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RESUME

L’obésité est un facteur de risque majeur du développement de complications
métaboliques. Avec la suralimentation, I’inactivité physique et la sédentarité dans les
pays industrialisés, la prévalence de I’obésité est a la hausse, et ce, méme chez les
enfants. En effet, un apport nutritionnel supérieur a la dépense énergétique accompagné
d’un mode de vie sédentaire améne une augmentation excessive d’acides gras et de
dérivés lipidiques, dans divers tissus, incluant les tissus musculaires. Parmi les
différentes hypothéses proposées pour expliquer les effets néfastes de I’obésité sur la
santé, il existe une hypothése impliquant I’accumulation de dysfonctions
mitochondriales. Ainsi, une accumulation exessive de lipides au niveau
intramyocellulaire pourrait causer une augmentation de la production de radicaux libres
ainsi qu’une réduction de la capacité oxydative au niveau mitochondrial. Ces
dysfonction mitochondriales pourraient conséquemment avoir des effects néfastes
majeurs sur le développement des dysfonctions métaboliques induites par 1’obésité.
Cependant, cette hypothése impliquant une augmentation de la production de radicaux
libres dérivés de I’oxygéne et une diminution de la capacité oxydative mitochondriale,
reste trés controversée a I’heure actuelle. Ainsi, les mécanismes cellulaires et
moléculaires susceptibles de contribuer aux dysfonctions métaboliques induites par
I’obésité nécessitent davantage d’études. Une meilleure compréhension des
mécanismes contrblant le fonctionnement des mitochondries et de I’impact d’une dicte
obésogéne sur leur fonctionnement permettra de mieux lutter contre les conséquences
néfastes de I’obésité.

Pour cela, ce présent travail de mémoire a consisté d’étudier I’impact d’un régime
hyperlipidique chez de jeunes rats Wistar males sur le fonctionnement mitochondrial
dans les muscles oxydatifs et glycolytiques.

Mots clés : Obésité, muscle squelettique, mitochondries, métabolisme, production
deradicaux  libres, énergétique = mitochondriale, = dynamique
mitochondriale



CHAPITRE I
INTRODUCTION

1.1 Introduction générale sur I’obésité
1.1.1 L’ obésité, une épidémie mondiale?

Selon 1’Organisation mondiale de la santé (OMS), la prévalence de 1’obésité est a la
hausse inquiétante et ce phénomene se répercute a un niveau global. En 2015, il est
estimé que 700 millions de personnes souffrent d’obésité et que plus de 2.3 millards de
personnes sont en surpoids (Farag & Gaballa, 2011). La figure 1.1 illustre bien la forte
expansion de la prévalence des adultes en surpoids dans divers pays (Wang et al.,
2011).
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Figure1.1: Evolution de la prévalence des adultes en surpoids.
Legende : Image tirée de (Wang et al., 2011).
Le probléme est particuli¢rement sérieux aux Etats-Unis ot I’on retrouve la plus grande
proportion d’adultes en surpoids (environ 60%) dans la population adulte.
Malheureusement cette forte hausse des taux d’obésité est également présente chez les

enfants.



Au Canada, la prévalence de I’obésité a triplé dans les populations pédiatriques depuis
1981. En effet, on y observe qu’environ 20% des enfants sont en surpoids et 12%
d’entre eux sont obéses (Janssen, 2013). La figure 2 illustre bien la forte augmentation
de la proportion des enfants en surpoids (Garver et al., 2013), un phénoméne

particuliérement alarmant aux Etats-Unis.

1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005

Figure 1.2 : Prévalence des enfants en surpoids.
Légende : Image tirée de I’article de (Garver et al., 2013).
L’obésité sévere chez les enfants et adolescents augmente le risque de développer le
syndrome métabolique d’environ 50% en grandissant (Weiss et al., 2004). De plus,
’obésité sévére chez les enfants est associée au développement précoce du diabéte de

type II (Sinha et al., 2002).



1.2 La définition du surpoids et de I’obésité

Le surpoids et I’obésité sont caractérisés par un excés de graisse corporelle pouvant
nuire a I’état de santé de I’individu. Au niveau clinique, le surpoids se définit par un
indice de masse corporelle (IMC : poids (kg) / taille (m?)) supérieur a 25 kg/m? et
I’obésité par un IMC supérieur a 30 kg/m?.

