un certain point de contamination et une certaine quantité¢ de
toxicité, I’organisme est capable d’éliminer les dioxines. Pour cela, le métabolisme est
doté d’un systeme détoxifiant se composant d’enzymes détoxifiantes, les CYPs.
Les CYPs sont des enzymes ubiquitaires retrouvées dans tous les organismes vivants
(Schlezinger et al. 1999) et majoritairement présents dans les hépatocytes au niveau du
réticulum endoplasmique de la cellule, leur réle est d’éliminer les toxines du
métabolisme (Testa et al. 2012). Plus spécifiquement, ils interviennent dans des
réactions d’oxydoréduction d’un grand nombre de molécules, qu’ils s’agissent de
métabolites, xénobiotiques, polluants, toxines, drogues ou médicaments (Palrasu et al.

2017).

Les CYPs font partie d’une large famille d’hémoprotéines mono-oxygénases
présentes a la fois chez les procaryotes et les eucaryotes. Une superfamille multigénique
de protéines enzymatiques dites «hemo-thiolate » a propriétés redox. Les CYPs
métabolisent un vaste nombre de composés endogénes et exogenes. Il existe plus de
57 formes différentes de CYPs, environ 10 CYPs hépatiques sont responsables du
métabolisme oxydatif des xénobiotiques chez les humains et 7 CYPs sont responsables
du métabolisme de 90 % de médicaments chez les humains. C’est ainsi qu’ils
meétabolisent les hydrocarbones aromatiques polycycliques, les amines aromatiques, les
amines hétérocycliques, les pesticides et les herbicides. Ils ont la capacité d’activer les
molécules de diooxygéne en des entités hautement réactives (ROS) (Chiaro et al. 2007).
Et d’insérer ensuite 1’oxygéne moléculaire dans un nombre important et varié de
substrats sur les atomes de carbone, d’azote ou de soufre. Cette activation du dioxygene
est rendue possible par la présence d’un atome de fer inclus dans I’heme qu’il porte

(Preissner et al. 2013).

1.3.2 Modes d’action des CYPs

Afin de maintenir I’homéostasie cellulaire, un systéme enzymatique ceuvre pour le
contrdle des taux intracellulaires des xénobiotiques et leurs métabolites. Ce systeme

consiste en différentes réactions enzymatiques qui métabolisent les xénobiotiques et les
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exportent a ’extérieur de la cellule. Ce systeéme s’effectue en passant par trois phases

essentielles (Bury et al. 2014) (Figure 1.10).

Phase 0 :

La phase 0 se caractérise par l'import des xénobiotiques médi€ par les
transporteurs SLC (Solute Carrier) défini comme des porteurs de solutés (Bury et al.
2014). Les SLCs sont des protéines membranaires qui contrdlent l'absorption et I'efflux
de divers solutés, y compris les métabolites, les ions, les toxines et les médicaments.
Les SLCs comprennent 386 membres regroupés en 52 familles sur la base de leurs
séquences, le nombre d'hélices o transmembranaires et leurs fonctions biologiques.
SLC21, SLC22, SLCI15, SLC47 sont trés abondants dans le foie, le rein et la barriére
hémato-encéphalique ou ils régulent I'absorption, la distribution, le métabolisme et

['¢limination des drogues (Hediger et al. 2004).

Phase I :

Au cours de cette phase, les xénobiotiques chimiques lipophiles seront
biotransformés afin d’étre hydrophiles et facilement excrétés. Cette phase consiste en la
biotransformation qui implique 1’addition de nouveaux groupes fonctionnels au substrat
(Bury et al. 2014). Des groupes polaires comme OH, COOH, SH, NH2 sont ajoutés.
Les CYPs induits vont se joindre au niveau basal de Cytochrome P450 déja existant
pour métaboliser le xénobiotique. Les réactions impliquées durant cette phase sont
’oxydation, I"hydroxylation, la réduction et I’hydrolyse afin de permettre au composé
d’étre plus soluble. Mais I’addition de ces groupes fonctionnels ne permet pas encore au

substrat de devenir complétement hydrophile pour son excrétion (Deenen et al. 2011).

Phase 11 :

La phase II est une phase de conjugaison qui aboutit a la formation de substances

conjuguées, hydrosolubles et facilement éliminées par les urines ou la bile.
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Les métabolites subissent différentes réactions de conjugaison: glycuro-
conjugaison, sulfo-conjugaison, acétylation, méthylation pour donner un produit
conjugué qui sera éliminé. La conjugaison est le transfert sur un groupe fonctionnel
(OH, NH2, COOH) d’un composé de type sulfate, glucoronide, ou méthyl (Mieyal et al.
1994, Bury et al. 2014).

Phase 111 :

Cette phase consiste a [’élimination des métabolites devenus hydrosolubles.
Les enzymes de la Phase Il sont des transporteurs membranaires et exportent les
meétabolites conjugués de la cellule. Par exemple, I’enzyme MRP (Multidrug Resistance-
Associated Protein) utilise 1’énergie de I’ATP hydrolysée pour transporter le métabolite
conjugué a travers la cellule. Ce type de transporteurs fait partie de la superfamille ABC

(ATP Binding Cassette) (Loncar et al. 2010, Bury et al. 2014).
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Figure 1.10  Systéme de contrdle des xénobiotiques (Bury et al. 2014).

X, xénobiotique; X-OH, xénobiotique hydroxylé; X-O-R, xénobiotique
conjugué avec des especes hydrophiles comme le glutathione, sulfate,
glycine, groupe acétyle ou acide glucuronique; ROS : espéce réactive
d’oxygene; Cat : catalase; SOD : superoxide dismutase; T : transporteur.
Phase 0 : 'import des xénobiotiques est par des transporteurs comme
SLCO1, SLCO2, SLCI15, SLC22 et SLC47; phase I: biotransformation,
phase II : conjugaison, phase III : €limination.

1.4 Effets de ’entrainement sur le métabolisme

Comme détaillé ci-dessus, les BPCs altérent le métabolisme hépatique et induisent
une accumulation lipidique, un facteur clé dans le développement de la SHNA. Dans la

mesure ou il n’existe pas encore de traitements cibles efficaces pour la SHNA,
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I’entrainement reste la seule alternative (Brunt et al. 2011). En effet, les médicaments
actuellement utilisés ont pour but d’alléger les symptomes et non de contrer la maladie
en tant que telle. On peut citer comme exemple la metformine utilisée en diabete de type
2 qui corrige la résistance a I’insuline, les statines pour la réduire dyslipidémie en
inhibant I’enzyme HMG CoA réductase se soldant par une diminution du cholestérol,
des VLDL et LDL et I’acide ursodéoxycholique (UDCA), un agent cytoprotecteur qui
prévient I’apoptose et régule la voie de I’inflammation (Hardy ef al. 2015). Cependant,
une perte de poids et une bonne hygi¢ne alimentaire faible en gras restent les premieres
étapes pour contréler I’évolution de la SHNA en réduisant la quantité¢ de triglycérides
hépatique et atténuer I’inflammation (Houghton et al. 2017). Néanmoins, I’effet de
I’entrainement a €t€ étudié et documenté majoritairement dans le muscle squelettique.
1 a ét¢ montré que I’entrainement stimule I’oxydation des AGs en augmentant la densité
mitochondnale, ce qui favorise la capacité d’oxydation et accroit le flux du cycle de
Krebs (Halling et al. 2017, Meinild Lundby ef al. 2017) Il a €té également observé que
I’entrainement induit une prolifération des capillaires a I'intérieur des muscles, ce qui
facilite I’acheminement des AGs aux muscles. En outre, il engendre une augmentation
des transporteurs des AGs a travers les mitochondries (CPT-1) (Oscai 1981, Gadupudi
etal. 2015, Wyckelsma et al. 2017).

