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RESUME

Impacts moléculaires d’un excés d’acides gras sur I’androgenése des cellules
surrénaliennes

Par
Fanny Béland
Programmes de physiologie-biophysique

M¢émoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 1’obtention
du diplome de maitre ¢s sciences (M.Sc.) en physiologie (endocrinologie), Faculté de
médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec,

Canada, J1H 5N4

Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) touche entre 5 a 10 % des femmes en age de
procréer et est associé a de nombreuses complications. Ce désordre endocrinien est
caractérisé par des niveaux circulants ¢élevés d’androgénes, dont la production est
principalement modulée par la P450c17 et son cofacteur, soit la P450oxydoréductase (POR).
Plusieurs études démontrent que I’hyperandrogénie présente chez les femmes SOPK pourrait
étre causée par la formation de phénomenes toxiques survenant a la suite de I’exposition des
tissus non adipeux a un exces d’acides gras non estérifiés (AGNE), appelé lipotoxicité. Ainsi,
I’objectif de cette étude est de déterminer les mécanismes cellulaires sous-jacents a
I’hyperandrogénie induite par la surexposition des cellules productrices d’androgeénes aux
AGNE. Pour y arriver, les cellules surrénaliennes bovines (CSB) ont été exposées en
présence de forskoline (Fsk; 1X/2 jours; 10 uM; activateur des adénylates cyclases) et
d’oléate (acide gras monoinsaturé, 2X/jour; 200 uM) durant 48 heures. Par la suite, le milieu
de culture a été prélevé afin de doser le DHEA (principal androgene surrénalien) par ELISA.
De plus, les protéines ont été récoltées afin de déterminer I’expression protéique de la
P450c17 et de POR par Western blot. Finalement, pour déterminer les activités
17ahydroxylase et 17,20-lyase de la P450c17, la concentration de plusieurs stéroides a été
déterminé par LC-MS/MS et le ratio produit/substrat a été¢ effectué. Les résultats sont
présentés en moyenne = SEM. Ainsi, sous stimulation a la Fsk, la présence de 200 uM
d’oléate (vs absence d’oléate) augmente la production de DHEA de 114% par les CSB (n=17;
214 £ 20% vs 100 £ 0%; p<0,0001). De plus, I’ajout d’oléate n’affecte pas I’expression de
la P450c17 (n=8; 98 = 6% vs 100 = 0%; p=0,74) et de POR (n=7; 119 = 13% vs 100 £ 0%;
p=0,22). Finalement, la présence d’oléate augmente 1’activité¢ 17ahydroxylase de la P450c17
de 124% (n=7; 224 = 19% vs 100 £ 0%; p= 0,02) et tends a augmenter I’activité 17,20-lyase
de la P450c17 de 81% (n=7; 181 + 28% vs 100 + 0%; p= 0,08). Ainsi, ’augmentation de la
production des androgénes induite par les AGNE pourrait étre due principalement a leurs
effets sur ’augmentation des deux activités enzymatiques de la P450cl7, sans effet
significatifs sur I’expression de la P450c17 ni de son cofacteur POR. Les mécanismes sous-
jacents a I’augmentation des activités de la P450c17 demeurent a élucider.

Mots clés : Syndrome des ovaires polykystiques, SOPK, acides gras non estérifiés, AGNE,
lipotoxicité, androgenes, glande surrénale, P450c17
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1. INTRODUCTION

Ce mémoire portera sur les impacts moléculaires engendrés par un excés d’acides gras sur la
production des androgeénes au niveau des cellules surrénaliennes afin de mieux comprendre
les mécanismes cellulaires sous-jacents au développement du syndrome des ovaires
polykystiques (SOPK). Cette endocrinopathie, qui est principalement caractérisée par une
hyperandrogénie, constitue le déréglement hormonal le plus fréquent chez les femmes en age

de procréer et est associée a de nombreuses complications.

Récemment, notre laboratoire a démontré que I’exposition des cellules surrénaliennes a des
niveaux ¢élevés d’acides gras entraine une augmentation de la sécrétion des androgeénes
(Bellanger et al, 2012). D’autre part, il a ét¢ montré que I’¢lévation expérimentale des
niveaux plasmatiques d’acide gras non estérifi¢ (AGNE) chez des femmes en santé entrainait
une augmentation des niveaux circulants d'androgénes (Mai et al., 2008). Ainsi, nous avons
proposé I’hypothése générale que la lipotoxicité pourrait expliquer, du moins en partie, la

surproduction androgénique des femmes atteintes du SOPK.

Les résultats de ce projet permettront de mieux comprendre le lien entre la lipotoxicité et le
développement de I’hyperandrogénie des femmes atteintes du SOPK ainsi que les
mécanismes cellulaires sous-jacents a ce phénomene. Ces nouvelles connaissances
pourraient permettre de développer des traitements plus ciblés qui seraient plus efficaces pour

traiter le SOPK et ses conséquences a long terme.



1.1 Le syndrome des ovaires polykystiques

Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) est un désordre endocrinien qui touche entre
52 10 % des femmes en age de procréer et qui est associé a de nombreuses complications
métaboliques, tel que I’hypertension artérielle, la dyslipidémie athérogene, le diabéte de type
2 et le cancer de I’endometre (Torre et Fernandez, 2007). De plus, le SOPK est impliqué dans
82 % des cas d’hyperandrogénisme (Azziz et al., 2004) et dans 75 % des cas d’infertilité

anovulatoire (Franks, 1995).

1.1.1 Criteéres diagnostiques du SOPK

Les critéres diagnostiques du SOPK ont beaucoup évolué¢ depuis la découverte de ce
syndrome par Stein et Leventhal en 1935. Selon le rapport de I’Androgen Excess & PCOS
Society publié en 2006 (Azziz et al., 2006), les patientes sont considérées comme étant
atteintes du SOPK lorsqu’elles présentent : 1) une dysfonction ovarienne caractérisée par une
oligoménorrhée ou par des ovaires d’apparences polykystiques et 2) une hyperandrogénie
(niveaux d’androgeénes circulants €levés, soit des niveaux de testostérone libre >25 pmol/L
ou de testostérone totale >2,1 nmol/L selon les critéres du centre hospitalier universitaire de
Sherbrooke suite a la révision de la technique de dosage par LC-MS/MS) et 3) des signes
d’hyperandrogénisme (manifestations cliniques de [I’hyperandrogénie, telles que
I’hirsutisme, I’acné ou la calvitie). Cependant, pour étre diagnostiquées avec ce syndrome,
les femmes ne doivent pas étre atteintes de pathologies pouvant causer les mémes signes
cliniques que le SOPK, telles que I’hyperplasie congénitale des glandes surrénales,

I’acromégalie, le syndrome de Cushing, I’hyperprolactinémie ou I’hypothyroidie.

La plupart des chercheurs s’entendent pour dire que I’hyperandrogénie constitue la principale
particularité du SOPK. Cette caractéristique, qui est présente chez la majorité¢ des femmes
atteintes du SOPK, est a I’origine de plusieurs manifestations cliniques de ce syndrome, tel
que I’hirsutisme, I’acné et la calvitie. Malgré le fait que les ovaires constituent la principale
source de I’hyperandrogénie présente chez les femmes atteintes du SOPK, il est important de

noter que 25 a 60 % de ces femmes présentent des taux d’androgénes surrénaliens élevés



(niveau > 2 écart-type de la moyenne des valeurs normales, Wild et al., 1983), démontrant
ainsi une implication non négligeable des glandes surrénales au niveau du développement de
I’hyperandrogénie des femmes atteintes du SOPK. Un des androgénes qui est fréquemment
utilisé en clinique comme marqueur de la sécrétion androgénique de la glande surrénale est
le DHEAS. Ce dernier est produit en majeure partie par la glande surrénale (origine
surrénalienne se situant entre 97 et 99%), il est le stéroide le plus abondant au niveau sanguin
aprés le cortisol, il est relativement stable durant la journée ainsi que durant le cycle
menstruel et il est facilement quantifiable (Kumar et al., 2005). Plusieurs facteurs tels que
I’age et D’ethnicité peuvent affecter les niveaux circulant de DHEAS. En effet, il a été
démontré que les niveaux de DHEAS circulant diminuaient chez les femmes a partir de 1’age
de 25 ans, phénomene aussi observable chez les femmes atteintes du SOPK (Moran et al.,
1999). D’un autre coté, il a été démontré que les niveaux d’androgénes surrénaliens étaient
plus élevés durant I’adrénarche chez les femmes ayant la peau noire que les femmes ayant la
peau blanche (Pratt et al., 1990). Ainsi, il est donc important de considérer ces facteurs

lorsqu’un diagnostic de SOPK est posé.

1.2 Androgenese

Les androgenes sont des stéroides responsables du maintien des fonctions sexuelles
masculines et ils sont produits au niveau de deux organes, soit au niveau des gonades et des
glandes surrénales. En physiologie, les cellules thécales ovariennes vont essentiellement
produire des androgénes en réponse a une stimulation a I’hormone lutéale (LH) alors que les
cellules surrénaliennes vont produire des androgeénes en réponse a une stimulation a
I’adrénocorticotrophine (ACTH) (Sewer et Waterman, 2003). Il a ét¢ démontré que les
glandes surrénales et les ovaires contribuent a parts égales a la production de testostérone
chez les femmes en age de procréer (Piltonen ef al., 2002). Cependant, une étude de Cedars
et al., publiée en 1992, a démontré que 1’hyperandrogénie des femmes atteintes du SOPK
originait a 60 % de la synthése androgénique ovarienne alors que 40 % de I’hyperandrogénie

de ces femmes originait de la synthése androgénique surrénalienne.



1.2.1 Anatomie et physiologie de la glande surrénale

Ainsi, puisque les cellules surrénaliennes bovines constituent le modele cellulaire le plus
utilisé dans la littérature pour étudier la fonction de la glande surrénale et qu’il s’agit d’un
modele facilement accessible et ce, en grande quantité, nous avons décidé d’effectuer nos

expérimentations au niveau de ce modele cellulaire.

L’étre humain possede deux glandes surrénales, soit une située sur le dessus de chaque rein.
Cette glande endocrine est composée de deux parties, soit la corticosurrénale (partie externe)

et la médullosurrénale (partie interne).

1.2.1.1 Corticosurrénale

Le cortex surrénalien, étudi¢ depuis plus d’un siécle, constitue la principale partie de la
glande surrénale. En effet, Arnold décrit pour la premiere fois les trois parties distinctes du
cortex surrénalien en 1866 qu’il décida de nommer zone glomérulée (zone externe), zone
fasciculée (zone intermédiaire) et zone réticulée (zone interne) (Arnold, 1866). Chacune de

ces zones a un role ainsi qu’une morphologie différente (fig. 1).

La zone la plus externe de la corticosurrénale est la zone glomérulée. Cette zone est contigué
a la capsule et va produire des minéralocorticoides. L’aldostérone, principal
minéralocorticoides produit par les cellules de la zone glomérulée, est essentiellement
sécrétée en réponse a une stimulation par I’angiotensine 2. Cette hormone, grace a son action
sur I’absorption et la sécrétion du sodium et du potassium au niveau des tubules collecteurs
rénaux, permet la régulation de la concentration plasmatique de potassium, du volume

sanguin et de la tension artérielle.

La zone centrale de la corticosurrénale est la zone fasciculée et elle constitue la zone la plus
épaisse du cortex surrénalien. Les cellules de la zone fasciculée vont synthétiser des
glucocorticoides de fagcon majoritaire (rat: corticostérone et homme : cortisol) et des

androgenes de fagon minoritaire. Le cortisol, sécrété par les cellules de la zone fasciculée et



réticulée en réponse a une stimulation a I’ACTH, est important dans la régulation de
I’homéostasie en induisant, par exemple, le catabolisme protéique (Gallo-Payet et Battista,

2014).

La zone la plus interne de la corticosurrénale est la zone réticulée et celle-ci est adjacente a
la médullosurrénale. Cette zone va synthétiser des androgénes de fagon majoritaire (chez
I’humain : DHEAS et DHEA) et des glucocorticoides de fagon minoritaire. Les androgénes
sont sécrétés par les cellules de la zone fasciculée et réticulée en réponse a une stimulation a
I’ACTH. Ces hormones vont jouer plusieurs roles métaboliques, tel qu’en participant au

développement musculaire (Laue et Cutler, 1997).

1.2.1.2 Meédullosurrénale

La médullosurrénale constitue la partie centrale de la glande surrénale et appartient au
systéme endocrinien ainsi qu’au systéme nerveux autonome. Les cellules chromaffines de
cette zone vont synthétiser et sécréter des catécholamines (I’adrénaline ainsi que la

noradrénaline) lorsqu’elles sont stimulées a I’acétylcholine (Carmichael, 1998).
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Figure 1. Histologie de la glande surrénale

A) Positionnement corporel de la glande surrénale. B) Diagramme représentant la
corticosurrénale ainsi que la médullosurrénale. C) Photomicrographie de la corticosurrénale
et de la médullosurrénale ainsi que les hormones produites et sécrétées par les différentes
parties de la glande surrénale (160X). (Marieb ef al., 2010)

1.2.2 Stéroidogenése et androgenése surrénalienne

La synthése de tous les stéroides débute avec le cholestérol en guise de précurseur (fig. 2).
Celui-ci provient principalement des lipoprotéines de basse densité¢ (LDL) chez I’humain, le
rongeur et le bovin (Yaguchi, 1998). Cependant, lorsque le cholestérol provenant des LDL
n’est pas suffisant, les cellules surrénaliennes peuvent synthétiser du cholestérol de fagon
endogéne en utilisant I’acétate comme précurseur (Laue et Cutler, 1997). Les cellules
fasciculées et réticulées emmagasinent le cholestérol sous forme d’esther dans des vacuoles
jusqu’a ce qu’elles regoivent un stimulus de ’ACTH, qui va entrainer la formation
d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). L’AMPc est un second messager qui va
mener a I’activation de la protéine kinase A (PKA), une enzyme qui va permettre la libération
des esters de cholestérol au niveau du cytoplasme. Ces lipides estérifiés vont par la suite

entrer en contact avec la lipase hormonosensible (HSL), une enzyme qui catalyse la



conversion des esters de cholestérol en cholestérol libre pour ainsi permettre 1’entrée du
cholestérol au niveau de la mitochondrie grace a une protéine nommée steroidogenic acute
regulatory protein (StAR). StAR va interagir avec la protéine translocatrice (TSPO) pour
permettre le transport du cholestérol de la membrane externe a la membrane interne de la
mitochondrie et cette réaction est I’étape limitante de la synthése des stéroides (Walsh ez al.,
2000). Par la suite, le cholestérol va étre converti en prégnénolone par I’enzyme de clivage
de la chaine latérale du cholestérol (P450scc) et cette molécule va par la suite sortir de la
mitochondrie pour ainsi se diriger au niveau du réticulum endoplasmique, ou elle va

rencontrer plusieurs enzymes, tel que la P450c17 et la 3HSD.

TSI
OUTSIDE LDL receptor
SHB1
Endosome
INSIDE El ACAT

> FREE
L8]
% CHOLESTEROL m
n'E.'I"lE

l‘ W o

Lipid
StarD4 Droplet
Et‘ﬂ‘ﬂﬁ ‘h OMM
IMM
F‘45{}5cc ﬂ
Mitochondrion ©

Figure 2. Schématisation représentant les principales sources de cholestérol ainsi que
la stéroidogenese précoce (Miller et Auchus, 2011).



La P450c17 est une enzyme grandement impliquée dans la synthése des androgénes. Cette
enzyme est seulement exprimée au niveau du réticulum endoplasmique des cellules de la
zone fasciculée et de la zone réticulée des mammiféres et possede 2 activités enzymatiques,
soit I’activité 17ahydroxylase et 1’activité 17,20-lyase. L’activité 17ahydroxylase de la
P450c17 va catalyser I’hydroxylation de la prégnénolone en 170H-prégnénolone ainsi que
I’hydroxylation de la progestérone en 170OH-progestérone et cette réaction s’effectue
principalement au niveau de la zone fasciculée du cortex surrénalien afin de former des
glucocorticoides. L’activité 17,20-lyase de la P450c17 va catalyser la conversion de la
170H-prégnénolone en DHEA ainsi que la conversion de la 170H-progestérone en
androsténedione et cette réaction s’effectue essentiellement au niveau de la zone réticulée du
cortex surrénalien afin de former des androgenes (fig. 3). Chez la femme, le DHEAS est
I’androgene le plus abondant retrouvé au niveau de la circulation sanguine, suivi par le
DHEA, I’androsténedione, la testostérone et la Sa-hydrotestostérone (DHT) (Meunier, 2005 ;
Gardner et Shoback, 2007). Le DHEAS est formé a partir du DHEA sous I’action de plusieurs

sulfotransferases (Rizner, 2016).
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Figure 3. Représentation de la stéroidogenése surrénalienne

Le cholestérol est le précurseur de tous les stéroides et celui-ci est converti en prégnénolone
a I’intérieur de la mitochondrie. Au niveau de la zone glomérulée, la prégnénolone est
convertie en minéralocorticoides (majoritairement en aldostérone). Au niveau de la zone
fasciculée, la prégnénolone est principalement convertie en glucocorticoides
(majoritairement en cortisol). Finalement, au niveau de la zone réticulée, la prégnénolone est
principalement convertie en androgenes (majoritairement en DHEA) (Miller et Auchus,

2011).
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1.2.3 Régulation de la stéroidogenése et de I’androgénése

1.2.3.1 Role et mécanisme d’action de l’ACTH

L’ACTH est une hormone de 39 acides aminés produite et sécrétée par les cellules
corticotrophes de I’adénohypophyse. Ainsi, lorsqu'un stress physique ou psychologique
survient, les cellules neurosécrétrices du noyau paraventriculaire de 1’hypothalamus vont
libérer la corticolibérine (CRH; corticotropin-releasing hormone) au niveau du systéme porte
hypothalamo-hypophysaire. Ce peptide de 41 acides aminés va stimuler la formation de
I’ACTH a partir de son précurseur, la pro-opimélanocortine (POMC) ainsi que son relargage
au niveau de la circulation systémique (Montero-Melendez, 2015). Par la suite, ’ACTH va
se lier au récepteur MC2 (melanocortin receptor 2), exprimé au niveau de la zone glomérulée
et fasciculée de la glande surrénale. Il a été démontré que I’ACTH entraine une augmentation
de D’expression du récepteur MC2 ainsi qu’une désensibilisation cellulaire lors d’une
exposition prolongée (Liakos et al., 2000, Kramer ef al., 1983). La liaison de I’ ACTH a son
récepteur provoque un changement de conformation de ce dernier et entraine I’activation de
I’adénylate cyclase, une enzyme qui va catalyser la conversion de I’ATP en AMPc. L’AMPc
va finalement activer la protéine kinase A (PKA) avant d’étre dégradée par des
phosphodiestérases. L’activation de la PKA va entrainer 1’activation de plusieurs protéines,
telle que la P450c17. En effet, la PKA va phosphoryler les sites de phosphorylation de la
P450c17 entrainant ainsi son activation. D’un autre c6té, il a été démontré que
I'administration de doses supraphysiogiques d’ACTH (28 a 40 UI) deux fois par jour durant
4 a 6 jours entraine une augmentation de I’expression protéique de la P450c17 de 50 fois au
niveau des glandes surrénales de lapins (Mach et Fevold, 1994). Ce phénomene pourrait étre
expliqué par le fait que I’ACTH, administré de fagon chronique et supraphysiologique,
provoque une hyperplasie des cellules de la zone fasciculée. Ainsi, ’augmentation de
l'expression protéique de la P450c17 peut étre due a une augmentation du nombre de cellules

qui la produisent.

mn
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L’ACTH est un des composés principaux de 1’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien et
est impliqué dans la gestion du stress en régulant la sécrétion des glucocorticoides grace a
une boucle de rétroaction négative (fig. 4). L’ACTH et le cortisol induisent des changements
au niveau de leur propre cycle de sécrétion. En effet, le cortisol inhibe la formation de CRH
ainsi que la formation de I’ACTH, permettant ainsi d’inhiber sa propre production. De plus,
I’ACTH exerce elle aussi des effets rétroactifs sur I'hypothalamus et inhibe la libération de
CRH (boucle de rétroaction courte), permettant ainsi d’inhiber sa propre production ainsi que
celle du cortisol. D’un autre c6té, il est important de noter que les androgeénes ne participent

pas a la boucle de rétroaction négative.
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Figure 4. Schématisation de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

Lorsqu’un individu subit un stress physique ou psychologique, I’hypothalamus sécréte la
corticolibérine (CRH), entrainant ainsi la sécrétion d’ACTH par I’hypophyse. Cette hormone
va par la suite stimuler la sécrétion de cortisol et d’androgeénes au niveau des glandes
surrénales. L’augmentation des niveaux plasmatiques de cortisol va entrainer 1’inhibition de
la formation de CRH et d’ACTH, permettant ainsi d’inhiber sa propre production. De plus,
I’ACTH exerce elle aussi des effets rétroactifs sur I'hypothalamus en inhibant la libération

de CRH (Golden, 2011).
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L’ACTH va réguler la synthése des stéroides de fagon aigué et prolongée. En effet, dans les
quelques minutes suivant sa libération, I’ACTH va stimuler I’entrée du cholestérol au niveau
des cellules surrénaliennes et des mitochondries, initiant ainsi la stéroidogenese (Bisgaier et
al., 1985, Nishikawa et al., 1996). D’un autre coté, dans les heures suivant sa libération,
I’ACTH va stimuler la formation de I’ARNm de plusieurs enzymes impliquées dans la
synthese des stéroides. En effet, I’incubation de cellules surrénaliennes humaines en présence
d’une dose unique de 10° M d’ACTH durant 24 h et 48 h augmente la formation de I’ARNm
de la P450scc et la P450c17 (Di Blasio et al., 1986). De plus, I’ACTH augmente 1’activité
enzymatique de plusieurs enzymes impliquées dans la stéroidogenése, telles que la 3HSD
(Trudel et al., 1991). Pour terminer, il a ét¢ démontré que I’ACTH stimule la croissance des
cellules de la zone fasciculée et de la zone glomérulée (Stachowiak et al., 1990) ainsi que la
synthése des corticostéroides et des androgénes (Vaena de Avalos et al., 1998, Bellanger et

al., 2012).