Deux types d’obésité existent: I) I’obésité androide, qui se caractérise par un excés de
masse adipeuse au niveau du tronc et de 1'abdomen et II) I’obésité gynoide, qui se
distingue par une accumulation préférentielle de masse grasse au niveau des cuisses et
des hanches. En ce qui concerne I’obésité androide (abdominal) elle se définit par un
tour de taille > 102cm chez I’homme et > 88cm chez la femme (Douketis et al., 2005).
L’obésité de type gynoide, contrairement a I’obésité androide, est moins associée aux
risques de développer des complications métaboliques (Pouliot et al., 1994; Despres et
al., 2008).

Il est admis qu’il y existe un lien étroit entre la graisse viscérale intra-abdominale,
I’insulino-résistance et le diabete de type I1. D’un point de vue épidémiologie, 80% des
patients atteints du diabéte de type II sont obéses. Ceci démontre une forte association

entre le diabéte de type II et une adiposité excessive (Aguer & Harper, 2012).

Il est important de noter que I’IMC est de nos jours moins en vogue qu’il y a quelques
années de cela, et plusieurs autres techniques, beaucoup plus précises, sont maintenant
utilisées pour évaluer les différents degrés d’obésité. A titre d’exemple, nous pouvons
citer I’absorption biphotonique a rayons X (DEXA) qui permet une estimation précise

de la composition corporelle (quantité et pourcentages des masses grasse et maigre).



1.2.1 Les causes de I’obésité

Plusieurs facteurs influengant le gain de masse grasse, tel que I’hérédité, 1’4ge, I’ethnie,
I’environnement social, le sexe, le temps de sommeil et le niveau d’activité physique.
Dans notre société les problémes de mauvaise alimentation sont un facteur important
favorisant le gain de masse grasse (Francis et al., 2009). Une alimentation riche en
lipides s’accompagne souvent d’apport calorique plus élevé menant a la prise de masse
grasse. Il a plusieurs évidences suggerent que la régulation des comportements
alimentaires chez les enfants soit un mécanisme par lequel certains génes influence la
prédisposition a 1’obésité (Carnell et al., 2008; Carnell & Wardle, 2008). Les voies de
signalisations périphériques contrdlant la sensation de satiété ont également un impact

direct sur I’obésité (cf. (Luquet et al., 2008) pour une revue détailliée).

1.2.2 Les conséquences de I’obésité

Les conséquences de I’obésité sont énormes, elles ne se limitent pas seulement au
niveau de la perte de qualité de vie causée par 1’excés de graisse, mais engendrent
également un large évantaille de complications métaboliques. Par exemple, au niveau
de notre systéme de santé, les cofits associés a 1’obésité sont extrémement élevés. Il
existe une étroite association entre 1’augmentation de I’IMC et les cofits directs ou
indirects en terme de santé sociale, la réduction de la productivité et une mortalité
précoce (Dee et al., 2014). En 2006 au Canada, les coiits directs reliés aux soins
associés au surpoids et a I’obésité représentaient environ 6 milliards de dollars, soit
4.1% du budget total de la santé et environ 5 milliards de dollars en cofits indirects

(Anis et al., 2010).

Les conséquences de 1’obésité ne se limitent pas a la perte de qualité de vie causée par
’excés de graisse. Il est en effet bien reconnu, tel qu’indiqué précédemment, que
I’obésité est étroitement reliée au développement de complications métaboliques. Chez
les enfants et les adultes, I’obésité est le premier facteur de risque modifiable qui

augmente considérablement les risques de développer plusieurs complications telles



que le diabéte de type II, I’hypertension et des maladies cardiovasculaires (cf. (Goran
et al., 2003)). La figure 3, tirée de 1’étude de Garver et al., liste quelques complications

associées a I’obésité chez les enfants (Garver et al., 2013).
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Figure 1.3 : Complications de ’obésité chez les enfants.

Légende : Schéma illustrant les principales complications de 1’obésité et pathologies
associées chez les enfants, adaptée de |’article de (Garver et al., 2013).
L’obésité chez I’enfant n’est pas seulement un probléme de santé au cours de la
jeunesse, mais le devient aussi chez I’adulte. Un excés de masse grasse entraine
plusieurs complications chez les enfants et adolescents (complication cardiovasculaire,

complications pulmonaires, complications métaboliques, etc.) qui souvent persistent et

s’aggravent a 1’dge adulte.

Il y a une étroite relation entre la résistance a I’insuline et I’accumulation lipidique dans
les tissus ectopiques, particuliérement dans les muscles squelettiques (Summers, 2006;
Bosma et al., 2012). En raison de sa masse qui représente environ 40% de la masse
corporelle totale, le tissu musculaire joue un rle prépondérant dans le développement

de I’insulino-résistance (DeFronzo & Tripathy, 2009). Le muscle squelettique est le



principal tissu permettant I’absorption du glucose en réponse a l'insuline in vivo; par
conséquent, l'absorption du glucose par ce tissu joue un rdle important dans la

régulation de la glycémie (Klip & Paquet, 1990).