Par contre, quant a I’effet de I’entrainement sur le foie, peu de données existent.
Une étude menée chez des rats entrainés a montré une augmentation de la glycogenese
hépatique suite a ’activation du facteur de transcription CREB qui regule certains genes
gluconéogéniques comme PEPCK (Leahy et al. 1999, Leithner 2015). Par ailleurs, une
autre étude a démontré que entrainement en endurance induit une augmentation de la
biogenese mitochondriale hépatique et améliore la capacité oxydative mitochondriale
hépatique des AGs. Par conséquent, la synthése d’AGs est diminuée (Laye ef al. 2009).
De plus, suite a I’entrainement, I’activité du CPT-1 est augmentée, ce qui permet
I’entrée de ’acyl-CoA a I’intérieur des mitochondries pour son oxydation. L’activation
du CPT-1 est induite par la diminution de la formation de malonyl-CoA, car la
production du malonyl-CoA inhibe la CPT-1 (Rector et al. 2008). L’entrainement

prévient également 1’accumulation de TGs hépatiques (Yasari ef al. 20006).
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Pour résumer, les études menées chez les mammiféres ont mis en évidence le role de
I’entrainement en endurance, particuliérement sur le métabolisme lipidique. En effet, il
diminue I’accumulation des TGs en agissant sur I’oxydation des AGs. De ce fait, il
augmente la capacit¢ oxydative mitochondriale, ainsi que [Dactivit€ des enzymes
impliqués dans le transport des AGs aux mitochondries dans les muscles squelettiques et

le foie.

1.4.1 Effets de ’entrainement sur la SHNA

Néanmoins, la détoxification par le métabolisme n’est pas dans tous les cas
efficace. En effet, les CYPs peuvent étre inactivés par une forte dose de BPC.
Comme mentionné plus haut, il n’y a pas encore de remede efficace, on traite seulement
les symptomes. Pour cette raison, les études se sont multipliées afin de montrer
’importance de |’exercice physique comme traitement potentiel de la SHNA.
Les investigations ont démontré plusieurs effets de [’exercice a différents niveaux.
Parmi les premiers effets de I’exercice constatés, on mentionne la baisse de I’enzyme
ALT qui a été notée chez des sujets souffrant d’une SHNA, mais pratiquant une activité
physique comparés aux sujets sédentaires (Kistler et al. 2011). Cette enzyme est un
indicateur le plus couramment employé pour déceler les lésions hépatocellulaires et est
normalement présente dans les cellules du foie; lorsque ces cellules sont endommageées,
les enzymes s'en échappent et se retrouvent dans le sang. L'ALT est considérée comme
un indicateur plus spécifique de I'inflammation du foie (Brunt et al. 2011, Kistler et al.
2011).Cependant, I’entrainement seul n’a pas d’effets significatifs sur la baisse du taux
d’ALT dans le sérum et il doit étre combiné a une diete faible en lipide. Par contre,
I’effet de 1’entrainement sur la quantité de gras dans le foie est observé sans le suivi

d’une diete particuliere. (Keating et al. 2012).

Au niveau clinique, des études menées aupres de patients atteints de SHNA ont
montré que I’exercice quotidien augmente la quantité de transporteurs lipidiques les
VLDLs, qui sont des lipoprotéines responsables du transfert des lipides endogenes de

leur lieu de synthese, le foie, vers les tissus. Les VLDLs baissent la quantité de
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triglycérides intra-hépatiques (IHTG) et améliorent également la sensibilité de I’insuline

(Golabi et al. 2016, Shojace-Moradie et al. 2016).

Au niveau métabolique et fondamental, I’entralnement favorise la fonction
mitochondriale/peroxysomale hépatique. En effet, il a ét¢ démontré que I’exercice
quotidien chez des sujets atteints de SHNA augmente la B- oxydation du palmitate en
CO; de trois fois comparé aux sujets sédentaires ayant la SHNA (Rector ef al. 2008).
De surcroit, une ¢tude plus approfondie a montré que les rats entrainés avaient une
meilleure oxydation des AGs. Et ceci a ét¢ démontré en explorant les mécanismes
induisant la B-oxydation plus en détails (Morifuji et al. 2006). Parmi les protéines pivots
ceuvrant dans ce mécanisme, on cite ’enzyme acétyl-CoA carboxylase (ACC). C’est un
enzyme qui est régulé négativement, en d’autres termes sa phosphorylation I’inactive.
Par contre, son activation stimule la production de la malonyl-CoA réductase.
Cet enzyme inhibe le transfert du groupe acyle gras de I’acyl-CoA et donc empéche
[’lamor¢age de la B-oxydation (Palou et al. 2008) Une augmentation de I’enzyme acétyl-
CoA carboxylase phosphorylé (p-ACC) ainsi qu’une baisse de I’enzyme ACC total a été
constaté suite a I’entrainement (Meng et al. 2014). Une étude menée chez le rats, a
montré que [’exercice aigu et chronique entraine la phosphorylation d’ACC et par
conséquent inhibe la synthése de TGs et augmente [’oxydation des AGs (Y1 et al. 2013)
En plus, des analyses histologiques ont montré une régression de la quantit¢ des
vésicules lipidiques observées dans le foie suite a I’entrainement (Hickman et al. 2004,
Yi et al. 2013). En somme, I’entrainement réduit le développement de la SHNA en
favorisant le transport des lipides vers les tissus, et en stimulant la dégradation lipidique

et en activant la B-oxydation. (Figure 1.11).
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Figure 1.11 Résumé de Deffet de ’exercice physique sur la SHNA. (Adaptée de
Kahn et al. 2005.)
L’activation de la protéine AMPK suite a [I’exercice physique
phosphoryle I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (ACC), ce qui ’inhibe et
ne permet plus la conversion de 1’acétyl-CoA en malonyl-CoA.
Une baisse des taux de malonyl-CoA enléve I’inhibition de la carnitine
palmitoyl-CoA transferase-1 (CPTI1) et permet donc aux AGs aux
longues chaines de rentrer dans la mitochondrie ou se déroule leur
oxydation et ainsi Iaccumulation de lipides dans les hépatocytes est
atténuee.
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1.5 Hypothese

L’exposition aux BPCs altére le mécanisme lipidique en bloquant le mécanisme de
dégradation des AGs, soit la B-oxydation, ce qui peut mener a une accumulation de
lipides dans le foie et engendre éventuellement le développement de la SHNA qui se
caractérise fondamentalement par un dysfonctionnement mitochondrial et peroxysomale
et donc une diminution de la B-oxydation. L’entrainement semble €tre un alternatif
potentiel pour contrer la SHNA, supportant 1'hypothese de ce projet de maitrise de
mettre en évidence I’atténuation par I’entrainement de |’accumulation des vésicules

lipidiques hépatiques suite a une exposition au BPC126.

Pour ceci, nous avons exploré deux pistes impliquées dans la dégradation des
lipides. La premiere est la lipophagie qui se définit comme une interrelation entre
I’autophagie et le métabolisme lipidique (Ward et al. 2016). Donc c¢’est un processus
catabolique dégradant les vésicules lipidiques. Des €études ont montré que I’inhibition de
I’autophagie augmente les TGs et les vésicules lipidiques (Singh et al. 2009, Xiong et al.
2016, Sathyanarayan et al. 2017). Le mécanisme proceéde en séquestrant les vésicules
lipidiques a I’intérieur de doubles membranes qui forment I’autophagosome. Par la suite,
[’autophagosome fusionne avec un lysosome pour former I’autolysosome ou le lysosome
déverse son contenu enzymatique afin de dégrader les lipides. Le lysosome contient des
lipases appelées lipases acides lysosomales qui sont donc spécifiques aux lipides (LALs)

(Figure 1.12) (Singh er al. 2009, Liu et al. 2015).

