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RESUME

Le bisphénol A (BPA), un composé chimique largement utilisé dans la fabrication de plastiques et
de résines époxy, se retrouve dans les fluides humains tels que le sang et I'urine. Il est connu que
le BPA affecte, entre autres, les systémes endocrinien, reproducteur et immunitaire en influengant
le métabolisme (glycolyse et respiration mitochondriale) et les fonctions cellulaires. Les
préoccupations concernant la sécurité du BPA ont conduit a son remplacement par des substituts
tels que le bisphénol S (BPS). Les neutrophiles polymorphonucléaires (PMN), les leucocytes les
plus abondants dans le sang, sont des cellules fortement glycolytiques en raison de leur faible
nombre de mitochondries et de leur utilisation de I'oxygéne pour effectuer des fonctions
antimicrobiennes. En raison de cette caractéristique métabolique, nous avons émis I'hypothése
gu'une exposition constante a de faibles doses de bisphénols pourrait altérer le métabolisme
énergétique et les fonctions antibactériennes des PMN. Nous avons stimulé les PMN avec le
peptide bactérien chimiotactique N-formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine (fMLP) et évalué leur
réponse glycolytique en utilisant un analyseur de flux extracellulaire. Nous avons examiné I'impact
des bisphénols sur le métabolisme des neutrophiles dans les moments suivant leur isolement du
sang de volontaires sains (exposition immédiate) et suite a une exposition de 6h en culture
(prolongée). Nous avons observé qu'une exposition immédiate au BPA, au BPS et a leurs
métabolites glucuronidés, a des concentrations retrouvées dans le sang, n'avait aucun effet sur
la glycolyse basale et la glycolyse induite par le fMLP. Cependant, une exposition prolongée aux
bisphénols diminue la glycolyse induite par le fMLP dans les PMN sans affecter la viabilité
cellulaire. Ces résultats suggérent que l'incapacité a répondre correctement aux besoins
énergétiques pourrait altérer les fonctions cellulaires des PMN lors d'infections bactériennes. En
effet, suite a une exposition prolongée a de faibles concentrations de bisphénols, les neutrophiles
activés ont une concentration de CXCLS8/IL-8 intracellulaire plus faible que les témoins et une
dérégulation de la production de dérivés réactifs de l'oxygéne (ROS). La diminution du
métabolisme, entrainant une dérégulation de certaines fonctions cellulaires, pourrait contribuer au
développement de pathologies ou augmenter la susceptibilité aux infections. Collectivement, ces
données supportent les conclusions sur les effets néfastes du BPA et de ses substituts et appuient

de nouvelles réglementations concernant leur utilisation au Canada.



SUMMARY

Bisphenol A (BPA), a chemical compound widely used in the fabrication of plastics and epoxy
resins, is found in human fluids such as blood and urine. BPA is known to affect the endocrine,
reproductive and immune systems by influencing metabolism (glycolysis and mitochondrial
respiration) and cellular functions. Concerns about the safety of BPA have led to its replacement
with substitutes such as bisphenol S (BPS). Polymorphonuclear neutrophils (PMNs), the most
abundant leukocytes in the blood, are highly glycolytic cells due to their low mitochondria count
and their use of oxygen to perform anti-microbial functions. Because of this metabolic feature, we
hypothesized that constant exposure to low doses of bisphenols could alter energy metabolism
and anti-bacterial functions of PMNs. We stimulated PMNs with the chemotactic bacterial peptide
N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) and evaluated their glycolytic response using an
extracellular flux analyzer. We examined the impact of bisphenols on neutrophil metabolism in the
moments following their isolation from the blood of healthy volunteers (immediate exposure) and
following 6h culture exposure (prolonged). We found that an acute exposure to BPA, BPS and
their glucuronidated metabolites, at concentrations found in the blood, had no effect on both basal
glycolysis and fMLP-induced glycolysis. However, a prolonged exposure to bisphenols reduced
the fMLP-induced glycolysis in PMNs without affecting cellular viability. These results suggest that
the inability to properly respond to energy requirements could alter the cellular functions of PMNs
during bacterial infections. Indeed, following prolonged exposure to low concentrations of
bisphenols, activated neutrophils have a lower intracellular CXCL8/IL-8 concentration than the
controls and a deregulation of the production of reactive oxygen species (ROS). Decreased
metabolism, leading to deregulation of cellular functions, could contribute to the development of
pathologies or increase susceptibility to infections. Collectively, these data support conclusions
about the adverse effects of BPA and its substitutes and support new regulations regarding their

use in Canada.
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INTRODUCTION

Le métabolisme bioénergétique

Généralités

Le mot métabolisme vient du grec ancien « metabolé » signifiant changement. En effet,
le métabolisme est un ensemble de changements et de réactions chimiques exercés dans
un organisme dans le but de le maintenir vivant. Le métabolisme couvre trois fonctions
importantes. |l convertit la nourriture en énergie et en micromolécules, il permet de
construire des macromolécules (protéines, lipides) et il permet I'élimination des déchets
azotes (1).

Les étres humains obtiennent les molécules nécessaires a la construction des cellules via
I'alimentation. Méme si le corps humain est capable de synthétiser un grand nombre de
molécules suite a de nombreuses réactions chimiques, il ne peut pas tout produire. Les
acides aminés essentiels, les acides gras essentiels et certaines vitamines doivent étre
obligatoirement apportés par la nourriture sans quoi des pathologies apparaissent. La
vitamine C, par exemple, doit étre obtenue via I'alimentation, car les primates, dont I'étre

humain, sont incapables de la synthétiser (2).

La glycolyse

La glycolyse (Figure 1) est une voie métabolique ancienne présente dans la majorité des
étres vivants. Elle ne nécessite pas d’'oxygéne, ce qui explique son utilisation par de
nombreuses espéces anaérobiques. La glycolyse posséde un réle central dans la
génération d’intermédiaires pour d’autres voies métaboliques comme la voie des
pentoses phosphates mais elle est également en amont d’'une autre voie métabolique qui

produit plus d’énergie, la respiration mitochondriale (3).

La glycolyse permet la génération de deux molécules d’ATP et de deux molécules de
NADH suite a une série de 10 étapes de catalyse enzymatique formant au final deux

molécules de pyruvate pour une molécule de glucose initial. Elle se déroule dans le



cytosol et se sépare en deux grandes phases. Une phase initiale qui va consommer de
'ATP (2 molécules) pour modifier le glucose en deux molécules phosphorylées, la
dihydroxyacétone phosphate et le glycéraldéhyde-3-phosphate. Ces deux groupements
phosphorylés sont apparus suite a la consommation de deux molécules d’ATP. Cette
partie est donc énergivore. Dans la deuxiéme phase, chaque molécule phosphorylée est
convertie en pyruvate suite a diverses réactions libérant ainsi 2 molécules d’ATP et 1
molécule de NADH. Il y a donc production de 4 molécules d’ATP et de 2 molécules de
NADH dans cette phase. Au final nous avons une production nette de deux molécules de
pyruvate, 2 molécules d’ATP (4 molécules d’ATP produits — 2 molécules d’ATP
consommeées) et 2 molécules de NADH (4).

Les produits de la glycolyse vont permettre d’initier d’autres voies métaboliques. En
anaeérobiose, le pyruvate se convertit en lactate (et méne, du méme coup, a l'acidification
extracellulaire observée dans les cultures cellulaires) a travers la fermentation lactique ou
en éthanol a travers la fermentation alcoolique. En aérobiose, le pyruvate se convertit en
acétyl-Coenzyme A (acétyl-CoA) dans la matrice mitochondriale pour amorcer la
respiration mitochondriale (5).
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Figure 1 : Les étapes de la glycolyse

Un schéma de la glycolyse est représenté ici avec toutes les enzymes et les molécules produites durant la
conversion du glucose en pyruvate. HK : Hexokinase ; 6PFK1 : 6-phosphofructo-1-kinase ; 6PFK2/FBPase?2
: 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase ; Glucose-6-P : Glucose-6-phosphate ; Fructose-
6-P : Fructose-6-phosphate ; Fructose-2,6-P, : Fructose-2,6-biphosphate ; Fructose-1,6-P, : Fructose-1,6-
biphosphate ; DHAP : Dihydroxyacétone phosphate ; Glyceraldehyde-3-P : Glyceraldehyde-3-phosphate ;
Acetyl-CoA : Acetyl-coenzyme A ; TCA : Acide tricarboxylique.

Tirée de Xin Guo et al. 2012 (6)



La respiration mitochondriale

En conditions aérobies, la respiration mitochondriale permet un rendement énergétique
beaucoup plus important que la glycolyse. Elle se compose de deux parties se déroulant
dans la mitochondrie, le cycle de I'acide citrique (également connu sous le nom de cycle
de Krebs) et la phosphorylation oxydative. Le pyruvate résultant de la glycolyse du
glucose se transforme en acétyl-CoA durant son passage a travers la membrane externe
de la mitochondrie. L'acétyl-CoA s’associe avec 'oxaloacétate pour générer du citrate. Le
cycle peut ensuite commencer en enchainant plusieurs réactions enzymatiques qui va
geénérer 8 molécules différentes, la production de coenzymes d’oxydoréduction et du CO,
(Figure 2). Les réactions enzymatiques se terminent par la régénération du citrate pour
maintenir la continuité du cycle. Chaque cycle produit 3 molécules de NADH, 1 molécule
de FADH; et 1 molécule de GTP ou équivalent a 1 molécule d’ATP. Les NADH
cytosoliques et mitochondriaux et les FADH;, seront oxydés par la chaine respiratoire
durant la phosphorylation oxydative afin de produire de 'ATP. Comme la glycolyse permet
la génération de deux molécules de pyruvate par molécule de glucose, le bilan d’'un point
de vue énergétique pour le cycle de Krebs est donc de 6 molécules de NADH, 2 molécules
de FADH, et 2 molécules de GTP (7,8).
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Figure 2 : Le cycle de Krebs

Nous pouvons voir ici le cycle de Krebs composé de ses 8 enzymes avec comme substrat initial le pyruvate,

qui est le produit de la dégradation du glucose via la voie de la glycolyse.

Tirée de Munnich 2008 (9)



La membrane externe de la mitochondrie est imperméable aux molécules de NADH. Deux
types de navette permettent de transporter le NADH a l'intérieur de la mitochondrie : la
navette malate-aspartate et la navette du glycérol 3-phosphate. La navette malate-
aspartate permet le passage indirectement des molécules de NADH dans la mitochondrie.
Grace a cette navette, les molécules de NADH conservent tout leur potentiel énergétique
tandis qu’avec la seconde navette, celle du glycérol-3-phosphate, les molécules de NADH
sont plus rapidement transférées dans la mitochondrie, mais perdent partiellement leur
potentiel énergétique. Au final, si la navette utilisée est celle de la malate-aspartate, les
deux molécules de NADH permettront la production de 3 molécules d’ATP par molécule
de NADH; or si la navette utilisée est celle du glycérol-3-phosphate, il n'y aura que 2
molécules d’ATP produites par molécule de NADH (10).

Dans la membrane interne de la mitochondrie se trouve différents complexes protéiques
impliqués dans la chaine d’électrons : le complexe | : NADH-coenzyme Q oxydoréductase,
le complexe Il : succinate-coenzyme Q oxydoréductase, le complexe Ill : coenzyme Q
cytochrome ¢ oxydoréductase et le complexe IV : cytochrome c oxydase (11) (Figure 3).

Par ailleurs, il existe deux transporteurs mobiles, le coenzyme Q (ubiquinone) et le
cytochrome c. Les coenzymes d’oxydoréductions NADH et FADH, présents dans la
matrice véhiculent des ions hydrogenes et des électrons a la chaine de transfert des
électrons. Ainsi la molécule de NADH transfére ces électrons au complexe | qui les
transfere a son tour a l'ubiquinone. Les protons sont, quant a eux, pompés a travers le
complexe vers l'espace intermembranaire. L'ubiquinone transfere les électrons au
complexe lll. Ensuite le complexe Il les transfére au cytochrome ¢ entrainant le passage
de protons également a travers le complexe Il vers I'espace intermembranaire. Toujours
dans la méme logique, les électrons sont transférés du cytochrome ¢ au complexe IV qui
permet de pomper des protons de la matrice vers I'espace intermembranaire. Le FADH,
transfere ses électrons non pas au complexe |, mais au complexe Il et la chaine d’électron
reste la méme que la molécule du NADH. L’'oxygéne, apporté en respirant, permet de
récupérer les électrons du complexe IV et s’unit avec des protons pour générer des



molécules d’eau (H20). Au final les protons accumulés dans I'espace intermembranaire
vont traverser un canal, 'ATP synthase ; qui va permettre d’assembler un phosphate
inorganique avec une molécule d’ADP afin de produire une molécule d’ATP. Une
molécule de NADH permet la génération d’environ 3 molécules d’ATP alors que le FADH,
permet la génération d’environ 2 molécules d’ATP. Donc, en bilan général, le glucose est
complétement oxydé en CO, et en H,O en générant de 36 a 38 molécules d’'ATP en

conditions aérobies (12).
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Figure 3 : La phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative est une voie métabolique que les cellules utilisent pour oxyder les nutriments,
libérant ainsi de I'énergie sous forme d'ATP. La voie respiratoire comprend les complexes | — IV de la chaine
respiratoire et le complexe V, une ATP synthase. Le complexe | oxyde le NADH en réduisant le coenzyme
Q10 de sa forme ubiquinone (CoQ; Q) en ubiquinol (QH2), générant un gradient électrochimique a travers
la membrane mitochondriale interne. Le complexe Il oxyde le succinate en réduisant CoQ de sa forme
ubiquinone (CoQ; Q) en ubiquinol (QH2). Le complexe Il (ubiquinol-cytochrome c oxydoréductase) catalyse
la réduction du cytochrome c¢ par oxydation de I'ubiquinol avec génération d'un gradient électrochimique.
Le complexe IV (cytochrome ¢ oxydase) est responsable de la réaction enzymatique terminale de la chaine
respiratoire qui transfere des électrons (e—) a 'oxygéne moléculaire et génére un gradient électrochimique.
Le complexe V convertit I'énergie du gradient du proton électrochimique (H +) transmembranaire en énergie
mécanique, qui catalyse I'énergie de la liaison chimique entre 'ADP et le phosphate (P) pour former de
lATP.