Parmi les différentes hypothéses proposées pour expliquer les effets néfastes de
I’obésité sur la santé, il existe une hypothése suggérant I’influence de 1’accumulation
de dysfonctions mitochondriales. Cette hypothése est basée sur le fait qu’une
accumulation excessive de lipides au niveau intramyocellulaire pourrait causer une
accumulation de dysfonctions mitochondriales au niveau des muscles squelettiques et
qui, incidemment, pertuberait le fonctionnement des voies de signalisation du récepteur
a I’insuline. Cependant, les mécanismes sous-jacents sont encore partiellement élucidés
et la littérature scientifique reste a ce jour trés controversée. La prochaine partie du-
présent mémoire détaillera, aprés une présentation bréve de notions essentielles de
biologie mitochondriale, cette hypothése mitochondriale liant obésité et complications

métaboliques.



1.3 La mitochondrie, un organite fascinant

1.3.1 Généralités

Les mitochondries sont des organites retrouvés dans les cellules eucaryotes et jouant
un rdle central au niveau du métabolisme énergétique cellulaire. Aussi, les
mitochondries sont impliquées dans plusieurs autres aspects de la vie cellulaire, tels
que la régulation de I’apoptose, I’homéostasie du Ca®* et la régualtion du potentiel

d'oxydoréduction (REDOX) cellulaire,

La structure des mitochondries est complexe et peut étre découpée en quatre
composantes : (i) la membrane externe (ii) I’espace intermembranaire (iii) la membrane
interne, et (iv) la matrice mitochondriale. Il y a €galement des crétes mitochondriales,

telles qu’illustrées dans la figure 1.4.
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Figure 1.4 : Anatomie mitochondriale
Légende : Schéma de I’anatomie d’une mitochondrie.



La membrane externe est constituée de lipides (=50%) et de protéines (=50%), les
protéines de la membrane externe permettent les échanges entre le cytosol et ’espace
intermembranaire (cf (Fontanesi, 2015) pour une revue détaillée). Au niveau de la
membrane externe, les porines, étant des protéines transmembranaires, également
appelées pores anioniques voltage-dépendants (VDAC), permettent les échanges
d’ions et de petits métabolites hydrosolubles, dans les 2 sens. Un autre systéme de
transport existe, le complexe TOM de 450kDA (translocase de la membrane externe)
ancré dans la membrane externe permettant la translocation de plus grosses molécules

cytoliques vers I’espace inter-membranaire.

L’espace inter-membranaire est le compartiment situé entre les deux membranes
avec une composition similaire au cytosol. Cette espace contient une forte
concentration en protons, ce qui est a I’origine de sa charge positive. Ce compartiment
contient des protéines impliquées dans la phosphorylation oxydative mitochondriale
(i.e. cytochrome C) et des protéines pro-apoptotiques (endunuclease G et 1’apoptosis-

inducing factor AIF par exemple).

La membrane interne est constituée majoritairement de protéines impliquées dans la
phosphorylation oxydative mitochondriale (ratio protéines/lipides : 75 : 25%). Les
lipides de la membrane interne sont en grande proportion des cardiolipines et des
phospholipides. Plusieurs transporteurs sont ancrés dans la membrane interne, telle que
le complexe TOM (translocase de la membrane interne), qui permet la translocation de
protéines située dans |’espace inter-membranaire vers la matrice mitochondriale. Cette
membrane a également une perméabilité sélective permettant de maintenir divers

gradients nécessaires au bon fonctionnement mitochondrial et notamment a la synthése
de ’ATP.

La matrice est un compartiment contenant I’ADN mitochondrial (ADNmt), des
molécules d’ARNmt, d’ARNt et plusieurs enzymes notamment celles impliquées dans

le cycle de Krebs et la B-oxydation.