Le deuxiéme mécanisme pour la dégradation des lipides est la B-oxydation.
En effet, les TGs sont dégradés en AGs suite a ’action de lipases ou de lipases
hormono-sensibles (HSL) dans le sang (Sekiya et al. 2008). Les AGs rentrent dans les
hépatocytes via des transporteurs FATP (Fatty Acid Transport Protein) ou FAT (Fatty
Acid Translocase, CD36) par diffusion. Une fois dans le cytosol hépatique, les AGs vont
gtre activés en acyl-CoA, par la protéine FABP (Fatty Binding Protein) ou acyl-Coa
synthétase qui se trouvent a I’intérieur des microsomes et a I’extérieur des membranes
des mitochondries (Mclntosh et al 2014). L’acyl-CoA formé sera destiné a la

B-oxydation. La B-oxydation se déroule dans les mitochondries ou dans les peroxysomes
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dépendamment de la longueur des chaines d’AGs (Mannaerts et al. 1993, Wanders et al.
2010) La B-oxydation peroxisomale est responsable du métabolisme des trés longues
chaines d’acides gras > 22 atomes de carbones alors que la B-oxydation mitochondriale
est responsable du métabolisme des courtes, moyennes et longues chaines d’acides gras
(Ferdinandusse et al. 2000). La B-oxydation résulte & la formation d’acétyl-CoA comme
un produit final (Mashek et al. 2004). Durant ce processus, les électrons sont transférés a
la dinucléotide flavin-adénine (FAD) et a la forme oxydée de la dinucléotide
nicotinamide-adénine (NAD+) aboutissant a la forme réduite de ces coenzymes qui a
leur tour donnent les électrons a la chaine de transport d’électrons pour la synthese
d’ATP (Hiltunen et al. 2000). Pour les acides gras, de longues chaines > 14 carbones
rentrent dans la mitochondrie sous l'action de la CPTI de la membrane mitochondriale
externe (van Vlies et al. 2007). Concernant les acides gras de 12 atomes de carbone ou
moins, ils peuvent traverser la membrane mitochondriale et sont activés par les
acyl-CoA synthases a I’intérieur de la matrice mitochondriale. Ainsi la B-oxydation peut
alors commencer par une série de réactions nécessitant des enzymes spécifiques :
déshydrogénation (acyl-CoA-déshydrogenase), hydratation (enoyl-coa hydrolase),
oxydation  (3-hydroxyacyl-CoA  déshydrogénase) et thiolyse  (acétyl-CoA
c-acyltransférase) (Wanders et al. 2010). La dégradation compléte de l'acide gras se
poursuit jusqu'a ce que la chaine carbonée soit completement découpée en molécules
d'acétyl-CoA (Nguyen et al. 2008). Les grandes lignes des étapes de la B-oxydation sont
schématisées dans la figure 1.13. Afin d’investiguer les deux voies, nous avons évalué la
variation de différentes composantes de la lipophagie et de la -oxydation suite & une

exposition au BPC126 et a I’entrainement de trois semaines dans un mod¢le animal.
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Figure 1.12 Dégradation des lipides par lipophagie (K Liu et a/, 2013).
Les wvésicules lipidiques (LDs) sont séquestrées a I’intérieur des
phagosomes et sont ensuite dégradées via les LALs suite a leur fusion aux
lysosomes. Les acides gras libres résultants sont utilisés pour fournir de
I’énergie.
LALs : lipases acides lysosomales.
FFAs (Free Fatty Acid): acides gras libres.
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Figure 1.13 Schéma résumant les étapes de la f-oxydationé.
Les TGs sont dégradés en AGs par les enzymes lipases ou HSL, par la
suite les AGs rentrent dans les hépatocytes et sont activés en acyl-CoA
par la protéine FABP et I’enzyme acyl-CoA synthase. L’acyl-CoA intégre
la mitochondrie et subit la B-oxydation. L’acétyl-CoA formé rejoint le
cycle de Krebs pour y étre converti en coenzymes pour faire |’énergie,
ATP par la phosphorylation oxydative.
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1.5.1 Objectifs et résultats

En vue du lien déja documenté et établi entre I’entrainement et la SHNA,
’hypothése émise était que I’entrainement pourrait atténuer les désordres du

métabolisme hépatique engendrés suite a une exposition au BPC126.

Ces travaux visaient a déterminer 1) Peffet du BPC126 sur le métabolisme
hépatique et 2) I'effet de I'entrainement sur les mécanismes intra-hépatiques altérés par le
BPC126. Pour ceci, des coupes d’hépatocytes ont €té colorées avec I’Oil Red O afin
d’apprécier les vésicules lipidiques autant aux niveaux quantitatif que qualitatif.
Ensuite, nous avons investigué la voie de dégradation des lipides en commengant par
mesurer ’expression de transporteurs protéiques, FABP1 et PPARa, des AGs vers les
mitochondries/peroxysomes pour la dégradation soit par la B-oxydation ou par la
lipophagie/autophagie. Nous avons évalué¢ d’une part ’expression de marqueurs
spécifiques autophagiques et lysosomaux, (p62 et LC3 II, LAMP1 et LAMP2), ainsi que
I’activité¢ lysosomale, LAL (Banduseela et al. 2013). De plus, nous avons mesuré
’expression de protéines impliquées dans la biogeneése mitochondriale, (PGCI «,
mtHSP70), et peroxysomale, (PEX19 et PMP70) (Figurel.l4). La méthodologie utilisée
et les résultats seront détaillés dans les sections suivantes. En somme, les résultats
¢voquent que I’entrainement diminuerait les lipides accumulés par I’effet du BPC126 en

favorisant la voie de la B-oxydation.

Vésicule —p
lipidique i "

Autophagosome Lysosome Mitochondrie

LAMP2  pmp70 PEX19

LAL  mtusp70

Figure 1.14 Illustration des protéines impliquées dans la lipophagie. (Adaptée de
Xie et al. 2007.)



CHAPITRE 11

MATERIEL ET METHODES

2.1 Animaux et protocole expérimental

L'expérience a été approuvée par le Comité des soins des animaux de I'Université
d'Ottawa et adhere aux directives établies par le Conseil canadien sur les soins des
animaux. Des rats males Sprague-Dawley (Charles River, St-Constant, Québec,
Canada), pesant entre 200-250 g a leur arrivée, ils ont €té logés par paires et ont eu acces
a la nourriture et a I'eau a volonté. Leur environnement a ét€ contrdlé en termes de
lumiere (12:12 - cycle lumiére-noir commencant & 6 h du matin), humidité et
température ambiante (20-23°C). Tous les rats ont été alimentés avec un régime standard
(Diete 2018 de rongeur, Harlan Teklad Laboratory) et ont eu acces a I’eau a volonté.
Ils ont été aléatoirement affectés a deux groupes. Chacun des deux ont été injectés avec
le BPC126 (1,05 umol/kg) véhiculé avec de I’huile de mais. Un groupe était sédentaire
et le deuxiéme a €té entrainé pendant trois semaines a la nage. Les groupes témoins ont
regu une injection intra-péritonéale (IP) d'huile de mais (0,14 ml/kg) et le groupe témoin
entrainé a ¢té également entrainé a la nage pendant trois semaines. Quarante-huit heures
apres la fin du protocole d’entrainement, les rats ont été sacrifiés suite a une anesthésie
rapide et profonde utilisant pentobarbital de sodium (65 mg/kg, en IP), l'abdomen a ¢€té
ouvert, les lobes de foie ont été excisés et la prise de sang a été rapidement effectuée.
Les lobes de foie étaient immergés dans l'azote liquide et congelés dans -80 °C jusqu'a
’analyse. Le foie a été utilis€ pour I’'immunubuvardage de type Western blot,

la coloration avec I’Oil Red O et les activités enzymatiques lysosomales.
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2.2 Procédures expérimentales

2.2.1 Anticorps et réactifs

Western blot: FABP1, PPARa, LC3-1I, PMP70, PEX19, (Novus Biologicals,
Oakville, ON, Canada), PGCla, mtHSP70, p62, (Cell Signaling, Whitby, ON, Canada).

Tous les réactifs nécessaires a la mesure de I’activité lysosomal (LAL) et le

colorant O1l Red O proviennent de la compagnie Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA.

2.2.2 Coloration a I’oil Red O (ORO)

Préparation de la solution

0,7 mg d’ORO ont ét¢ dissouts dans 100 ml de propylene glycol. La solution a été
chauffée a 100 °C au bain-marie, pendant quelques minutes et filtrée a 1’aide du papier

filtre.

Protocole expérimental

Des coupes de foie de 12 microns ont été réalisées a I’aide du cryostat et ont été
déposées sur lames et par la suite stockées a -80 °C jusqu’a I’utilisation. Les lames ont
été couvertes de paraformaldéhyde 4 % pendant 15 min a la température ambiante.
Les sections de tissus ont ¢té lavées avec du PBS 1X pendant 5 minutes, trois fois.
Chaque section de tissu a ¢été encerclée avec I’Immuno pen (Sigma-Aldrich, St-Louis,
MO, USA). Ce stylo sert a tracer un cercle hydrophobe autour du tissu et ainsi empéche
le I’écoulement des réactifs en maintenant le liquide a I’intérieur du cercle. Ce cercle

insoluble dans I'éthanol, I'acétone et I'eau, mais s’enlevera avec du xylene.