Une des principales maladies reliées a une sécrétion ¢élevée d’ACTH est la maladie de
Cushing. Cette pathologie est due a une tumeur sécrétrice d’ACTH qui se retrouve dans
I’hypophyse. Cette tumeur stimule le cortex surrénalien, entrainant ainsi une hyperplasie des
glandes surrénales avec hypersécrétion de cortisol et d’androgeénes. Une autre maladie
associée a des niveaux plasmatiques élevés d’ACTH est I’hyperplasie congénitale des
glandes surrénales et cette pathologie est due a I’inhibition d’une ou plusieurs enzymes
impliquées dans la formation des glucocorticoides. Ainsi, les faibles taux plasmatiques de
cortisol vont causer une diminution du rétrocontrole négatif de 1’axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien, entrainant ainsi une augmentation de la sécrétion de CRH et de
I’ACTH, résultant en une augmentation de I’androgenése par le cortex surrénalien (Gallo-

Payet, 2013).

Une autre fagon de stimuler la stéroidogeneése in vitro est ’utilisation de la forskoline (Fsk).
Ce composé permet d’activer les adénylates cyclases, entrainant ainsi la formation d’AMPc
au niveau de plusieurs modeles cellulaires. Cette molécule a la capacité de mimer 1’effet de

I’ACTH tout en ne se liant pas au récepteur MC2 (Barovsky et al., 1983).
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1.2.3.2  Effet de l’insuline sur [’androgenese

Quelques études ont démontré que 1’insuline augmente la production des androgenes, et ce,
tant au niveau des ovaires que des glandes surrénales. En effet, il a été démontré que
I’incubation de cellules thécales provenant de femmes SOPK avec une concentration de
20 pg/mL d’insuline durant 16 heures augmente de 13 fois la production de testostérone par
ces cellules, comparativement a une augmentation de 3,3 fois pour les cellules thécales
provenant de femmes saines (Nestler et al., 1998). D’un autre coté, il a ét¢ démontré que
I’incubation de cellules surrénaliennes humaines a une concentration physiologique
d’insulin-like growth factor-1 (IGF-1 ; hormone ayant une structure moléculaire similaire a
I’insuline qui est principalement sécrétée par le foie et qui joue un rdle important dans la
croissance de I’enfant) ou d’insuline augmente la formation de I’ARN de la P450c17 et de la
3BHSD, et ce, en présence ou en absence d’ACTH (Kristiansen et al., 1997). Pour terminer,
une ¢étude de 2007 a démontré qu'une administration de 8 jours de diazoxide (inhibiteur de
la sécrétion pancréatique d’insuline) a des femmes minces et insulinosensibles atteintes du
SOPK permet de diminuer les niveaux d’androgénes circulants (Baillargeon et Carpentier,

2007).

1.2.4 Régulation de la P450c17

Le géne de la P450c17, nommé CYP17, est localisé sur le chromosome 10q24-q25 (Sparkes
et al., 1991) et celui-ci encode pour une protéine de 508 acides aminés ayant un poids
moléculaire de 57 kDa (Cloutier et al., 1997). La principale caractéristique de cette enzyme
est le fait qu’elle posséde deux activités enzymatiques, soit I’activité 17ahydroxylase qui
mene a la formation des glucocorticoides et ’activité 17,20-lyase qui meéne a la formation
des androgénes. Comme il a ét¢ mentionné précédemment, 1’activité 17ahydroxylase de la
P450c17 va catalyser I’hydroxylation de la prégnénolone en 170H-prégnénolone ainsi que
I’hydroxylation de la progestérone en 170OH-progestérone et cette réaction s’effectue
principalement au niveau de la zone fasciculée du cortex surrénalien afin de former des
glucocorticoides. D’un autre co6té, I’activité 17,20-lyase de la P450c17 va catalyser la

conversion de la 170H-prégnénolone en DHEA ainsi que la conversion de la 170H-
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progestérone en androsténedione et cette réaction s’effectue essentiellement au niveau de la
zone réticulée du cortex surrénalien afin de former des androgénes. Cependant, il est
important de noter que la 170H-prégnénolone et la 170H-progestérone ne seront pas
totalement converties en androgénes puisque ces molécules peuvent étre utilisées pour la
formation de glucocorticoides au niveau de la glande surrénale, ce qui survient surtout dans
la zone fasciculée. Finalement, il est important de noter que 1’expression de la P450c17 au
niveau de la glande surrénale est exclusive aux mammiferes et absente chez les rongeurs

adultes (Briére et al., 1997)

Ainsi, pour permettre la formation des glucocorticoides et des androgénes, la progestérone,
la prégnénolone ainsi que leurs dérivés hydroxylés vont se lier au seul et unique site actif de
la P450c17, qui est constitué d’un groupement héme et d’un atome de fer (Zuber et al., 1986).
La P450c17 posséde un autre site de liaison se situant a Iopposé¢ du site actif ou la
P450oxydoréductase (POR) va se lier afin de catalyser le transfert de deux électrons du
NADPH au groupement héme de la P450c17 pour ainsi augmenter son activité 17,20-lyase
(Auchus et Miller, 1999). De plus, il a été démontré chez I’humain et le bovin que I’activité
17,20-lyase de la P450c17 convertit de fagon plus efficace la 170H-prégnénolone en DHEA
que la 170H-progestérone en androsténedione dii a la plus grande affinité du 170H-

prégnénolone pour I’enzyme (Miller et Tee, 2014).
L’activité 17,20-lyase de la P450c17 est modulée par la présence de deux cofacteurs, soit par

la présence de la P450oxydoréductase et du cytochrome b5 ainsi que par la phosphorylation

de ses résidus sérines et thréonines (fig. 5).
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Figure 5. Représentation du transfert d’électrons entre la P450c17 et la
P450o0xydoréductase

L’activité 17,20-lyase de la P450c17 (P450) est responsable de la synthése des androgeénes.
Il a été démontré que le transfert des deux électrons de la P450oxydoréductase (POR) au
groupement héme de la P450cl7 augmente D’activit¢ 17,20-lyase de I’enzyme. Le
cytochrome b5 (b5) ainsi que la phosphorylation des résidus sérines et thréonines de la
P450c17 (-PO4) augmentent 1’efficacité de la liaison entre la P450c17 et POR, augmentant
ainsi Dactivité 17,20-lyase de la P450c17 et subséquemment, la production des androgeénes

(Miller et Auchus, 2011).

1.2.4.1 P4500xydoréductase

La P450oxydoréductase est une flavoprotéine de 82 KDa qui catalyse le transfert de deux
¢lectrons du NADPH au groupement héme de la P450c17. La protéine POR est constituée
de deux domaines distincts, soit un domaine associé a la flavine adénine dinucléotide (FAD)
et un domaine associé a la flavine mononucléotide (FMN). Lorsque le NADPH transfert deux
¢lectrons a la protéine POR, celle-ci va subir un changement de conformation qui va entrainer
I’alignement de ses deux domaines et ainsi, le transfert des deux électrons de la protéine POR
au groupement heme de la P450c17 (Miller, 2005). 11 a été démontré que la présence de POR
augmente [’activit¢ 17,20-lyase de la P450cl7 et subséquemment, la production
d’androgenes. En effet, une étude de Yanagibashi et Hall, publié¢e en 1986, a démontré que

la présence de la protéine POR augmente de fagon significative 1’activité 17,20-lyase de la
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P450c17 tout en affectant trés peu I’activité 17ahydrolase de I’enzyme au niveau des glandes

surrénales de porc (Yanagibashi et Hall, 1986).

1.2.4.2 Cytochrome b5

Le cytochrome b5 est une protéine de 134 acides aminés qui est principalement exprimée au
niveau des cellules de la zone réticulée de la glande surrénale. Cette protéine augmente
I’activité 17,20-lyase de la P450c17 en facilitant la liaison ainsi que le transfert d’électrons
de la protéine POR au groupement héme de la P450c17 (Miller, 2005). En effet, la présence
de ce facilitateur allostérique permet d’augmenter de 10 fois 1’activité 17,20-lyase de la

P450c17 tout en n’affectant pas 1’activité 17ahydroxylase de I’enzyme (Auchus et al., 1998).

1.2.4.3  Phosphorylation des résidus sérines et thréonines

La phosphorylation des résidus sérines et thréonines de la P450c17 est nécessaire afin
d’observer I’activité 17-20-lyase de cette enzyme. La phosphorylation des résidus sérines et
thréonines de la P450c17 semble étre effectuée par une protéine kinase dépendante de
I’AMPc mais la nature exacte de cette enzyme n’est toujours pas identifiée, de méme que la

position des résidus qui subissent I’ajout d’un groupement phosphate (Miller, 2005).

D’un autre coté, il a été démontré que la présence de phosphatase alcaline, enzyme qui
catalyse la déphosphorylation de son substrat, inhibe I’activité¢ 17,20-lyase de la P450c17
tout en n’affectant pas 1’activité 17ahydroxylase de ’enzyme (Zhang et al., 1995). Ces
données permettent donc de conclure que l'activité 17,20-lyase de la P450c17 est grandement

influencée par le niveau de phosphorylation de I’enzyme.

Pour terminer, une étude de Pandey et Miller, publiée en 2005, a démontré les effets du
cytochrome b5 et de POR sur I’activité¢ 17,20-lyase de la P450c17. Ainsi, les auteurs ont
expos¢ la P450c17 en présence de concentration constante de cytochrome b5 et de

concentrations croissante de POR. Ainsi, les résultats ont démontré que I’exposition de la
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P450c17 en présence de concentrations croissante de POR augmente son activité 17,20-lyase
et que cette activité est toujours plus grande en présence de cytochrome b5 (Pandey et Miller,

2005).

1.3 Lipotoxicité

1.3.1 Cause du SOPK

Les facteurs menant au SOPK ne sont pas bien connus a ce jour, mais plusieurs hypothéses
ont été proposées pour expliquer le développement de cette maladie. Ainsi, les hypotheses
émises sont: 1) une anomalie au niveau des enzymes impliquées dans la synthése des
androgeénes (Rodin et al., 1994); 2) une altération au niveau de I’action de I’insuline,
entrainant une résistance a 1’insuline et une hyperinsulinémie compensatoire (Nestler et al.,
1998); 3) une altération dans la sécrétion de différentes adipokines par le tissu adipeux
(Escobar-Morreale et al., 2006); 4) un défaut au niveau de la sécrétion de 1’hormone
gonadolibérine (GnRH) (Henderson ef al., 2011) et 5) la présence d’inflammation chez les

femmes atteintes du SOPK (Gonzalez, 2015).

Notre laboratoire a proposé I’hypothése générale que la lipotoxicité pourrait expliquer, du
moins en partie, la surproduction androgénique des femmes atteintes du SOPK (Baptiste et

al., 2010). Ainsi les différents aspects de cette hypothese seront décrits dans cette section.

1.3.2 Métabolisme des acides gras

Les acides gras sont des molécules hydrophobes qui jouent un role trés important au niveau
de la cellule et ce, tant au niveau structurel qu’énergétique. Ces molécules lipidiques sont
oxydées au niveau des tissus non adipeux par un mécanisme mitochondrial appelé [-
oxydation afin de procurer un apport énergétique a la cellule (Marieb et al., 2010). En effet,
les acides gras constituent la source énergétique majeure d’un trés grand nombre de tissus

tels que les muscles, le coeur, le foie ainsi que le cortex rénal et ce, particuliérement en période

17



18

interprandiale, qui corresponds a la période entre les repas (Owen et al., 1979). Cependant,
lorsque les acides gras ne sont pas oxydés en totalité, ces molécules vont étre emmagasinées
sous forme de triglycérides au niveau des tissus adipeux afin de former une réserve
énergétique. Ce phénomene, qui survient lorsque les niveaux d’ATP intracellulaire et de

glucose sanguin sont élevés, est appelé lipogenese (Marieb et al., 2010).

Lorsque les acides gras sont présents en exces au niveau plasmatique et que leur utilisation
intracellulaire n’est pas suffisante, une surcharge d’acides gras peut survenir au niveau des
tissus non adipeux, dont la capacité de lipogenese est faible normalement, et ainsi engendrer
des effets déléteres. Ce phénomene, appelé lipotoxicité, est défini comme étant I’ensemble
des conséquences cellulaires néfastes d’une exposition excessive des tissus non adipeux aux

acides gras non estérifiés (Carpentier, 2008).

Les acides gras vont déborder du tissu adipeux lorsque celui-ci n’est plus capable de les
stocker de facon suffisante. Une étude publiée en 2010 a démontrée qu'une dysfonction
adipocytaire, caractérisée par la présence d’une hypertrophie cellulaire, d’une altération de
la signalisation de I’insuline et d’une infiltration de macrophages, diminue la capacité des
cellules graisseuses a emmagasiner des triglycérides entrainant ainsi un débordement des
AGNE vers les tissus non adipeux (Cusi, 2010). Cependant, il est important de noter que les
phénomenes lipotoxiques peuvent survenir chez des individus non obéses comme chez les
individus obéses. En effet, il a ét¢ démontré que les patients non obéses qui étaient
prédisposés a développer un diabéte de type 2 présentaient une dysfonction adipocytaire ainsi
que des niveaux plasmatiques de triglycérides et d’insuline a jeun élevés (Henninger et al.,
2014). Les résultats de cette étude suggeérent qu'un débordement des AGNE peut aussi
survenir chez des individus non obéses, ce qui augmenterait les concentrations d’AGNE au
niveau des tissus non adipeux et subséquemment, entrainerait des effets délétéres au niveau
cellulaire. Ainsi, la lipotoxicité semble étre un phénomeéne qui est associé a une dysfonction
du tissu adipeux et non directement a I’obésité. Il est important de noter que 1’obésité peut
entrainer une dysfonction des adipocytes lorsque la capacité de stockage de ces cellules sera

atteinte et nous croyons que ce phénomene pourrait exacerber ou dévoiler le SOPK chez les
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femmes qui sont prédisposées génétiquement ainsi que chez les femmes non prédisposées

génétiquement a développer ce syndrome.

1.3.3 Mécanismes lipotoxiques

Plusieurs mécanismes intracellulaires sont a I’origine de la lipotoxicité et ceux-ci seront

développés brievement dans cette sous-section (fig. 6).

L4l

—
Mitachondrial

Figure 6. Illustration des mécanismes intracellulaires responsables de la lipotoxicité

Lorsque les acides gras sont présents en trop grande quantité au niveau de la circulation
sanguine ou que leur utilisation intracellulaire n’est pas suffisante, une surcharge d’acides
gras peut survenir au niveau des tissus non adipeux et engendrer des effets délétéres. Ces
phénomeénes intracellulaires menant a la lipotoxicité sont illustrés a la figure 6 (Carpentier,

2008).
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Initialement, 1’exposition cellulaire & des concentrations élevées d’AGNE entraine une
augmentation de la production d’espece réactive de 1’oxygene (ROS). Ces molécules vont
mener a I’activation de la voie de signalisation de JNK, d’AP1 et de NfkB, entrainant ainsi
la formation de molécules proinflammatoires et a I’apoptose cellulaire (Kamata et al., 2005).
De plus, il a été démontré que les ROS sont fortement impliqués dans le développement de

la résistance a I’insuline induite par les glucocorticoides et le TNFa (Houstis et al., 2006).

D’un autre c6té, il a été démontré que les AGNE induisent ’activation des récepteurs de type
Toll (TLR). Ces récepteurs, qui sont impliqués dans les mécanismes de I’immunité innée en
reconnaissant les motifs moléculaires présents au niveau de la membrane bactérienne, sont
aussi dans la capacité de lier les acides gras. De plus, il a ét¢ démontré qu’une légere
augmentation des niveaux d’AGNE plasmatiques induit une augmentation de I’expression
des TLR (Hussey ef al., 2014). Ainsi, la liaison du ligand au TLR méne a I’activation des
voies de signalisation d’AP1 et de NfkB, entrainant ainsi la formation de cytokines
proinflammatoires, de molécules d’adhésion, de chimiokines et de protéines antibactériennes
(Carpentier, 2008). Les cytokines proinflammatoires, comme le TNFa, vont induire des

effets cellulaires néfastes tels qu’une altération de I’action de I’insuline (Zhou ef al., 2015).

De plus, I’exposition cellulaire a des concentrations élevées d’AGNE provoque un stress au
niveau du réticulum endoplasmique. Ce stress peut entralner plusieurs conséquences
cellulaires néfastes telles que la résistance a I’insuline, 1’activation de voies de signalisation
inflammatoire ainsi que I’apoptose cellulaire. En effet, une étude de Ozcan et al., publi¢e en
2004, a démontré que 1’augmentation du stress au niveau du réticulum endoplasmique était
associée a la résistance a I’insuline chez un modéle murin (Ozcan et al., 2004). D’un autre
coté, I’exposition cellulaire a des concentrations élevées d’AGNE provoque aussi un stress
au niveau de la mitochondrie. Ce stress mitochondrial est lui aussi associé a plusieurs
conséquences cellulaires néfastes telles qu’a une dysfonction mitochondriale, a une
diminution de la B-oxydation et a ’augmentation du stress oxydatif (Carpentier, 2008). Afin
de démontrer que la présence d’AGNE augmente 1’état de stress oxydatif, le groupe de
Tripathy a infusé une solution d’intralipides et d’héparine a 10 patients sains durant 4h.

L’héparine permet d’activer les lipoprotéines lipases (LPL), enzymes principalement
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exprimées au niveau de I’épithélium vasculaire, afin qu’elles puissent hydrolyser les
triglycérides contenus dans la solution d’intralipides en AGNE. Ainsi, les résultats de cette
¢tude démontrent que la présence d’AGNE augmente le stress oxydatif chez les individus
sains ayant re¢u une infusion d’intralipides/héparine durant 4h (Tripathy et al., 2003). D’un
autre coté, puisque la lipotoxicité diminue I’oxydation mitochondriale, les AGNE vont

encore plus s’accumuler au niveau du cytosol et leurs effets déléteres seront amplifiés.