Tirée de Gorman et al. 2016 (13)



Le métabolisme des cellules immunitaires

Le métabolisme énergétique permet d'assurer les fonctions propres au systéme
immunitaire. En effet les cellules immunitaires ont besoin d’énergie pour exercer toutes
leurs fonctions afin de survivre, mais elles en ont également besoin pour développer des
réponses immunes. Si le métabolisme ne parvient pas a fournir I'énergie nécessaire aux
cellules, leurs fonctions sont impactées et les cellules peuvent se diriger vers le processus
d’apoptose. Au contraire, un métabolisme excessif peut empécher l'apoptose et
provoquer de I'hyperactivité, pouvant contribuer a de l'auto-immunité et aux maladies
inflammatoires (14). Historiquement, les chercheurs croyaient que la reprogrammation
métabolique était due aux niveaux d’'oxygene et I'apport des nutriments. Dorénavant, il a
eté démontré que des stimuli immunologiques comme les cytokines peuvent induire une
reprogrammation métabolique qui va permettre aux cellules d’exercer leurs fonctions

spécifiques (15,16).

Les neutrophiles ont une courte durée de vie et exercent leurs fonctions dans les tissus,
c’est-a-dire un environnement hypoxique. lIs possédent peu de mitochondries et utilisent
donc majoritairement la glycolyse pour produire de I'ATP. La voie des pentoses-
phosphates sert a générer le NADPH pour la fonction antimicrobienne. Le peu d’'oxygene
présent est consomme pour la flambée oxydative. Les monocytes, quant a eux, circulent
dans le sang, un environnement riche en oxygene, et utilisent préférentiellement la
phosphorylation oxydative pour générer de I'énergie. Par contre, lors d'une réaction
inflammatoire, leur passage dans les tissus entraine un changement métabolique qui
consiste en la diminution d'utilisation de la voie de la phosphorylation oxydative et a
'augmentation de la glycolyse pour ainsi générer des molécules antimicrobiennes (17).
En plus des niveaux d'oxygene, la reconnaissance de motifs bactériens peut activer la
voie de AKT-mTOR-HIF-1 qui va permettre une forte augmentation de la glycolyse.
L’activation de cette voie permet [I'entrainement des cellules et la génération d’'une

réponse plus performante lors d’'une stimulation pro-inflammatoire (18).

De plus, I'utilisation de la glycolyse permet 'accumulation d’'intermédiaires du cycle de
'acide citrique comme le succinate qui va réguler le facteur de transcription HIF-1
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responsable de la production accrue de molécules pro-inflammatoires. L'utilisation de la
glycolyse comme principale voie d’énergie permet aux cellules, comme les macrophages
de type M1, d'avoir un profil inflammatoire et de pouvoir se défendre contre les
pathogénes. Au contraire, les cellules impliqués dans la résolution de l'inflammation,
comme les macrophages de type M2, utilisent préférentiellement la phosphorylation
oxydative pour des effets de plus longues durées (19).

Comme la plupart des cellules immunitaires, les lymphocytes n’échappent pas a cette
régle. L’ATP provient de la mitochondrie dans les cellules au repos, mais une fois activés,
'ATP provient de la glycolyse afin de libérer les acides gras et les acides aminés
nécessaires a la synthése membranaire et protéique des cellules clonales. Les
lymphocytes effecteurs (T CD8", T CD4", Th1, Th2 ou encore Th17) utilisent la glycolyse
comme principale voie d’énergie contrairement aux lymphocytes régulateurs et mémoires

qui utilisent la phosphorylation oxydative (20).

Nous utilisons dans notre laboratoire un instrument de pointe, le XF96 Extracellular Flux
Analyzer (Agilent/Seahorse Biosciences), qui permet de mesurer en temps réel la
consommation d’oxygéne reliée a la respiration mitochondriale et la libération de protons

reliée a la glycolyse (acidification du milieu).
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Les bisphénols

Généralités
Le bisphénol A (BPA) a été synthétisé pour la premiéere fois en 1891 par un chimiste russe,
Alexandre Dianine (21). Ce composé est obtenu chimiquement par la combinaison de

phénols et d’acétones (Figure 4). Le BPA appartient a une grande famille. En effet nous
connaissons déja actuellement le bisphénol S, F ou G.

CH3

/7 N\ L/
HO (l: \ / OH
CHs3

Figure 4 : Structure de la molécule de BPA

Le BPA est sélectionné dans les années 1930 quand de nombreux scientifiques sont a la
recherche d’'cestrogénes synthétiques pour éviter des accouchements précoces ou des
avortements spontanés. Le BPA possede de nombreux avantages, mais la découverte
du diéthylstillbestrol le fait oublier, de par ses caractéristiques physico-chimiques plus
intéressantes, notamment la stabilité de la molécule. Néanmoins, de nombreux effets
secondaires sont a déclarer comme des problémes de stérilité chez les enfants nés de
méres traitées au diéthylstillbestrol. La molécule sera interdite dans les années 1970 (22).

Les bisphénols sont des perturbateurs oestrogéno-endocriniens de par leur action a faible
dose sur les récepteurs des cestrogenes. lls peuvent mimer les ligands naturels des
récepteurs oestrogéniques entrainant leur blocage ou une activation dérégulée (23).
Depuis les années 1950, le BPA est utilisé par les industries plastiques en combinaison

avec le phosgéne pour produire du polycarbonate. Le polycarbonate est utilisé dans une
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large variété de produits (biberons, emballages plastiques, contenants alimentaires,
équipements médicaux, tickets de caisse, lentilles de contact) (Figure 5). Il fait polémique
depuis plusieurs années pour ces effets indésirables autant sur les problemes de diabéte,
obésité et cancer que sur le systeme immunitaire (24,25). Le débat est encours non
résolu, de par le fait que les industries plastiques utilisent des substituts au BPA qui sont

de la méme famille et dont la toxicité n’a jamais été étudiée.

Les bisphénols peuvent se retrouver dans I'eau et moindrement dans l'air, mais la
principale voie de contamination est I'ingestion (26). En effet, sous I'effet de la chaleur,
les bisphénols peuvent se retrouver dans le contenu d’'un contenant alimentaire (27). Il a
été prouvé que le simple contact peau-bisphénol est suffisant pour I'incorporer dans notre
corps. Une étude a été réalisée sur des caissieres de différents lieux de travail comme
des restaurants ou des librairies et il s’avére qu’elles possédaient des taux élevés de BPA
dans leur sang (28).

Des études ont permis de quantifier la présence du BPA dans l'urine des Canadiens et il
s’avere que 91% de la population posséde un taux de BPA quantifiable dans I'urine (29).
Dans la circulation sanguine, les concentrations sont tres variables, mais les scientifiques
estiment que la concentration sérique du BPA se situe entre 0.2-20 ng/mL soit environ
entre 10° M et 107 M (30).

Chez les adultes, les bisphénols sont métabolisés dans le foie et éliminés par I'urine. Les
bisphénols possedent une demi-vie relativement courte dans le sang de I'ordre de 6-24h
et ils se retrouvent majoritairement sous leur forme conjuguée (31). Les enfants et les
bébés n'ont pas encore un systéme d'excrétion et de métabolisation parfaitement
fonctionnel, expliquant pourquoi les bébés et les jeunes enfants sont les principales
victimes du bisphénol. Un article montre que les enfants ont un taux plus élevé de BPA
dans le sang que les adultes (32).
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Figure 5 : Les secteurs d'utilisation du BPA

Le BPA est présent dans beaucoup de secteurs comme le secteur de la construction, les équipements
médicaux, les contenants alimentaires ou encore les biberons. Les réglementations actuelles commencent
a bannir le BPA des biberons et des contenants alimentaires, mais il restera bien présent dans la majorité

des autres secteurs d’utilisation.

Tirée du site web https://www.sciencesetavenir.fr/sante/bisphenol-a-le-detecter-au-quotidien_19315.
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Mécanisme d’action

Le mécanisme d’action des bisphénols est encore mal compris. La structure de la
molécule du BPA lui permet de se lier a deux sous-types de récepteurs oestrogéniques
membranaires, les récepteurs ERa et ERP (Figure 6). Les récepteurs oestrogéniques
agissent en tant que facteurs de transcription aprés avoir été activés et sont impliqués
dans la différenciation cellulaire, la physiologie reproductive (33) et dans lI'immunité,
notamment dans la stimulation de la production d’anticorps (34). Son affinité pour ces
récepteurs est environ 10 000 fois plus faible que le ligand naturel, le 173-estradiol (E2)
(35). Malgre sa faible affinité, il semblerait qu'’il puisse étre aussi efficace que I'E2 dans
certaines réponses, telles que la perméabilité vasculaire utérine, la différenciation et la
croissance des glandes mammaires ou encore la plasticité synaptique de I'’hippocampe
(36).

Mais dans la majorité des cas, une si faible affinité laisse a penser que le BPA se fixe
ailleurs. En effet, les cestrogénes peuvent induire une réponse rapide extranucléaire
basée sur la localisation de quelques récepteurs sur la membrane plasmique. De faibles
quantités de ERa et ER[3 peuvent, aprés activation, former des cascades de signalisation
particulierement complexes (37). Ces cascades de signalisation peuvent mener a divers
changements moléculaires comme la phosphorylation des protéines, la sécrétion d’oxyde
nitrique ou encore l'activation des canaux potassiques et calciques. Le calcium est
impliqué dans de nombreux processus comme la motilité cellulaire, les signalisations intra
et extracellulaires et son déréglement peut entrainer des malformations du systéme
reproductif ou encore I'apparition de cancer (38). Le BPA, étant capable de mimer I'action
de I'E2, peut se fixer sur le récepteur membranaire ERa et entrainer rapidement
I'activation de voies de signalisation cytoplasmiques (39).
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Figure 6 : Les récepteurs oestrogéniques du BPA

Le BPA peut interagir avec les récepteurs oestrogéniques nucléaires, cytoplasmiques et membranaires. Il
interagit également avec les récepteurs membranaires GPR30. En utilisant tous ces récepteurs, le BPA est

capable d’activer des voies de signalisation aussi bien génomiques que non génomiques.

Tirée de Wang et al. 2017 (40).
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Comme mentionné auparavant, les bébés sont une population a risque concernant leur
exposition prolongée aux bisphénols. Le BPA peut également se fixer aux ERRy
(estrogen-related receptor gamma) avec une trés forte affinité. Or, ces récepteurs sont
trés exprimés dans le placenta, ce qui peut entrainer 'accumulation du BPA dans le
placenta et augmenter ces effets sur le développement du feetus (41).

Comme expliqué auparavant, le BPA est capable de générer des réponses a de tres
faibles doses et au vu de son affinité faible pour les récepteurs oestrogéniques, les
scientifiques tentent d’identifier d’autres récepteurs capables de lier la molécule de BPA.
Récemment, un nouveau récepteur des cestrogénes a fait son apparition : il s’agit de
GPR30 (G-protein-coupled receptor 30). C’est un récepteur couplé aux protéines G a 7
domaines transmembranaires non relié aux récepteurs oestrogéniques nucléaires. Le
GPR30 peut engendrer une réponse rapide non génomique (42,43). Le BPS peut se fixer
sur ce récepteur et induire une activation rapide de la voie MAP kinase ERK1/2 et du
facteur de transcription AP-1 (43). Il a été prouvé que le BPA confére de la
chimiorésistance dans le cancer du sein et induit une prolifération des cellules
cancéreuses du sein via sa fixation avec GPR30 (44). Le BPA possede une affinité 8 a
50 fois plus grande pour GPR30 que les récepteurs oestrogéniques nucléaires. Les
scientifiques émettent I'hypothése que les effets BPA-dépendants peuvent étre expliqués
par cette liaison (45).

Le BPA peut également se fixer et jouer son rdle d’antagoniste sur les récepteurs des
androgénes (Androgen Receptor (AR)) et prendre la place des ligands naturels, soit la
testostérone et la dihydrotestostérone (DHT). Une étude chinoise comportant 560
hommes révéle que les hommes ayant un taux détectable de BPA dans leur urine sont
associés avec une plus grande concentration d’hormone lutéinisante (LH) et d’hormone
folliculo-stimulante (FSH), mais une plus faible concentration de testostérone comparée
aux hommes avec un taux indétectable de BPA dans l'urine (46). Sa fixation avec les AR
empécherait sa translocation au noyau et inhiberait toute la voie de signalisation qui en
découle (47).
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En continuant sur ces effets d’antagoniste, nous savons désormais que le BPA peut se
fixer sur les récepteurs de ’'hormone thyroidienne (Thyroid hormone Receptor (TR)). Le
BPA inhibe I'activité transcriptionnelle médiée par les TR en étant I'antagoniste des
ligands naturels (48). Les effets de cette liaison sur les TR ne sont pas encore bien

compris.

Réglementation

Le BPA est utilisé dans les industries plastiques depuis les années 1950. Elles en
produisent environ 4 millions de tonnes par année (49). Il faut attendre presque un demi-
siecle pour qu’une étude du Dr Frederick Vom Saal de l'université du Missouri en 1997
révéle des effets nocifs sur le systéme reproducteur pour de tres faibles doses de BPA
(50), En effet, depuis les années 1980, nous savons déja que le BPA posséde des effets
sur le systeme endocrinien et sur le systéme reproductif, mais personne ne se doutait que
de tres faibles doses pouvaient avoir elles aussi un effet. Néanmoins, ces études sont
trés controversées, notamment par le fait que le BPA agit sur le corps humain a faibles
doses comparées aux doses supérieures ou I'effet se perd (51). Nous savons désormais
que le BPA posséde une courbe dose-réponse en U inversé ; il posséde une courbe non-
monotone typique a de semblables perturbateurs endocriniens (52) (Figure 7).
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Figure 7 : Courbe monotone versus non monotone

Voici 'exemple de deux courbes monotones a gauche ou plus nous augmentons la dose et plus nous
observons une réponse. A droite se trouve I'exemple de deux courbes non monotones ol le maximum de

la réponse ne correspond pas forcément au maximum de la dose.