Ensuite, les lames ont été recouvertes de propylene glycol 100 % pendant
10 minutes a température ambiante pour permettre 1’adhésion du colorant au tissu.
Le propyléne glycol a été enlevé en secouant légérement et la solution d’ORO a été

ajoutée pour une incubation de 10 minutes et enlevée en secouant légerement. Puis les
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tissus ont été couverts de propyléne glycol 85 % pendant 3 minutes et ensuite lavés a
I’eau distillée. Les lames ont été immergées dans I’hématoxyline, un colorant spécifique
au noyau pendant 2 minutes et lavées dans I'eau jusqu'a ce que tout I’excés de colorant
disparaisse. Au final, les lames ont été séchées et des lamelles ont été collées par-dessus
en utilisant la colle Immumount (Fisher Scientific, Waltham thermo, Etats-Unis).
Finalement, les lames ont été analysées par microscopie optique et les gouttelettes

lipidiques ont été analysées avec le programme Image J.

2.2.3 Immunobuvardage de type Western (WB)

Des hépatocytes ont été lysés dans un tampon de lyse composé de Tris-HCL
50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM et Triton 5 %. Le dosage des protéines totales dans
les échantillons obtenus a été réalisé par la méthode du DC protein assay (BioRad);
la lecture des densités optiques a été faite a I'aide du lecteur de plaques Fluostar Optima
(BMG LABTECH, Ortenberg, Allemagne). Un total de 50 ug d'homogénat de protéines
de foie de chaque animal a été chargé et séparé dans des gels d'acrylamide et soumis a
une électrophorese en conditions dénaturantes. Des protéines ont été transférées sur des
membranes de nitrocellulose pendant 1 h 10 a 300 mA. Ces membranes ont ¢té bloquées
avec du lait 5 % pendant 45 minutes et incubées avec un anticorps primaire et par la
suite un anticorps secondaire anti-lapin. La B-actine conjuguée a la peroxydase de raifort
a été employée comme controle pour mesurer les protéines. Les signaux des bandes ont
été visualisés utilisant les solutions chimioluminescentes A et B de Femto (Thermo
Fisher Sci, Waltham, Etats—Unis). L'analyse des membranes a été exécutée dans la
chambre noire d'Epi Chemi II (Montagne, CA, et Etats-Unis d'UVP Bioimaging).
L’analyse des densités des bandes de protéines a ét¢ mesurée utilisant le programme

Imagel.

2.2.4 Mesure de Pactivité de la lipase acide lysosomale (LAL)

L'activité de la lipase acide lysosomale a €té mesurée en diluant 10 pg de protéines

dans 100 ul dans une solution tampon (Acétate pH 4,0, 1% v/v Triton et 0,5 %
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Cardiolipin  de sodium de 100 mM de poids/volume) en présence du
Méthylumbelliferone 0,345 mM. Les échantillons étaient incubés pendant 1 h a 37 °C et

la fluorescence ont a été mesurés mesurée a (Ex/Em 360/440).

2.2.5 Analyses statistiques

Les données exprimées en moyenne + SEM ont été traitées selon la méthode one-
way ANOVA en utilisant le logiciel PRISM (GraphPad). Dans le cas des tests ANOVA,
le post-test Tukey a été appliqué. Pour étre concluants et statistiquement significatifs,
les résultats devaient provenir d’au moins trois expériences indépendantes et générer une

valeur P < 0,05.



CHAPITRE III

RESULTATS

3.1 L’entrainement réduit la taille des vésicules lipidiques chez les rats exposés
au BPC126

L’inactivité physique est un facteur prépondérant qui induit la résistance a
’insuline, ce qui se traduit par une hyperinsulinémie (Weiss et al. 2007).
L’hyperinsulinémie augmente la lipogenése de novo, ce qui engendre la SHNA (Booth
et al. 2008). Il a été montré que l'entrainement améliore le métabolisme lipidique et
diminue l'accumulation de lipide hépatique dans la SHNA (Alex et al. 2015, Golabi et
al. 2016). Comme !’injection d’une simple dose de BPCI126 a des rats, provoque
'accumulation lipidique tant hépatique que des triglycérides plasmatiques suite a une
semaine d'exposition (Boucher et al. 2015), nous avons utilisé ce mod¢le pour mesurer
I’effet de I’entrainement sur I’accumulation de lipides hépatiques. Dans les conditions
que nous avons utilisées, l'accumulation de gouttelettes lipidiques n'était pas
significative chez les animaux sédentaires et traités au BPC126 (Figure 3.1B).
Cependant, une s¢ance d’entrainement de trois semaines en combinaison avec le
BPC126, a réduit la taille de gouttelettes lipidiques présentes dans les hépatocytes,
comme déterminé avec |’analyse de la coloration a 1’01l Red O, mais pas leur nombre
(Figure 3.1A-C). Cette diminution du contenu lipidique chez les rats entrainés et traités
au BPC126 a été accompagnée par une augmentation de la quantit¢ de FABP1 dans la
méme condition (Figure 3.1D). FABPI est un transporteur d’acide gras cytoplasmique
nécessaire pour le transport d'acides gras et d'autres substances lipophiles aux
mitochondries et aux peroxysomes pour leur B-oxydation (Guzman et a/. 2013). De plus,
alors que I’accumulation de lipides hépatiques a été associée a une augmentation de
I’ARNm de PPARa (Chapados et al. 2016), un régulateur clé¢ des génes impliqués dans
’oxydation des acides gras (Monsalve et al. 2013), nous n’avons pas observé de

changement au niveau de la protéine (Figure 3.1E).
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En somme, une injection de BPC126 a induit I’augmentation du contenu lipidique

hépatique. Cela suggere qu'une simple dose de BPC126 est suffisante pour perturber

le métabolisme lipidique hépatique et ceci n'est que partiellement inversé par

'entrainement.
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L’entrainement diminue la taille des vésicules lipidiques accumulées
suite au BPC126. ‘
(A-C) Altérations des lipides dans le foie de rats exposés au BPC126 avec
ou sans entrainement. (A) Sections de foie de rats colorées a
’hématoxyline et a IORO et analysées par microscope optique
(Epaisseur : 12 p, objectif : 40 X). (B-C) Quantification du nombre (B) et
de la taille (C) des gouttelettes lipidiques. La quantification a été réalisée
avec le logiciel Imagel. (D-E) Altération de marqueurs du métabolisme
lipidique suite a I’exposition au BPC126. L’expression de FABPI (D) et
de PPARa (E) a ét¢ mesurée par western blot. La quantification a été
réalisée avec ImageJ en prenant I’actine comme contrdle. Les barres sont
les erreurs standard; * repreésente p < 0.05; ANOVA bilatérale, reste de
Ctl et reste de PCBI126: n=5, entrainement contréle et entrainement
PCB126, n=5).

3.2 L’exposition au BPC126 diminue ’activité lysosomale mais pas I’autophagie

Les gouttelettes lipidiques sont enlevées du cytoplasme par le mécanisme

d’autophagie (lypophagie), un processus dans lequel une gouttelette lipidique est

incorporée dans une double structure membraneuse appelée un autophagosome et est

livrée a un lysosome pour la dégradation. Pendant la formation de I’autophagosome, la

lipidation de LC3 et son incorporation dans I’autophagosome naissant peut €tre visualisé

comme une bande dans un Western blot (LC3-II) et sert ainsi de marqueur d’induction

d'autophagie (Klionsky et al. 2016). Pour déterminer l'effet de I’entrainement et du
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BPC126 sur l'activation de I’autophagie, nous avons mesuré¢ ainsi les niveaux LC3-II.
Chez les animaux sédentaires ou entrainés, 'exposition au BPC126 n’a pas affecté les
niveaux d’expression de LC3-11 (Figure 3.2A). Ceci suggére que 1’autophagie n’est pas
induite chez les animaux exposés au BPC126. Afin d’investiguer plus en profondeur,
nous avons par la suite mesuré le flux d'autophagique en utilisant la protéine p62,

un substrat de I’autophagie.