Finalement, lors d’une altération de la fonction mitochondriale ou en situation d’apport
lipidique ¢élevé, les acides gras vont étre métabolisés par des mécanismes non oxydatifs. Ces
principaux métabolites non oxydatifs sont les diacylglycérols (DAG) et les céramides. La
présence de DAG au niveau intracellulaire meéne a ’activation des protéines kinases C
(PKC). Ces protéines sont impliquées dans le contrdle de I’activité d’autres enzymes grace a
leur capacité a ajouter un groupement phosphate sur leurs résidus sérines et thréonines. Ainsi,
I’activation des PKC par les DAG va entrainer la phosphorylation de différentes protéines
impliquées dans la voie de signalisation de I’insuline, ce qui va entrainer la diminution de la
translocation du transporteur GLUT4 a la membrane cytoplasmique et subséquemment, une
¢lévation de la glycémie (Carpentier, 2008). De plus, il a été démontré que la phosphorylation
des résidus sérines et thréonines des enzymes de la stéroidogenése augmente leurs activités
et subséquemment, induit la formation de stéroides (Zhang et al., 1995). D’un autre coté, la
présence de céramides au niveau intracellulaire meéne a I’activation des protéines kinases
JNK. L’activation de ces enzymes mene a la phosphorylation des résidus sérines et thréonines
de différentes protéines impliquées dans la survie des cellules B du pancréas, entrainant ainsi
I’altération de leurs fonctions. En effet, il a été démontré que la présence de céramides au
niveau des cellules § du pancréas mene a I’altération de la fonction mitochondriale ainsi qu’a
I’apoptose de ces cellules (Maedler et al., 2001). Cependant, il est important de noter que
seulement les acides gras saturés peuvent entrainer la formation de céramides (Kewalramani

etal., 2010).

1



22

1.3.4 Effet de la lipotoxicité sur I’androgenése

Quelques études suggerent I’implication des AGNE au niveau du développement de

I’hyperandrogénie et ce, in vitro et in vivo.

En effet, une étude de notre laboratoire a mis en évidence I’effet des AGNE sur la production
des androgeénes au niveau des cellules fasciculées et réticulées provenant de glandes
surrénales bovines. Pour y arriver, ces cellules ont été stimulées en présence de 10 nM
d’ACTH (2X/jour) ou de 10 uM de Fsk (1X/2 jours) avant d’étre exposées a une
concentration de 100 uM de palmitate (2X/jour; acide gras saturé). Le palmitate est un acide
gras constitué¢ de 16 carbones et est I’acide gras saturé le plus prévalent au niveau de la
circulation sanguine. Ainsi, suite aux 48 h de stimulation, le milieu de culture a été récolté et
le DHEA y a été quantifié¢ par ELISA. Ainsi, cette étude démontre qu’une exposition de ces
cellules durant 48 h a 100 uM de palmitate augmente de facon significative la production de
DHEA de 38% et de 69% lorsque les cellules sont stimulées a ’ACTH et a la Fsk
respectivement (Bellanger ef al., 2012).

De plus, une étude de Mai et al., publiée en 2006, a voulu démontrer I’implication des AGNE
au niveau de la production des androgénes chez huit hommes sains. Pour y arriver, les
participants ont recu une infusion de lipides et d’héparine durant 6 h et des échantillons
sanguins ont été prélevés au temps 0, 2 et 4 h afin que les niveaux de DHEA,
d’androsténedione, de 170H-progestérone, de testostérone, de cortisol et d’acides gras libres
y soit quantifiés. Un des aspects intéressants de cette étude est que chaque sujet constitue son
propre contrdle en recevant aussi une infusion de saline et d’héparine lors d’une autre visite.
Ainsi, cette étude démontre qu’une infusion de lipides et d’héparine augmente la production
de DHEA et d’androsténedione comparativement a une infusion de saline et d’héparine (Mai
et al., 2006). En s’appuyant sur ces résultats, ce groupe a refait la méme étude chez des
femmes saines afin de déterminer si les AGNE pourraient étre impliqués dans
I’hyperandrogénie. Pour y arriver, 12 femmes saines ont re¢u une infusion de lipides et
d’héparine durant 330 minutes et des échantillons sanguins ont été prélevés au temps 0, 1, 2

et 4 h afin que les niveaux de DHEA, DHEAS, d’androsténedione, de 170H-progestérone,
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progestérone, de testostérone et d’acides gras libres y soient quantifiés. Comme dans 1’étude
de 2006, chaque sujet constitue son propre controle grace a une infusion de saline et
d’héparine lors d’une autre visite. Ainsi, les résultats de cette étude démontrent qu’une
augmentation des niveaux plasmatiques de triglycérides et d’acides gras libres, induite par
I’infusion de la solution de lipides et d’héparine, entraine une augmentation des niveaux
plasmatiques de DHEA (3 631 + 610 ng/ml*min vs. 2 341 + 284 ng/ml*min; p<0,05), de
DHEAS (538 275 + 100 611 ng/nl*emin vs. 420 300 + 63 471 ng/nl*min; p<0,01),
d’androsténedione (546 + 44 ng/mlemin vs. 471 £ 44 ng/ml*min; p<0,05) et de testostérone
(1 030 £ 112 nmol/l*min vs. 412 + 62 nmol/l*min, p<0,005), et ce, comparativement a

I’infusion de saline et d’héparine (Mai et al., 2008)

Notre laboratoire a récemment démontré que les niveaux d’AGNE et de triglycérides au
niveau du liquide folliculaire de I’ovule sont associés avec une augmentation du niveau de
testostérone sanguin chez des femmes suivant un protocole de fécondation in vitro (Gervais
et al., 2014). De plus, nous avons démontré que les niveaux de testostérone sanguins étaient
positivement associés avec la captation des AGNE par les ovaires, et ce, dans un modele de

rats s’apparentant au SOPK (Leblanc et al., 2014).

1.3.4.1 Meécanismes cellulaires reliant la lipotoxicité a ’hyperandrogénie

Plusieurs mécanismes cellulaires peuvent expliquer I’effet de la lipotoxicité sur la production

des androgenes.

Initialement, il est connu qu’un exceés d’AGNE inhibe la voie MEK/ERK1/2, qui a été
démontré comme étant inhibitrice de 1’androgenése, avec le potentiel donc d’augmenter la
production d’androgénes. En effet, I’é¢tude de Bellanger et al., publiée en 2012 par notre
laboratoire, démontre qu’une exposition de 48h a 100 uM de palmitate diminue les niveaux
de phosphorylation de ERK1/2 et augmente la production de DHEA par les cellules
fasciculées et réticulées bovines (Bellanger et al., 2012). De plus, il a été démontré que
I’exposition de cellules fibroblastiques a 1 mM de palmitate durant 1 a 4h inhibe la voie de

MEK/ERK1/2 (Usui et al., 1997) et que I’inhibition de MEK1 induit une augmentation de la
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production de DHEA par les cellules thécales humaines (Nelson-Degrave ef al., 2005). D’un
autre coté, les phénomenes lipotoxiques pourraient permettre d’augmenter la production des
androgenes grace a leurs effets sur I’activité de différentes protéines kinases. Comme il a été
mentionné précédemment, lors d’une altération de la fonction mitochondriale ou en situation
d’apport lipidique élevé, les acides gras vont étre métabolisés par des mécanismes non
oxydatifs pour ainsi former des DAG et des céramides. Ces métabolites non oxydatifs vont
mener a ’activation de différentes protéines kinases, entrainant ainsi la phosphorylation et
I’activation de différentes protéines. Or, une telle phosphorylation de la P450c17 sur ses
résidus sérines et thréonines augmente son activité 17,20-lyase et subséquemment, la

production des androgeénes (Zhang et al., 1995).

1.3.5 Implication des différents acides gras au niveau de la lipotoxicité

I1 existe trois formes de gras dans ’alimentation, soit les acides gras saturés, monoinsaturés
et polyinsaturés. L’acide palmitique (palmitate; acide gras saturé) est 1’acide gras saturé le
plus prévalent retrouvé dans le sérum (28,3% de tous les AGNE) alors que 1’acide oléique
(oléate; acide gras monoinsaturé) est ’AGNE le plus abondant de la circulation chez

I’humain (32,7%) (Hodson et al., 2008).

I1 est important de noter que les différents types d’acide gras vont agir de fagon différente au
niveau cellulaire. En effet, il a ét¢ démontré que le palmitate induit la mortalité cellulaire
ainsi que la formation de peroxyde au niveau des peroxysomes des cellules B du pancréas. Il
a aussi été démontré que le palmitate induit la mortalité des cellules ovariennes humaines de
facon temps- et dose-dépendante. Ce phénomene est causé par 1’induction de 1’apoptose
cellulaire par le palmitate (Mu et al., 2001). D’un autre coté, il a été démontré que 1’oléate
protege des effets du palmitate sur la mortalité cellulaire et la formation de peroxyde

(Gehrmann et al., 2015).

Plusieurs interventions sont connues pour améliorer directement la lipotoxicité, telles que
I’exercice, la perte de poids et les médicaments insulinosensibilisateurs (ex. : metformine et

thiazolidinediones). En effet, il a ét¢ démontré que ces interventions entrainent une
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amélioration de la résistance a I’insuline et de I’hyperandrogénie des femmes atteintes du
SOPK. Ainsi, la prochaine section se penchera sur les thiazolidinediones, qui sont des
composés thérapeutiques qui protégent contre le développement de la lipotoxicité en activant
les récepteurs PPARY, permettant ainsi de favoriser le métabolisme oxydatif des AGNE au

niveau des tissus non adipeux.

1.4 Thiazolidinediones

Les thiazolidinediones (TZD) sont des sensibilisateurs a I’insuline utilisés depuis la fin des
années 1990 dans le traitement du diabéte de type 2, mais plusieurs études préliminaires
démontrent que ces composés pourraient étre utilisés dans le traitement de différentes
maladies telles que le psoriasis (Lajevardi et al., 2014), 1’autisme (Boris et al., 2007), la
stéatose hépatique non alcoolique (Takahashi et al., 2015) et le SOPK (Stabile et al., 2014).
Les TZD sont des agonistes des récepteurs activés par les proliférateurs des peroxysomes
gamma (PPARY). Ces récepteurs sont activés par plusieurs molécules, tels que les acides
gras, les eicosanoides et les médicaments de la famille des TZD. L’activation de ces
récepteurs nucléaires entraine leurs liaisons avec le récepteur X de rétinoides (RXR) ainsi
que la liaison de I’hétérodimere a I’ADN, modifiant ainsi les niveaux de transcription de
plusieurs geénes impliqués dans une variété de processus physiologiques. La principale
conséquence de la liaison de I’hétérodimere a I’ADN est 1’augmentation de la lipogenése au
niveau du tissu adipeux, entralnant ainsi une diminution des niveaux d’acides gras
plasmatiques. En effet, les récepteurs PPARYy sont principalement exprimés au niveau du
tissu adipeux, ou leur activation augmente la transcription des geénes qui induisent
I’adipogenese et I’activation de la LPL. De plus, ces récepteurs sont aussi exprimés au niveau
des tissus non adipeux, ou leur activation augmente la transcription des geénes qui induisent
I’oxydation des AGNE et la formation des mitochondries (Gervois et Fruchart, 2003). Ces
phénomenes entrainent une diminution des niveaux d’AGNE plasmatiques et
subséquemment, une diminution de la surexposition du tissu non adipeux aux AGNE. De
plus, l’activation des récepteurs PPARy entraine aussi une diminution la réponse
inflammatoire et de la résistance a I’insuline plusieurs tissus, ainsi qu’une augmentation de

la différenciation des adipocytes (Molavi ef al., 2007). 11 a été démontré que 1’activation des
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récepteurs PPARY induit une diminution de I’activité enzymatique de la P450c17 et de la
3BHSD (Arlt et al., 2004) ainsi qu’une diminution de la production de testostérone par les
cellules ovariennes porcines (Schoppee et al., 2002). Par ailleurs, une étude de Skov et al.,
publiée en 2008, a démontré qu'une diminution de I’expression du récepteur PPARy au
niveau du muscle squelettique de femmes atteintes du SOPK était associée a diminution de

la sensibilité a 1’insuline (Skov et al., 2008).

Il existe quatre membres dans les familles des TZD, soit la soit la troglitazone, la
pioglitazone, la rosiglitazone ainsi que la lobeglitazone. Plusieurs de ces molécules ont des
restrictions concernant leur utilisation ou ont tout simplement été retirées du marché di aux
effets secondaires néfastes qu’ils induisent. En effet, la troglitazone a été retirée du marché
en 2000 puisque cette molécule engendre des problemes hépatiques (1 patient sur 20 000).
Ainsi, il est recommandé d’effectuer un bilan hépatique a tous les 3 mois durant la premiere
année du traitement aux TZD afin de déceler rapidement les effets secondaires qui sont
associés a leur administration. Cependant, aucune étude ne démontre a ce jour que
I’administration de rosiglitazone et de pioglitazone pourrait induire des problémes hépatiques
(Salomone, 2011). D’un autre coté, les effets des TZD au niveau cardiaque sont plutot
controversés. En effet, il a été démontré que I’administration de rosiglitazone est associée a
une augmentation du risque de développer un arrét cardiaque et un infarctus du myocarde
alors que ’administration de pioglitazone est associée a une augmentation du risque de
développer un arrét cardiaque (Chaggar et al., 2009). Cependant, 1’étude prospective
RECORD (Rosiglitazone Evaluated for Cardiac Outcomes and Regulation of Glycaemia in
Diabete), qui a suivi 4458 patients diabétiques de type 2 traités a la rosiglitazone durant 5,5
années, démontre que la rosiglitazone ne semble pas augmenter 1’incidence d’infarctus

(Home et al., 2009).

Plusieurs études ont démontré que certaines variantes génétiques au niveau du gene codant
pour le récepteur PPARY étaient associées au SOPK, mais cette hypothése reste encore
controversée. En effet, une étude de Yilmaz et al., publiée en 2006, a démontré que les
femmes atteintes du SOPK possédaient un polymorphisme Prol2Ala au niveau de I’exon 2
du geéne du récepteur PPARY et une substitution des bases C pour des bases T au niveau de

I’exon 6 du geéne du récepteur PPARY de fagon plus fréquente que les femmes controles
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(Yilmaz et al., 2006). Cependant, d’autres études ont démontré que les différents
polymorphismes génétiques au niveau du geéne codant pour le récepteur PPARy ne
semblaient pas étre associés a un risque accru de développer un SOPK (Christopoulos ef al.,
2010). Ainsi, d’autres études seraient nécessaires pour identifier clairement 1I’implication du

gene du récepteur PPARYy dans le développement du SOPK.

1.5 Préambule

Notre laboratoire a comme objectif de déterminer 1I’impact des AGNE sur la production des
androgenes de fagon in vivo chez des femmes atteintes du SOPK ou qui sont a risques de
développer cette maladie ainsi que de fagon in vitro au niveau des cellules surrénaliennes et

ovariennes canines, bovines ou humaines.

Récemment, nous avons démontré que la présence d’AGNE et de triglycérides au niveau du
liquide folliculaire de I’ovule est associée avec une augmentation du niveau de testostérone
sanguin chez des femmes suivant un protocole de fécondation in vitro (Gervais et al., 2014).
De plus, nous avons démontré que les niveaux de testostérone sanguins étaient positivement
associés avec la captation des AGNE par les ovaires, et ce, dans un modéele de rats présentant
un SOPK (Leblanc et al., 2014). Finalement, 1’article de Bellanger et al., publiée en 2012, a
démontré qu’une exposition de 48 h a 100 uM de palmitate augmente la production de DHEA
de 69% et diminue la phosphorylation de ERK1/2 de 46% lorsque les cellules fasciculées et
réticulées bovines sont stimulées en présence de 10 uM de Fsk. Cependant, aucune différence

significative de I’expression de la P450c17 n’a pu étre observée (Bellanger et al., 2012).

Les résultats de ces études démontrent clairement 1’association entre les AGNE et
I’androgenése. Cependant, les mécanismes cellulaires expliquant ce phénoméne n’ont pas
encore ¢été ¢lucidés. Ainsi, mon projet de maitrise avait comme objectif principal de

déterminer les mécanismes sous-jacents a I’hyperandrogénie induite par les AGNE.
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1.6 Hypothese/problématique

L’hypothese générale émise par notre laboratoire est que le SOPK survient lorsque les
cellules sécrétrices d’androgeénes sont exposées a un exces d’AGNE dii 4 un débordement du
tissu adipeux et/ou a une diminution de leur oxydation au niveau des tissus non adipeux.
Ainsi, nous avons supposé¢ que I’hyperandrogénie présente chez les femmes atteintes du
SOPK peut étre expliquée, du moins en partie, par les phénomenes lipotoxiques induits par

I’exposition des cellules sécrétrices d’androgenes a des niveaux élevés d’AGNE.

L’hypothése du présent projet est donc que la surexposition de cellules sécrétrices
d’androgénes aux AGNE induit des phénoménes lipotoxiques pouvant conduire a une
hyperproduction androgénique et que, d’autre part, 1’activation des récepteurs PPARy
protégerait les cellules sécrétrices d’androgeénes contre le développement de la lipotoxicité et

donc, améliorerait I’hyperandrogénisme induit par les AGNE.

1.6.1 Objectifs

1.6.1.1  Objectif principal

L’objectif principal de mon projet de maitrise est de déterminer les mécanismes sous-jacents
a I’augmentation de la production androgénique induite par la surexposition des cellules

productrices d’androgénes aux AGNE.

1.6.1.2  Objectifs secondaires

Les objectifs secondaires de ce projet sont de:

Objectif #1

Déterminer I’effet des AGNE sur I’androgenése.
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Objectif #2
Déterminer 1’effet d’une surexposition aux AGNE sur la production des androgenes par les
cellules surrénaliennes suite a I’activation aigué ou prolongée du récepteur PPARy au niveau

de ces cellules.

Objectif #3
Déterminer 1’effet d’une surexposition aux AGNE sur I’expression protéique de différentes

protéines impliquées dans la syntheése des androgenes.
Objectif #4

Déterminer I’effet d’une surexposition aux AGNE sur I’activité¢ 17ahydroxylase et 17,20-

lyase de la P450c17 au niveau des cellules surrénaliennes bovines.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Culture cellulaire

Mes travaux ont été réalisés a partir de trois types cellulaires, soit a partir des cellules
surrénaliennes bovines, de la lignée cellulaire NCI-H295R et des cellules surrénaliennes
humaines. Initialement, les cellules surrénaliennes bovines ont été utilisées puisqu’elles
constituent le mod¢le cellulaire le plus utilisé dans la littérature pour étudier la fonction de la
glande surrénale et qu’elles sont facilement accessibles, et ce, en grande quantité. De plus, le
modele bovin est le modéle qui ressemble le plus a I’humain. D’un autre coté, la lignée
cellulaire NCI-H295R exprime tous les génes qui codent pour les enzymes impliqués au
niveau de la stéroidogenése. Ainsi, ce modele cellulaire a été utilisé puisqu’il permet d’avoir
une source cellulaire pratiquement illimitée et d’obtenir des résultats reproductibles a faible
cott. De plus, les cellules NCI-H295R ont aussi été utilisées puisque des expériences futures
de transfection seront possibles sur ces cellules. Finalement, les cellules surrénaliennes
humaines ont ét¢ utilisées afin d’assurer un aspect translationnel avec les résultats obtenus

chez ’animal.