Tirée du site web https://sciencetonnante.files.wordpress.com/2013/06/courbes-dose-recc81ponse-non-
monotones.png?w=676.
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Face aux résultats d’études démontrant les effets des bisphénols a treés faibles doses,
'agence de l'autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) fixe en 2006 une
concentration ou il n'y a aucun effet nocif observé (NOAEL pour No Observed Adverse
Effect Level) de 5 mg/kg/jour. De cette concentration découle la dose journaliere tolérable
qui est simplement la NOAEL/100 soit 50 pug/kg/jour (53). Donc, 'EFSA estime que durant
une vie entiére, si le corps est en contact avec au maximum 50 pg/kg/jour de BPA, il n'y

a aucun risque encouru.

Face a la montée croissante de preuves et de recherche sur les effets potentiels du BPA,
linstitut national des sciences de I'environnement et de la santé des Etats-Unis
d’Amérique (NIEHS) supporte un congres comportant une quarantaine de chercheurs
internationaux. Ce congrés s’est déroulé a Chapel Hill dans I'état de New York, Etats-Unis
d’Amérique, du 28 au 30 novembre 2006. Les chercheurs participent a ce congrés pour
débattre sur les potentiels roles du BPA sur la santé humaine. Il en résulte que le BPA est
biologiquement actif dans 95% de la population et qu’il posséde beaucoup trop d’effets
indésirables, que ce soit sur le comportement et le développement des bébés et des
jeunes enfants, que I'exposition chronique subite par les adultes (54). En effet, comme
rappelé dans le rapport, beaucoup d’études évoquant I'innocuité du BPA ont été réalisées
avec de grandes doses de BPA et sur des expositions immédiates. Or, dorénavant, nous
savons que le BPA agit a faible dose sur une exposition prolongée, voire chronique.

En 2008, 'agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) fixe sa
dose journaliere autorisée (DJA) au méme niveau que I'EFSA soit 50 ug/kg/jour (55).
Durant les années qui suivent, les grandes agences de témoin des aliments ont
commence a émettre des inquiétudes concernant I'effet du BPA sur la population des
nourrissons et des jeunes enfants (56).

En avril 2010, le Canada devient le premier pays au monde a interdire le BPA dans les
biberons (57). S’en suit un mouvement général, d’abord avec la France en janvier 2011,
puis toute I'Union Européenne deux mois plus tard (58) (Tableau I). Les premiéres lois
contre le BPA sont enfin apparues. En attendant, la FDA et 'TEFSA témoignent qu’apres
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l'interdiction du BPA dans les biberons, il n’y a plus de risque a I'heure actuelle et pour
n’importe quel groupe de population (59). Néanmoins, la France a interdit la présence de
BPA dans les contenants alimentaires destinés aux bébés depuis 2013 et, depuis 2015,
ce sont tous les contenants alimentaires qui doivent étre exempts de BPA (60). La DJT
de 'EFSA a aussi été réévaluée et diminuée de 50 ug/kg/jour a 4 pug/kg/jour (61). Comme
pour les Etats-Unis, ou chaque état posséde ou non une réglementation sur le BPA, il
existe une inégalité réglementaire dans le reste du monde. En effet, le Japon ou

I'Australie, par exemple, n’ont aucune loi a I'heure actuelle concernant le BPA (62).
Aux derniéres nouvelles, 'agence européenne des produits chimiques (ECHA) a reconnu

le BPA comme perturbateur endocrinien en tant que tel. Les substituts du BPA, quant a

eux, n’ont aucune loi les impliquant.
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Tableau I. La réglementation mondiale du BPA

Les premiéres lois concernant le BPA ont été créés dans le début des années 2000. S’en suit désormais,

Pays Applic;tion Limi.te‘ Introduction
Plastique en contact avec les Limite de migration fixée a
, , . 2004
denrées alimentaires 0.6 mag/kg
Uni Biberons en polycarbonate* Interdit 2011
nion — —
Limite de migration fixée a
Européenne | Jouets 2015
0.1 mg/l
— 5
Papiers thermiques Interd!t (limite fixée a 0.02% 2020
du poids)
Autriche Tétines et jouets de dentition Interdit 2012
. Contenants alimentaires dédiés ,
Belgique aux enfants de moins de 3 ans Interdit 2013
Danemask Contenants allmen_talres dédiés Interdit 2010
aux enfants de moins de 3 ans
France Tous les contenants alimentaires | Interdit 2015
Sudde Contenants allmen_talres dédiés Interdit 2013
aux enfants de moins de 3 ans
Plastique en contact avec la Limite de migration fixée a
. 2006
Nourriture 0.6 mg/kg
. Limite de migration fixée a
Suisse Jouets 0.1 mgll 2015
Biberons en polycarbonate* Interdit Mai 2017**
Papiers thermiques Interdiction en discussion
Is\rjréque du Biberons en polycarbonate Interdit 2011
Australie Pas d'interdiction réglementaire
Chine Biberons en polycarbonate Interdit 2011
Canada Biberons en polycarbonate Interdit 2010
Japon Pas d'interdiction, mais mesures volontaires des fabricants
Malaisie Biberons en polycarbonate Interdit 2012
Biberons en polycarbonate Interdit 2012
USA Contenants alimentaires dédiés Interdit ou non selon les
. 2010-2013
aux enfants de moins de 3 ans Etats

* Dans le cadre de la légisiation des matiéres plastiques en contact avec les denrées alimentaires
** Avec une période transitoire d'1 an

une interdiction plus généralisée notamment dans les biberons et aussi dans les contenants alimentaires.

Ces interdictions se mettent en place dans le monde au fil des années.

Tiré de Bisphénol A, Office fédéral de la santé publique OFSP, Confédération suisse.
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Substituts et métabolites

Devant l'interdiction du BPA dans la majorité des pays, les industries plastiques ont di
chercher des substituts analogues. En effet, il a fallu trouver des substituts qui conférent
solidité et résistance au plastique au méme titre que le BPA. Tous les substituts
actuellement utilisés sont également des bisphénols (BPS, BPF, BPB ou encore BPE)
(63) (Figure 8). Comme pour le BPA, ces analogues sont retrouvés dans les produits de
polymérisation du plastique en quantités différentes. De plus, ils sont tous capables
d’entrer en contact avec le corps humain a travers la peau (papiers thermiques des tickets
de caisses) et la contamination alimentaire (contenants ou biberons) (64,65). La plupart
des produits sans BPA ne vont pas étre sans bisphénols ; ils vont avoir un ou plusieurs
de ces substituts. Leurs structures moléculaires tres similaires (noyaux phénols)
suggerent que leurs effets secondaires sont les mémes que le BPA (66). Le BPS reste le
substitut majoritairement utilisé dans les industries plastiques, de par sa contribution a
une meilleure résistance a la chaleur et aux rayons du soleil (67). Méme si des études
récentes mettent en avant sa dangerosite, il est déja présent dans presque tous les
produits de remplacements du BPA comme le polyethersulfone (PES) qui tapisse
dorénavant les biberons, mais aussi les contenants alimentaires (68). Les industries en
produisent de plus en plus chaque année et une étude le détecte dans 85% de l'urine des
americains (69). Comparé avec les autres substituts, le BPS posséde [lactivité
oestrogénique et anti-androgénique la plus faible, mais cela n'’empéche pas que celui-ci
et les autres analogues possédent un profil toxicologique similaire au BPA et sont
impliqués dans des effets sur le métabolisme, le stress oxydatif ou encore le cancer (70).

Malgré le manque d’études sur les substituts, la métabolisation du BPA et du BPS dans
notre corps a été récemment mieux caractérisé. Le BPA et le BPS vont étre métabolisés
principalement dans le foie. lls peuvent subir une glucuronidation ou une sulfatation (71).
Majoritairement, la voie la plus utilisée est la glucuronidation qui va permettre de
métaboliser les bisphénols en bisphénols glucuronidés gréce aux enzymes UDP-
glucuronosyltransférases (72,73).
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Figure 8 : L'estradiol avec la famille des bisphénols

L’estradiol, le ligand naturel des récepteurs oestrogéniques nucléaires, est représenté en premier, au-
dessus de cette figure. En dessous de celui-ci se trouve le perturbateur oestrogénique BPA avec ses

différents analogues.
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Effets sur la santé humaine

Les bisphénols, de par leur affinité pour les récepteurs des cestrogénes, sont impliqués
dans des perturbations hormonales qui vont affecter la puberté, la fertilité masculine et
féminine, les tumeurs hormono-dépendantes comme le cancer du sein ou de la prostate,

mais aussi I'immunité (74) (Figure 9).

De nombreuses études ont démontré le role des bisphénols dans les troubles de la
fertilité. /n vitro, une exposition aux bisphénols affecte la mobilité des spermatozoides et
leur nombre dans le sperme constituant ainsi les principales causes de linfertilité
masculine (75). Les bisphénols peuvent également se fixer sur les récepteurs des
androgénes en ayant un effet antagoniste. En effet, il a été montré qu'une exposition a
ces perturbateurs endocriniens peut provoquer une féminisation des foetus males, une
atrophie des testicules et des glandes épididymes et une augmentation de la taille de la
prostate (76). Chez la femme, ils seraient impliqués dans des anomalies morphologiques
et fonctionnelles de I'appareil reproducteur comme l'utérus ou ils diminueraient la qualité

des parois utérines entrainant une diminution des sites d'implantations de 'embryon (77).

Le BPA utilisé dans des études sur des rongeurs et des primates affecte la morphologie
de la glande mammaire de la progéniture exposée in utero. En provoquant une
augmentation du tissu épithélial dans la glande mammaire, le BPA favorise I'apparition
de lésion cancéreuses sans l'action d’autres carcinogénes comme les tératogenes (78).
Une étude effectuée sur 'homme met en association I'exposition au BPA et le
développement du cancer de la prostate. En effet, dans cette étude, les patients atteints
du cancer de la prostate ont un niveau de BPA urinaire quatre fois supérieur au groupe
témoin. Le BPA induirait une augmentation du nombre de centrosomes et cette
augmentation entraine une instabilité génétique directement impliquée dans le cycle

cellulaire et le développement de cellules malignes (79).

Une exposition au BPA impacterait également autant 'immunité innée que I'immunité
acquise. En effet, il diminuerait la capacit¢é de phagocytose des macrophages et
augmenterait la production de cytokines pro-inflammatoire, tels que le TNF et I'lL-6
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(80,81). Il diminue le nombre de cellules T régulatrices, ce qui entraine une altération des
réponses Th1/Th2 (82).
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POPEYE THE SAILOR:
A LIFETIME OF BPA-LINED SPINACH CANS

I WAS WHAT T WAS
BUT NO LONGER, BECAUSE

OF A BISPHENOL-A LINED CAN.

NEGATIVE EFFECTS ON
MEMORY, LEARNING
AND MOOD

BPA LINING

ADVERSE EFFECTS ON
THYROID FLUNCTION

FOREARM
SHRINKAGE

e/

INCREASED RISK
FOR BREAST CANCER

KIDNEY PROBLEMS
(NOT FROM BPA BUT FROM
E. COLI CONTAMINATED
SPINACH. POPEYE CANNOT

CATCH A BREAK!) =

KNOBBY ELBOWS
AND KNEES

DIABETES /
SEXUAL DYSFUNCTION

PROSTATE
PROBLEMS

GRADE A-F MEAT FROM

OVER 100 COWS
(OH WAIT, DISREGARD THAT ONE.
THAT'S FROM AN OLD GROUND
BEEF CARTOON. WORTH
REVISITING THOUGH.
LINK BELOW.)

"POPEYE--A LIFETIME OF BPA EXPOSURE" (C) JOE MOHR JOEMOHRTOONS.COM

Figure 9 : Les effets systémiques du BPA

Il s’agit d’'un dessin qui représente Popeye et les effets que lui procure une vie entiere de consommation

d’épinard contaminé par le BPA. L’ingestion prolongée de BPA est responsable de nombreux symptémes

et est un facteur aggravant de nombreuses maladies.

Tirée du site web https://joemohrtoons.com/2010/11/23/canned-spinach-killing-popeye-cartoon/.
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Les neutrophiles

Généralités

Les neutrophiles humains sont des leucocytes polymorphonucléaires et sont les
leucocytes les plus abondants du sang. lls sont les premiers sur les lieux d’'une infection
et constituent notre premiére ligne de défense contre les microbes (83). Les neutrophiles
dérivent de la cellule souche hématopoiétique qui donne aussi naissance aux
erythrocytes, aux plaquettes et aux autres leucocytes. lls sont formés dans la moelle
osseuse et subissent différents stades. Au bout de 10 a 14 jours, ils deviennent matures
et ils ont une durée de vie relativement courte (Figure 10). En effet, la demi-vie du
neutrophile dans le sang est de 6 a 8 heures, mais ils peuvent persister plusieurs jours
dans les tissus au cours d’infections (84). Au cours de leur cycle de maturation, ils vont
acquérir divers granules. Les granules contiennent des protéases, des défensines,

d’autres substances antimicrobiennes et diverses protéines comme la collagénase (85).

Du fait de leur faible contenance en mitochondries, les neutrophiles produisent I'essentiel
de leur énergie sous forme d’ATP via la glycolyse afin d’assurer leurs fonctions (86). Les
neutrophiles réalisent leurs fonctions dans les tissus infectés en franchissant la barriére
endothéliale. lls combattent donc les microbes dans un milieu anaérobie qui convient a

leur orientation métabolique.

Les neutrophiles expriment une large variété de récepteurs a leur surface qui vont servir
a la reconnaissance des pathogénes, mais également a leur migration dans les tissus
infectés (87). Brievement, ceci inclut des récepteurs couplés aux protéines G, qui vont se
lier aux chimioattractants comme la N-formylméthionine-leucyl-phénylalanine (fMLP), ou
encore des sélectines et des intégrines qui vont aider au phénoméne de diapédése. Cinq
grandes familles de récepteurs de motifs moléculaires (PRR) participent a la
reconnaissance des motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMP) (88) (Figure
11).
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Figure 10 : Les précurseurs du neutrophile
Dans la moelle osseuse, le myéloblaste passe par différents stades au cours desquels il va y avoir la
formation des granules et le modelage du noyau multilobé. La formation du neutrophile (au-dessus) est
séparée en deux phases : une phase mitotique et l'autre phase post-mitotique ou de maturation. Le
pourcentage de neutrophiles a chaque stade de développement (en-dessous) dans la moelle osseuse va
de 2.5% au stade du myéloblaste a environ 25% au stade du neutrophile mature.