Pendant 1’autophagie, p62 est incorporée dans |’autophagosome naissant et
dégradée dans les lysosomes (Glick et al. 2010). La diminution des niveaux de p62 est
ainsi un marqueur de flux d'autophagie augmenté, soit la livraison de p62 aux lysosomes
et leur dégradation ultérieure. Les niveaux de p62 n'ont pas été changés par
l'entrainement ou l'exposition au BPCI126 (Figure 3.2B), suggérant que le flux
d'autophagique n'est pas augmenteé sous ces conditions. Toutefois, méme si les niveaux
de p62 sont un indicateur robuste du flux autophagique in vivo (Pankiv et al. 2007),
ses niveaux peuvent aussi étre transcriptionellement modulés. Donc, pour investiguer
plus en profondeur la dégradation lysosomale des lipides, nous avons mesuré¢ l'activité
de la lipase acide lysosomale (LAL). LAL est une enzyme critique exigée pour la
dégradation du cholestérol esters et triglycerides en cholestérol et AGs dans le lysosome.
Les AGs libres sont alors exportés vers les mitochondries ou les peroxysomes pour leur
conversion en acétyl-CoA par la B-oxydation. L'activit¢ de LAL n'a pas été¢ affectée par
le BPC126 chez les animaux sédentaires, mais a diminué de fagon significative apres
l'entrainement chez les animaux exposés au BPC126 (Figure 3.2C). Cela suggere que,
suite a l'entrainement, les hépatocytes exposés au BPC126 ont une capacité réduite a
I’hydrolyse lipidique dans leurs lysosomes. En somme, tous ces résultats indiquent que
I’autophagie n’est pas impliquée dans I’augmentation du contenu lipidique hépatique

induit par le BPC126, et cet effet ne peut pas €tre inversé par I'entrainement.
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L’entrainement et le BPC126 altérent I’activité lysosomale.

(A-B) L’expression de marqueurs autophagiques n’est pas affectée par le
BPC126. L’expression de LC3II (A) et p62 (B) a été évaluée par Western
blot et quantifié¢ en a I’aide d’Imagel en utilisant [’actine comme contréle.
(C) Lactivité de la LAL diminue suite au BPC126 et entrainement.
L’activité de la LAL a été mesurée dans des extraits de foie de rats ayant
subi les traitements indiqués dans la figure a I’aide d’un kit enzymatique.
Les barres sont les erreurs standard; * p < 0.05. L'analyse statistique a été
effectuée avec One way ANOVA, Ctl repos et BPC126 repos : n=4, Ctl
entrainement et entrainement et BPC126 n=5). L'analyse statistique a été
effectuée avec One way ANOVA, Ctl repos et BPC126 repos : n=4, Ctl
entrainement et entrainement et BPC126 n=5).
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3.3 L’entrainement prévient I’accumulation de lipides dans le foie en augmentant
la B-oxydation

Bien que le nombre de gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes et la quantité de
protéine FABPI1 n'aient pas diminué en réponse a l'entrainement chez les rats exposés au
BPC126, la taille des gouttelettes lipidiques dans les mémes conditions a diminué
(Figure 3.1C). Ces résultats suggerent que bien que l'entrainement n'ait pas réduit le
nombre de gouttelettes lipidiques chez les rats exposés au BPC126, 1l affecte néanmoins
le meétabolisme lipidique. Comme les AGs peuvent étre libérés des gouttelettes
lipidiques par des lipases cytoplasmiques ou par contact direct avec les mitochondries ou
les peroxysomes indépendamment de [’autophagie, nous avons déterminé alors si

I'entrainement a affecté la fonction de ces organelles par la B-oxydation.

PGCla est un co-activateur transcriptionel qui promeut la biogenese
mitochondriale et peroxisomale en réponse a différentes conditions ou ’initiation de la
B-oxydation est exigée, en incluant ’exercice (Santos et al. 2014). Nous avons mesure
ainsi les niveaux de PGCla hépatique en réponse a l'entrainement et a l'exposition au
BPC126. Les résultats montrent que suite au traitement au BPC126 la protéine PGCla
est augmentée chez les rats au repos uniquement. Ceci suggere que la premiere réponse
au stress induit par le BPC126 est la prolifération et 1’augmentation de la fonction
mitochondriale pour essayer de contrer I’effet du BPC126 (Figure 3.3A). Afin de
déterminer si l'augmentation des niveaux PGCla avait pour résultat une réelle
augmentation de la biogenese mitochondriale, nous avons mesuré le niveau d’une
protéine mitochondriale structurale mtHSP70 (Wadhwa et al. 2002). L’ajout du BPC126
chez les rats entrainés augmente significativement la quantit¢ de mtHSP70 par rapport
aux rats exposés au BPC126, mais qui n’ont pas été entrainés. L’entrailnement peut étre
en mesure de prévenir le dysfonctionnement de la structure des mitochondries provoqué
éventuellement par [’ajout du BPCI126 (Figure 3.3B). Cependant, malgré une
augmentation semblable de PGCla chez les rats traités au BPC126 et au repos,
l'augmentation du marqueur mitochondrial a été restreinte aux animaux €xpos€s au

BPC126 et entrainés (Figure 3.3A). Ces résultats indiquent que 1’ajout du BPCI126
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semble étre en mesure d’affecter la structure des mitochondries, mais I’entrainement

prévient ce dysfonctionnement.

En plus de la biogenése mitochondriale, PGCla stimule la biogenese
peroxysomale. Par ailleurs, il est connu que les BPCs diminuent la fonction
peroxysomale, nous avons déterminé l'effet de l'entrainement sur les peroxysomes chez
les rats traités au BPC126. En accord avec 'accumulation de lipides provoqués par le
BPC126, I'exposition au BPCI126 a réduit radicalement la quantit¢ de PMP70, une
protéine peroxysomale faisant partie des transporteurs membranaires ABC et impliqué
dans le transport des AGs a longues chaines a I’intérieur des peroxysomes pour la
B-oxydation (Sakaue ef al. 2016). PMP70 est diminuée chez les rats traités au BPC126,
mais augmentée avec |’entrainement (Figure 3.3D). PEX19 est une peroxyne nécessaire
a la division, renouvellement I’assemblage et la prolifération des peroxysomes et donc a
la biogenese (Agrawal et al. 2017). D’apres les résultats la structure des peroxysomes
ne semble pas étre affectée par aucune condition (Figure 3.3C). Cela suggere que le
BPC126 affecte le fonctionnement des peroxysomes et I’entrainement contrecarre ce
dysfonctionnement. En résumé le BPC126 n’affecte pas la biogenese des peroxysomes,
mais leur fonctionnement et I’entrainement rétablit cet effet. Néanmoins, l'entrainement
a incité une augmentation importante de PMP70 chez les rats traités au BPC126, en
maintenant des niveaux similaires de PEX19. Au final, ces résultats suggerent bien que
I'entrainement ne prévient pas l'accumulation des gouttelettes lipidiques chez les rats
exposés au BPC126, mais il augmente la B-oxydation et réduit ainsi l'accumulation de

lipidiques dans le foie.
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Figure 3.3  L’entrainement améliore la biogenése mitochondriale et peroxisomale.
L’expression de PGCla (biogénese mitochondriale; A), mtHSP70
(marqueur mitochondrial; B), PEXI9 et PMP70 (marqueurs
peroxisomaux; C et D) a été mesuré par western blot. La quantification a
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¢té effectuée a 1’aide d’Imagel. Les barres sont les erreurs standard,
* p <0.05. L'analyse statistique a €té effectuée avec One-way ANOVA,
Ctl repos et BPC126 repos : n=4, Ctl entrainement et entrainement et
BPC126 n=5.