2.1.1 Culture primaire bovine

En ce qui a trait a la culture primaire animale, des glandes surrénales de vaches adultes non
gestantes ont été obtenues d’un abattoir local. L’isolation cellulaire a été effectuée sur glace
et le tissu était maintenu dans du milieu d’isolation, composé¢ de DMEM/F12 (Wisent) froid
supplémenté en sérum de veau feetal (10 %), L-Glutamine (365,10 mg/L), HEPES (8 mM),
pénicilline (100 U/mL), streptomycine (100 ng/mL) et de gentamicine (0,05 g/L) durant
I’isolation et la dissociation cellulaire. Initialement, la totalit¢ de la masse graisseuse
entourant les glandes surrénales a été enlevée a I’aide d’un scalpel. Ensuite, la capsule, la
zone glomérulée ainsi que la médullosurrénale ont été retirées grace a un microtome Stadie-
Riggs (Thomas Scientific) afin de seulement obtenir des tranches des zones fasciculées et

réticulées car c’est seulement ces cellules qui sont capable de produire des androgeénes. Ces
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coupes ont par la suite été coupées en morceaux d’environ 1 mm’ avant d’étre déposées dans
une solution de DMEM/F12 supplémentée en collagénase de type 1 (500 U/mL) et en DNAse
de type 1 (160 U/mL) durant 2h a 37 °C afin de rompre les liens entre les cellules et le tissu.
De plus, durant ce temps d’incubation, le tissu a subi plusieurs aspirations a I’aide d’une
pipette stérile de 10 mL afin de favoriser le détachement cellulaire. Cette solution a par la
suite été déposée sur un filtre de 100 pm afin d’éliminer les morceaux de tissus non digérés.
Finalement, la solution cellulaire a été centrifugée et le culot a été resuspendu dans du milieu
d’isolation avant d’étre ensemencée dans une flasque en polystyréne de 75 cm” (T75). Le
lendemain, les cellules ont subi un passage. Ainsi, le milieu de culture a été retiré et les
cellules adhérées au T75 ont été lavées avec du PBS (phosphate buffer solution) afin
d’¢éliminer les globules rouges présents dans le milieu de culture. Par la suite, les cellules ont
été décollées de la paroi du T75 en présence d’une solution de trypsine (trypsine [0,25 %] et
EDTA [1 %]). Apres une vérification visuelle du décollement cellulaire, du milieu d’isolation
a été ajouté au T75 afin d’inhiber I’action de la trypsine. Les cellules ont été centrifugées et
le culot a été resuspendu dans du milieu d’isolation supplémenté avec de 1’Ultroser G (1 %,
Pall). Les cellules ont été divisées également dans 3 T75 qui ont été traités a la fibronectine
et ce, dans le but d’augmenter I’adhésion cellulaire. Par la suite, le milieu de culture a été
changé tous les deux jours. Lorsque les cellules ont atteint la confluence au terme d’environ
7 jours, elles ont été trypsinisées et ensemencées en duplicata dans des plaques de 6 puits a
une densité de 600 000 cellules/puits ou dans des plaques de 12 puits a une densité de 200 000
cellules/puits selon I’expérience désirée. Le lendemain matin, le milieu de culture a été

chang¢ et les différentes stimulations ont eu lieu.

2.1.2 Lignée cellulaire NCI-H295R

Les cellules NCI-H295R (ATCC) ont été¢ entretenues dans du milieu de DMEM/F12
supplémenté avec du sérum de veau cosmique (10 %), L-Glutamine (365,10 mg/L), HEPES
(9,4 mM), pénicilline (100 U/mL), streptomycine (100 ng/mL), gentamicine (0,05 g/L),
NaHCO; (0,1 %), insuline (0,00625 mg/mL), transferrine (0,00625 mg/mL) et sélénite
(6,25 ng/mL). Ces cellules ont subi un passage lorsqu’elles atteignaient environ 90 % de

confluence. Pour ce faire, le milieu de culture a été retiré et les cellules ont été lavées avec
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du PBS. Par la suite, les cellules ont ét¢ décollées du T75 suite a une incubation en présence
d’une solution de trypsine (trypsine [0,25 %] et EDTA [1 %]). Apres une vérification visuelle
du décollement cellulaire, du milieu d’isolation a été ajouté au T75. Cette solution a été
centrifugée et le culot a été resuspendu dans du milieu avant d’étre déposé dans un T75 afin
de remettre les cellules a proliférer a nouveau. Par la suite, le milieu de culture a été changé
a tous les deux jours. Lorsque les cellules ont atteint la confluence, elles ont été trypsinisées
et ensemencées de la méme facon que les cellules surrénaliennes bovines. Quarante-huit
heures suivant I’ensemencement, le milieu a été changé pour un milieu DMEM/F12 pauvre
en sérum de veau cosmique (0,01 %) supplémenté en L-Glutamine (365,10 mg/L), HEPES
(9,4 mM), pénicilline (100 U/mL), streptomycine (100 pg/mL) et gentamicine (0,05 g/L) afin
de sevrer les cellules de tous les facteurs contenus dans le sérum. Pour terminer, le milieu de
culture a été changé pour du milieu frais le matin suivant et les différentes stimulations ont

eu lieu.

2.1.3 Culture primaire humaine

Pour terminer, les glandes surrénales humaines ont été obtenues grace a notre collaboration
avec Transplant Québec. Ces glandes proviennent des trois grands centres du Québec, soit
Montréal, Québec et Sherbrooke. Entre janvier 2014 et ma fin de maitrise (mai 2015), nous
avons regu les glandes surrénales de 3 donneurs, composé de 2 femmes, 4gés entre 54 et 68
ans. Suite au prélévement, ces spécimens étaient conservées dans du milieu Opti-MEM
jusqu’a leur arrivée au Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke. A ce moment, les
glandes surrénales ont été dégraissées et des coupes des zones fasciculées et réticulées ont
¢été obtenues avec le méme protocole que celui décrit pour les glandes surrénaliennes bovines.
Cependant, les glandes surrénales étaient conservées dans du milieu MEM supplémenté en
HEPES (8 mM), pénicilline (100 U/mL), streptomycine (100 pg/mL), L-Glutamine (2 mM)
et NaHCOs3 (0,01 %) durant la dissection et 1’isolation cellulaire. Par la suite, les morceaux
de 1 mm® des coupes des zones fasciculées et réticulées ont subi trois digestions
enzymatiques successives de 20 minutes a 37 °C dans une solution de DMEM/F12
supplémentée en collagénase de type 1 (500 U/mL) et en DNAse de type 1 (160 U/mL) avant

d’étre filtrée et centrifugée. Pour terminer, le culot a été resuspendu dans du milieu Opti-
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MEM supplémenté en sérum de veau feetal (2 %), HEPES (8 mM), bicarbonate de sodium
(2,4 g/L), L-Glutamine (2 mM), pénicilline (100 U/mL) et streptomycine (100 pg/mL) pour
finalement étre ensemencées de la méme fagon que les cellules surrénaliennes bovines. Le

lendemain matin, le milieu de culture a été¢ chang¢ et les différentes stimulations ont eu lieu.

Tous les types cellulaires ont été incubés a une température de 37 °C et en présence d’une

atmosphere humidifiée contenant 5 % de CO,.

2.2 Stimulation cellulaire

Initialement, les cellules ont été stimulées en présence d’ACTH (2X/jour; eau nano pur pour
les conditions contrdles) ou de Fsk (1X/2 jours; DMSO pour les conditions contrdles) afin
d’induire 1’activation des adénylates cyclases. De plus, les cellules ont été incubées en
présence d’AGNE (palmitate ou oléate) ou d’albumine de sérum bovin (BSA) pour les
conditions contrdles, et ce, deux fois par jour durant 48h. Le palmitate était couplé au BSA
a un ratio molaire de 6:1 alors que 1’oléate était couplé au BSA a un ratio molaire de 5:1
(AGNE:BSA) afin de faciliter le transport des acides gras dans le milieu de culture. Pour
terminer, les cellules ont été incubées en présence de 10 uM de TZD (rosiglitazone ou
pioglitazone) ou 10 uM de DMSO pour les conditions contrdles, et ce, deux fois par jour
durant 48 h. Cependant, pour quelques expérimentations, les cellules surrénaliennes ont été
exposées en présence de TZD durant la phase de prolifération (10 pM; 1X/jour). Ainsi, au
niveau des cellules surrénaliennes, les TZD vont permettent d’augmenter 1’oxydation

intracellulaire des acides gras pour diminuer la lipotoxicité induite par ces molécules.

2.3 Récolte cellulaire
Suite aux 48h de stimulation, le milieu de culture de chaque puits a été récolté dans deux

microtubes afin de limiter leur décongélation avant d’étre entreposé¢ a -80°C jusqu’aux

moments ou les dosages ont été effectués.
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Par la suite, les protéines cellulaires ont été récoltées. Pour y arriver, le tapis cellulaire a
initialement été¢ lavé avec du PBS froid afin d’enlever toutes traces de milieu cellulaire
restant. Par la suite, 60 pl/puit de tampon de lyse RIPA froid ont été ajoutés pour les plaques
de 12 puits ou 120 ul/puit de tampon de lyse RIPA froid a été ajoutés pour les plaques de 6
puits et les plaques ont par la suite ét¢ déposés sur glace. Le tampon de lyse RIPA était
composé de triton (1 %), Tris-HC1 (50 mM, pH 7,4), NaCl (150 mM), SDS (0,1 %) et sodium
désoxycholate (0,5 %) et il était complété avec des inhibiteurs de phosphatase (comprimé
d’inhibiteurs de phosphatases PhosSTOP, Roche) et de protéases (comprimé d’inhibiteurs de
protéases Complete Mini, Roche). Ainsi, suite a I’incubation des cellules avec le tampon de
lyse, le fond de chacun des puits a été gratté¢ a 1’aide d’un grattoir et le lysat cellulaire a été
récolté dans des microtubes. Ceux-ci ont été centrifugés et le surnagent a par la suite été

transféré dans un nouveau microtube avant d’étre entreposé a -80°C.

2.4 Dosage

2.4.1 Dosage stéroidien

La concentration de DHEA, de cortisol et d’androsténedione présente au niveau du milieu de
culture a été¢ mesurée grace a des ELISA commerciaux (Diagnostics Biochem Canada) afin
de déterminer 1’effet des différentes stimulations sur la production des stéroides. Les limites
de détections des dosages du DHEA, du cortisol et de 1’androsténedione étaient
respectivement de 0,082 ng/mL, 0,4 ng/dL et 0,04 ng/mL. L’absorbance des puits a été

déterminée a 1’aide d’un lecteur de plaques (Infinite M200, Tecan) a 450 nm.

2.4.2  Dosage du 8-isoprostane

La concentration de 8-isoprostane présente au niveau du milieu de culture a été mesurée grace
a un EIA commercial (Cayman Chemical Compagny) afin de déterminer l’effet des
différentes stimulations sur I’induction du stress oxydatif. En effet, le 8-isoprostane est formé

par I’oxydation des phospholipides membranaires par les radicaux d’oxygene et est un
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marqueur reconnu de la peroxydation lipidique (Morrow et al., 1995). Le dosage de 8-
isoprostane a été effectu¢ dans la semaine suivant la récolte cellulaire pour minimiser la
formation de 8-isoprostane résultant de 1’auto-oxydation lipidique. La limite de détection du
dosage du 8-isoprostane était de 2,7 pg/mL. L’absorbance des puits a été¢ déterminée a ’aide

d’un lecteur de plaques (Infinite M200, Tecan) a 410 nm.

2.4.3  Dosage protéique

Les protéines cellulaires ont été dosées grace a 1’ensemble DC™ Protein Assay (BioRad).
La densité optique (DO) a été mesurée a 595 nm (Infinite M200, Tecan) pour ensuite étre
rapportée a la courbe standard réalisée avec des quantités croissantes de BSA (0a 2,8 pg/ul)

afin d’obtenir la concentration protéique présente au niveau du lysat cellulaire.

Tableau 1. Récapitulatif des différents dosages effectués

Classes Molécules Méthodes
DHEA
Stéroides Cortisol ELISA
Androstenedione
Marqueur de )
o 8-isoprostane EIA
peroxydation lipidique

N/A Protéines Colorimétrique
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2.5 Immunobuvardage (Western blot)

Afin de déterminer D'effet des différentes stimulations sur 1’expression de différentes
protéines d’intéréts, 5 pug de protéines a ét¢ dénaturée dans du tampon Laemmli (Tris-HCI
[0,125 M, pH 6,8], SDS [4 %], glycérol [20 %], bleu de bromophénol [0,004 %], et B-
mercaptoéthanol [10 %]) avant d’étre chauffé. Par la suite, les échantillons ont été¢ déposés
sur un gel de polyacrylamide 10 % (Acrylamide-bis 37,5:1 [10 %], Tris-HCI [375 mM,
pH 8.,8], SDS [0,1 %], APS [0,05 %] et TEMED [0,033 %]) et les protéines ont été séparées
en fonction de leur poids moléculaire dans un tampon de migration (Tris-Base [25 mM],
glycine [192 mM] et SDS [0,1 %]) grace a I’application d’un courant électrique (100 a 150
V) durant environ 2h30 a température piece (TP). Finalement, les protéines ont été transférées
sur une membrane de PVDF a I’aide de tampon de transfert (Tris-Base (25 mM), glycine
(192 mM) et méthanol (15 % [>30 kDa] ou 20 % [<30 kDa]) et d’un courant électrique de
0,09 mA durant 16h a 4 °C. Suite au transfert, la membrane a été lavée dans du TBS-Tween
(Tris-Base [20 mM, pH 7,5], NaCl [150 mM] et Tween-20 [0,1 %]) pour ensuite étre bloquée
durant lh a température ambiante avec 5 % de lait écrémé en poudre dilué dans du TBS-
Tween. La membrane a ensuite été incubée en présence de 1’anticorps primaire dilué dans la
solution de blocage durant 2h a température ambiante (voir le tableau 2 afin de connaitre les
dilutions des différents anticorps utilisés). Apres avoir été lavée dans du TBS-Tween, la
membrane a été incubée en présence de ’anticorps secondaire couplé a I’HRP (horseradish
peroxidase; 1:30 000 dans du TBS-Tween) durant 1h a température ambiante. Finalement, la
membrane a été lavée dans du TBS-Tween avant d’étre incubée en présence de 500 pL de
substrat ECL prime (GE Healthcare). Les bandes protéiques ont été détectées grace a un film
autoradiographique (GE Healthcare) ou a I’aide de I’appareil ChemiDoc MP (Bio-Rad). Pour
I’analyse, la densité optique de la bande de la protéine analysée a été rapportée a la densité

optique de la bande de I’actine.
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Tableau 2. Caractéristiques des anticorps utilisés pour les immunobuvardages

Anticorps | Source Provenance Dilution
. Contribution du Dr. Alain Bélanger (CHUL, Québec,
P450c17 Lapin 1:2 000
Canada)
POR Lapin Enzo Life Sciences 1:4 000
Actine Souris EMD Millipore 1:10 000

2.6 Immunoprécipitation

Une des méthodes permettant de déterminer les niveaux de phosphorylation en sérine de la
P450c17 est d’immunoprécipiter cette enzyme et d’ensuite effectuer un immunobuvardage
dirigé envers les sérines phosphorylées. Ainsi, la technique menant a I’immunoprécipitation

de la P450c17 sera décrite dans cette section.

Les protéines qui ont été utilisées pour les expérimentations d’immunoprécipitation
proviennent des cellules NCI-H295R ayant été stimulées dans des pétris de 100 mm dus a la
grande quantité de protéines nécessaires pour cette expérimentation. Ainsi, 1 mg de protéines
dont le volume a été ajusté a 1 mL avec du tampon RIPA contenant des inhibiteurs de
protéases et de phosphatases ont été incubés sur glace durant 1h en présence de 1 ug
d’anticorps dirigés contre la P450c17 (chévre, Santa Cruz Biotechnology). Par la suite, 60 pL
de billes d’agarose liées de facon covalente a des anticorps qui vont reconnaitre les
immunoglobulines G (Santa Cruz Biotechnology) ont été ajoutés a I’échantillon avant d’étre
incubés sur un appareil rotatif durant 2h a 4°C. Suite a la centrifugation des billes d’agarose,
le surnageant a été aspiré et les billes ont été lavés avec du PBS froid afin d’éliminer tous les
composantes qui n’étaient pas liées aux billes. Les billes ont par la suite été asséchées en
enlevant la totalité du tampon a I’aide d’une seringue surmontée d’une aiguille 28G et 40 uLL
de tampon Laemmli 1X ont été ajoutés afin de permettre 1’¢lution des protéines fixées aux
billes d’agarose. Finalement, les échantillons ont été chauffés durant 3 minutes a 95°C et un

immunobuvardage a été effectué tel qu’a la section 2.7. Deux contrdles ont été effectués a
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chaque expérimentation afin de s’assurer de la validité de la manipulation. En effet,
I’anticorps utilis¢é pour effectuer I’immunoprécipitation a été déposé sur le gel de
polyacrylamide dans le but de s’assurer que la bande détectée au niveau du puits de
I’échantillon immunoprécipité ne correspondait pas aux chaines lourdes de 1’anticorps (50
KDa) et bien a la P450c17 (59 KDa). De plus, le lysat cellulaire utilisé pour effectuer
I’immunoprécipitation a été déposé sur le gel de polyacrylamide afin de s’assurer que la

P450c17 est bel et bien présente au niveau de 1’échantillon initial.

La mise au point de la technique d’immunoprécipitation de la P450c17 a pris environ 10 mois
a effectuer. Initialement, nous avons tenté¢ de mettre au point cette technique au niveau des
cellules surrénaliennes bovines. Cependant, nous n’avons jamais réussi a immunoprécipiter
la P450c17 au niveau de ce type cellulaire, et ce, malgré plusieurs changements effectués au
niveau du protocole. Parmi ces changements, nous avons fait I’achat d’un nouvel anticorps,
changé le tampon RIPA pour du PBS (moins stringent) ainsi qu’augmenter la quantité de
protéines initiales. De plus, afin de nous assurer que la technique était appropriée, nous avons
effectué en parallele ’immunoprécipitation de SHP-1, une protéine dont le protocole
d’immunoprécipitation avait déja été mis au point. Par la suite, nous avons effectué
I’immunoprécipitation de la P450c17 au niveau de la lignée cellulaire NCI-H295R, que nous

avons finalement réussie en suivant le protocole décrit dans cette section.