Tirée de http://what-when-how.com/acp-medicine/nonmalignant-disorders-of-leukocytes-part-1/.
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G-protein-coupled receptors Fe-receptors Adhesion receptors Cytokine receptors Innate immune receptors

Formyl-peptide receptors Fey-receptors Selectins and selectin ligands Type I cytokine receptors  Toll-like receptors
« FPR1 (FPR) * FeyRI * L-selectin «IL-4R «TLRI
« FPR2 (FPRLI) * FcyRIIA (human) « PSGL-1 «IL-6R *«TLR2
« FPR3 (FPRL2) * FcyRIIB (inhibitory) Integrins «IL-12R « TLR4
Classical chemoattractant receptors * FcyRIII (mouse) * LFA-1 (arB2) «IL-15R *TLRS
« BLT1 (LTB4-rec.) * FcyRIIIB (human)  « Mac-1 (apPB2) * G-CSFR * TLR6
« BLT2 (LTB4-rec.) * FcyRIV (mouse) * VLA-4 (a4P1) * GM-CSFR « TLR7 (?)
« PAFR Fca-receptors Type II cytokine receptors * TLR8
«C5aR * FcaRI (human) * IFNAR (IFNa/B-rec.)  + TLR9
Chemokine receptors Fce-receptors « IFNGR C-type lectins
+ CXCR1 (human) * FceRI «IL-10R * Dectin-1
*« CXCR2 * FceRII IL-IR family * Mincle
*CCRI «IL-1RI * MDL-1
*«CCR2 « IL1RII (decoy) * Mcl
«IL-18R « CLEC-2
TNFR family NOD-like receptors
* TNFRI (p55) +«NOD2
* TNFR2 (p75) * NLRP3
* Fas RIG-like receptors
* LTBR *RIG-I
* RANK * MDAS
* TRAIL-R2
* TRAIL-R3

Figure 11 : Les différentes classes de récepteurs du neutrophile

Il existe cing grandes familles de récepteurs exprimés sur le neutrophile. Nous retrouvons la famille des
récepteurs couplés aux protéines G comme les récepteurs de chimiokines par exemple, la famille des
récepteurs Fc, les récepteurs d’adhésion, les récepteurs des cytokines et les récepteurs de I'immunité

innée.

Tirée de Futosi et al. 2013 (88)
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La liaison des PAMP aux PRR méne a l'activation cellulaire et a I'élimination des
pathogénes grace aux diverses fonctions du neutrophile comme la libération de dérivés
réactifs de 'oxygene (ROS), de cytokines pro-inflammatoires, la phagocytose ou encore
la NETose. La régulation des neutrophiles se doit d’étre relativement précise car un trop
faible nombre (neutropénie) entraine des infections sévéres et récurrentes tandis qu’un

trop grand nombre (neutrophilie) cause de I'auto-immunité et des |ésions tissulaires (89).

La réaction inflammatoire

Les premiéres cellules immunitaires a entrer en contact avec les bactéries qui réussissent
a franchir la barriére épithéliale sont les cellules phagocytaires. Nous pouvons distinguer
les macrophages, les granulocytes et les cellules dendritiques (Figure 12). Les
macrophages dérivent de la maturation des monocytes circulants dans le sang et sont
présents dans les tissus. Les granulocytes sont composés des eéosinophiles, des
basophiles et des neutrophiles. Ensemble, les macrophages et les granulocytes ont un
réle important dans l'immunité innée : ils vont reconnaitre, ingérer et détruire les

pathogenes (90).

Les cellules dendritiques sont présentes dans les tissus et dans la circulation a I'état
immature et sont responsables de la capture des antigénes. Les PRR peuvent reconnaitre
spécifiguement les PAMP des pathogénes. En exemple, le lipopolysaccharide (LPS)
bactérien se fixe sur le récepteur TLR4 (91). Ces PRR sont présents a la surface de toutes
les cellules immunitaires. lls peuvent étre extracellulaires, intracellulaires ou sécrétés
(92). Quand le pathogene franchit la barriere épithéliale, il peut donc activer les
mastocytes (liaison PAMP/PRR) qui vont libérer de grandes quantités d’histamine.
L’histamine fait partie des médiateurs inflammatoires dérivés des cellules et elle a pour
effet de favoriser la vasodilatation et 'augmentation de la perméabilité vasculaire (93).
Ces effets vont permettre I'entrée massive de globules blancs. Ce phénoméne s’appelle

la diapédese.
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Figure 12 : La réaction inflammatoire

1 : Barriere physique Iésée ; 2 : Détection des pathogénes ; 3 : Libération des médiateurs chimiques ; 4 :
Recrutement des cellules immunitaires et réaction inflammatoire ; 5 : Phagocytose des pathogénes. La
réaction inflammatoire est caractérisée par cinq points cardinaux que sont la rougeur, la douleur, la chaleur,
le gonflement et la perte de fonction. Ces points cardinaux apparaissent suite a I'action de médiateurs
chimiques et cellulaires. Si un microbe arrive a franchir nos barrieres physiques, il va étre détecté par les
récepteurs des cellules de 'immunité innée (cellules dendritiques, neutrophiles ou macrophages). Une fois
ces cellules activées, elles peuvent exercer leurs fonctions effectrices comme I'élimination du pathogéne et
aussi libérer des médiateurs chimiques (I'histamine par les mastocytes). Ces médiateurs chimiques vont

permettre de créer une inflammation et de I'entretenir en recrutant d’autres acteurs de I'immunité.

Tirée de http://svt.laurence.michel.pagesperso-orange.fr/page86.html.
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Les macrophages, également présents dans les tissus, sont activés par les liaisons
PAMP/PRR. Activés, les macrophages vont phagocyter les pathogénes grace a de
nombreux récepteurs (exemple : récepteur au mannose) et aussi grace a 'opsonisation
des pathogenes par des anticorps ou par des protéines du complément (94). lls vont aussi
activer des cascades de signalisation aboutissant a ['activation de facteurs de
transcription, NF-kB, AP-1 et IRF. NF-kB et AP-1 vont induire la transcription de cytokines
et chimiokines pro-inflammatoires comme le TNF, I'lL-1 ou encore le CXCL8/IL-8. L’'IRF
induit la transcription de l'interféron a et B (95). Ces chimiokines, en plus des cytokines
libérées par les cellules épithéliales, vont permettre le recrutement d’autres cellules
immunitaires au site infecté. Elles vont également entretenir I'inflammation locale et
systémique en induisant de la fievre par exemple (96). Dirigés par le gradient de
chimiokines, les neutrophiles migrent de la circulation sanguine vers les tissus infectés ou
ils vont s’activer grace aux liaisons PAMP/PRR. Les neutrophiles participent a
I'élimination des bactéries grace a la phagocytose (facilitée par I'opsonisation), la
production de ROS ou encore la NETose (libération d’ADN et d’enzymes qui vont piéger
et détruire les pathogénes) (97).

Les monocytes circulant dans le sang vont traverser la barriere endothéliale pour rejoindre
les tissus infectés et se différencier en macrophages qui, a leur tour, vont pouvoir
phagocyter et libérer des cytokines pro-inflammatoires. D’autres meédiateurs sont
importants dans l'inflammation : ce sont les métabolites de I'acide arachidonique produits
par les cellules endothéliales, les mastocytes et d’autres types de cellules immunitaires
(98). Nous trouvons les prostaglandines qui induisent de la fiévre et de la sensation de
douleur et les leucotriénes (libérés aussi par les basophiles) qui ont un rdle de
chimioattractant et qui augmentent également la perméabilité vasculaire (99). Il existe
aussi des médiateurs qui dérivent du plasma, les protéines du complément et les kinines

qui sont impliqués dans le témoin de la douleur et la vasodilatation (100).
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La migration

En conditions physiologiques, les neutrophiles circulent dans le sang et se fixent de
maniére plus ou moins importante a la surface de I'endothélium vasculaire. Sous I'effet
d’'un gradient de chimioattractants prenant sa source au lieu d’infection, les neutrophiles
vont étre activés et vont effectuer une transmigration endothéliale. lls vont migrer au site
d’infection pour combattre les pathogénes. Cette transmigration ou diapédese s’effectue
en 4 étapes : la capture, le roulement et I'adhésion faible et réversible, 'adhésion forte et
irréversible et finalement la traversée de I'endothélium vasculaire vers les tissus sous-

jacents infectés (Figure 13).

Les neutrophiles effectuent un contact avec I'endothélium gréce aux L-sélectines (CD62L)
présentes a la surface des neutrophiles et leurs ligands mucosialine (CD34) présents a la
surface de I'endothélium. Ce contact est faible et réversible, mais permet aux cellules de
ralentir leur vitesse (101).

Normalement, les cellules continuent leur chemin dans la circulation sanguine mais en
conditions inflammatoires, comme lors d’infections, de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires (exemple : TNF ou IL-1) sont produites dans le tissu infecté ainsi que des
chimioattractants (exemple : fMLP ou CXCLS8/IL-8). Ces interleukines activent
I'endothélium et ce dernier va exprimer des sélectines P/E. Les E-sélectines endothéliales
fixent les mucines-CAM des neutrophiles et les P-sélectines endothéliales fixent des
oligosaccharides des neutrophiles. Ces nouveaux contacts neutrophile-endothélium
permettent le roulement du neutrophile a une vitesse encore plus réduite que le simple
contact L-sélectine/CD34, mais les contacts sont toujours faibles, transitoires et
réversibles (102).

Les neutrophiles possedent a leur surface des récepteurs d’interleukines ou de

chimioattractants comme les récepteurs au fMLP ou les récepteurs a CXCL8/IL-8. Les
endothéliums activés produisent de grandes quantités de CXCL8/IL-8.
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Figure 13 : La transmigration du neutrophile
1 : Adhésion faible ; 2 : Adhésion forte ; 3 : Diapédése ; 4 : Phagocytose ; 5 : Libération des ROS et des
enzymes ; 6 : Apoptose ; 7 : Apoptose retardée. La migration du neutrophile est caractérisée par plusieurs
étapes. Le neutrophile va tout d’abord se lier avec une faible affinité a certaines molécules d’adhésion de
I'endothélium. En condition infectieuse, I'endothélium exprime des molécules comme le TNF, le fMLP ou
encore le CXCL8/IL8 qui vont rendre la liaison du neutrophile irréversible et de forte affinité. Le neutrophile
va ensuite réarranger sa conformation pour pouvoir traverser 'endothélium et aller exercer ses fonctions
effectrices. Si les pathogénes sont tous éliminés, le neutrophile va entrer en apoptose sinon, il va retarder

sa mort pour éliminer ceux qui restent.

Tirée de Wright et al. 2014 (103)
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La liaison de la chimiokine a son récepteur va permettre I'activation des neutrophiles, qui
vont alors pouvoir interagir avec de nouvelles protéines inactives jusque-la : les intégrines,
majoritairement de la famille ICAM. LFA-1 (CD11a/CD18), ligand des intégrines est
constitutivement présent a la surface de I'endothélium. Un nouveau contact peut
désormais s’effectuer, le contact ICAM-1/LFA-1 (104). Ce contact est irréversible et fort.
Les neutrophiles sont désormais bloqués dans leur circulation a I'endroit ou ils détectent

un gradient de chimioattractants (gradient de fMLP) par exemple.

Les neutrophiles vont désormais effectuer la diapédése entre les cellules endothéliales.
Pour commencer, il est nécessaire d’ouvrir les jonctions endothéliales qui sont étroites.
Les interactions neutrophile/endothélium via l'intégrine 2 et ICAM-1 déclenchent la
phosphorylation de la cadhérine VE ce qui aboutit a l'ouverture des jonctions
endothéliales. Les neutrophiles migrent ensuite grace a de fortes interactions entre JAM-
A/C et PECAM. Les interactions PECAM recrutent d’autres acteurs comme CD99 (MIC2)

qui permet de guider les neutrophiles durant leur migration (105).

35



La phagocytose

La phagocytose est une fonction importante du neutrophile car elle participe a I'élimination
des pathogenes. D’autres cellules sont capable de phagocytose comme les macrophages
ou les cellules dendritiques mais sur un site d’Infection, les neutrophiles, de par leur

nombre, seront des phagocytes importants (106).

Grace notamment aux récepteurs Fcy et aux CR3 (Complement Receptor 3) qui sont
présents sur la membrane des neutrophiles, il peut y avoir liaisons entre le pathogéne et
le neutrophile. Les pathogénes opsonisés par des anticorps IgG vont pouvoir se fixer aux
récepteurs Fcy tandis que ceux opsonisés par des molécules du complément vont se lier
aux CR3. Des PAMP peuvent également déclencher la phagocytose, soit directement ou
indirectement, en se fixant aux PRR (107). Cette liaison constitue la premiére étape de la
phagocytose. L’attachement du pathogéne aux neutrophiles induit un changement du
cytosquelette; I'actine présente sur le site d’ingestion se polymérise et cause un
changement de la structure membranaire pour former les pseudopodes (108). Les
pseudopodes vont commencer a entourer le pathogene jusqu’a son internalisation
compléte. A partir de cette étape, I'actine va se dépolymériser menant a la formation d’une

vacuole, le phagosome (109).

Le phagosome présent dans le cytosol va fusionner avec un lysosome qui contient de
nombreux ROS et des protéases. Toutes ces molécules vont dégrader le pathogéne en
plusieurs fragments qui vont pouvoir étre exocytés tandis que d’autres fragments vont
pouvoir se lier a des molécules d’histocomptabilité (CMH, complexe majeur
d’histocomptabilité) et interagir dans la réaction dite « de second contact ». Cette réaction
est caractérisée par une seconde rencontre avec le dit pathogéne et d’'une réaction
immunitaire plus rapide et plus efficace (108,110). Il est intéressant de noter que le
neutrophile lui-méme peut faciliter la phagocytose par le processus de NETose. Pour cela,
il peut éjecter son propre matériel génétique sur sa cible afin de I'engluer. Il éjecte une
substance longue et visqueuse, son ADN, des histones et des granules qui vont figer les

pathogénes et rendre ainsi leur élimination plus facile (111).