CHAPITRE 1V

DISCUSSION

Les BPCs suscitent I’intérét des chercheurs suite a leur détection dans
’environnement, notamment quand des cas de perturbations métaboliques et hormonales
ont été rapportés (Jiang et al. 2016, Wu et al. 2017). De ce fait, les études sur les BPCs
se sont multipliées afin de caractériser I'impact de leurs toxicités sur I’organisme
(Robertson et al. 2007, Vorrink et al. 2014, Loiola et al. 2016). Parmi les désordres
métaboliques provoqués suite a une exposition aux BPCs, I’accumulation de lipides
hépatiques est de loin la plus importante (Haddad ef a/. 2000). En effet, I’accumulation
de lipides dans le foie peut évoluer en SHNA, qui est un stade plus avancé (Feaver ef al.
2016). Jusqu’a aujourd’hui, il n’y a pas encore de traitements pour cette pathologie
complexe a I’exception du traitement symptomatique. Par contre, quelques études ont
démontré I’entrainement comme traitement potentiel de la SHNA (Park ef al. 1995,
Hickman et al. 2004). En se basant sur ces résultats, [’hypothése de ce travail a été batie.
Durant ce projet, nous avons démontré que 1’entrainement atténuait 1’augmentation de la
taille des gouttelettes lipidiques hépatiques engendrée par une exposition aux BPCs.
Ces résultats démontrent pour la premiere fois les mécanismes impliqués dans la
réduction de la taille des vésicules lipidiques suite a I’entralnement, par conséquent
I’atténuation de I’effet du BPC. Pour ce projet, il était important de predisposer le
métabolisme hépatique a développer une SHNA. Pour ceci, nous avons donc induit une
accumulation de lipides hépatiques en exposant des rats au BPC126 (Lai et al. 2012).
Le BPCI126 cause une augmentation du nombre des vésicules lipidiques hépatiques
(Lai et al. 2010, Lai et al. 2011), mais également diverses altérations incluant un
dysfonctionnement du potentiel redox hépatique, une altération des taux des enzymes

antioxydantes ainsi qu’une perturbation de ’homéostasie des métaux (Lai et al. 2011).

Etant donné que les recherches ont commencé a confirmer le role de

I’entrainement en endurance dans le développement de la SHNA comme traitement
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potentiel et a confirmer son effet réducteur des lipides intra-hépatiques et du tissu
adipeux (Johnson et al. 2009, Hallsworth et al. 2011), nous avons donc étudié ’effet de
entrainement sur [’accumulation lipidique engendrée par le BPC. Suite a la
quantification des vésicules lipidiques, nous avons effectivement montré une
augmentation de la taille des vésicules lipidiques aprés une exposition au BPC126
(Figure 3.1C et D). Toutefois, I’entrainement ne semble pas diminuer le nombre de
vésicules lipidiques, mais diminue significativement leur taille (Figure 3.1A, B et C).
L’étude du marqueur responsable du transport lipidique, FABPI, a monté une
augmentation suite au traitement au BPC126 chez les rats entrainés, ce qui implique
qu’en réponse a I’effet du BPC126, le métabolisme essaie de contrecarrer en éliminant
’exces de lipides. Effectivement, FABP1 transporte les AGs vers différents
compartiments cellulaires notamment aux mitochondries/peroxysomes pour leur

oxydation (Furuhashi et al. 2008).

PPAR« est une protéine impliquée dans la captation des AGs par les cellules et
¢galement responsable de leur dégradation en régulant 1’expression de nombreux genes
responsables du métabolisme des AGs (Chawla et al. 2001). De plus, PPARa module
I’expression de geénes impliqués dans le transport des AGs et des enzymes de
modifications des AGs permettant leur entrée dans les mitochondries/peroxisomes pour
y étre oxydés (Pyper et al. 2010). Son expression n’est ni affectée par [’entrainement ni
par le BPCI126. Ceci ne correle pas avec I’augmentation de la taille des vésicules
lipidiques ainsi que I’augmentation de FABP1 chez les rats entrainés et traités au
BPC126, (Figure 3.1D et E). A ce niveau, nous ne pouvons ni confirmer ni infirmer
’implication de PPARa. En effet, PPARa joue un r6le primordial dans le métabolisme
lipidique en régulant différents genes hépatiques impliqués dans 1'utilisation d’AGs, le
transport intracellulaire, I’activation des AGs en acyl-CoA ainsi que la B-oxydation
mitochondriale/peroxisomale (Han et al. 2017). En outre, PPARa régule les enzymes
acyl-CoA synthétase et carnitine palmitoyl transferase-1, qui sont essentielles pour la
production d’acyl-CoA et facilitent respectivement leur entrée aux mitochondries
(Coleman et al. 2002). Le premier lien établit entre PPARa et le catabolisme des acides

gras était I’identification du gene de I’acyl-CoA oxydase qui est I’enzyme limitante dans



50

Poxydation des acides gras a tres longues chaines comme son geéne cible
(Rakhshandehroo et al. 2010). Pour cette raison, la présence de la protéine PPARa ne
nous permet pas de conclure sur son activation, pour cela, il faudra investiguer ses génes
cibles ainsi que I’expression de son ARNm. Afin de tenter d’expliquer les mécanismes
responsables de la diminution de la taille des vésicules lipidiques, nous nous sommes
orientés vers [’autophagie comme un mécanisme potentiel. L’autophagie est un
processus qui catabolise les composantes cellulaires, comme les organelles
endommagées, les pathogenes intracellulaires et les protéines non repliées en les
acheminant vers les lysosomes pour leur dégradation (Finn et al. 2006, Zamani et al.
2016). L’inhibition ou la diminution de I’autophagie induit une augmentation de
triglycérides dans les vésicules lipidiques ainsi qu’une diminution de leur catabolisme
in vivo et in vitro (Singh et al. 2009). Au contraire, une augmentation anormale des
vésicules lipidiques hépatiques engendre une perturbation du mécanisme autophagique
en diminuant la colocalisation des lysosomes avec les triglycérides, ainsi qu’une
diminution de I’association des autophagosomes avec les vésicules lipidiques (Singh ef
al. 2009, Koga et al. 2010). De ces résultats, I’implication de I’autophagie dans la
régulation du métabolisme lipidique hépatique a été déterminée (Singh et al. 2009).
Toutefois, I’inhibition du mécanisme autophagique dans le tissu adipeux induit une
diminution de la taille et le nombre des adipocytes (Bell ef al. 2000, Polak et al. 2008).
La diminution de la taille des adipocytes est due a la régression du contenu lipidique
stocké suite au blocage de la différenciation de ces cellules. En somme, un mécanisme
autophagique intact prévient la lipotoxicité dans le foie et un stockage de lipides optimal

dans les adipocytes (Singh et al. 2009).

Néanmoins, le role de l'autophagie demeure contexte — dépendant. Il a été
démontré que |’autophagie dans certaines pathologies joue un rdle protecteur et dans
d’autres, favorise la toxicité (Grosso et al. 2017). En effet, plusieurs €tudes se sont
intéressées au role de I’autophagie dans le développement de la SHNA et donc dans le
métabolisme lipidique (Ding et al. 2010, Zhang et al. 2017). Une étude a rapporté que
I’autophagie régule le métabolisme lipidique en éliminant les triglycérides et prévient le

développement de la SHNA. Ce groupe a montré que I’inhibition de I’autophagie en
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inactivant Atg5, un gene responsable de I’élongation de I’autophagosome, dans des
hépatocytes en culture, résultait en une augmentation des triglycérides hépatiques (Singh
et al. 2009), et ceci en présence et en absence d’apport exogene de lipides.
Une colocalisation des wvésicules lipidiques avec la protéine LC3II par
immunofluorescence a ¢galement ét¢ établie (Lavallard er al. 2014). De plus, une bréve
exposition des blastocystes aux BPCs engendre un dysfonctionnement du processus
autophagique. Cette dérégulation meéne a une altération morphologique et fonctionnelle
aboutissant a une mort cellulaire (Klionsky 2007, Ptak et al. 2012). Cependant, une forte
dose de BPC entraine la mort des cellules autophagiques, ce qui implique que
’autophagie a un role cytoprotecteur dans les premiers stades de toxicité¢ (Ptak et al.

2012, Shiet al. 2016).

Nos résultats ne concordent pas avec I’effet cytoprotecteur attendu.
Certes, I’injection du BPC126 réussit a augmenter la quantité de lipides, mais la dose
administrée n’est pas assez élevée pour induire l’autophagie, ce qui corrobore
’augmentation non significative du nombre de vésicules lipidiques. De plus, il a été
montré que I’entrainement induit I’autophagie dans plusieurs organes comme le muscle,
le foie, le pancréas et le tissu adipeux (He et al. 2012). En revanche, nous avons constaté
que I’entrainement seul ou en combinaison avec le BPC126 ne montre pas un
changement autophagique dans le foie. En vue de mieux comprendre ces observations,
nous avons vérifié I'activité des lysosomes en mesurant une enzyme lysosomale (LAL)
spécifique a la dégradation des triglycérides et 1’ester cholesteryl (Desai et al. 2000,
Chora et al. 2017). De plus, une déficience de I’activité de I’enzyme LAL a été décrite
chez des patients ayant la SHNA, ce qui suggere qu’un dysfonctionnement de LAL peut
contribuer a I’accumulation lipidique intracellulaire (Reiner et al. 2014, Vespasiani-

Gentilucci ef al. 2016).