2.7 Activité enzymatique

Afin de déterminer I’effet de 1’oléate sur les activités enzymatiques de la P450c17, les
cellules ont été incubées en présence de 10 uM d’épostane durant les 24 derniéres heures de
stimulation a la Fsk et a I’oléate. L’épostane est un inhibiteur de la 3BHSD qui bloque la
synthése des minéralocorticoides, des glucocorticoides et de 1’androsténedione (fig. 7). Par
la suite, les cellules ont été incubées en présence de 14 KBq de [*H]prégnénolone (pour
déterminer I’activité 17ahydroxylase de la P450c17) et de [*H]170H-prégnénolone (pour
déterminer 1’activité 17,20-lyase de 1la P450c17) durant les 4 derniéres heures de stimulation
a la Fsk et a I’oléate. Suite aux 48 h de stimulation cellulaire, le milieu de culture et les

protéines ont été récoltés en suivant le protocole décrit a la section 2.3. Afin d’extraire les
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stéroides présents au niveau du milieu de culture, celui-ci a été transféré dans un tube en
verre et 4 mL d’éther diéthylique anhydre y ont été ajoutés avant d’étre vortexés durant 30
secondes. Les tubes ont par la suite été centrifugés afin de bien séparer la phase organique de
la phase aqueuse et cette dernicre a été gelée en déposant le fond des tubes de verre dans un
contenant ayant de la glace séche et de 1’éthanol 100 %. Par la suite, la phase organique a été
transférée dans un nouveau tube de verre et la phase aqueuse a subi une deuxiéme extraction
des stéroides. Suite a la mise en commun des deux phases organiques, les tubes en verre ont
été déposés dans une centrifugeuse a vide (SPD121P SpeedVac, Thermo Scientific) pour
ensuite étre centrifugés afin d’évaporer I’éther diéthylique et d’ainsi concentrer les stéroides.
Ces molécules ont par la suite été resuspendues dans du dichlorométhane avant d’étre
déposées a environ 2 cm du bas d’une plaque de silice flexible (Selecto Scientific, 200 um).
De plus, 2,2 KBq de [*H]prégnénolone, [*H]170H-prégnénolone et [P(H]DHEA purs ont été
déposés sur la plaque de silice en guise de controle. La plaque de silice a par la suite été
déposée dans une chambre de chromatographie sur couche mince en verre borosilicaté
contenant 100 mL de toluéne:acétone (4:1) afin de séparer les stéroides en fonction de leur
polarité. Lorsque le front de migration a atteint 3 cm du haut de la plaque de silice, celle-ci a
¢été asséchée avant d’étre déposée dans une cassette avec un film autoradiographique (GE
Healthcare; 3 semaines d’exposition) ou un Phosphor Screen (Kodak; 3 jours d’exposition)
(fig. 8). L activité 17ahydroxylase de la P450c17 a été calculée de cette facon : (DO DHEA
+ DO 170H-prégnénolone)/(DO DHEA + DO 170H-prégnénolone + DO prégnénolone)
alors que I’activité 17,20-lyase de 1a P450c17 a été calculée de cette fagon : (DO DHEA)/(DO
DHEA + DO 170H-prégnénolone).
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Figure 7. Inhibition de la 3pHSD par I’épostane

L’¢épostane inhibe la 3BHSD, bloquant ainsi la formation des minéralocorticoides, des

glucocorticoides et de I’androsténedione (Miller et Auchus, 2011).
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Contrile Fsk Fsk+Oleate Preg 170H-Preg DHEA

Figure 8. Schématisation d’une plaque de silice suite a la séparation des stéroides

Suite a la séparation des différents stéroides sur une plaque de silice, la place de silice a été
asséchée avant d’étre déposée dans une cassette avec un film autoradiographique ou un
Phosphor Screen durant respectivement 3 semaines ou 3 jours. Par la suite, la plaque de silice
a été révélée et la densité de chacun des stéroides a été déterminée. Preg = contréle de la
prégnénolone. 170H-Preg = contrdle de la 170H-prégnénolone. DHEA = contrdle du
DHEA.
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2.7.1  Bloc stéroidien

Afin de confirmer les résultats de I’activité enzymatique de la P450c17 obtenus par la
méthode précédente, la concentration de 170H-prégnénolone, prégnénolone, 170H-
progestérone et 11-deoxycortisol présente au niveau du milieu de culture a été déterminée
par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) par
le laboratoire clinique du Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke. Les différentes

activités enzymatiques de la P450c17 ont été calculées en effectuant le ratio produit/substrat.

2.8 Présentation des résultats

Les résultats de ce mémoire sont présentés en valeur brute (ex.: ng/mL) lorsque les
expérimentations ont été effectuées au niveau d’une seule culture cellulaire. Lorsque les
expérimentations ont été effectuées sur plus d’une culture cellulaire, les résultats sont
présentés en pourcentage d’une condition précise (ex: pourcentage d’augmentation de la
production de DHEA rapportée a la condition controle) afin d’augmenter la comparabilité
des résultats entre les différentes cultures. En effet, puisque ’ampleur des résultats est
variable d’une culture cellulaire a 1’autre, le fait de rapporter les valeurs de chaque culture a
une condition précise permet de diminuer I’erreur due a la variabilité entre les différentes
cultures et donc, la variabilité inter-expérience. Finalement, lorsque les données étaient
disponibles, les résultats ont été rapportés en fonction de la quantité de protéines afin de
s’assurer que le nombre de cellules soit comparable entre les différents puits puisque les
cellules peuvent avoir proliférées ou détachées lors des stimulations et que la quantité de

protéines est proportionnelle a la quantité de cellules.
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2.8.1  Analyses statistiques

La moyenne des duplicatas ou des triplicatas de chaque condition a été utilisée pour les
différentes analyses et les valeurs sont présentées en moyenne + SEM (erreur type de la
moyenne). Les données ont été statistiquement analysées en utilisant le test des rangs signés
de Wilcoxon non pairé a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 6. A noter que la comparaison
entre les expériences exprimées en tant que pourcentage d’une expérience controle et cette
expérience contrdle revient a faire un test de Wilcoxon pairé, ce qui est adéquat car il s’agit

de la méme expérience. Dans ces cas, I’expérience contrdle fixée a 100% n’a pas de SEM.
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3. RESULTATS

3.1 Cellules surrénaliennes bovines

3.1.1 Effet de différents activateurs de la stéroidogenése sur la production de DHEA

3.1.1.1 Effet de ’ACTH sur la production de DHEA

Initialement, 1’effet de concentrations croissantes d’ACTH sur la production de DHEA par
les cellules fasciculées et réticulées bovines en présence ou en absence de 100 uM de
palmitate a été déterminé (n=1; fig. 9). Il est important de noter qu’aucune analyse statistique
n’a été effectuée sur ces résultats car ils proviennent d’une expérience unique. Ainsi, lorsque
les cellules sont incubées en présence de 0,001; 0,01 ou 0,1 nM d’ACTH, la concentration
de DHEA présente au niveau du milieu de culture se situe en dessous de la limite de détection
de la technique de dosage. Par la suite, il est possible de constater que la production de DHEA
est maximale sous stimulation @ 10 nM d’ACTH, et ce, en présence ou en absence de 100
uM de palmitate. Ainsi, puisque la production de DHEA par les cellules fasciculées et
réticulées bovines est maximale sous stimulation a 10 nM d’ACTH, les expérimentations ont
¢été poursuivies avec cette concentration. Finalement, il est possible de constater que la
production de DHEA induite par 1 nM et 10 nM d’ACTH est potentialisée par la présence
de 100 uM de palmitate. Notre hypotheése concernant la diminution de la production de
DHEA par ces cellules en présence de 100 nM d’ACTH est que cette molécule induit une
toxicité cellulaire a cette concentration. De plus, il est possible de constater une diminution
encore plus marquée lors de I’ajout de 100 uM de palmitate, ce qui peut €tre expliqué par la

toxicité cellulaire induite par le palmitate (Mu et al., 2001).
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1 0,001 nM d’ACTH
0,01 nM d'ACTH
0,1 nM d’ACTH
B 1 nM d"ACTH
Hl 10 nM d'ACTH
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Figure 9. Effet de concentrations croissantes d’ACTH sur la production de DHEA par
les cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été stimulées avec des concentrations croissantes
d’ACTH (2X/jour) et ce, en présence ou en absence de 100 uM de palmitate (2X/jour). Suite
aux 48 h de stimulation a I’ACTH et aux AGNE, le milieu de culture a été récupéré et la
concentration de DHEA a été mesurée par ELISA. Les résultats sont présentés en moyenne
des duplicatas d’ensemencement par condition = SEM ainsi qu’en ng/mL. Ces
expérimentations ont été effectuées sur un n=1.
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3.1.1.2 Effet de la Fsk sur la production de DHEA

Les effets de concentrations croissantes de Fsk sur la production de DHEA par les cellules
fasciculées et réticulées bovines en présence ou en absence de palmitate (100 uM) et d’oléate
(100 uM et 200 uM) ont été déterminés (n=3 expériences distinctes a partir de 3 vaches
différentes; fig. 10). Initialement, il est possible de constater que la production de DHEA est
maximale sous stimulation a 10 uM de Fsk, et ce, en présence ou en absence de 100 uM de
palmitate et d’oléate. Ainsi, puisque la production de DHEA par les cellules fasciculées et
réticulées bovines est généralement maximale sous stimulation a 10 pM de Fsk, les
expérimentations ont été¢ poursuivies avec cette concentration de Fsk. De plus, il est possible
de constater que la production de DHEA induite par 1, 10 et 25 uM de Fsk est augmentée en
présence de palmitate (100 pM) et d’oléate (100 et 200 uM). Finalement, la production de
DHEA est plus importante en présence de 200 uM d’oléate qu’en présence de 100 uM de

palmitate et d’oléate, et ce, sous stimulation a 1, 10 et 25 uM de Fsk.
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Figure 10. Effet de concentrations croissantes de Fsk sur la production de DHEA par
les cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été stimulées avec des concentrations croissantes de
Fsk (1X/2 jours) et ce, en présence ou en absence de palmitate (100 uM; 2X/jour) ou d’oléate
(100 uM et 200 pM; 2X/jour). Suite aux 48 h de stimulation a la Fsk et aux AGNE, le milieu
de culture a été récupéré et la concentration de DHEA a été mesurée par ELISA. Les résultats
sont présentés en moyenne des duplicatas d’ensemencement par condition + SEM de 3
expériences distincte ainsi qu’en pourcentage de la condition traitée a 0,01 uM de Fsk. Les
valeurs étaient exprimées en ng/mL avant leur conversion en pourcentage.
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3.1.1.3 Effets du palmitate 100 uM et de [’oléate 200 uM sur la production de DHEA

Par la suite, I’effet de ’ACTH et de la Fsk sur la production de DHEA par les cellules
fasciculées et réticulées bovines a été comparé afin de s’assurer que la Fsk induit une réponse
semblable a celle de ’ACTH et déterminer si 1’oléate 200 uM induit une plus grande
augmentation de la production de DHEA par les cellules fasciculées et réticulées bovines que
le palmitate 100 pM. Cependant, il est important de noter qu’aucune analyse statistique n’a
été effectuée sur ces résultats car ils proviennent d’une expérience unique. Ainsi, a la fig. 11,
il est possible de voir I’effet du palmitate 100 uM et de 1’oléate 200 pM sur la production de
DHEA par les cellules fasciculées et réticulées bovines et ce, sous stimulation a 10 nM
d’ACTH ou a 10 uM de Fsk. II est possible de constater qu’en absence de stimulation a
I’ACTH ou a la Fsk, la concentration de DHEA présente au niveau du milieu de culture est
trés faible et ce, méme en présence de palmitate 100 uM et d’oléate 200 uM. De plus, il est
possible de constater que I’oléate 200 pM induit une augmentation plus importante de la
production de DHEA par les cellules surrénaliennes bovines que le palmitate 100 uM et ce,
sous stimulation a 10 nM d’ACTH et a 10 uM de Fsk. Ainsi, les expérimentations ont été
poursuivies avec ’oléate 200 uM. Finalement, I’augmentation de la production de DHEA
induite par la Fsk et ce, en présence ou en absence de palmitate 100 uM et d’oléate 200 uM,
est semblable a la réponse induite par I’ACTH. Ainsi, les expérimentations ont été
poursuivies avec la Fsk car ce composé permettait d’obtenir des résultats plus reproductibles,

en plus de nécessiter qu’une seule administration par jour.
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Figure 11. Effets du palmitate 100 pM et de I’oléate 200 nM sur la production de DHEA
par les cellules fasciculées et réticulées bovines sous stimulation a PACTH 10 nM et a
la Fsk 10 pM

Les cellules surrénaliennes bovines ont été exposées a 100 uM de palmitate (2X/jour) et 200
uM d’oléate (2X/jour) et ce, sous stimulation a 10 nM d’ACTH (2X/jour) et 10 uM de Fsk
(1X/2 jours). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk, a ’ACTH et aux AGNE, le milieu de
culture a été récupéré et la concentration de DHEA a été mesurée par ELISA. Les résultats
sont présentés en moyenne des duplicatas d’ensemencement par condition = SEM ainsi qu’en
ng/mL/mg protéines. Ces expérimentations ont été effectuées sur un n=1.
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3.1.2 Effet de l’oléate 200 uM sur la synthése de plusieurs molécules

Suite a la détermination de la concentration optimale de Fsk et d’oléate, I’effet de 1’oléate
200 puM sur I’androgenése, la glucocorticogenese et le stress oxydatif a été déterminé au
niveau des cellules fasciculées et réticulées bovines. Ainsi, la concentration de DHEA et
d’androsténedione a ét¢ mesurée au niveau du milieu de culture puisque ces deux composés
constituent les deux principaux androgenes surrénaliens. D’un autre c6té, la concentration de
cortisol, soit le principal glucocorticoide produit et sécrété par la glande surrénale, a été
mesurée au niveau du milieu de culture afin de déterminer si la présence d’oléate induit un
changement de direction au niveau de la stéroidogenése en faveur de 1’androgenése.
Finalement, la concentration de 8-isoprostane a €t¢ mesurée au niveau du milieu de culture
puisqu’il s’agit d’un marqueur de peroxydation lipidique qui illustre les niveaux de stress

oxydatif intracellulaire.
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3.1.2.1 Effet de l’oléate 200 uM sur la production de DHEA

L’effet de I’oléate 200 pM sur la production de DHEA par les cellules fasciculées et
réticulées bovines a été déterminé a ’aide de 17 expériences distinctes faites a partir de 17
vaches différentes (n=17; fig. 12). Ainsi, la présence de 10 uM de Fsk augmente d’environ 6
fois la production de DHEA par les cellules fasciculées et réticulées bovines
comparativement a la condition controle ayant été exposées au DMSO (631 £ 72 % vs.
100 %; p< 0,0001). D’un autre coté, il est possible de constater que 1’oléate 200 uM
augmente de 114 % la production de DHEA par les cellules surrénaliennes bovines

comparativement a la Fsk seule (214 =20 % vs. 100 %; p< 0,0001).
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Figure 12. Augmentation de la production de DHEA par I’oléate 200 nM au niveau des
cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) et de 200 uM d’oléate (2X/jour). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et a I’oléate, le
milieu de culture a été récupéré et la concentration de DHEA a été mesurée par ELISA. Les
résultats sont présentés en moyenne des duplicatas d’ensemencement par condition = SEM
de 17 expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage de la condition traitée a la Fsk. Les
valeurs étaient exprimées en ng/mL/mg de protéines avant leur conversion en pourcentage.
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3.1.2.2 Effet de I’oléate 200 uM sur la production d’androsténedione

L’effet de I’oléate 200 uM sur la production d’androsténedione par les cellules fasciculées et
réticulées bovines a par la suite été déterminé (n=4; fig. 13). Ainsi, la présence de 10 uM de
Fsk augmente la production d’androsténedione par les cellules fasciculées et réticulées
bovines de 30 fois comparativement a la condition contrdle ayant été¢ exposées au DMSO
(2882 £ 695 % vs. 100 %; p=0,13). D’un autre coté, il est possible de constater que 1’oléate
200 uM tend a augmenter la production d’androsténedione de 74 % comparativement a la

Fsk seule (174 £ 19 % vs. 100 %; p=0,13).
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Figure 13. Effet de I’oléate 200 pM sur la production d’androsténedione par les cellules
fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) et de 200 uM d’oléate (2X/jour). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et a I’oléate, le
milieu de culture a été récupéré et la concentration d’androsténedione a été mesurée par
ELISA. Les résultats sont présentés en moyenne des duplicatas d’ensemencement par
condition £ SEM de 4 expériences distincte ainsi qu’en pourcentage de la condition traitée a
la Fsk. Les valeurs étaient exprimées en ng/mL avant leur conversion en pourcentage.
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3.1.2.3 Effet de I’oléate 200 uM sur la production de cortisol

De plus, I’effet de I’oléate 200 uM sur la production de cortisol par les cellules fasciculées
et réticulées bovines a été déterminé (n=6; fig. 14). Ainsi, la présence de 10 uM de Fsk
augmente la production de cortisol par les cellules fasciculées et réticulées bovines d’environ
6 fois comparativement a la condition contrdle ayant été exposées au DMSO (636 £+ 103 %
vs. 100 %; p=0,03). D’un autre c6té, la présence de 200 uM d’oléate diminue de 17 % la

production de cortisol comparativement a la Fsk seule (83 & 8 % vs. 100 %; p=0,03).
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Figure 14. Augmentation de la production de cortisol par I’oléate 200 pM au niveau des
cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été¢ incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) et de 200 uM d’oléate (2X/jour). Suite aux 48 h de stimulation a la Fsk et a I’oléate, le
milieu de culture a été récupéré et la concentration de cortisol a été mesurée par ELISA. Les
résultats sont présentés en moyenne des duplicatas d’ensemencement par condition = SEM
de 6 expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage de la condition traitée a la Fsk. Les
valeurs étaient exprimées en pg/dl/mg de protéines avant leur conversion en pourcentage.
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3.1.2.4 Effet de I’oléate 200 uM sur la production de 8-isoprostane

Finalement, 1’effet de 1’oléate 200 uM sur la production de 8-isoprostane par les cellules
fasciculées et réticulées bovines a été déterminé (n=6; fig. 15). Ainsi, la présence de 10 uM
de Fsk augmente la production de 8-isoprostane d’environ 10 fois comparativement a la
condition controle ayant été exposés au DMSO (965 £ 500 % vs. 100 %; p=0,03). D’un autre
coté, sous stimulation a la Fsk, la présence de 200 uM d’oléate ne modifie pas la production

de 8-isoprostane comparativement a la Fsk seule (83 + 14 % vs. 100 %; p=0,44).
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Figure 15. Effet de I’oléate 200 pnM sur la production de 8-isoprostane par les cellules
fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) et de 200 uM d’oléate (2X/jour). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et a I’oléate, le
milieu de culture a été récupéré et la concentration de 8-isoprostane a été mesurée par EIA.
Les résultats sont présentés en moyenne des duplicatas d’ensemencement par condition =+
SEM de 6 expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage de la condition traitée a la Fsk. Les
valeurs étaient exprimées en pg/mL/mg de protéines avant leur conversion en pourcentage.
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3.1.3 Effet de la rosiglitazone 10 uM sur la synthése de DHEA

Par la suite, comme D’activation du récepteur PPARy augmente I’oxydation des AGNE
intracellulaires et diminue les effets lipotoxiques qu’ils induisent (Medina-Gomez et al.,
2007), les effets de la rosiglitazone sur la production de DHEA induite par 1’oléate 200 uM

au niveau des cellules fasciculées et réticulées bovines ont été déterminés.