36



La production de molécules inflammatoires

Les neutrophiles peuvent sécréter des molécules chimiotactiques comme le CXCL8/IL-8
qui va attirer d’autres neutrophiles et ainsi garder un nombre suffisant pour combattre
I'infection. Les neutrophiles synthétisent diverses cytokines dépendamment de I'agoniste.
lls sécrétent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-1f, I'lL-6 ou encore
le TNF (112) (Figure 14).

Les neutrophiles sont également capables de produire des ROS lors de la phagocytose
ou sous l'effet d’agonistes solubles. En effet, une fois activés, les neutrophiles générent
majoritairement des ROS gréace a I'enzyme NADPH oxydase; ce phénoméne s’appelle
I'explosion oxydative (respiratory burst) (113). L'explosion oxydative se déclenche grace
a la liaison aux récepteurs des neutrophiles, de molécules inflammatoires (molécules du
complément), de PAMP (ex : fMLP, LPS) ou encore de chimiokines (CXCLS8/IL-8).
L’enzyme NADPH oxydase est constituée de deux protéines membranaires, la gp91phox
et la p22phox. La gp91phox et la p22phox se situent au coeur du complexe protéique. Les
cascades de signalisation vont permettre 'assemblage des sous-parties de I'enzyme
NADPH oxydase qui est donc quiescente en absence d’activation cellulaire. Ces sous-
parties sont des protéines cytosoliques p47phox, p67phox et p40phox et une GTPase,
RAC1 (114). L'enzyme devient active et fonctionnelle sur les membranes cellulaires et
va réduire les molécules d’O, en anions superoxydes (O2"). Les ROS dérivent de cette
molécule pour former de I'H,0O, ou encore de 'HCIO (115). Ces ROS peuvent s’accumuler
dans le cytosol ou encore dans les vacuoles de la cellule comme les lysosomes. Un
témoin de la quantité de ROS est indispensable durant une réponse immune.
Effectivement une trop grande production de ROS peut entrainer des Iésions tissulaires
et potentiellement des maladies auto-immunes comme le lupus érythémateux disséminé
(116). A linverse, des personnes peuvent étre atteintes de granulomatose septique
chronique, avoir une trop faible production de ROS et souffrir d'infections récurrentes.
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CC chemokines
CCL2, CCL3, CCL4, CCL17,
CCL18, CCL19, CCL20, CCL22

CXC chemokines
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colony-stimulating factors
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proinflammatory cytokines

IL-le, IL-1B, IL-6, IL-7,
IL-9 (?), IL-16 (?), IL-17 (),
IL-18, MIF

immunoregulatory cytokines

IFNa (?), IFN-B*, IFNy (2),
IL-12, IL-21, IL-23, IL-27,
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antinflammatory cytokines

IL-Ira, IL-4 (?), TGFBI,
TGFR2

TNF-superfamily members

TNFa, FasL, CD30L, TRAIL,
LIGHT, Lymphotoxinf*, APRIL,
BAFF, CD40L, RANKL

other cytokines

NGF*, BDNF*, NT4*, PBEF, Amphiregulin,
Midkine, Oncostatin M, Activin A, endothelin

Figure 14 : Les cytokines exprimées/produites par les neutrophiles
De nombreuses cytokines sont exprimées/produites par les neutrophiles, notamment lors d’une infection.
Cette large gamme de cytokines disponibles fait de lui un adversaire redoutable contre les microbes. (*)
Réfere uniquement aux études réalisées au niveau de I'’ARN messager. (?) Indique des données

controversées.

Tirée de Tecchio et al. 2014 (117)
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Cette pathologie est héréditaire récessive et présente sur le chromosome X.
Généralement les phagocytes de ces patients ne possédent pas de NADPH oxydase ou
ont une absence d’'un composé de I'enzyme. Il 'y a donc pas production suffisante de
ROS durant une infection et cela se traduit par des granulomes. Ce sont des agrégats de
cellules immunitaires et de pathogénes formant des boules en forme de grain ou des

plaques sur la peau (118).
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L’apoptose des neutrophiles

Chez le neutrophile, il existe deux principales voies qui ménent a I'apoptose et donc a
I'élimination de la cellule. Il existe la voie intrinséque et la voie extrinséque. La voie
intrinséque est associée avec la mitochondrie. Des agressions intracellulaires comme une
augmentation de la concentration de ROS, des dommages de '’ADN ou encore des
oncogénes constituent des signaux de mort (119). Ces signaux de mort menent a
I'activation des protéines de la famille Bcl-2. Cette famille comporte des protéines pro-
apoptotiques (Bax ou Bak) et des protéines anti-apoptotiques (Bcl-xL ou Mcl-1) (120). En
conditions normales, ces protéines se régulent entre elles et n’entrainent aucune
conséquence. Mais en présence de stress et des signaux de mort qui s’accumulent, ily a
une activation de la protéine p53 qui va activer elle-méme la protéine pro-apoptotique Bax
(121). La protéine Bax change de conformation et se fixe sur la membrane externe de la
mitochondrie. Le pouvoir inhibiteur des protéines anti-apoptotiques sur Bax est bloqué par
la protéine p53. En se fixant sur la mitochondrie, la protéine Bax crée des pores et permet
la libération du cytochrome-C (122). S’en suit une chaine d’activation qui commence par
'assemblage des cytochromes-C, des protéines Apaf-1 et des procaspases-9 formant
ainsi I'apoptosome (123). Le relargage du cytochrome-C entraine également une
augmentation de la production de ROS et une libération du Ca®* du réticulum
endoplasmique (124). L’apoptosome clive la procaspase-9 en caspase-9. La caspase-9
active ensuite la caspase-3, la caspase-6 et la caspase-7. Ces caspases activées
permettent I'activation des protéases et des nucléases, qui en complément avec les ROS,
va induire la mort cellulaire (125).

L’autre voie existante est la voie extrinséque. Suite a des signaux extracellulaires, des
ligands solubles ou membranaires peuvent se fixer sur des récepteurs membranaires
appartenant a la superfamille TNF comme les récepteurs Fas (126). Apres fixation, le
ligand entraine la trimérisation du récepteur et son activation permet le recrutement de
nombreuses protéines comme la protéine adaptatrice FADD. Ce processus induit
I'activation de la procaspase-8 en caspase-8 (127). A partir de ce moment, les deux voies
d’apoptose se combinent et exercent leurs roles ensemble. En effet, la caspase-8 active

a son tour la caspase-3, la caspase-6 et la caspase-7 (128). De plus, la caspase-8 permet
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le clivage de la protéine Bid en tBid qui va permettre le changement de conformation de
Bax et ainsi au final la perméabilisation de la membrane mitochondriale (129).

Dans leur processus d’apoptose, la membrane plasmique des cellules perd de son
asymeétrie et les phosphatidylsérines présentes sur le feuillet interne de la membrane se
délocalisent sur le feuillet externe. Cette délocalisation est un signe pour les macrophages
qui détectent les phosphatidylsérines extérieures comme des signaux de phagocytose.
Les macrophages phagocytent les neutrophiles et empéchent de ce fait un éclatement de
la cellule et une libération de composés toxiques pour les tissus environnants (130).

Le neutrophile posséde une durée de vie trés courte (6 a 8 heures), mais pour qu’il puisse
exercer ces fonctions lors d’'une infection, plusieurs parametres se déclenchent pour
retarder la mort cellulaire. En effet, premiérement I'hypoxie retrouvée dans les tissus
pourrait retarder 'apoptose (131). De plus, la présence de certaines cytokines pro-
inflammatoires jouent le réle de facteur anti-apoptotique comme le GM-CSF, I'lL-13 ou
encore le CXCL8/IL-8 (132). Une fois I'infection contrélée, la concentration de cytokines
pro-inflammatoires chutent et entrainent une apoptose des neutrophiles et de
nombreuses cellules effectrices; c’est la résolution de l'inflammation (133).
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Effets des bisphénols sur les fonctions des neutrophiles

Les molécules chimiques, tel que le BPA, peuvent moduler les fonctions des neutrophiles.
Deux études ont d’ailleurs montré I'effet du BPA sur les fonctions des neutrophiles de
poissons-zébres. Des embryons de poissons-zébres exposés au BPA ont présenté un
profil cytokinique différent de celui des témoins. En effet, les embryons exposés a
différentes concentrations de BPA, présentent une production accrue de cytokines pro-
inflammatoires, notamment I'IFN-y. La deuxieme étude montre un nombre anormalement
élevé de neutrophiles chez des larves de poissons-zeébres de 7 jours exposées 24h au
BPA (134,135).

Une étude récente a utilisé des neutrophiles humains dans ces expériences. L’étude a
révélé une corrélation concentration dépendante entre la production des ROS et la
concentration de BPA. Plus la concentration de BPA est élevée et plus la production de
ROS est forte. Cette production est presque totalement inhibée par I'ajout de PHTPP, un
antagoniste des récepteurs ER[3. En plus de nous montrer I'effet du BPA sur la production
de ROS, cette étude nous met en évidence également l'implication des récepteurs
cestrogénes dans ce phénoméne. Toujours dans la méme étude, la présence de BPA
avec les neutrophiles dans des chambres de migration contenant du fMLP montre une
diminution significative de la migration des neutrophiles. Enfin, une exposition au BPA
inhibe I'habilité des neutrophiles a éliminer les Staphylococcus aureus résistants a la
meéticilline (136).

Une derniére étude a reporté que le BPA induit une augmentation de production de
monoxyde d’azote autant chez les femmes que chez les hommes mais qu’en conditions
infectieuses (ajout de LPS), la production de ROS est diminuée et ce, méme en présence
de BPA. Une exposition au BPA semble augmenter I'expression de NF-«xB dans les

neutrophiles indépendamment du sexe (137).
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CHAPITRE 1 : PROBLEMATIQUE, HYPOTHESE ET
OBJECTIFS

1.1 : Problématique

Le BPA affecte les réponses cellulaires de plusieurs cellules immunitaires et son substitut,
le BPS, perturbe également nos cellules immunitaires avec I'avantage d’étre beaucoup
plus persistant que le BPA dans I'environnement. A I'avenir, nous serons donc de plus en
plus en contact avec le substitut autorisé du BPA. Une fois absorbés dans le sang, le BPA
et le BPS y circulent et peuvent donc potentiellement agir avec les cellules sanguines
comme les neutrophiles. De plus, ces molécules entrent dans un cycle qui permet leur
conversion majoritairement en métabolites glucuronidés qui peuvent étre éliminés par
'urine. Or, ces métabolites peuvent recirculer dans le sang et exercer dans actions sur

les récepteurs des cellules, car ils ne sont pas inactifs.

Contrairement a la plupart des cellules, les neutrophiles sont restreints a une seule voie
métabolique, la glycolyse. Cette unique voie métabolique leur apporte la grande majorité
de I'énergie nécessaire a I'exercice de leurs réponses cellulaires. Une altération de leur
meétabolisme pourrait donc étre directement impliquée avec une dérégulation des
fonctions cellulaires et plus particulierement dans le cas d'une infection ou les
neutrophiles sont les premiers acteurs de limmunité. Les bisphénols affectent le

meétabolisme de plusieurs cellules, gu’en est-il des neutrophiles ?

1.2 : Hypothése

Le métabolisme bioénergétique et les réponses cellulaires requises dans une

réponse inflammatoire sont diminués par les bisphénols.
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1.3 : Objectifs

e Déterminer les effets des bisphénols et de leurs métabolites sur le métabolisme

bioénergétique du neutrophile en réponse au fMLP, un agent bactérien.

e Déterminer les effets des bisphénols et de leurs métabolites sur les réponses

cellulaires du neutrophile.
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CHAPITRE 2 : MATERIELS ET METHODES

2.1 Matériel

Préparation des milieux
Tous les milieux pour une utilisation avec des neutrophiles sont ajustés a un pH de 7.40
+/- 0.05 et passés sous un filtre de porosité 0.2 ym (Sarstedt, Montreal, QC, Canada)

pour garantir un milieu stérile et physiologique pour les cellules sanguines.

Milieu d’incubation prolongée

Ce milieu riche en facteurs de croissance va permettre l'incubation des neutrophiles
humains dans des conditions optimales afin de retarder I'apoptose spontanée de ces
cellules. Il s’agit du milieu Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI 1640, Wisent,
St-Bruno, QC, Canada) supplémenté de 10% de sérum fcetal de boeuf (FBS, VWR Life
Science, Seradigm, Mississauga, ON, Canada), de 25mM HEPES (Wisent, St-Bruno, QC,
Canada) et d’une solution 1X Pénicilline/Streptomycine (Wisent, St-Bruno, QC, Canada).

Milieu pour les tests glycolytiques sur I'analyseur de flux extracellulaire
(Agilent/Seahorse Bioscience)

Ce milieu minimal (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - DMEM, XF base medium,
Agilent/Seahorse Bioscience, North Billerica, MA, USA) ne détient pas de pouvoir tampon,
ce qui permettra de détecter des changements au niveau de I'acidité du milieu (en raison
de la glycolyse cellulaire). Il est donc nécessaire d’ajuster le pH de ce milieu en présence
et en absence des activateurs et inhibiteurs métaboliques. De plus, contrairement au
milieu d’incubation prolongée, ce milieu ne contient pas autant de facteurs de croissance,
mais est toutefois supplémenté en laboratoire de 0.5% de FBS et de 0.5 mM de L-
Glutamine (Wisent, St-Bruno, QC, Canada).
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Tampon de lyse cellulaire

Ce tampon est composé d'eau millipore contenant 0.5% triton X-100 (Biorad,
Mississauga, ON, Canada), 10 mM HEPES, 150 mM NaCl (Wisent, St-Bruno, QC,
Canada), 2 mM EGTA (Millipore Sigma, Oakville, ON, Canada), 2 mM EDTA (Fisher
Scientific, Ottawa, ON, Canada), 10% NaN3; (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada) et
1mM PMSF (Millipore Sigma, Oakville, ON, Canada).