L’étude des lysosomes a montré leur implication dans [|’élimination de
’accumulation lipidique (Reiner et al. 2014, Mehta ef al. 2016, Vespasiani-Gentilucci et
al. 2016). En effet, I’inhibition des lysosomes engendre I’accumulation des triglycérides

et du cholestérol, augmentant |’accumulation des lipides et la colocalisation des
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vésicules lipidiques avec le marqueur lysosomal LAMP1 (Singh et al. 2009, Zamani et
al. 2016). Cependant, suite a I’injection du BPCI126, Pactivité du LAL n’est pas
affectee. Par contre, son activité diminue chez les rats exposés au BPC126 et entrainés
(Figure 3.2C). Cette diminution de Pactivité de LAL pourrait expliquer |’augmentation
du nombre des vésicules lipidiques et I’inactivation de la voie autophagique dans la
méme condition. En somme, tous ces résultats suggerent que la voie autophagique n’est
pas impliquée dans la réduction de la taille des gouttelettes lipidiques. Par conséquent,
la B-oxydation, un processus en aval de I’autophagie a été investigué (Chen et al. 2017)
qui pourrait éventuellement expliquer la réduction de la taille des vésicules lipidiques.
La B-oxydation des acides gras est un processus catabolique composé de plusieurs étapes
se déroulant dans les mitochondries et peroxysomes afin de dégrader les acides gras pour

produire de I’énergie (Lopaschuk et al. 2010).

Il est connu que certaines situations physiologiques requierent une adaptation du
métabolisme mitochondrial dans les tissus sollicités, comme la naissance, le froid et
Pactivité physique (Herbst et al 2016, Chen et al 2017, Zhang et al. 2017).
Ces changements se caractérisent par I’augmentation de la biogenése mitochondriale qui
s’accompagne par une synthése accrue d’ATP. La biogenese mitochondriale est régulée
par la protéine PGCla qui a été identifiée comme un régulateur clé du métabolisme
énergétique (Yoon et al. 2001) en raison de sa capacité a co-activer plusieurs facteurs de
transcriptions de genes mitochondriaux et ceci a €té confirmé par I’observation d’une
augmentation de la translocation de PGCla au noyau, coincidant avec I’augmentation de
’expression de genes mitochondriaux (Louet ef al. 2002). De méme, elle est impliquée
indirectement dans la régulation de la transcription de ’ADN mitochondrial (mtADN)
en augmentant I’expression du facteur de transcription mitochondrial Tfam, nécessaire a
la transcription et au maintien de I’ADN mitochondrial (Hallberg et al. 2011).
Par ailleurs, PGCla stimule la transcription de I’enzyme limitante de I’oxydation de
longues chaines d’AGs, CPT-1 (Louet et al. 2002, Leone et al. 2005). De cette maniére,
PGCla agit comme un régulateur central de la réponse adaptative a |’exercice en
coordonnant I’expression de genes mitochondriaux (Radak et al. 2002). En effet, il a été

observé que I’entrainement s’accompagne d’une augmentation de [’activité des enzymes
o
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antioxydantes, une diminution du stress oxydatif et une augmentation du transfert des
¢lectrons des enzymes mitochondriaux dans le foie, le cerveau le cceur et le rein
(Navarro et al. 2004). Au contraire, une déficience du gene de PGCla engendre une
diminution de la capacité de |’activité physique, un contréle du poids anormal et une
apparition de SHNA (Leone et al. 2005). Afin de vérifier I’effet du BPC126 et de
’entrainement sur la capacité oxydative, nous avons évalué I’expression de la protéine
PGClo. Etonnement, I"entrainement seul ou en combinaison avec le BPC126 n’affecte
pas I’expression de PGCla. Par contre, PGCla est augmentée suite a I’exposition au
BPC126 chez les rats au repos, ce qui suggere que le BPC126 semble engendrer une
réponse au stress induit (Figure 3.3A). Comme défini ci-dessus, PGCla est localisée
dans le noyau cellulaire et active des facteurs de transcriptions nucléaires qui ciblent des
génes 1mpliqués dans la chaine respiratoire comme la [-synthétase, CoxIV/II,
cytochrome C et aussi Tfam. Donc, PGCla est responsable de la prolifération des
mitochondries ainsi que de leur fonction. Par conséquent, elle augmente la densité
mitochondriale (Wu et al. 1999). De ces résultats, il est conclu que le BPC126 déclenche
la fonction mitochondriale pour contrer la toxicit¢ induite. Afin de confirmer ces
résultats, nous avons regardé |’état des mitochondries en évaluant 1’expression d’une
protéine structurale mitochondriale mtHSP70 (Figure 3.3B) (Fox 2012, Babot et al.
2014). L’expression de mtHSP70 n’est pas consistante avec I’augmentation de PGCla
observée chez les rats traités et au repos. Par contre, son expression augmente avec
’entrainement chez les rats traités au BPC126. mtHSP70 est une protéine structurale de
la mitochondrie localisée dans la matrice mitochondriale et favorise le repliement des
protéines (Okamoto ef al. 2002). Les pré-protéines mitochondriales sont synthétisées
dans le cytosol des ribosomes. Une fois acheminés aux mitochondries, ces précurseurs
polypeptidiques doivent étre transloqués a la membrane mitochondriale interne via la
liaison & la mtHSP70 qui se trouve dans la matrice mitochondriale (Blamowska et al.
2012). Mais aussl, le role de mtHSP70 a été démontré €tre impliqué dans le maintien de
la morphologie des mitochondries (Burbulla et al. 2010, Lee et al. 2015). Effectivement,
un dysfonctionnement dans mtHSP70 agit sur une protéine de fusion des mitochondries
OPAlL (Optic Atrophy 1 Long Isoform), ce qui engendre la fragmentation des

mitochondries (Lee et al. 2015). En somme les résultats, affirment que I’entrainement
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améliore la capacité oxydative en augmentant la biogenése mitochondriale par le

maintien de la morphologie des mitochondries.