3.1.3.1 Effet d’une exposition de 48h a la rosiglitazone 10 uM sur la production de DHEA

I1 est possible de constater que le traitement de 48h des cellules surrénaliennes bovines a la
rosiglitazone 10 pM n’affecte pas la production de DHEA induite par I’oléate 200 uM,
comparativement a la condition ayant été traitée a la Fsk 10 uM et a 1’oléate 200 pM (103 +
18 % vs. 100 %; p>0,99; n=3; fig. 16).
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Figure 16. Effet d’une exposition de 48h a la rosiglitazone 10 pM sur la production de
DHEA induite par I’oléate 200 pM par les cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours), 200 uM d’oléate (2X/jour) et 10 uM de rosiglitazone (2X/jour). Suite aux 48 h
d’exposition a la Fsk, a I’oléate et a la rosiglitazone, le milieu de culture a été récupéré et la
concentration de DHEA a été mesurée par ELISA. Les résultats sont présentés en moyenne
des duplicatas d’ensemencement par condition = SEM de 3 expériences distinctes. Les
valeurs étaient exprimées en ng/mL/mg de protéines avant leur conversion en pourcentage.
A) Les valeurs de DHEA sont exprimées en pourcentage de la condition traitée a la Fsk. B)
Les valeurs de DHEA sont exprimées en pourcentage de la condition traitée a la Fsk et a
oléate.
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3.1.3.2 Effet d’une exposition prolongée a la rosiglitazone 10 uM sur la production de
DHEA

Par la suite, comme I’effet maximal des TZD est généralement obtenu suite a une
administration de 2 a 10 jours (Day, 2001), I’effet d’une exposition prolongée a la
rosiglitazone 10 uM sur la production de DHEA induite par 1’oléate 200 uM par les cellules
fasciculées et réticulées bovines a été déterminé. Ainsi, les cellules ont été incubées en
présence de 10 uM de rosiglitazone durant la phase de stimulation aux acides gras et a la Fsk,
et ce, deux fois par jour, comme a la section 3.1.3.1. Cependant, dans ce cas d’exposition
prolongée, les cellules ont aussi été exposées a la rosiglitazone durant la phase de
prolifération, et ce, a une concentration de 10 uM une fois par jour. La phase de prolifération
durait en moyenne 7 jours et la phase de stimulation durait 48h. Ainsi, il est possible de
constater que le traitement prolongé des cellules surrénaliennes bovines a la rosiglitazone 10
uM n’affecte pas la production de DHEA induite par I’oléate 200 uM, comparativement a la
condition ayant été traitée a la Fsk 10 uM et a I’oléate 200 uM (95 = 11 % vs. 100 %; p=0,81;
n=7; fig. 17).
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Figure 17. Effet d’une exposition prolongée a la rosiglitazone 10 pM sur la production
de DHEA induite par I’oléate 200 pM par les cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours), 200 uM d’oléate (2X/jour) et 10 uM de rosiglitazone (1X/jour durant la prolifération
cellulaire et 2X/jour durant la stimulation cellulaire). Suite aux 48 h de stimulation a la Fsk,
al’oléate et a la rosiglitazone, le milieu de culture a été récupéré et la concentration de DHEA
a ¢t¢ mesurée par ELISA. Les résultats sont présentés en moyenne des duplicatas
d’ensemencement par condition = SEM de 7 expériences distinctes. Les valeurs étaient
exprimées en ng/mL/mg de protéines avant leur conversion en pourcentage. A) Les valeurs
de DHEA sont exprimées en pourcentage de la condition traitée a la Fsk. B) Les valeurs de
DHEA sont exprimées en pourcentage de la condition traitée a la Fsk et a oléate.
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3.1.4 Effet de la pioglitazone 10 uM sur la synthése de DHEA

3.1.4.1 Effet d’une exposition de 48h a la pioglitazone 10 uM sur la production de DHEA

Comme aucune différence significative concernant la production de DHEA induite par
I’oléate 200 uM était détectée lorsque les cellules fasciculées et réticulées bovines étaient
exposées a 10 uM de rosiglitazone de fagon aigu€ ou prolongée, 1’effet de la pioglitazone 10
UM sur la production de DHEA par les cellules fasciculées et réticulées bovines induite par
I’oléate 200 uM a été déterminés puisque ces deux TZD n’induisent pas tout a fait les mémes
effets. En effet, il a été démontré que la pioglitazone induit des effets plus favorables sur les
niveaux de lipides plasmatiques ainsi que sur les lipoprotéines comparativement a la
rosiglitazone (Deeg et Tan, 2008). Ainsi, il est possible de constater que le traitement de 48h
des cellules surrénaliennes bovines a la pioglitazone 10 uM n’affecte pas la production de
DHEA induite par I’oléate 200 pM, comparativement a la condition ayant été traitée a la Fsk

10 uM et a ’oléate 200 uM (114 £ 6 % vs. 100 %; p=0,25; n=3; fig. 18).
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Figure 18. Effet d’une exposition de 48h a la pioglitazone 10 pM sur la production de
DHEA induite par I’oléate 200 pM par les cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours), 200 uM d’oléate (2X/jour) et 10 uM de pioglitazone (2X/jour). Suite aux 48h
d’exposition a la Fsk, a I’oléate et a la pioglitazone, le milieu de culture a été récupéré et la
concentration de DHEA a été mesurée par ELISA. Les résultats sont présentés en moyenne
des duplicatas d’ensemencement par condition = SEM de 3 expériences distinctes. Les
valeurs étaient exprimées en ng/mL/mg de protéines avant leur conversion en pourcentage.
A) Les valeurs de DHEA sont exprimées en pourcentage de la condition traitée a la Fsk. B)
Les valeurs de DHEA sont exprimées en pourcentage de la condition traitée a la Fsk et a
oléate.
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3.1.4.2 Effet d’'une exposition prolongée a la pioglitazone 10 uM sur la production de
DHEA

Finalement, I’effet d’une exposition prolongée a la pioglitazone 10 pM sur la production de
DHEA induite par I’oléate 200 uM par les cellules fasciculées et réticulées bovines a été
déterminé. Ainsi, les cellules ont été incubées en présence de 10 uM de pioglitazone durant
la phase de stimulation aux acides gras et a la Fsk, et ce, deux fois par jour, comme a la
section 3.1.4.1. Cependant, dans ce cas d’exposition prolongée, les cellules ont aussi été
exposées a la pioglitazone durant la phase de prolifération, et ce, a une concentration de 10
uM une fois par jour. La phase de prolifération durait en moyenne 7 jours et la phase de
stimulation durait 48h. Ainsi, il est possible de constater que le traitement prolongé des
cellules surrénaliennes bovines a la pioglitazone 10 uM ne semble pas affecter la production
de DHEA induite par I’oléate 200 pM, comparativement a la condition ayant été traitée a la
Fsk 10 uM et a I’oléate 200 uM (91 £ 28 % vs. 100 %; n=2; fig. 19). Cependant, ces valeurs
ne peuvent pas subir d’analyse statistique puisque les expérimentations ont été effectuées sur

deux glandes.
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Figure 19. Effet d’une exposition prolongée a la pioglitazone 10 pM sur la production
de DHEA induite par I’oléate 200 pM par les cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours), 200 uM d’oléate (2X/jour) et 10 uM de pioglitazone (1X/jour durant la prolifération
cellulaire et 2X/jour durant la stimulation cellulaire). Suite aux 48 h de stimulation a la Fsk,
a l’oléate et a la pioglitazone, le milieu de culture a été récupéré et la concentration de DHEA
a ¢t¢ mesurée par ELISA. Les résultats sont présentés en moyenne des duplicatas
d’ensemencement par condition = SEM de 2 expériences distinctes. Les valeurs étaient
exprimées en ng/mL/mg de protéines avant leur conversion en pourcentage. A) Les valeurs
de DHEA sont exprimées en pourcentage de la condition traitée a la Fsk. B) Les valeurs de
DHEA sont exprimées en pourcentage de la condition traitée a la Fsk et a oléate.
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3.1.5 Effetde ’oléate 200 uM sur I’expression de plusieurs protéines impliquées dans la

synthése des androgeénes

Puisqu’il a été¢ démontré que I’oléate augmente de fagon significative la production de DHEA
par les cellules fasciculées et réticulées bovines, nous avons émis 1’hypothése que ce
phénomene puisse étre dii a I’augmentation de 1’expression protéique de la P450c17 ou de
son cofacteur POR par cet AGNE. Ainsi, I’effet de I’oléate 200 uM sur I’expression protéique

de la P450c17 et de POR au niveau des cellules surrénaliennes bovines a été déterminé.

3.1.5.1 Effet de l’oléate 200 uM sur [’expression de la P450c17

Initialement, D’effet de 1’oléate 200 uM sur I’expression protéique de la P450c17 a été
déterminé. Ainsi, la présence de 10 pM de Fsk augmente I’expression de la P450c17
d’environ 100 fois comparativement a la condition contrdle ayant été exposés au DMSO
(10 912 + 3455 % vs. 100 %; p=0,008; n=8; fig. 20). D’un autre coté, il est possible de
constater que sous stimulation a la Fsk, la présence de 200 pM d’oléate n’affecte pas
I’expression de la P450c17 comparativement a la Fsk seule (98 + 6 % vs. 100 %; n=S8;
p=0,74; fig. 21).
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Figure 20. Augmentation de I’expression protéique de la P450c17 par la Fsk 10 pM au
niveau des cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) durant 48h. Par la suite, les protéines cellulaires ont été récoltées et 5 pg de protéines
ont été séparées en fonction de leurs poids moléculaires sur un gel de polyacrylamide avant
d’étre transférées sur une membrane de PVDF. A) L’expression de la P450c17 et de 1’actine
a été déterminée grace a des anticorps spécifiques. C = condition contrdle et F = condition
traitée a la Fsk 10 uM. B). Les résultats sont présentés en moyenne des duplicatas
d’ensemencement par condition + SEM de 8 expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage
de la condition contrdle traitée au DMSO et sont rapportés sur I’expression de ’actine.
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Figure 21. Effet de I’oléate 200 pnM sur I’expression protéique de la P450¢17 par les
cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) et de 200 uM d’oléate (2X/jour). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et a I’oléate, les
protéines cellulaires ont été récoltées et 5 pug de protéines ont ét¢ séparées en fonction de
leurs poids moléculaires sur un gel de polyacrylamide avant d’étre transférées sur une
membrane de PVDF. A) L’expression de la P450c17 et de 1’actine a été déterminée grace a
des anticorps spécifiques. F = condition traitée a la Fsk 10 uM et FO = condition traitée a la
Fsk 10 uM et a I’oléate 200 uM. B) Les résultats sont présentés en moyenne des duplicatas
d’ensemencement par condition + SEM de 8 expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage
de la condition traitée a la Fsk et sont rapportés sur I’expression de 1’actine.
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3.1.5.2 Effet de I’oléate 200 uM sur l’expression de POR

Par la suite, I’effet de I’oléate 200 uM sur D’expression protéique de POR, soit un des
principaux cofacteurs de la P450c17, a été déterminé. Ainsi, la présence de 10 pM de Fsk
augmente 1’expression de POR de 3,5 fois comparativement a la condition contrdle ayant été
exposée au DMSO (350 + 53 % vs. 100 %; p=0,02; n=7; fig. 22). D’un autre coté, sous
stimulation a la Fsk, la présence de 200 uM d’oléate n’influence pas I’expression de POR

comparativement a la Fsk seule (119 = 13 % vs. 100 %; p=0,22; n=7; fig. 23).
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Figure 22. Augmentation de I’expression protéique de POR par la Fsk 10 pM au niveau
des cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) durant 48h. Par la suite, les protéines cellulaires ont été récoltées et 5 png de protéines
ont été séparées en fonction de leurs poids moléculaires sur un gel de polyacrylamide avant
d’étre transférées sur une membrane de PVDEF. A) L’expression de POR et de I’actine a été
déterminée grace a des anticorps spécifiques. C = condition controle et F = condition traitée
ala Fsk 10 uM. B) Les résultats sont présentés en moyenne des duplicatas d’ensemencement
par condition £ SEM de 7 expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage de la condition
contrdle traitée au DMSO et sont rapportés sur 1’expression de 1’actine.
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Figure 23. Effet de I’oléate 200 pM sur I’expression protéique de POR par les cellules
fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) et de 200 uM d’oléate (2X/jour). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et a I’oléate, les
protéines cellulaires ont été récoltées et 5 pg de protéines ont été séparées en fonction de leur
poids moléculaires sur un gel de polyacrylamide avant d’étre transférées sur une membrane
de PVDF. A) L’expression de POR et de I’actine a été déterminée grace a des anticorps
spécifiques. F = condition traitée a la Fsk 10 uM et FO = condition traitée a la Fsk 10 uM et
a loléate 200 uM. B) Les résultats sont présentés en moyenne des duplicatas
d’ensemencement par condition + SEM de 7 expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage
de la condition traitée a la Fsk et sont rapportés sur I’expression de ’actine.
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3.1.6 Immunoprécipitation

Puisque I’oléate augmente de fagon significative la production de DHEA par les cellules
fasciculées et réticulées bovines tout en n’affectant pas significativement 1I’expression
protéique de la P450c17 et de POR, nous avons émis 1I’hypothése que I’augmentation de la
production de DHEA induite par 1’oléate pourrait étre due a ’augmentation des niveaux de
phosphorylation en sérine de la P450c17 par cet AGNE. Ainsi, nous avons voulu déterminer
I’effet de 1’oléate 200 pM sur la phosphorylation en sérine de la P450c17 au niveau des
cellules surrénaliennes bovines. Pour y arriver, une immunoprécipitation de la P450c17
devait initialement étre effectuée afin d’isoler cette protéine. Cependant, malgré tous les
changements effectués au niveau du protocole, nous n’avons pas réussi a immunoprécipiter
la P450c17 au niveau des cellules surrénaliennes bovines. De fagon paralléle, afin de
s’assurer que la technique d’immunoprécipitation utilisée était adéquate,
I’immunoprécipitation de SHP-1 a été effectuée a titre de controle négatif (fig. 24). Ainsi,
puisque I’expression de cette protéine est augmentée suite a son immunoprécipitation, il est

possible de conclure que les manipulations d’immunoprécipitation étaient adéquates.

@-1P IP
SHP-1 & —

Figure 24. Immunoprécipitation de SHP-1 au niveau des cellules fasciculées et réticulées
bovines

L’expression de SHP-1 a été déterminée grace a un anticorps spécifique. @-1P = échantillons
n’ayant pas été immunoprécipité et IP = échantillons ayant été immunoprécipité.
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3.1.7 Effet de I’oléate 200 uM sur les activités enzymatiques de la P450c17

Puisque I’oléate augmente de fagon significative la production de DHEA par les cellules
fasciculées et réticulées bovines tout en n’affectant pas I’expression protéique de la P450c17
et de POR, nous avons émis I’hypothése que ce phénomene pourrait étre dii & I’augmentation
de I’activité enzymatique de la P450c17 par cet AGNE. Ainsi, I’effet de 1’oléate 200 uM sur
I’activité 17ahydroxylase et 17,20-lyase de la P450c17 au niveau des cellules surrénaliennes

bovines a été déterminé.

3.1.7.1 Effet de I’oléate 200 uM sur [’activité 17ahydroxylase de la P450c17

Initialement, 1’effet de 1’oléate 200 uM sur I’activité 17ahydroxylase de la P450cl7, soit
I’activité qui va conduire a la syntheése des glucocorticoides et des androgenes, a été
déterminé. Ainsi, la présence de 10 uM de Fsk augmente 1’activité 17ahydroxylase de la
P450c17 de 1,8 fois comparativement a la condition contrdle ayant été exposée au DMSO
(175 £ 22 % vs. 100 %; n=3; p=0,06). D’un autre coté, il est possible de constater que sous
stimulation a la Fsk, la présence de 200 uM d’oléate n’affecte pas I’activité 17ahydroxylase

de la P450c17 comparativement a la Fsk seule (101 £2 % vs. 100 %; p=0,75; n=3; fig. 25).
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Figure 25. Effet de I’oléate 200 nM sur ’activité 17ahydroxylase de la P450¢17 par les
cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) et de 200 uM d’oléate (2X/jour). De plus, de 1’épostane (10 uM; 24h avant la récolte
cellulaire) et de [*H]prégnénolone (14 KBq; 4h avant la récolte cellulaire) ont été ajouté au
milieu de culture. Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et a 1’oléate, le milicu de culture a
été récupéré et les stéroides ont été extraits grace a une extraction liquide-liquide avant d’étre
séparés sur une plaque de silice. Les résultats sont présentés en moyenne des duplicatas
d’ensemencement par condition + SEM de 3 expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage
de la condition traitée a la Fsk. Les valeurs n’ont pas été corrigées par la quantité de protéines
et les glandes dont la sécrétion de DHEA n’augmentait pas en réponse a 1I’oléate 200 pM ont
été exclues.
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3.1.7.2 Effet de I’oléate 200 uM sur l’activité 17,20-lyase de la P450c17

Par la suite, I’effet de I’oléate 200 uM sur ’activité 17,20-lyase de la P450c17, soit ’activité
qui va mener a la synthése des androgenes, a été déterminé. Ainsi, la présence de 10 uM de
Fsk tends a augmenter I’activité 17,20-lyase de la P450c17 de 1,8 fois comparativement a la
condition contrdle ayant été exposés au DMSO (176 £ 41 % vs. 100 %; n=4; p=0,13). D’un
autre cOté, il est possible de constater que sous stimulation a la Fsk, la présence de 200 uM
d’oléate n’affecte pas 1’activité 17,20-lyase de la P450c17 comparativement a la Fsk seule

(110 £ 10 % vs. 100 %; p=0,38; n=4; fig. 26).
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Figure 26. Effet de I’oléate 200 pM sur P’activité 17,20-lyase de la P450c17 par les
cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) et de 200 uM d’oléate (2X/jour). De plus, de 1’épostane (10 uM; 24h avant la récolte
cellulaire) et différents précurseurs radioactifs ([*H]17OH-prégnénolone; 14 KBq; 4h avant
la récolte cellulaire) ont été ajouté au milieu de culture. Suite aux 48h de stimulation a la Fsk
et a ’oléate, le milieu de culture a été récupéré et les stéroides ont été extraits grace a une
extraction liquide-liquide avant d’étre séparés sur une plaque de silice. Les résultats sont
présentés en moyenne des duplicatas d’ensemencement par condition + SEM de 4
expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage de la condition traitée a la Fsk. Les valeurs
n’ont pas été corrigées par la quantité de protéines et les glandes dont la sécrétion de DHEA
n’augmentait pas en réponse a I’oléate 200 uM ont été exclues.
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3.1.8 Bloc stéroidien

Par la suite, puisque les résultats d’activité enzymatique obtenus avec la méthode
d’incorporation cellulaire de substrats radiomarqués par chromatographie sur couche mince
démontraient que la présence d’acide gras n’augmente pas significativement I’activité 17,20-
lyase de la P450c17, nous avons douté de la validité de cette méthode lorsqu’employée dans
ce contexte. En effet, I’augmentation importante de la production d’androgénes, face a une
baisse de celle du cortisol, ne peut pas se faire sans une certaine augmentation de 1’activité
17,20-lyase de cette enzyme. Ainsi, nous avons voulu mesurer 1’activité¢ de I’enzyme d’une
autre facon, soit en déterminant la concentration de son substrat et de son produit afin
d’effectuer le ratio produit/substrat. Cette méthode mesure de fagon moins directe 1’activité
enzymatique, mais elle se fait sans inhibiteurs et directement sur les milieux des expériences
déja effectuées. Donc, des échantillons de milieu de culture de cellules n’ayant pas été traitées
en présence d’épostane ont été envoyé au laboratoire clinique du CHUS afin de déterminer
la concentration de plusieurs stéroides par chromatographie en phase liquide couplée a la
spectrométrie de masse (LC-MS/MS). Un des aspects intéressants de cette méthode est
qu’elle permet de vérifier la voie de la progestérone, contrairement a la méthode de
I’incorporation cellulaire de substrats radiomarqués par chromatographie sur couche mince,
qui utilisait de I’épostane. Ainsi, les résultats obtenus par le laboratoire clinique du CHUS
ont démontrés que sous stimulation a la Fsk, la présence de 200 uM d’oléate augmente de
124 % Dactivité 17ahydroxylase de la P450c17 mesurée par la conversion de la
prégnénolone en 170H-prégnénolone, comparativement a la Fsk seule (224 + 19 % vs. 100
%; p=0,02; n=7; fig. 27). De plus, I’activité¢ 17ahydroxylase de la P450c17 mesurée par la
conversion de la progestérone en 170H-progestérone n’a pas été déterminée puisque la
concentration de progestérone présente au niveau du milieu de culture n’a pas encore été
mesurée (non incluse dans le bloc stéroidien par LC-MS/MS). Cependant, le dosage de la
progestérone sera effectué¢ éventuellement. D’un autre coté, les résultats obtenus par le
laboratoire clinique du CHUS ont démontrés que sous stimulation a la Fsk, la présence de
200 uM d’oléate n’affecte pas I’activité 17,20-lyase de la P450c17 mesurée par la conversion
de la 170H-prégnénolone en DHEA, comparativement a la Fsk seule (96 + 12 % vs. 100 %;

p=0,94; n=7; fig. 28). Finalement, les résultats du bloc stéroidien ont démontré que sous
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stimulation a la Fsk, la présence de 200 pM d’oléate tends a augmenter de 81 %
I’activité 17,20-lyase de la P450c17 mesurée par la conversion de la 170H-progestérone en
androsténedione, comparativement a la Fsk seule (181 £ 28 % vs. 100 %; p=0,08; n=7; fig.
29).
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Figure 27. Augmentation de P’activité 17ahydroxylase de la P450c17 mesurée par la
conversion de la prégnénolone en 170H-prégnénolone par I’oléate 200 uM au niveau
des cellules fasciculées et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) et de 200 uM d’oléate (2X/jour). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et a I’oléate, le
milieu de culture a été récupéré et la concentration des stéroides y a été quantifiés par LC-
MS/MS. L’activité 17ahydroxylase de la P450c17 a été déterminée en effectuant le ratio
170H-prégnénolone/prégnénolone. Les résultats sont présentés en moyenne + SEM de 7
expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage de la condition traitée a la Fsk. Les valeurs
n’ont pas été corrigées par la quantité de protéines.
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Figure 28. Effet de I’oléate 200 nM sur P’activité 17,20-lyase de 1a P450c17 mesurée par
la conversion de la 170H-prégnénolone en DHEA par les cellules fasciculées et
réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) et de 200 uM d’oléate (2X/jour). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et a I’oléate, le
milieu de culture a été récupéré et la concentration des stéroides y a été quantifiés par LC-
MS/MS. L’activité 17,20-lyase de la P450c17 a été déterminée en effectuant le ratio
DHEA/170H-prégnénolone. Les résultats sont présentés en moyenne + SEM de 7
expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage de la condition traitée a la Fsk. Les valeurs
n’ont pas été corrigées par la quantité de protéines.
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Figure 29. Effet de I’oléate 200 nM sur ’activité 17,20-lyase de la P450c17 mesurée par

la conversion de la 170H-progestérone en androsténedione par les cellules fasciculées
et réticulées bovines

Les cellules surrénaliennes bovines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) et de 200 uM d’oléate (2X/jour). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et a I’oléate, le
milieu de culture a été récupéré et la concentration des stéroides y a été quantifiés par LC-
MS/MS. L’activité 17,20-lyase de la P450c17 a été déterminée en effectuant le ratio
androsténedione/170H-progestérone. Les résultats sont présentés en moyenne + SEM de 7
expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage de la condition traitée a la Fsk. Les valeurs
n’ont pas été corrigées par la quantité de protéines.