Molécules étudiées

Les molécules étudiées ont toutes été diluées et aliquotées dans du DMSO 100%
(Millipore Sigma, Oakville, ON, Canada). Le bisphénol A (BPA, Millipore Sigma, Oakville,
ON, Canada), le bisphénol S (BPS, Millipore Sigma, Oakville, ON, Canada) ainsi que leurs
métabolites, le bisphénol A 3-D-Glucuronide (BPA-G, Toronto Research Chemicals, North
York, ON, Canada) et le 4,4’-Bisphenol S O-B-D-Glucuronide (BPS-G, Toronto Research
Chemicals, North York, ON, Canada) sont conservées a -80°C.

2.2 Méthodes

2.2.1 Isolement des neutrophiles humains :

Nous utilisons des donneurs sains qui font don de leur sang pour la recherche en signant
un consentement au protocole utilisé par la suite avec leur matériel sanguin. Le sang est
collecté dans des tubes contenant du citrate de sodium afin d’éviter la coagulation. Les
tubes sont ensuite centrifugés (400g 10 min) pour enlever le plasma. La portion cellulaire
du sang sera ensuite séparée a l'aide d’'un gradient de Ficoll (Lymphocyte separation
medium, Wisent, St-Bruno, QC, Canada) (Figure 15) pendant 20 min a 600g. La couche
des cellules mononucléaires périphériques sanguines (peripheral blood mononuclear
cells — PBMC) est éliminée. Les cellules restantes vont passer par une séparation
magnétique négative a I'ajout d’'un cocktail d’anticorps (mélange d’anticorps monoclonaux
dirigés contre les marqueurs de surface des cellules sanguines sauf les neutrophiles) et
de billes magnétiques (EasySep Direct Human Neutrophil Isolation Kit, Stemcell,
Vancouver, BC, Canada). Les neutrophiles ainsi purifiés sont centrifugés et resuspendus

dans les milieux expérimentaux.

46



Plasma
- [ PBMCs (interphase) ‘ - Neutrophiles
Ficoll

Donneurs sains Granulocytes
Globules rouges Séparation
magnétique

Ficoll négative

Figure 15 : Isolement des neutrophiles

Schéma récapitulatif de I'isolement des neutrophiles. Le sang est centrifugé une premiére fois pour enlever
le plasma puis les cellules vont subir un gradient de Ficoll permettant d’éliminer les PBMC. Il ne reste
ensuite que des globules rouges et des granulocytes. Afin d’avoir uniquement des neutrophiles purs, on
ajoute un cocktail d’anticorps qui se fixent a une large gamme de molécules de surface sauf ceux des
neutrophiles. En ajoutant des billes magnétiques, elles se fixent aux anticorps qui sont fixés sur les
molécules ciblées et ce complexe adhére sur les parois du tube grace au phénomene d’attraction

magnétique. Le liquide, débarrassé de ces complexes, contient des neutrophiles purs.

2.2.2 Exposition des neutrophiles avec le bisphénol :

Les neutrophiles purifiés sont suspendus a une concentration de 5x10%/mL dans du RPMI
supplémenté avec 10% FBS + 1X Penicilline/Streptomycine (Wisent, St-Bruno, QC,
Canada) dans une plaque 96 puits. Le BPA (1072 & 10° M), le BPS (102 & 10° M), le
BPA-G (107?24 10° M) et le BPS-G (1072 4 10> M) ou le véhicule DMSO (dilué au méme
facteur de dilution de la plus forte concentration de bisphénol) sont ajoutés dans le milieu
d’incubation durant 6 heures (cela correspond a la demi-vie d’'un neutrophile soit une
exposition prolongée) a 37°C, 5% CO,. L’exposition immédiate aux bisphénols est
réalisée quant a elle directement dans l'instrument avant d’examiner leurs impacts sur le

métabolisme glycolytique.

2.2.3 Etude du métabolisme glycolytique :

L’analyseur de flux extracellulaire XFe96 (Agilent/Seahorse Bioscience, North Billerica,
MA, USA) est utilisé pour déterminer le métabolisme bioénergétique des cellules. I
mesure a la fois le taux d’acidification extracellulaire (Extracellular Acidification Rate,
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ECAR), relié a la glycolyse, et le taux de consommation d’oxygene (Oxygen Consumption
Rate, OCR), relié principalement a la respiration mitochondriale, mais également a la
production de ROS. Aprés une incubation (6h) ou non avec des bisphénols, les cellules
sont suspendues (300 000 cellules par puit) dans des microplaques de culture cellulaire
V3-PS (Seahorse XF96 V3 PS Cell Culture Microplates, Agilent/Seahorse Bioscience,
North Billerica, MA, USA). Les cellules sont centrifugées (3min, 300g) puis équilibrées
dans le milieu pour les tests glycolytiques pendant 1h a 37°C avant le début des mesures.
Dans le cas d’'une exposition immédiate aux bisphénols, le D-(+)-Glucose (10 mM ;
Millipore Sigma, Oakville, ON, Canada), les bisphénols (concentrations variant de 10™'% &
10° M), le fMLP (10" M ; Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) et le 2-deoxyglucose
(2-DG, 50 mM ; VWR Life Science, Seradigm, Mississauga, ON, Canada) sont injectés
séquentiellement a travers les ports de la plaque d’injection XFe96 (Seahorse XFe96
sensor cartridges, Agilent/Seahorse Bioscience, North Billerica, MA, USA). Lors d'une
exposition prolongée ou les cellules sont incubées d’abord dans du milieu RPMI en
présence des bisphénols, lavées puis suspendues dans du milieu minimal (chapitre 2.1),
seulement le glucose, le fMLP et le 2-DG sont injectés séquentiellement a travers les
ports de la plaque d’injection. Au moins 3 cycles de mesures (3 min de mixage et 3 min
de lecture) sont effectués avant et aprés chacune des injections selon la stratégie de
stimulation (exposition immédiate ou prolongée) (Figure 16). Les mesures maximales
d’ECAR (premier point suivant l'injection du fMLP) sont exprimées en pourcentages +/-
SEM relatif au témoin (100%).
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Stratégie de stimulation: exposition immédiate
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Figure 16 : Les deux stratégies de stimulation
Le schéma illustre les deux stratégies de stimulation, I'immédiate et la prolongée (pré-incubation de 6h avec
les bisphénols). Ces exemples avec du DMSO nous permettent de distinguer quatre parameétres :
I'acidification extracellulaire basale (avant toute injection), la glycolyse (aprés l'injection du glucose) la
glycolyse modulée par les bisphénoils, la glycolyse induite par le fMLP (apres l'injection du fMLP) et enfin

I'acidification indépendante de la glycolyse (aprés I'injection du 2-DG).

2.2.4 Viabilité cellulaire :

L’effet d’'une incubation de 6 heures aux bisphénols plus 2h de fMLP sur la viabilité des
neutrophiles est mesuré grace a un test classique d’annexine V + de I'iodure de propidium
(P1, Propidium lodide). En effet, 'annexine V se lie fortement aux phosphatidylsérines qui
se trouvent exposés du cété extérieur de la membrane plasmique en conditions
apoptotiques. L’iodure de propidium est un agent intercalant des acides nucléiques qui
entre dans la cellule uniquement si la membrane est altérée, soit en conditions de nécrose
(138). Les neutrophiles (1,25x1 OG/puit) sont suspendus dans 200uL de tampon de liaison
1X (Binding Buffer, VWR Life Science, Seradigm, Mississauga, ON, Canada) contenant
5uL de FITC-annexine V (VWR Life Science, Seradigm, Mississauga, ON, Canada)
pendant 10 min a température ambiante dans I'obscurité. Les cellules sont par la suite
lavées avec du tampon de liaison 1X et resuspendues dans 200uL de tampon de liaison
1X contenant 10uL d’iodure de propidium (VWR Life Science, Seradigm, Mississauga,
ON, Canada). Les cellules sont transférées dans des tubes pour lecture au cytométre en
flux (FACSCalibur, BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada). Les cellules vivantes
(Annexine-V'/PI)), en apoptose primaire (Annexine-V'/PI’), en apoptose secondaire
(Annexine-V'/PI") et en nécrose (Annexine-V/PI") sont exprimées en moyennes de
pourcentages +/- SEM (Figure 17).
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Figure 17 : Test Annexine V/PI

En représentation, nous pouvons voir un exemple de marquage Annexin V/Pl au FACS pour des
neutrophiles exposés au DMSO six heures puis deux heures au fMLP. Nous distinguons quatre
populations : les cellules vivantes dans le quadrant inférieur gauche (AnnexineV-/Pl-), les cellules en
apoptose dans le quadrant inférieur droit (Annexine V+/PI-), les cellules en apoptose secondaire dans le
quadrant supérieur droit (Annexine V+/Pl+) et enfin les cellules en nécrose dans le quadrant supérieur

gauche (Annexine V-/Pl+)

2.2.5 Test de phagocytose :

Suite a l'incubation de 6 heures en présence ou non des bisphénols, les neutrophiles
(5x10%/mL) sont lavées avec du milieu solution saline équilibrée de Hank 1X (HBSS,
Wisent, St-Bruno, QC, Canada). Le fMLP (107M) ou son témoin négatif est ajouté au
milieu HBSS pendant 2 heures a 37°C, 5% CO.. Les cellules sont centrifugées (300g, 3
min) et suspendues avec 120 puL de milieu HBSS 1X + 30 uL de bioparticules E.coli FITC
(VWR Life Science, Seradigm, Mississauga, ON, Canada) pendant 1 heure a 37°C, 5%
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CO.. Les cellules sont lavées une fois avec du HBSS 1X et transférées dans des tubes
appropriés au cytometre en flux (FACSCalibur) (Figure 18). La moyenne géométrique
(tendance centrale d’'une série de valeurs) d’intensité de fluorescence est exprimée en

unités arbitraires +/- SEM.

Phagocytose
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Figure 18 : Test de phagocytose
Dans cette figure, nous pouvons voir le profil de phagocytose de neutrophiles exposés au DMSO pendant
six heures, deux heures avec du fMLP et enfin une heure avec E.coli. On distingue deux pics, le premier
étant les cellules qui phagocytent faiblement (low) et le deuxieme étant les cellules qui phagocytent
fortement (high). La fluorescence des cellules non marquées est nulle.

2.2.6 Détection et quantification de CXCLS8/IL-8 intra et extracellulaire :

Suite a I'incubation de 6 heures en présence ou non des bisphénols, les cellules sont
lavées au tampon phosphate saline 1X (PBS, Wisent, St-Bruno, QC, Canada). Du fMLP
(107"M) est ajouté a du nouveau milieu d’incubation (RPMI) pendant 2 heures a 37°C, 5%
CO.. Les surnageants sont récupérés aprés centrifugation et conservés a -30°C jusqu’a
la détection du CXCLS8/IL-8 extracellulaire par la méthode immuno-enzymatique de
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'ELISA. Les culots cellulaires résultants sont resuspendus dans le tampon de lyse
cellulaire précédemment décrit (section 2.1) pendant 30 min a 4°C pour lyser les cellules.
Les lysats sont récupérés et conservés a -30°C jusqu’a la détection du CXCLS8/IL-8
intracellulaire par ELISA. Le test est effectué selon le protocole du manufacturier (R&D
systems Human |IL-8/CXCL8 Duoset ELISA, Minneapolis, MN, USA) dans des plaques 96
puits mi-volume de Corning (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) avec une
courbe standard de CXCLS8/IL-8 s’échelonnant de 31,3 a 500 pg/mL. Les surnageants
cellulaires sont dilués au 1/3 dans du milieu RPMI et les lysats cellulaires au 1/50 dans le
tampon de lyse. Les plaques sont analysées a 450 nm a l'aide d’'un spectrofluorimétre
(VICTOR, PerkinElmer, Connecticut, USA). La quantité de cytokines est exprimée en ratio

intra/extracellulaire +/- SEM.

2.2.7 Test de la production d’anions superoxydes :

Suite a l'incubation de 6 heures en présence ou non des bisphénols, les neutrophiles sont
dilués (1x10° cellules/mL/puit) dans du HBSS 1X contenant 62,5 yM de cytochrome-C
(Cytochrome-C from equine heart, Millipore Sigma, Oakville, ON, Canada). Une solution
de 5 yM GM-CSF (VWR Life Science, Seradigm, Mississauga, ON, Canada) est ajoutée
au milieu et incubée 25 min & 37°C, 5% CO,. Suite a cette incubation, du fMLP (107"M)
est ajouté et I'incubation se poursuit pour 5 min a 37°C, 5% CO,. Les surnageants sont
gardés sur glace jusqu’a la lecture a 550 nm au spectrophotométre MAGELLAN (Tecan
Life Sciences, Mannedorf, Suisse). Le pourcentage de la quantité d’anions superoxydes
O, produite est exprimé en pourcentage +/- SEM comparé au témoin (100%).

2.2.8 Analyse statistique :

Un test ANOVA (Test de Dunnett) a été effectué a I'aide du logiciel Prism pour déterminer
les différences significatives. Les résultats sont considérés significativement différent si la
valeur-p (p-value) est inférieure a 0,05 (*), 0,01 (**) ou 0,001 (***).
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CHAPITRE 3 : RESULTATS

1) Une incubation aux bisphénols affecte-t-elle le métabolisme bioénergétique des

neutrophiles ?

Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer I'effet immeédiat d’'une exposition
aux bisphénols sur le métabolisme bioénergétique des neutrophiles. Les résultats ont été
ramenés a 100% avant la premiére injection afin de pouvoir comparer les expériences
entre elles (Figure 19A, panneau supérieur). Nous constatons par la suite une
augmentation de I'acidification extracellulaire, un témoin indirect de la glycolyse, suite a
l'injection de glucose (10 mM), démontrant que nos cellules sont viables et
métaboliquement actives. L’ajout du BPA (& 107 M a titre d’exemple), du BPS (également
a 10" M) ou du véhicule (DMSO) lors de la seconde injection n’induit aucun changement
du niveau de glycolyse mesuré dans un laps de temps de 90 minutes. La glycolyse ne
différe pas selon nos conditions de stimulation et diminue légerement avec le temps,
démontrant l'utilisation du glucose du milieu extracellulaire par les neutrophiles. L'injection
du peptide bactérien chimiotactique fMLP (107M) induit quant & lui une augmentation
immédiate et prononcée de la glycolyse et ce, en présence ou en absence de BPA et
BPS. Cette glycolyse induite par le fMLP atteint son apogée (environ 400%) dés les
premiéres minutes suivants l'injection et diminue par la suite, bien que la glycolyse induite
demeure plus élevée (environ 200%) que la glycolyse basale. Il n’y a toujours aucune
différence significative dans la glycolyse induite par le fMLP en présence ou en absence
de BPA et BPS. L’injection en excés de l'inhibiteur compétitif du glucose, le 2-DG (50
mM), méne a une diminution progressive de l'acidification extracellulaire, vers le niveau
basal, démontrant que les mesures antérieures d’acidification extracellulaire étaient dues
a la glycolyse. Ici encore, il 'y a aucune différence substantielle en présence ou en
absence de bisphénols.