L’augmentation de la biogenése mitochondriale et de I’expression du marqueur
mitochondrial provoquée par |’entrainement nous a conduits a évaluer [’état des
peroxysomes par |’expression de marqueurs spécifiques, d’autant plus que les BPCs sont
connus pour inhiber I’activité de la B-oxydation peroxysomale en agissant sur |’activité
des enzymes comme la catalase, acyl-CoA oxidase, diminuant ainsi la capacité
hépatique a cataboliser les AGs (Ariyoshi et al. 1998, Robertson et al. 2007). 1l a été
montré qu’une déficience dans les génes peroxysomaux engendre une interruption de
I’élongation des peroxysomes et une perturbation de I’oxydation des AGs, contribuant
ainsi a I’accumulation de lipides hépatiques (Weng et al. 2013). Depuis longtemps, des
études ont investigué I’effet des POPs en dose dépendante sur les peroxysomes (Hansell
et al. 1974, Mustonen et al. 1989). Il a été montré qu’une administration de 50 mg/kg de
différents BPCs quotidienne pendant trois jours a engendré une augmentation du nombre
des peroxysomes hépatiques par une approche morphologique (Hansell et al. 1974).
Cependant, une injection de doses de TCDD entre 0,05-5 png/kg une fois par semaine
pendant deux semaines ne provoque pas de changements significatifs dans le nombre,
la taille, la morphologie et I’activité enzymatique peroxysomale (Mustonen et al. 1989).
De la méme maniére, un changement dans la -oxydation peroxysomale ainsi qu’un
changement dans la morphologie des peroxysosmes n’ont pas €té notés suite a une dose
de Smg/kg de BPC77 et de différentes doses entre 0,1-100 ppb de BPCI126
respectivement (Borlakoglu et al. 1993, MacLellan et al. 1994). En conclusion, il semble
qu’une faible dose de TCDD ou une dose non toxique de BPCs n’a aucun effet sur
I’activité peroxysomale. Par contre, plusieurs études ont démontré qu’une forte dose de
BPC126 induit la toxicité en diminuant I’activité des peroxysomes en inhibant |’activité
de I’enzyme acyl-CoA oxydase peroxysomale, 1’enzyme initiale et limitante de la
B-oxydation peroxysomale (Robertson et al. 2007, Glauert et al. 2008, Gadupudi et al.
2016). Ces observations sont consistantes avec les résultats engendrés par une
administration d’une dose de 160 pug/kg de TCDD. En effet, a cette dose il y a aussi une
diminution de I’enzyme acyl-CoA oxyidase (Ariyoshi et al. 1998).
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Dans la méme optique, nous avons regardé si les peroxysomes €taient affectés par
le BPC126. Pour ce faire, nous avons mesuré I’expression de la peroxyne, PEX19, une
protéine responsable de I’assemblage et la division des peroxysomes(Agrawal et al.
2017). Pex19 est localisée dans la membrane peroxysomale et dans le cytosol, elle est
donc capable d’interagir avec la majorité des protéines peroxysomales membranaires
(PMPs) et d’étre ainsi un récepteur d’import soluble pour les protéines nouvellement
synthétisées (Rucktaschel et al. 2011). PEX19 lie les prot¢ines membranaires dans le
cytosol, les dirige 4 la membrane peroxysomale et les stabilise en formant un complexe
soluble, ce qui prévient I’agrégation des PMPs (Emmanouilidis ef al. 2017). Finalement,
cette peroxyne agit comme un facteur d’intersection durant I'import des PMPs ou
fonctionne également comme un facteur d’assemblage et de désassemblage des
complexes peroxysomaux membranaires (Rucktaschel et al. 2011, Agrawal et al. 2017,
Emmanouilidis et al. 2017). Les résultats de ce travail n’ont montré aucun changement
dans I’expression de PEX19 (Figure 3.3C), ce qui propose que ni I’entrainement ni le
BPC126 n’affecte la structure des peroxysomes. Afin d’identifier les mécanismes
responsables, nous avons mesuré I’expression de la protéine PMP70. Cette protéine fait
partie de la famille des protéines de transport, cette famille de transporteurs est appelée
ABC (ATP-Binding-Cassette) et réside a la membrane peroxysomale (Mosser et al.
1993). PMP70 assure le transport des AGs a longues chaines et des branches d’acyl-
CoA du cytosol vers le lumen du peroxysome pour la f-oxydation (Kamijo et al. 1990,
van Roermund et al. 2008, Hillebrand et al. 2012). Nos résultats ont montré¢ que
’expression de PMP70 est diminuée suite a I’exposition au BPC126. (Figure 3.3D).
Par la suite, nous avons regardé si ’entrainement confirme son effet stimulant de
la [B-oxydation. En effet, I’expression du marqueur peroxysomal a augmenté
significativement suite a I’entrainement chez les rats exposés au BPCL126, ce qui
corrobore les résultats du marqueur mitochondrial mtHSP70. En somme, suite a
I’accumulation de lipides par le BPC126, les mitochondries répondent au stress induit en
augmentant leur biogenése. Parallelement, le BPC126 engendre une altération de la
fonction des peroxysomes en diminuant PMP70. Cependant, I’évaluation de |’expression
des protéines mtHSP70 et PEX19 suggere que le BPC126 ne semble ni affecter les

mitochondries ni les peroxysomes au niveau structural. L’entrainement contrecarre
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’augmentation de lipides induite par les BPC126 en augmentant la fonction

peroxysomale et favorise un maintien structural des mitochondries.

Ces résultats nous ont permis d’établir un modele schématisant I’effet du BPC126
sur les hépatocytes ainsi que le mécanisme impliqué dans I’atténuation de lipides par

I’entrainement suite a une exposition au BPC126 (Figures 4.1 et 4.2).

Repos + BPC126
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W o . A { \
—1?“;\) Voie de la p-oxydation

i
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Figure 4.1  Schéma synthétisant ’effet du BPC126 sur les hépatocytes.
Ce modele résume I’effet d’une dose de BPCI126 sur le foie de rats
sédentaires. L’analyse de coupes d’hépatocytes colorées a 1’Oil Red O
montre une accumulation de lipides ainsi qu’une augmentation de la taille
des vésicules lipidiques. Cette accumulation a été en partie expliquée par
le blocage de la voie de la B-oxydation. Ceci a été évalué par I’analyse du
marqueur peroxysomal (PMP70).
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Entrainement + BPC126
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Schéma du mécanisme potentiel impliqué dans Patténuation des
lipides suite a ’entrainement.

Ce modele résume les résultats obtenus. En effet, ce travail a montré
que ’entrainement ne diminue pas la taille des vésicules lipidiques en
empruntant la voie autophagique escomptée par la mesure des
marqueurs spécifiques autophagiques, LC3 et P62). Par contre,
I’entrainement stimule la p-oxydation en favorisant la fonction
mitochondriale/peroxysomale en réponse au blocage des fonctions
peroxysomales induite par le BPC126. Cette fonction a été déterminée par
les marqueurs peroxysomaux et mitochondriaux, mtHSP70 et PMP70.



CHAPITRE V

CONCLUSION

En conclusion, les résultats de ce travail donnent un aper¢u du mécanisme
complexe par lequel I’entrainement pourrait atténuer les effets lipotoxiques engendrés
par le BPC126 sur le foie et ainsi ouvrir la porte a d’intéressantes hypotheses sur les
mécanismes d’action. Nous n’avons pas déterminé le mécanisme exact par lequel
I’entrainement atténue la taille des vésicules lipidiques, mais nous avons réussi a exclure
I’implication de I’autophagie et mettre en évidence le rdle important que joue la
B oxydation. 1l serait important d’investiguer plus en profondeur I’effet du BPC126 sur
la B-oxydation en mesurant ’activit¢ enzymatique des peroxysomes comme ’acyl-CoA
oxydase et en particulier les génes cibles de PPARa et des mitochondries. Par ailleurs, la
réduction de la taille des vésicules lipidiques sans diminuer leur nombre nous indique
qu’un phénomene de « succion » pourrait €tre impliqué. En effet, il semblerait que les
vésicules lipidiques ne soient pas dégradées enticrement, mais que leur contenu serait
réduit. Donc, en perspective, ce projet pourrait étre approfondi en poursuivant I’étude
des mécanismes impliqués dans la diminution de la taille des vésicules lipidiques en
s’attardant sur I’activité des lipases. Il serait intéressant d’étudier notamment les lipases
hormono-sensibles (HSL) dans les adipocytes. Ces HSL agissent sous [|’effet
d’hormones tel que le glucagon qui activent la voie de I’AMPc. Suite a ’activation de
’adénylate cyclase qui produit de ’AMPc. Cette derniere active la kinase PKA qui
active ’HSL en la phosphorylant (Mersmann, 1998). Il serait important également,
d’évaluer I’activité de ’enzyme triacylglycérol hydrolase (TGH) qui est fortement
exprimée dans le foie et est responsable de la dégradation des triglycérides. 11 serait
pertinent aussi de mesurer I’activité de 1’enzyme adipose triglyceride lipase (ATGL),
responsable de la dégradation du triacylglycerol (TAG), ainsi que de doser 'activité de

I’enzyme limitante de I’initiation de la lipolyse (Choi, Kim et al, 2016).
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L’évaluation de I’activité de ces lipases sous |’effet du BPC et de I’entrainement
serait fondamentale pour élucider plus précisément les mécanismes responsables de la
diminution de la taille des vésicules lipidiques. Aussi, il serait judicieux d’induire une
accumulation lipidique par injection de BPC126 et par la suite procéder a I’entrainement
pour déterminer si I’entrainement pourrait renverser [|’effet toxique déja établi.
Finalement, il serait important de revoir le mode d’injection des BPC pour procéder a
des injections chroniques afin de reconduire plus précisément la réalité de la toxicite.
Toutes les informations recueillies seront nécessaires, d’une part pour atteindre une
meilleure compréhension de la perturbation du métabolisme lipidique engendrée par une
exposition aux BPCs et d’autre part, pour identifier le mécanisme d’action impliqué par
lequel I’entrainement atténue 1I’accumulation lipidique hépatique, ce qui pourrait guider
I"utilisation de I’entrainement comme traitement potentiel des pathologies hépatiques

telles que la SHNA.
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