A



77

3.2 Cellules NCI-H295R

3.2.1 Effets de différents AGNE a différentes concentrations sur la production de DHEA

Initialement, nous avons voulu déterminer quel AGNE augmenterait de fagon la plus
marquée la synthése de DHEA au niveau de la lignée cellulaire NCI-H295R et ce, a quelle
concentration. Ainsi, a la fig. 30, il est possible de voir les effets de doses croissantes de
palmitate et d’oléate sur la production de DHEA par la lignée cellulaire NCI-H295R (n=3).
Initialement, en ce qui a trait a I’exposition des cellules NCI-H295R au palmitate, il est
possible de constater que la production de DHEA est maximale en présence de 50 uM de
palmitate. D’un autre c6té, en ce qui a trait a I’exposition des cellules NCI-H295R a I’oléate,
il est possible de constater que la production de DHEA augmente en fonction de la
concentration d’oléate, pour atteindre son maximum en présence de 200 uM d’oléate. I est
important de noter qu’il n’existe pas de différence significative entre ces valeurs. Cependant,
ces résultats exploratoires ont influencés notre choix de poursuivre les expérimentations avec
I’oléate 200 uM, supporté par le fait que cette fagon de procéder permet que les résultats
obtenus a I’aide de ces expérimentations soient plus comparables avec les résultats obtenus

au niveau des cellules surrénaliennes bovines.
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Figure 30. Effets de différents AGNE a différentes concentrations sur la production de
DHEA par la lignée cellulaire NCI-H295R

Les cellules NCI-H295R ont ét¢ stimulées a 10 uM de Fsk (1X/2 jours) et incubées en
présence de concentrations croissantes de palmitate (50, 100 et 200 uM; 2X/jour) et d’oléate
(50, 100, 200 uM; 2X/jour). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et aux AGNE, le milieu
de culture a été récupéré et la concentration de DHEA a été mesurée par ELISA. Les résultats
sont présentés en moyenne des duplicatas d’ensemencement par condition + SEM de 3
expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage de la condition traitée a la Fsk. Les valeurs
¢taient exprimées en ng/mL/mg de protéines avant leur conversion en pourcentage.
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3.2.2 Effet de l’oléate 200 uM sur la production de DHEA

L’effet de I’oléate 200 uM sur la production de DHEA par la lignée cellulaire NCI-H295R a
été déterminé (n=6; fig. 31). Ainsi, la présence de 10 uM de Fsk augmente de 2 fois la
production de DHEA par les cellules NCI-H25R comparativement a la condition controle
ayant été¢ exposée au DMSO (227 £+ 41 % vs. 100 %; p=0,25). De plus, il est possible de
constater que la présence de 200 uM d’oléate tend a augmenter de 49 % la production de
DHEA par les cellules NCI-H295R comparativement a la Fsk seule (149 + 23 % vs. 100 %;
n=6; p=0,09).
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Figure 31. Effet de ’oléate 200 pM sur la production de DHEA par la lignée
cellulaire NCI-H295R

Les cellules NCI-H295R ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2 jours) et de
200 uM d’oléate (2X/jour). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et a 1’oléate, le milieu de
culture a été récupéré et la concentration de DHEA a été mesurée par ELISA. Les résultats
sont présentés en moyenne des duplicatas d’ensemencement par condition + SEM de 6
expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage de la condition traitée a la Fsk. Les valeurs
¢taient exprimées en ng/mL/mg de protéines avant leur conversion en pourcentage.
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3.2.3 Immunoprécipitation

Puisque I’immunoprécipitation de la P450c17 au niveau des cellules fasciculées et réticulées
bovines ne fonctionne pas et que cette technique est nécessaire pour déterminer 1’effet de
I’oléate 200 uM sur les niveaux de phosphorylation de la P450c17, nous avons réussi a mettre
au point cette technique au niveau de la lignée cellulaire NCI-H295R. Ainsi, a la fig. 32, il
est possible de constater que le protocole décrit a la section 2.6 est adéquat puisque
I’expression de la P450cl7 est augmentée dans 1’échantillon dont la protéine a été
immunoprécipité en comparaison a 1’échantillon non immunoprécipité. Cependant, I’effet de
I’oléate sur les niveaux de phosphorylation en sérine de la P450c17 n’a pas encore été
déterminé puisque la technique de I’'immunobuvardage des phosphosérines suivant

I’immunoprécipitation de la P450c17 est présentement en train d’étre mise au point.

@-1P IP

P450c17 puuh e

Figure 32. Immunoprécipitation de la P450c17 au niveau de la lignée cellulaire NCI-
H295R

Afin de déterminer 1’effet de 1’oléate 200 uM sur les niveaux de phosphorylation en sérine
de la P450c17, cette protéine devait initialement étre isolée grace a une immunoprécipitation.
Ainsi, cette technique a ét¢ mise au point au niveau de la lignée cellulaire NCI-H295R.
L’expression de la P450cl7 a été déterminée grace a un anticorps spécifique. @-1P =
¢chantillon n’ayant pas été immunoprécipité et [P = échantillon ayant ét¢ immunoprécipité.
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3.3 Cellules surrénaliennes humaines

3.3.1 Effets de différents AGNE a différentes concentrations sur la production

d’androsténedione

Initialement, nous avons voulu déterminer quel AGNE augmenterait de fagon la plus
marquée la syntheése des androgeénes par les cellules surrénaliennes humaines et ce, a quelle
concentration. Ainsi, les cellules fasciculées et réticulées humaines ont été exposées a des
concentrations croissantes de palmitate ou d’oléate durant 48h. La production
d’androsténedione a ét¢é mesurée dans ce modéle cellulaire puisque les cellules
surrénaliennes humaines sécretent peu de DHEA lorsqu’exposées a nos conditions de culture.
Ainsi, Deffet de doses croissantes de palmitate ou d’oléate sur la production
d’androsténedione par les cellules fasciculées et réticulées humaines a été déterminé (n=1;
fig. 33). La présence de 10 pM de Fsk augmente d’environ 24 fois la production
d’androsténedione comparativement a la condition contrdle ayant été exposés au DMSO (480
+ 53 ng/mL/mg protéines vs. 20 = 5 ng/mL/mg protéines). Par la suite, il est possible de
constater que la production d’androsténedione par les cellules surrénaliennes humaines est
maximale en présence de 200 uM d’oléate. En effet, cette concentration d’oléate augmente
de 2,7 fois la production d’androsténedione comparativement a la Fsk seule (1311 + 44
ng/mL/mg protéines vs. 480 + 53 ng/mL/mg protéines). Ainsi, les expérimentations ont été

poursuivies avec I’oléate 200 uM.
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Figure 33. Effets de différents AGNE a différentes concentrations sur la production
d’androsténedione par les cellules fasciculées et réticulées humaines

Les cellules surrénaliennes humaines ont été stimulées a la Fsk (10 uM; 1X/2 jours) et
incubées en présence de concentrations croissantes de palmitate (50, 100 et 200 uM; 2X/jour)
et d’oléate (50, 100, 200 et 500 uM; 2X/jour). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et aux
AGNE, le milieu de culture a été récupéré et la concentration d’androsténedione a été
mesurée par ELISA. Les résultats sont présentés en moyenne des duplicatas
d’ensemencement par condition =+ SEM d’une expérience distincte ainsi qu’en ng/mL/mg
protéines.

3.3.2 Effet de l’oléate 200 uM sur la synthése d’androsténedione et de cortisol

3.3.2.1 Effet de l’oléate 200 uM sur la production d’androsténedione

Au niveau des cellules fasciculées et réticulées humaines, la présence de 10 uM de Fsk tends
a augmenter de 34 fois la production d’androsténedione comparativement a la condition
contrdle ayant été¢ exposée au DMSO (3415 £ 2092 % vs. 100 %; n=3; p=0,25). De plus, il
est possible de constater que ’oléate 200 uM tend a augmenter de 97 % la production
d’androsténedione par ces cellules comparativement a la Fsk seule (197 + 58 % vs. 100 %;

p=0,50; n=3; fig. 34).
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Figure 34. Effet de I’oléate 200 pM sur la production d’androsténedione par les cellules
fasciculées et réticulées humaines

Les cellules surrénaliennes humaines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) et de 200 uM d’oléate (2X/jour). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et a I’oléate, le
milieu de culture a été récupéré et la concentration d’androsténedione a été mesurée par
ELISA. Les résultats sont présentés en moyenne des duplicatas d’ensemencement par
condition = SEM de 3 expériences distinctes ainsi qu’en pourcentage de la condition traitée

a la Fsk. Les valeurs étaient exprimées en ng/mL/mg de protéines avant leur conversion en
pourcentage.

Q2



84

3.3.2.2 Effet de I’oléate 200 uM sur la production de cortisol

Au niveau des cellules fasciculées et réticulées humaines, la Fsk 10 uM augmente d’environ
17 fois la production de cortisol comparativement a la condition contrdle traitée au DMSO
(5223 + 488 vs. 304 £ 11 pg/dl/mg de protéines). Sous stimulation a la Fsk, la présence
d’oléate 200 pM diminue la production de cortisol d’environ 2 fois comparativement a la Fsk
seule (2880 + 429 vs. 5223 + 488 ng/dl/mg de protéines). Aucune analyse statistique n’a pu

étre réalisée sur ces données puisque les expérimentations ont été effectuées sur une seule

glande (n=1; fig. 35).
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Figure 35. Effet de I’oléate 200 pM sur la production de cortisol par les cellules
fasciculées et réticulées humaines

Les cellules surrénaliennes humaines ont été incubées en présence de 10 uM de Fsk (1X/2
jours) et de 200 uM d’oléate (2X/jour). Suite aux 48h de stimulation a la Fsk et a I’oléate, le
milieu de culture a été récupéré et la concentration de cortisol a été mesurée par ELISA. Les
résultats sont présentés en moyenne des duplicatas d’ensemencement par condition = SEM
d’une expérience distincte ainsi qu’en pg/dl/mg de protéines.
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4. DISCUSSION

En résumé, les résultats de mon projet de maitrise démontrent que la présence d’oléate induit
un changement de direction au niveau de la stéroidogenése chez les cellules fasciculées et
réticulées bovines, résultant en une augmentation de la production des androgénes (DHEA)
et en une diminution de la production des glucocorticoides (cortisol). Par la suite, les résultats
de cette étude montrent que 1’oléate ne modifie pas I’expression protéique de la P450c17 et
de son cofacteur, POR. De plus, les résultats de cette étude démontrent que la présence
d’oléate permet d’augmenter 1’activité¢ 17ahydroxylase de la P450c17 lorsque mesurée a
I’aide du bloc stéroidien. Finalement, 1’oléate tends a augmenter 1’activité 17,20-lyase de la
P450c17 lorsque mesurée par la conversion de la 170H-progestérone en androsténedione a

I’aide du bloc stéroidien.

Tel que mentionné dans I’introduction, le SOPK est une maladie endocrinienne qui touche
entre 5 a 10% des femmes en age de procréer, qui est principalement caractérisée par une
hyperandrogénie et qui est associée au développement de plusieurs complications, tel que le
diabete de type 2 et la dyslipidémie. Cependant, les causes de cette pathologie ne sont pas
encore connues mais quelques études ont démontré 1I’implication des acides gras au niveau
du développement de I’hyperandrogénie et ce, de fagon in vivo et in vitro. En effet, notre
laboratoire a récemment démontré que 1’exposition des cellules surrénaliennes a des niveaux
¢levés d’acides gras entraine une augmentation de la sécrétion des androgenes (Bellanger et
al., 2012). Ainsi, mon projet de maitrise avait comme objectif principal de déterminer les
impacts moléculaires d’un excés d’acides gras sur la production des androgenes par les
cellules de la glande surrénale afin de permettre de mieux comprendre le lien entre la
lipotoxicité et le développement de 1’hyperandrogénie ainsi que les mécanismes cellulaires

sous-jacents a ce phénomene.

Les expérimentations de mon projet de maitrise ont été effectuées sur trois types cellulaires,
soit au niveau de cultures cellulaires primaires bovines, de la lignée cellulaire NCI-H295R et
au niveau de cultures cellulaires primaires humaines. Un des aspects intéressant de cette

étude est I'utilisation de deux différents types d’acides gras. En effet, les cellules ont été
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exposées durant 48h a des concentrations ¢levées de palmitate (acides gras saturés) ou
d’oléate (acides gras monoinsaturé). Il a ét¢ démontré que le palmitate induit la mortalité
cellulaire ainsi que la formation de peroxyde au niveau des peroxysomes des cellules B du
pancréas alors que ’oléate protége contre les effets du palmitate (Gehrmann et al., 2015).
L’utilisation de ces deux types d’AGNE permet d’investiguer concernant la différence quant

a leur implication au niveau de la production des androgénes.

Un des points forts de ce projet est 1’utilisation de deux différents thiazolidinediones, soit la
rosiglitazone et la pioglitazone. Ces insulinosensibilisateurs sont des composés
thérapeutiques qui protégent contre le développement de la lipotoxicité en activant les
récepteurs PPARY, permettant ainsi de favoriser le métabolisme oxydatif des AGNE au
niveau des tissus non adipeux ainsi que I’augmentation de la lipogenése au niveau du tissu
adipeux (Gervois et Fruchart, 2003). Ainsi, nous avons supposé que les TZD entraineraient
une augmentation de 1’utilisation des AGNE au niveau des cellules fasciculées et réticulées
pour ainsi mener a une diminution de 1’exposition de ces cellules aux AGNE. De plus, nous
avons supposé que cette diminution de 1’exposition cellulaire aux AGNE permettrait de
diminuer la lipotoxicité induite par ces molécules pour subséquemment permettre de
déterminer les effets des AGNE sur la production des androgeénes de fagon indirecte. Ces

derniers résultats seront discutés de facon plus détaillée a la section 4.3.

4.1 Effets de I’oléate sur la production de différents stéroides

Un des principaux objectifs de cette étude était de déterminer 1’effet des AGNE sur la
production des androgénes au niveau de différents modeles de cellules surrénaliennes. Pour
y arriver, ces cellules ont été exposées en présence de Fsk 10 uM et d’oléate 200 uM durant
48h et le milieu de culture a par la suite été retiré afin de déterminer la concentration de

plusieurs stéroides par ELISA.
Notre étude montre que lorsque stimulées a la Fsk et en présence d’oléate 200 uM, en

comparaison a la Fsk seule, les cellules fasciculées et réticulées bovines sécretent

significativement plus de DHEA (fig. 12) et tendent a augmenter la production
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d’androsténedione (fig. 13). Cet effet pourrait étre expliqué par I’action de 1’oléate sur les
voies de signalisations intracellulaires menant a ’androgénése. En effet, il a été démontré
que les AGNE induisent une inhibition de la voie inhibitrice MEK/ERK1/2, ce qui pourrait
alors entrainer une augmentation de la production des androgenes. En effet, une précédente
¢tude de notre laboratoire a démontré qu’une exposition de 48h a 100 uM de palmitate
diminue les niveaux de phosphorylation de ERK1/2 et augmente la production de DHEA par
les cellules fasciculées et réticulées bovines (Bellanger et al., 2012). De plus, il a été
démontré que la présence de 1 mM de palmitate inhibe la voie de MEK/ERK1/2 au niveau
des cellules fibroblastiques (Usui et al., 1997) et que I’inhibition de MEK1 induit une
augmentation de la production de DHEA par les cellules thécales humaines (Nelson-Degrave
et al., 2005). L’effet direct de 1’oléate sur la voie inhibitrice MEK/ERK1/2 n’a pas été
déterminé dans cette étude mais il s’agit d’'une hypothése qui pourrait le mécanisme par
lequel I’oléate augmente la production des androgeénes. D’un autre coté, la différence entre
la significativit¢ de la sécrétion de DHEA et la non-significativit¢é de la sécrétion
d’androsténedione par les cellules fasciculées et réticulées bovine en réponse a une
exposition a I’oléate peut étre expliquée par le nombre d’expérimentations effectuées, soit 17
expérimentations concernant la sécrétion de DHEA et 4 expérimentations concernant la

sécrétion d’androsténedione.

D’un autre co6té, notre laboratoire a récemment démontré qu’une exposition de 48h au
palmitate 100 uM augmente la production de DHEA de 69% par les cellules fasciculées et
réticulées bovines (Bellanger et al., 2012) alors que cette nouvelle étude montre que 1’oléate
200 uM augmente la production de DHEA de 114%. La différence concernant la sécrétion
de DHEA induite par ces deux AGNE peut étre expliqué par le fait que le palmitate (acide
gras saturé) est plus toxique que 1’oléate (acide gras monoinsaturé) au niveau cellulaire. En
effet, il a été démontré que le palmitate induit la mortalité cellulaire ainsi que la formation de
peroxyde au niveau des cellules  du pancréas alors qu’il a ét¢ démontré que 1’oléate protege
des effets du palmitate (Gehrmann et al., 2015). Ainsi, puisque 1’oléate induit moins de
mortalité cellulaire que le palmitate, il est possible d’exposer les cellules a une plus grande
concentration d’AGNE, et d’ainsi, constater des effets plus prononcés de cet AGNE sur la

production des androgenes par les cellules surrénaliennes bovines (fig. 11).
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De plus, les résultats de cette étude démontrent que sous stimulation a la Fsk et en
comparaison a la Fsk seule, I’oléate 200 uM tend a augmenter la production de DHEA de
49% dans la lignée cellulaire NCI-H295R (fig. 31) et tend & augmenter la production
d’androsténedione de 97% dans les cellules fasciculées et réticulées humaines (fig. 34).
Ainsi, malgré le fait que ces résultats ne sont pas significatifs, il est possible de constater que
I’oléate exerce une propension a augmenter la production des androgenes et ce, tant dans les
cellules surrénaliennes humaines qu’au niveau des cellules NCI-H295R. La non-
significativité de ces résultats peut étre expliquée par le fait que ces expérimentations ont été
effectuées que sur un petit nombre de cultures cellulaires. En effet, les résultats obtenus au
niveau des cellules NCI-H295R proviennent de 6 cultures cellulaires alors que les résultats
obtenus au niveau des glandes surrénales humaines proviennent de 3 cultures cellulaires. La
faible quantité d’expérimentations effectuées au niveau de la lignée cellulaire NCI-H295R
est due au fait que la technique de culture cellulaire a été plutdt longue a mettre au point et
que j’ai eu peu de temps pour répliquer ces expérimentions. Ces expériences pourront, par

contre, étre poursuivies par le laboratoire.