En comparant le pourcentage de la valeur maximale de glycolyse induite par le fMLP des
différentes concentrations de bisphénols utilisées, nous n'observons aucune différence

statistique peu importe les concentrations (allant de 102 M & 10° M) et les molécules
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utilisées (BPA, BPS ou leurs métabolites glucuronidés BPA-G ou BPS-G) (Figure 19A,

panneau inférieur).

Nous pouvons donc conclure qu’une exposition immédiate des neutrophiles aux
BPA, BPS et leurs métabolites glucuronidés n’entraine aucune différence dans la

glycolyse basale ni la glycolyse induite par le fMLP aux concentrations testées.

Dans I'examen du métabolisme bioénergétique suivant I'exposition prolongée (6h) aux
bisphénols (Figure 19B, panneau supérieur), les résultats ont été ramenés a 100%
avant la premiére injection afin de pouvoir comparer les expériences entre elles. L’ajout
de fMLP permet une augmentation nette et prononcée de la glycolyse avec une valeur
maximale dés le premier taux d’acidification extracellulaire mesuré. Nous observons une
différence dans la valeur maximale de glycolyse induite par le fMLP pour les conditions
en présence de bisphénols. Dans I'exemple présenté, une exposition de 6 heures au BPA
(1 0® M) et au BPS (10'8 M) atténue la réponse glycolytique induite par le fMLP par rapport
au témoin (stimulation des cellules avec du DMSO). Cette diminution se maintient dans
le temps. L'ajout du 2-DG diminue ensuite rapidement la glycolyse pour un retour au

niveau basal.

En comparant uniquement le pourcentage de la valeur maximale de glycolyse induite par
le fMLP par rapport au témoin (100%) avec les différentes concentrations de bisphénols
utilisées (de 102 M a 10”° M), nous observons un profil de diminution similaire selon les
molécules de bisphénol. En effet, une incubation avec de fortes (10 M) ou de trés faibles
concentrations (102 M & 10° M) de bisphénols n’entraine aucune différence statistique
par rapport au témoin alors qu’une incubation avec des concentrations de bisphénols
allant de 10® M & 10° M entraine une diminution significative pouvant aller jusqu’a 25%
(pour la concentration 10 M) pour le BPA, BPS et les métabolites glucuronidés (Figure

19B, panneau inférieur).

Nous pouvons conclure qu’une exposition prolongée des neutrophiles aux

bisphénols ne module pas la glycolyse de base des neutrophiles, mais entraine une
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diminution dans la glycolyse induite par le fMLP a des concentrations variant de
10° M a10° M.
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Figure 19 : Une exposition prolongée au BPA, BPS et leurs métabolites
dglucuronidés réduit la glycolyse induite par le fMLP dans les neutrophiles
humains.

(A) Le taux d’acidification extracellulaire (exprimé en %) a été déterminé dans des neutrophiles de
donneurs sains avec un analyseur de flux extracellulaire en suivant une séquence d’injections de
glucose (10 mM), de bisphénols ou leur témoin (DMSO), le peptide chimiotactique fMLP (10'7 M) et
le 2-deoxyglucose (2-DG — 50 mM), un inhibiteur compétitif du glucose. Une expérience
représentative est montrée dans le panneau supérieur ; seule la concentration 107" M pour le
bisphénol A (BPA) et le bisphénol S (BPS) est illustrée pour simplicité. La moyenne des valeurs
obtenues pour 'TECAR pour la premiere lecture apres l'injection de fMLP est montrée dans le panneau
inférieur pour différentes concentrations de BPA, BPS, BPA mono-B-D-glucuronide (BPA-G) et BPS-
O-B-D-glucuronide (BPS-G) (n=4 ; moyenne +/- SEM). (B) Le taux d’acidification extracellulaire
(exprimé en %) est déterminé avec un analyseur de flux extracellulaire dans des neutrophiles de
donneurs sains exposés 6 heures aux bisphénols ou leur t¢émoin (DMSO) en suivant une séquence
d’injections de glucose (10 mM), le peptide chimiotactique fMLP (10'7 M) et le 2-DG (50 mM). Une
expérience représentative est montrée dans le panneau supérieur ; seule la concentration 10° M
pour le BPA et le BPS est illustrée pour simplicité. La moyenne des valeurs obtenues pour TECAR
pour la premiére lecture aprés l'injection de fMLP est montrée dans le panneau inférieur pour
différentes concentrations de BPA, BPS, BPA-G et BPS-G (n=4 ; moyenne +/- SEM). *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001 par ANOVA (Test de Dunnett).

2) Labaisse de métabolisme dans une exposition prolongée aux bisphénols est-

t-elle due a une diminution de la viabilité des neutrophiles ?

La viabilité cellulaire a été évaluée par cytométrie en flux a I'aide d’annexine-V, une
protéine liant la phosphatidylsérine exprimée a la surface des cellules en apoptose,
et d’iodure de propidium, un agent intercalant fluorescent permettant de distinguer
les cellules en nécrose (138). La figure 20A montre une représentation en
graphique a points (dot plot) de lintensité de fluorescence de l'annexine et de
l'iodure de propidium suite a l'incubation des neutrophiles en absence (témoin
négatif) ou en présence de BPA (concentrations allant de 10™'° M & 10"° M) pour une
durée de 6 heures, suivi d’'une incubation en présence de fMLP (10”M) pour une

durée supplémentaire de deux heures, comme ce f(t le cas dans les expériences

58



de métabolisme. Il est possible d’observer qu’environ 80% des neutrophiles sont
négatifs pour les marqueurs d’annexine-V et d'iodure de propidium, démontrant que
le BPA n’induit pas de mortalité chez les neutrophiles. Une minorité de cellules sont
en apoptose primaire (annexin-V*/PI’), en apoptose secondaire (annexin-V*/PI") ou
en nécrose (annexin-V/PI") et ce, autant en absence qu’en présence de BPA. Nous
pouvons d’ailleurs observer qu’aucune des différentes concentrations de BPA
testées n’affectent significativement le profil des populations cellulaires. De plus, ni
le BPS et ni les métabolites glucuronidés du BPA (BPA-G) et du BPS (BPS-G)
n’affectent significativement la viabilité (Figure 20B), 'apoptose primaire (Figure
20C), l'apoptose secondaire (Figure 20D) et la nécrose (Figure 20E) des
neutrophiles.

Nous concluons qu’une exposition prolongée aux bisphénols n’affecte pas la
viabilité des neutrophiles humains activés par le fMLP aux concentrations
testées et que la baisse de métabolisme n’est donc pas liée a une mort

cellulaire.
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Figure 20 : Une exposition prolongée au BPA, BPS et leurs métabolites

glucuronidés n’affecte pas la viabilité des neutrophiles humains.

(A) L’apoptose a été évaluée par cytométrie en flux en utilisant de I'annexine-V et de l'iodure de
propidium (PI) aprés 6 heures d’exposition au BPA, BPS, BPA-glucuronide, BPS-glucuronide et leur
témoin (DMSO) et suivi d’'une incubation de 2 heures avec du fMLP (107 M). Il y a 4 quadrants ; Q1 :
cellules en nécrose, Q2 : cellules en apoptose secondaire, Q3 : cellules en apoptose, Q4 : cellules
viables. (B) Les résultats sont exprimés en pourcentage de neutrophiles viables annexine-V'/PI
(n=3 ; moyenne +/- SEM). (C) Les résultats sont exprimés en pourcentage de neutrophiles en
apoptose primaire annexine-V'/PI" (n=3 ; moyenne +/- SEM). (D) Les résultats sont exprimés en
pourcentage de neutrophiles en apoptose secondaire annexine-V*/PI* (n=3 ; moyenne +/- SEM). (E)
Les résultats sont exprimés en pourcentage de neutrophiles en nécrose annexine-V/PI" (n=3 ;
moyenne +/- SEM). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 par ANOVA (Test de Dunnett).



3) Une incubation prolongée aux bisphénols affecte-t-elle la fonction de

phagocytose des neutrophiles ?

La phagocytose a été évaluée par cytométrie en flux en utilisant des bioparticules
d’E. coli fluorescentes ou l'intensité de fluorescence mesurée est proportionnelle au
nombre de bioparticules ingérées par les neutrophiles. Nous avons déterminé les
effets sur la phagocytose de trois concentrations de bisphénols (10° M a 10”7 M) qui
altérent le métabolisme glycolytique induit par le fMLP chez les neutrophiles. La
figure 21A montre des histogrammes représentatifs de la phagocytose en absence
(témoin négatif) ou en présence de BPA (10° M & 107 M). Lincubation des
neutrophiles avec le BPA aux trois concentrations testées influence tres peu leur
profil de phagocytose ; en ce sens, les populations (low et high) sont similaires en
absence et en présence de BPA. Nous avons par la suite déterminé l'intensité
moyenne de fluorescence de chacune des populations en absence ou en présence
de BPA, BPS et leurs métabolites glucuronidés (Figure 21B). Les résultats sont
exprimeés également en pourcentage de phagocytose faible (low) (Figure 21C) et en
pourcentage de phagocytose élevée (high) (Figure 21D). Ni le BPA, BPS et leurs
métabolites glucuronidés a des concentrations allant de 10° M & 10" M n’induisent
de différences significatives sur [lintensité moyenne de fluorescence des

neutrophiles ayant peu phagocytés (low) ou ayant fortement phagocytés (high).

Nous pouvons conclure qu’une exposition prolongée aux bisphénols
n’influence pas la phagocytose des neutrophiles activés aux concentrations
testées.
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Figure 21 : Une exposition prolongée au BPA, BPS et leurs métabolites

glucuronidés n’affecte pas la phagocytose des neutrophiles humains.

(A) Deux populations de cellules phagocytant peu (low) ou fortement (high) ont été déterminées par
cytométrie en flux en utilisant des bioparticules E.coli-FITC apres 6 heures d’exposition au BPA et
son témoin négatif (DMSO) et suivi d’'une incubation de 2 heures au fMLP (10'7 M). (B) Les résultats
pour le BPA, BPS, BPA-glucuronide et BPS-glucuronide sont exprimés en moyenne d’intensité de
fluorescence (unités arbitraires) (n=4 ; moyenne +/- SEM). (C) Le pourcentage de neutrophiles ayant
peu phagocytés (low) (n=4 ; moyenne +/- SEM). (D) Le pourcentage de neutrophiles ayant beaucoup
phagocytés (high) (n=4 ; moyenne +/- SEM). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 par ANOVA (Test de
Dunnett).

4) Une exposition prolongée aux bisphénols affecte-t-elle la production de la
chimiokine CXCLS8/IL-8 par les neutrophiles ?

Nous avons par la suite déterminé si la diminution du métabolisme par les
bisphénols pourrait affecter la production intracellulaire et extracellulaire (e.g.
sécrétée par les neutrophiles) de la chimiokine CXCLS8/IL-8 induite par le fMLP.
Comme précédemment, nous avons examiné les effets de trois concentrations de
bisphénols (10° M a 107 M). Comme les concentrations déterminées par ELISA
variaient considérablement entre les donneurs, nous avons établi la somme de la
portion intracellulaire et de la portion extracellulaire a 100% pour les cellules
témoins. Suite a une incubation de 6 heures, la majorité du CXCL8/IL-8 mesureé (~90
%) est intracellulaire alors qu’une petite partie (~10 %) est secrétée dans la portion
extracellulaire pour les cellules incubées en absence de BPA, BPS ou de leurs
métabolites glucuronidés (Figure 22). La présence de bisphénols n’entraine aucune
différence statistique sur le pourcentage de CXCLS8/IL-8 extracellulaire ; par contre
une exposition de 6 heures aux bisphénols a une concentration de 10° M diminue
d’environ 50% le pourcentage de CXCLS8/IL-8 intracellulaire. Tout comme pour I'effet
observé au niveau du métabolisme glycolytique (Figure 19), aucune différence
statistique n’est observée avec des concentrations plus faibles ou plus élevées. Une
diminution du pourcentage de CXCLS8/IL-8 intracellulaire est par contre observée a



des concentrations plus élevées (10 et 10 M), mais ces observations ne sont pas

statistiquement différentes.

Nous concluons qu’une exposition prolongée aux bisphénols pour une
concentration de 10° M diminue le pourcentage de CXCLB8/IL-8 intracellulaire

dans les neutrophiles humains activés.
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Figure 22 : Une exposition prolongée au BPA, BPS et plus particulierement
aux métabolites glucuronidés réduit le pourcentage intracellulaire de
CXCLS8/IL-8 dans les neutrophiles humains.

Les concentrations de CXCLS8/IL-8 intracellulaire et extracellulaire (exprimées en %
comparées au témoin) ont été déterminées par spectrophotométrie en utilisant un
test ELISA aprés 6 heures d’incubation au BPA, BPS, BPA-glucuronide, BPS-
glucuronide et leur témoin négatif (DMSO) et suivi par une incubation de 2 heures
au fMLP (107 M) (n=3 ; moyenne +/- SEM). Les concentrations témoins de
CXCLS8/IL-8 varient de 4306 a 6276 pg/mL versus 4366 a 6276 pg/mL pour une
concentration de BPA 10™° M, de 1690 & 3517 pg/mL pour une concentration de BPS
10° M, de 254 & 6692 pg/mL pour une concentration de BPA-G 10° M et de 809 a
7212 pg/mL pour une concentration de BPS-G 10° M. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001 par ANOVA (Test de Dunnett).

5) La production d’anions superoxydes des neutrophiles activés est-t-elle

influencée par une exposition prolongée aux bisphénols ?