Finalement, il est possible de constater que sous stimulation a la Fsk, 1’oléate 200 uM
diminue la production de cortisol de 17% au niveau des cellules fasciculées et réticulées
bovines comparativement a la Fsk seule (fig. 14). Ces résultats démontrent que la présence
de I’oléate provoque un changement de direction au niveau de la stéroidogenése, résultant en
une diminution de la production des glucocorticoides et en une augmentation de la production
des androgenes. Ces résultats concordent avec une précédente étude du laboratoire, qui
démontrait que la présence de 100 uM de palmitate diminue de 25% la production de cortisol
par les cellules fasciculées et réticulées bovines comparativement a la Fsk seule (Bellanger
et al., 2012). De plus, ces résultats concordent aussi avec une étude in vivo, qui démontre
qu’une infusion d’une solution de lipides et d’héparine diminue significativement les niveaux
de cortisol plasmatique chez 7 hommes sains agés entre 25 et 33 ans comparativement a
I’infusion de saline (Coiro et al., 2007). Finalement, il est aussi possible de constater que
I’oléate 200 uM tend a diminuer la production de cortisol de 2 fois au niveau des cellules
fasciculées et réticulées humaines, mais ces résultats n’ont pas subi d’analyses statistiques

puisqu’ils ont été effectués que sur une seule culture cellulaire (fig. 35).

QR



89

4.2 Effets de I’oléate sur la production de 8-isoprostane

Aprés avoir déterminé les effets des AGNE sur la stéroidogenése au niveau des cellules
surrénaliennes bovines et humaines ainsi qu’au niveau de la lignée cellulaire NCI-H295R,
nous avons montré que sous stimulation a la Fsk, I’oléate 200 M n’affecte pas la production
de 8-isoprostane par les cellules fasciculées et réticulées bovines, comparativement a la Fsk
seule (fig. 15). Tel que mentionné précédemment, la formation de 8-isoprostane est le reflet
de I’oxydation des phospholipides membranaires par les radicaux d’oxygene. Ce produit est
reconnu dans la littérature comme étant un marqueur de la peroxydation lipidique (Morrow
et al., 1995). Ces résultats permettent de conclure que la présence de 1’oléate n’augmente pas
les niveaux de stress oxydatif cellulaire et ce, contrairement au palmitate. En effet, une étude
que nous avons publiée récemment a démontré que sous stimulation a la Fsk, le palmitate
100 uM augmente la production de 8-isoprostane de 27,6% au niveau des cellules fasciculées
et réticulées bovines comparativement a la Fsk seule (Bellanger et al., 2012). Ainsi, les
résultats obtenus dans notre laboratoire quant aux effets du palmitate et de 1’oléate sur les
niveaux de stress oxydatif cellulaire concordent avec les résultats d’autres études. En effet,
il a été démontré que la production de peroxyde (molécule qui illustre les niveaux de stress
oxydatif intracellulaire) par les cellules § provenant de pancréas de rat est significativement
moins élevée suite a une exposition a 100 uM d’oléate, comparativement a une exposition a
100 uM de palmitate (Gehrmann ef al., 2015). Ainsi, I’étude de Gehrmann et al. démontre
elle aussi que le palmitate induit un plus grand stress oxydatif au niveau intracellulaire que

I’oléate.

D’un autre c6té, nous avons pu observer que la présence de Fsk seule augmente la production
de 8-isoprostane de 10 fois comparativement a la condition contrdle. Ces résultats
correspondent a ceux obtenus dans la littérature, qui montre qu’une stimulation a la Fsk et a
I’ACTH se traduit par une augmentation des niveaux de stress oxydatif (Hornsby et Crivello,
1983; Lefrancois et al., 1999). Ainsi, il est intéressant de constater que 1’exposition des
cellules fasciculées et réticulées aux AGNE n’exacerbe pas les niveaux de stress oxydatif

cellulaire engendrés par la stimulation a la Fsk seule, permettant ainsi de conclure que les
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effets observés ne sont probablement pas secondaires a un stress oxydatif généralis¢ de ce

type.

4.3  Effets des thiazolidinediones sur la production de DHEA

Puisque les thiazolidinediones protegent contre le développement de la lipotoxicité en
activant le métabolisme oxydatif des AGNE au niveau des tissus non adipeux et en
augmentant le stockage des AGNE au niveau des tissus adipeux (Gervois et Fruchart, 2003),
un des objectifs de cette étude était de déterminer I’effet d’une surexposition aux AGNE sur
la production des androgenes par les cellules surrénaliennes bovines suite a ’activation aigué

ou prolongée du récepteur PPARY par différents TZD au niveau de ces cellules.

Ainsi, nous avons démontré que le traitement aigué ou plus prolongé des cellules
surrénaliennes bovines a la rosiglitazone ou a la pioglitazone 10 pM ne renverse pas la
production de DHEA induite par 1’oléate 200 uM (fig. 16-19). Les effets aigus et prolongés
des TZD qui ont été observés dans cette étude ne correspondent pas aux résultats qui étaient
attendus. En effet, nous nous serions attendus a observer une diminution de la production de
DHEA induite par 1’oléate 200 pM par les cellules surrénaliennes bovines lorsqu’elles sont
exposées aux TZD de fagon aigué ou prolongée puisque ces molécules permettent
d’augmenter 1’oxydation des AGNE et d’ainsi diminuer leurs effets lipotoxiques. De plus,
nos résultats ne correspondent pas aux résultats obtenus dans la littérature. En effet, une étude
de Seto-Young et al., publiée en 2005, a démontré que 1’exposition des cellules ovariennes
humaines a des concentrations de 20 uM de pioglitazone et de rosiglitazone diminue la
production de testostérone par ces cellules (Seto-Young et al., 2005). La différence entre les
résultats obtenus au cours de mon projet de maitrise et les résultats de I’étude de Seto-Young
et al. peut étre expliquée par la concentration de TZD utilisée et le modé¢le cellulaire employé.
En effet, lors de nos expérimentations, nous utilisions une concentration de 10 uM de TZD
alors que I’équipe de Seto-Young utilisait des concentrations de 20 uM de TZD. Nous avions
exposé nos cellules surrénaliennes bovines en présence de 10 uM de TZD puisque cette
concentration produisait une réponse maximale quant a la réduction de la production des

androgénes au niveau des cellules surrénaliennes, tel que dans 1’article de Kempna et al,
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2007. Ainsi, I’utilisation de concentration plus faible de TZD lors de mes expérimentations
pourrait expliquer, du moins en partie, que les TZD n’affectent pas la production des
androgenes. De plus, la différence entre les résultats de cette étude et celle de 1’équipe de
Seto-Young peut étre expliquée par la différence entre les modeles cellulaires employés. En
effet, mes expérimentations ont été effectuées au niveau des cellules surrénaliennes bovines
alors que les expérimentations de I’équipe de Seto-Young ont été effectuées au niveau des
cellules ovariennes humaines. Ainsi, ces deux modeles cellulaires n’ont pas la méme
physiologie et peuvent ne pas répondre de facon similaire a 1’exposition aux TZD.
Finalement, contrairement a I’équipe de Seto-Young, je n’ai pas utilisé d’insuline lors de mes
expérimentations mais des essais antérieurs du laboratoire ont démontré que I’insuline
n’affectait pas la production des androgenes au niveau du modele cellulaire utilisé (résultats

non-publiés).

D’un autre cotg, il est possible de supposer que la stimulation des récepteurs PPARY n’induit
pas une augmentation de I’expression des mitochondries et de 1’activité de la f-oxydation
dans les cellules surrénaliennes, dont la physiologie des mitochondries au niveau de ces
cellules est fortement axée vers la stéroidogenéese. Ainsi, il est possible de supposer que la -
oxydation des AGNE au niveau de ces cellules est faible, ce qui pourrait expliquer leur
susceptibilité¢ a une exposition aux AGNE. Toutes ces hypothéses devront toutefois étre

explorées dans le futur.

4.4  Effets de I’oléate sur ’expression de la P450c17 et de POR

Puisque nous avions démontré que les AGNE augmentent la production des androgenes tout
en diminuant la production des glucocorticoides, 1’objectif suivant était de comprendre les
mécanismes cellulaires sous-jacents a ce phénomene. Ainsi, nous nous sommes intéressés a
I’effet de I’oléate sur I’expression protéique de la P450c17 et de POR, un des principaux

cofacteurs de la P450c17 favorisant son activité 17,20-lyase.

Nous avons montré que sous stimulation a la Fsk, I’oléate 200 pM n’affecte pas I’expression

de la P450c17 dans les cellules fasciculées et réticulées bovines (fig. 21). Ces résultats ne
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correspondent pas aux résultats attendus. En effet, comme il a ét¢ mentionné dans
I’introduction, la P450c17 est une des enzymes principales de la stéroidogenése qui dicte vers
quelle voie la prégnénolone va se diriger, soit vers la voie des glucocorticoides ou vers la
voie des androgénes. Ainsi, nous nous serions attendus a ce que I’augmentation de la
production des androgénes induite par les acides gras soit due a l’augmentation de
I’expression de la P450c17 par ces derniers. Cependant, ces résultats correspondent aux
précédents résultats du laboratoire, qui démontraient que le palmitate 100 uM n’affectait pas
I’expression de la P450c17 et ce, sous stimulation a I’ACTH ou a la Fsk (Bellanger et al.,

2012).

D’un autre c6té, il est possible de constater que sous stimulation a la Fsk, la présence de 200
uM d’oléate ne modifie pas I’expression de POR au niveau des cellules fasciculées et
réticulées bovines comparativement a la Fsk seule (fig. 23). Ces résultats ne correspondent
pas aux résultats attendus. En effet, tel que mentionné dans I’introduction, la protéine POR
catalyse le transfert de deux ¢électrons du NADPH au groupement héme de la P450c17 afin
d’augmenter son activité 17,20-lyase et de facon subséquente, la production des androgénes.
Ainsi, nous nous serions attendus a ce que 1’augmentation de la production des androgénes

induite par les acides gras soit due a I’augmentation de 1’expression de POR par ces derniers.

4.5  Effets de ’oléate sur activité enzymatique de la P450c17

Puisque nos résultats ont démontré que les AGNE entrainent un changement de direction au
niveau de la stéroidogenese résultant en une augmentation de la production des androgénes
tout en n’affectant pas I’expression protéique de la P450c17 et de POR, nous avons voulu
déterminer si I’effet de I’oléate sur ’androgenéese pourrait étre di a son effet sur 1’activité
enzymatique de la P450cl7. Pour y arriver, la technique d’incorporation de substrats
radiomarqués par chromatographie sur couche mince a initialement été utilisée au niveau des

cellules fasciculées et réticulées bovines.

Ainsi, les résultats de cette technique semblent démontrer que 1’oléate 200 pM n’affecte pas

I’activité 17ahydroxylase de la P450c17 (fig. 25). Ces résultats correspondent aux résultats
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attendus puisque les résultats de sécrétion démontrent que les AGNE induisent une
diminution de la production de cortisol et une augmentation de la production des androgenes,
suggérant un changement de direction de la voie des glucocorticoides vers la voie des

androgenes.

De plus, contrairement a nos attentes, 1’oléate 200 uM ne semble pas affecter I’activité 17,20-
lyase de la P450c17 au niveau de ces mémes cellules selon cette technique (fig. 26). En effet,
puisque les résultats obtenus dans cette étude démontrent que les acides gras augmentent la
production des androgenes et diminue celle des glucocorticoides (ce qui est principalement
modulé par I’activité 17,20-lyase de la P450c17), nous nous étions attendu a ce que les acides
gras augmentent 1’activité 17,20-lyase de cette enzyme. Ainsi, puisque les résultats d’activité
enzymatique obtenus grace a la méthode d’incorporation cellulaire de substrats radiomarqués
par chromatographie sur couche mince démontrent que la stimulation a la Fsk n’affecte pas
I’activité 17,20-lyase de la P450c17 et ce, en présence ou en absence d’acide gras, nous avons
douté de la validité de cette méthode lorsqu’employée dans ce contexte. Ainsi, nous avons
donc voulu mesurer 1’activité de I’enzyme d’une autre fagon, soit en déterminant le ratio

produit/substrat de 1’enzyme.

Suite a ’analyse des résultats du bloc stéroidien par LC-MS/MS obtenus par le laboratoire
clinique du CHUS, nous avons démontré que la présence d’oléate n’affecte pas
I’activité 17,20-lyase de la P450c17 mesurée par la conversion de la 170H-prégnénolone en
DHEA (fig. 28). Ces résultats corroborent donc les résultats obtenus par la méthode de
mesure de 1’incorporation cellulaire de substrats radiomarqués par chromatographie sur
couche mince. Par contre, les résultats ont démontré que la présence d’oléate 200 uM tends
a augmenter de 81 % 1’activité 17,20-lyase de la P450c17 mesurée par la conversion de la
170H-progestérone en androsténedione (fig. 29). Ces résultats permettent ainsi de suggérer
que 1’oléate semble favoriser la conversion du 170H-progestérone en androsténedione aux

dépens de la conversion du 170H-prégnénolone en DHEA par la P450c17.

D’un autre coté, les résultats obtenus suggérent que 1’oléate augmente de 124 %

I’activité 17ahydroxylase de la P450c17 mesurée par la conversion de la prégnénolone en
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170H-prégnénolone (fig. 27). Ces résultats différent de ceux obtenus par incorporation
cellulaire de substrats radiomarqués par chromatographie sur couche mince. Cependant, nous
croyons que la mesure obtenue par LC-MS/MS permet de prendre en compte plus de
déterminants de I’activité enzymatique de la P450c17 que la mesure par chromatographie sur
couche mince. En effet, la technique par chromatographie ne mesure que la voie de formation
des stéroides découlant de la prégnénolone comparativement a la méthode par LC-MS/MS,
qui permet de mesurer les voies de formation des stéroides découlant de la prégnénolone et
de la progestérone. D’un autre coté, la méthode par chromatographie nécessite I'utilisation
d’épostane, qui pourrait modifier les phénomeénes physiologiques. En effet, I'utilisation
d’épostane entraine I’inhibition de la 3BHSD et de fagon subséquente, la conversion de la
170H-prégnénolone en 170H-progestérone ainsi que la conversion du DHEA en
androsténedione. L’inhibition de la production de ces stéroides pourrait modifier les
phénomeénes physiologiques survenant au niveau de ces cellules. En effet, des niveaux
physiologiques d’androsténedione inhibe la 3HSD afin d’effectuer un rétrocontrdle négatif
(Thomas et al., 2015). Ainsi, I’inhibition de la 3HSD et de la formation d’androsténedione
pourrait modifier les phénomeénes physiologiques normaux. Cependant, il est impossible
d’effectuer une comparaison entre nos résultats et ceux de la littérature puisque cette étude
est la premiére a notre connaissance a déterminer 1’effet de 1’oléate sur 1’activité
17ahydroxylase et 17,20-lyase de la P450c17 au niveau des cellules fasciculées et réticulées

bovines.
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5. CONCLUSION

Le SOPK est une maladie endocrinienne qui touche entre 5 a 10% des femmes en age de
procréer, qui est principalement caractérisée par une hyperandrogénie et qui est associée au
développement de plusieurs complications. Cependant, les causes de cette pathologie ne sont
pas encore connues mais quelques études ont démontré I’implication des acides gras au
niveau du développement de I’hyperandrogénie, et ce, de facon in vivo et in vitro. Ainsi, la
compréhension des mécanismes cellulaires sous-jacents a ce phénomene pourrait permettre
de développer des traitements ciblés qui seraient plus efficaces pour traiter le SOPK et ses
conséquences a long terme. Ainsi, I’objectif de cette étude était de déterminer les mécanismes
cellulaires sous-jacents a I’hyperandrogénie induite par la surexposition des cellules

productrices d’androgenes aux AGNE.

Pour répondre a cet objectif, nous avons exposés des cultures cellulaires primaires bovines,
la lignée cellulaire NCI-H295R et des cultures cellulaires primaires humaines en présence
d’acides gras durant 48 heures. Par la suite, le milieu de culture a été prélevé afin d’y doser
différents stéroides par ELISA. De plus, les protéines ont été récoltées afin de déterminer
I’expression protéique de la P450c17 et de POR par Western blot. Finalement, pour
déterminer les activités 17ahydroxylase et 17,20-lyase de la P450c17, la concentration de
plusieurs stéroides a été déterminé par LC-MS/MS et le ratio produit/substrat a été effectué.

Les résultats sont présentés selon la facon suivante : moyenne + SEM.

Ainsi, sous stimulation a la Fsk, la présence de 200 uM d’oléate (vs absence d’oléate)
augmente la production de DHEA de 114% par les cellules fasciculées et réticulées bovines
(n=17; 214 + 20% vs 100 = 0%; p<0,0001). De plus, I’ajout d’oléate n’affecte pas
I’expression de la P450c17 (n=8; 98 + 6% vs 100 £+ 0%; p=0,74) et de POR (n=7; 119+ 13%
vs 100 + 0%; p= 0,22). Finalement, la présence d’oléate augmente 1’activité 17ahydroxylase
mesurée par la conversion de la prégnénolone en 170H-prégnénolone de 124% (n=7; 224 +
19% vs 100 &+ 0%; p= 0,02) et tends a augmenter 1’activité 17,20-lyase de la P450c17 mesurée
par la conversion de la 170H-progestérone en androsténedione de 81% (n=7; 181 + 28% vs

100 = 0%; p=0,08).
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Ainsi, I’augmentation de la production des androgénes induite par les AGNE pourrait étre
due principalement a leurs effets sur I’augmentation des deux activités enzymatiques de la
P450c17, sans effet significatifs sur 1’expression de la P450c17 ni de son cofacteur POR.
Ainsi, ces résultats permettent de mieux comprendre les mécanismes cellulaires sous-jacents
a D’hyperandrogénie induite par les AGNE mais les mécanismes sous-jacents a

I’augmentation des activités de la P450c17 demeurent a ¢lucider.
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6. PERSPECTIVES

En perspectives, il serait intéressant de déterminer 1’effet des AGNE sur 1’expression
protéique du cytochrome b5 ainsi que sur les niveaux de phosphorylation en sérine de la
P450c17 afin de déterminer si I'augmentation de la production des androgénes induite par les
acides gras est due aux effets des AGNE sur ces deux facteurs. En effet, le cytochrome b5 et
la phosphorylation des résidus sérines de la P450c17 permettent d’augmenter la liaison entre
la protéine POR et la P450c17, résultant en une augmentation de 1’activité 17,20-lyase de la

P450c17 et de fagon subséquente, en une augmentation de la production des androgénes.

De plus, nous aimerions aussi déterminer I’effet des AGNE sur I’expression protéique de la
P450c17 et de POR au niveau des cellules surrénaliennes humaines puisque ce modele
cellulaire permet de mieux illustrer les phénomenes physiologiques qui surviennent chez
I’humain. Ainsi, cette perspective permettrait de s’assurer que les résultats obtenus au niveau
des cellules surrénaliennes bovines illustrent de fagon adéquate les phénomeénes qui

surviennent chez 1’humain.

Finalement, malgré les résultats négatifs concernant 1’activation des récepteurs PPARy, nous
souhaiterions déterminer 1’effet de 1’inhibition de I’expression du récepteur PPARy grace a
la transfection de shARN au niveau de la lignée cellulaire NCI-H295R afin de déterminer
I’implication de ce récepteur au niveau de I’hyperandrogénie induite par les acides gras. En
effet, nous croyons que I’inhibition de I’expression du récepteur PPARY par la transfection
de shARN diminuerait 1’oxydation cellulaire des AGNE pour ainsi augmenter la
surexposition des cellules sécrétrices d’androgenes aux acides gras et de fagon subséquente,
amplifier I’hyperandrogénie induite par les AGNE. De plus, il serait aussi intéressant de
vérifier le niveau de B-oxydation des AGNE en absence d’activité des récepteurs PPARY afin

de pouvoir ensuite déterminer si cette voie est augmentée par les agonistes PPARY.
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