En dernier lieu, nous avons voulu déterminer si la diminution du métabolisme par les
bisphénols pourrait affecter la production de ROS, plus spécifiquement la production
d’anions superoxydes induites par le fMLP. Encore une fois, comme la quantité
d’anions superoxydes déterminée par la réduction du ferrocytochrome c variait
considérablement entre les donneurs, allant de 9,68 a 17,84 nmol de superoxyde
O, par 1x10° de cellules incubées 30 minutes en absence de bisphénols, nous
avons établi la quantité d’anions superoxydes a 100% pour les cellules témoins.
Comme le démontre la figure 23, les bisphénols, a des concentrations variant de
10° M & 107 M modulent peu la production d’anions superoxydes et les effets
différent selon la classe de bisphénol testée. A une concentration de 10 M, le BPA
et son métabolite glucuronidé diminue légérement la production de ROS, une
diminution également observée pour le BPA-G a 10° M. En opposition, le BPS et
son meétabolite glucuronidé augmente légérement la production de ROS a une

concentration de 10" M. Tout comme pour 'effet observé au niveau du métabolisme



glycolytique (Figure 19), aucune différence statistique n’est observée avec des

concentrations plus faibles ou plus élevées.

Nous concluons que pour des concentrations détectables dans le sang
humain, une exposition prolongée aux bisphénols perturbe la production de

ROS des neutrophiles activés
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Figure 23 : Une exposition prolongée au BPA, BPS et leurs métabolites
glucuronidés perturbe la production d’anions superoxyde par les
neutrophiles activés par le fMLP.

La production d’anions superoxyde O, a été évaluée par spectrophotométrie en
utilisant un test au cytochrome-C aprés 6 heures d’exposition au BPA, BPS, BPA-
glucuronide, BPS-glucuronide et leur témoin négatif (DMSQO) et suivi d'une
incubation de 2 heures au fMLP (107 M) (n=3 ; moyenne +/- SEM). Les résultats
sont exprimés en pourcentage compareés au témoin (100%). Les concentrations de
superoxyde O, par 1x10° de cellules varient de 11,08 & 17,84 nmol (t¢émoin BPA)
versus 11,15 & 14,04 nmol (BPA 108 M) ; de 10,56 a 11,77 nmol (témoin BPS)
versus 10,59 & 17,13 nmol (BPS 10° M) ; de 13,64 & 15,57 nmol (témoin BPA-G)
versus 10,59 a 17,13 nmol (témoin BPA-G 10® M) ; de 9,68 & 12,81 nmol (témoin
BPS-G) versus 11,31 a 14,28 nmol (BPS-G 10 M). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
par ANOVA (Test de Dunnett).



CHAPITRE 4 : DISCUSSION

Les résultats présentés dans ce mémoire montrent quelques conséquences d’une
exposition prolongée avec des concentrations de bisphénols retrouvées dans le
sang sur les neutrophiles humains. Nous avons observé une réduction du
métabolisme glycolytique induit par le fMLP (environ 25%) sans affecter la viabilité
cellulaire, I'apoptose et la nécrose. Comme les fonctions cellulaires dépendent de
I'énergie principalement produite par la glycolyse chez les neutrophiles, nous avons
examiné des réponses dirigées contre les bactéries : phagocytose, production de
CXCLS8/IL-8 et production de ROS. Nous n’avons observé aucun effet sur la
phagocytose alors que la production de CXCLS8/IL-8 est diminuée par la présence
des bisphénols. Des résultats contraires (diminution pour le BPA, augmentation pour
le BPS) ont été observés quant a la production de ROS. Ceci démontre que
certaines fonctions des neutrophiles sont bel et bien affectées lors d’'une réduction
meétabolique induite par les bisphénols.

Le CXCLS8/IL-8 est une chimiokine particulierement puissante produite par les
neutrophiles quand ils sont activés pour recruter d’autres cellules afin d’engendrer
une réponse inflammatoire (139). Dans notre étude, nous avons observé que la
concentration de CXCLS8/IL-8 intracellulaire est Iégérement atténuée dans les
neutrophiles activés lors d’'une incubation a de faibles doses de bisphénols. Ces
résultats sont en accord avec ceux d’une étude effectuée sur le poisson-zébre
démontrant qu’une exposition avec du BPA entraine une diminution de I'expression
de CXCLS8/IL-8 et donc une diminution dans le recrutement cellulaire (140). Une
diminution de CXCLS8/IL-8 est associée avec une diminution du recrutement des
neutrophiles sur les foyers d’infection (141). Par ailleurs, une baisse du nombre de
neutrophiles augmente la susceptibilité aux infections (142). Ceci suggére donc
qu’une exposition chronique au BPA ou a son substitut, le BPS, peut jouer un réle
dans 'augmentation de la susceptibilité aux infections en diminuant I'expression de

CXCLS8/IL-8 et du recrutement de neutrophiles.



Plusieurs études ont montré que le BPA était associé avec une augmentation de la
production de ROS, ce qui n’est pas le cas dans notre étude (143,144). Dans notre
étude, ce serait plutdt le BPS qui induirait une augmentation de la production de
ROS. Seule une étude montre que le BPA entraine une diminution de la production
de ROS en réponse au LPS bactérien (137). Le fait d’utiliser une seule molécule, ici
le fMLP, est une limite de notre étude et il serait important de vérifier si nous
obtenons des résultats similaires en réponse a d’autre agents bactériens, comme le
LPS. Néanmoins, cette perturbation de production de ROS peut trés bien étre mise
en relation avec différentes études décrivant un lien entre bisphénols et auto-
immunité ou alors des incapacités a réponse de fagon optimale a des pathogénes
(145,146).

Nos expériences sur la production de ROS en réponse a une incubation aux
bisphénols témoignent également d’'une certaine variabilité de réponses envers le
BPA ou le BPS. Jusque-la, les réponses étaient trés similaires entre ces deux
molécules mais, dans cette expérience, il semblerait que le BPA et son métabolite
induisent une diminution de la production de ROS en réponse au fMLP
contrairement au BPS et son métabolite qui, eux, provoquent une augmentation de
ROS. Bien que surprenant, il est connu dans la littérature que les effets du BPA et
de ses substituts peuvent étre opposés (147). Ces différences pourraient étre liées
au fait qu'on ne connait toujours pas exactement les voies empruntées par les
bisphénols au contact des cellules. |l se pourrait que le BPA et ses différents
analogues empruntent des voies de signalisation différentes, permettant ainsi
d’expliquer leurs différentes actions. Il a été montré que la production de ROS induite
par le BPA est presque totalement inhibée par I'ajout de PHTPP, un antagoniste des
récepteurs ERB (148). Il serait donc intéressant de vérifier si la production de ROS
induite par le BPS, telle que nous I'avons observé, peut également étre inhibée par
I'ajout de PHTPP. Les neutrophiles expriment non seulement les récepteurs des
cestrogénes ERa et ERB, mais également des récepteurs GPER qui seraient
impliqués dans ses fonctions cellulaires (149). Ce nouveau récepteur découvert

dans les années 2000 pourrait étre la porte d’entrée des perturbateurs endocriniens.



Il serait donc intéressant de pouvoir travailler avec des agonistes et des antagonistes
de ces récepteurs pour voir si hous pouvons retrouver les effets observés ou au
contraire les atténuer. Nous pourrions donc répéter nos expériences en présence
de G-1 (agoniste des récepteurs GPER), G-36 (antagoniste des récepteurs GPER),
PHTPP (antagoniste des récepteurs ERPB) et du méthylpipéridinipyrazole
(antagoniste des récepteurs ERa (150,151).

Les bisphénols comme d’autres perturbateurs endocriniens ou des pesticides
possédent des doses-réponse originales ; en effet, ils présentent une courbe de
réponse en U inversé ou en « cloche ». C’est-a-dire qu’a de trés faibles comme a de
fortes concentrations, nous n’observons aucun effet mais une petite étendue de
concentrations faibles provoque une réponse biologique. Cette sorte de courbe non
monotone est retrouvée dans notre étude du métabolisme glycolytique. Ces courbes
dites non monotones ont révolutionnées ce que I'on pensait de la toxicologie. Une
explication possible vient du fait que les perturbateurs endocriniens se fixent sur une
large gamme de récepteurs. En effet, des études ont montré qu’a faibles doses, les
molécules peuvent se fixer sur les récepteurs ou elles expriment le plus d’affinité
mais a fortes doses, les molécules se trouvent obligées de se fixer également sur
des récepteurs différents pour combler la place (152,153). Ces courbes non
monotones sont retrouvées avec de nombreuses hormones comme les cestrogénes

ou encore les perturbateurs endocriniens comme les bisphénols (154—-156).

Les études sur les liens entre le métabolisme et le BPA mettent en évidence que le
BPA module autant le métabolisme glycolytique que lipidique (157,158). De ces
études, ressort le fait que le BPA dérégule le métabolisme des mammiféres, mais
aussi celui des poissons ce qui témoigne du large spectre d’action des bisphénols
(159). Nous avons axé nos recherches sur la glycolyse, puisque les neutrophiles
font trés peu de respiration mitochondriale (160). Depuis que Otto Warburg a
découvert dans les années 30 le métabolisme des cellules cancéreuses, nous
savons maintenant que la glycolyse fournit la grande majorité de I'énergie et des

ressources nécessaires aux cellules cancéreuses pour se développer rapidement.



De par son impact sur le métabolisme glycolytique, nous pouvons comprendre
pourquoi la majorité des études se concentrent sur le réle du BPA dans le cancer
(161,162). Aucune étude a I'heure actuelle démontre que le BPA diminue la
glycolyse en condition infectieuse, mais certaines études démontrent la diminution
de certains transporteurs du glucose (GLUT-2, GLUT-4 et GLUT-8) ou encore la
diminution de certaines enzymes de la glycolyse (glucokinase) (163,164). Comme
les neutrophiles humains expriment GLUT-1, GLUT-3, GLUT-4 et la glucokinase
(165,166), il serait donc important de verifier si la diminution du métabolisme
glycolytique induit par le fMLP par les bisphénols est due a la diminution de ces

transporteurs du glucose ou encore de la glucokinase.

En soi, notre étude est innovante, de par I'étude des effets du substitut du BPA, le
BPS, mais surtout de I'étude des effets des métabolites glucuronidés du BPA et du
BPS. En effet, trés peu d’articles scientifiques mentionnent le nom des métabolites
des molécules-méres comme le BPA ou le BPS. lIs sont souvent considérés comme
inactifs et donc dénoués d’intérét scientifique (167), méme si ces métabolites
glucuronidés se retrouvent dans le sang et les tissus (168). Notre étude montre que
non seulement le BPA et le BPS mais bien également les métabolites ont une
activité biologique sur les cellules de l'immunité, plus particulierement les
neutrophiles. En effet, comme pour les molécules-méres, nous avons observé que
le BPA-G et le BPS-G modulent le métabolisme glycolytique, la production de
CXCLS8/IL-8 et la production de ROS. Bien que nous ayons limité notre étude a
l'utilisation du BPA, BPS et de leur métabolites glucuronidés, il serait pertinent
d’examiner les effets des autres substituts du BPA, comme le BPE et BPF, ainsi que
leurs métabolites glucuronidés ou sulfatés. Malgré tout, il ne faut pas négliger le fait
gue méme si nous utilisons des concentrations précises de bisphénols dans nos
expériences, plus de 95% des canadiens sont déja exposeés avec du bisphénol avant
méme I'ajout de nos composeés (169). Il est donc possible que cette pré-exposition
aux bisphénols affecte le métabolisme et les fonctions des neutrophiles. Il serait
donc pertinent de comparer les résultats que nous avons obtenus avec les



neutrophiles humains avec des neutrophiles provenant de souris, rats ou encore des

macaques qui n’ont jamais été exposeés aux bisphénols.

Depuis le scandale du BPA dans les biberons en 2008, de nombreuses compagnies
cherchent a trouver des substituts. Les industriels cherchent des molécules
semblables au BPA pouvant apporter les mémes qualités physico-chimiques au
plastique. Hormis le BPS ou encore le BPF, la compagnie Eastman Chemical a
commercialisé une nouvelle marque de polyester, le Tritan qui ne contient ni BPA ni
BPS et autres membres de la famille des bisphénols. Il contient pourtant trois
molécules, le téréphtalate de diméthyle (DMT), le 2,2,4,4-Tétraméthyl-1,3-
cyclobutanediol (CBDO) et le 1,4-cyclohexanediméthanol (170). Comme le di-
éthylhexyl phtalate ou le dibutyl phtalate sont connus pour moduler les fonctions
cellulaires, notamment en induisant une production accrue de ROS (143,171), il
serait intéressant d'examiner les effets de ces nouvelles molécules, et
éventuellement toutes autres molécules utilisées pour remplacer les bisphénols,
dans notre systéme pour voir si nous obtenons des réponses similaires aux
bisphénols. |l reste donc encore beaucoup de travail (et surtout de recherches) avant
d’obtenir du plastique « propre » et sécuritaire n’ayant pas d’effets sur les systémes

endocriniens, reproducteurs et immunitaires.



CONCLUSION

Nous avons montré qu’une exposition prolongée au BPA et son substitut majoritaire
le BPS entraine une diminution de 'ordre de 25% de la glycolyse induite par le fMLP
a de tres faibles concentrations détectables actuellement dans le sang humain. Les
meétabolites des bisphénols, réputés inactifs, possédent une activité biologique
semblable aux molécules-méres de bisphénols. Les bisphénols et leurs métabolites
glucuronidés n’affectent pas la viabilité cellulaire et la phagocytose aux
concentrations utilisées. Par contre, une diminution du pourcentage CXCLS8/IL-8
intracellulaire est observée pour les bisphénols et leurs métabolites. D’'une maniére
intéressante, le BPA et son métabolite induisent une réduction de la production de
superoxyde O, alors que le BPS et son métabolite ont une réponse inverse et
induisent une augmentation de la production de superoxyde O,". La diminution du
meétabolisme induit par les agents bactériens, entrainant une dérégulation de
certaines fonctions cellulaires des neutrophiles, pourrait ainsi contribuer au

développement de pathologies ou augmenter la susceptibilité aux infections.

Nous espérons que nos travaux avec les recherches de plus en plus actives d’autres
chercheurs pourront mener a de nouvelles réglementations concernant I'utilisation

des bisphénols dans nos sociétés.
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