Le génome mitochondrial : le génome mitochondrial code 37 génes; 2ARN
ribosomique, 22 ARN de transfert et 13 sous-unités protéiques de la chaine respiratoire.
La molécule d’ADNmt est circulaire, comparativement a I’ADN nucléaire qui lui est
linéaire. La majorité des protéines mitochondriales sont codées par des génes
nucléaires, synthétisées dans le cytosol et importées dans les mitochondries (cf
(Scarpulla, 2002; Scarpulla et al., 2012) pour une revue détaillée). Parmi les protéines
impliquées dans la chaine de transport des électrons, seul le complexe II est totalement
encodé par I’ADN nucléaire (Tableau 1). Par ailleurs, le génor'ne nucléaire encode la
grande majorité des protéines mitochondriales, tel que le facteur de transcription
mitochondriale A (TFAM). Il existe également des cofacteurs, tels que PGC-1 a (
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator 1) participant
directement ou indirectement a la régulation de la réplication des sous-unités de la
chaine de transport des électrons codés par I’ADNmt, notamment en co-activant NRF-

1 (nuclear respiratory factor 1) (Wu et al., 1999).

1.3.2 La phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative mitochondriale représente 1’ensemble des processus
biochimiques couplant consommation d'oxygéne a phosphorylation de I'adénosine
diphosphate (ADP) en adénosine triphosphate (ATP). La théorie du fonctionnement de
la phophorylation oxidative a été proposée par le biochimiste britannique Peter
Mitchell en 1961, bien avant que son fonctionnement ne soit établit expérimentalement
(Mitchell, 1961).

La majorité de la conversion d’énergie chimique utilisable par la cellule provient de
réactions au niveau de la matrice et de la membrane interne mitochondriale. Le schéma

ci-dessous illustre la phophorylation oxydative mitochondriale.
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Figure 1.5 : Phosphorylation oxydative

Légende : Schéma de la phosphorylation oxydative inspiré de la théorie de (Mitchell,
1961; Mitchell & Moyle, 1967) et de la revue de (Bottje, 2015). I, complexe I; II,
complexe II; Q; Coenzyme Q; III, complexe III; C, cytochrome C; IV, complexe IV;
H*, proton; NADH, nicotinamide adénine di-nucléotide réduit; NAD™*, nicotinamide
adénine di-nucléotide oxydé; FADH2, flavine adénine di-nucléotide réduit; FAD,
flavine adénine di-nycléotide oxydé; e, électron; Pi, phosphate inorganique; ADP,
adénosine di-phosphate; ATP, adénosne-triphosphate; ETF-CoQ, ETF Coenzyme Q
oxydoréductase; ANT, adénine nucléotide translocase; UCP, protéine découplante.

Les mécanismes de transformation d’énergie par la phosphorylation oxydative
débutent au niveau de la chaine de transport des électrons permettant 1’établissement
d’un gradient électrochimique de H*. La chaine de transport des électrons se situe au
niveau de la membrane interne mitochondriale. La chaine de transport des électrons est

composée de quatre complexes protéiques (Tableau 1).



Tableau 1.1: Complexes de la chaine de transport des électrons

Fonction enzymatique Sous unités  Sous unités
ADN ADN mt
nucléaire
I | NADH-Coenzyme Q oxydoréductase ~30 2
I | Succinate-Coenzyme Q oxydoréductase 4 0
III | Coenzyme Q-cytochrome C oxydoréductase ~8 1
IV | Cytochrome C oxydase ~6 3

Légende : Tableau adapté de I’article de (Lemire, 2005).
Le tableau | résume les sous-unités protéiques des 4 complexes de la chaine
respiratoire qui sont codées par des génes nucléaires et mitochondriaux. Les complexes
I, Il et IV expulsent des protons de la matrice vers I’espace intermembranaire,

permettent |’établissement d’un gradient électrochimique de H*.

Il y a également 2 accepteurs d’électrons mobiles, le Coenzyme Q et le cytochrome C,
qui connectent les complexes les uns aux autres, tel qu’illustré dans la figure 1.5. Ces
complexes protéiques sont impliqués dans ’oxydation des coenzymes NADH +H*
provenant de la glycolyse, et NADH + H" et FADH; provenant du cycle de krebs. etde
la B-oxyation. L’ATP synthase, une protéine enchassée dans la membrane interne
mitochondriale, permet la synthése d’ATP a partir d’ADP, de phosphate inorganique
(P;) et d’un proton (H") en utilisant le gradient électro-chimnique de protons généré par -

la chaine de transfert des électrons.

Tel qu’illustré dans la figure 1.5, le complexe | (NADH-Coenzyme oxydoréductase)
de la chaine respiratoire récupére les 2 électrons du NADH+H" pour les transférer a
I’'ubiquinone (Conenzyme Q). Cette réaction d’oxydoréduction s’accompagne d’un
transfert de 4 H' vers I’espace inter-membranaire. L’enzyme pyruvate déshydrogénase
(PDH) catalyse la réaction permettant la formation d’AcétylCoA. Les enzymes
glutamate déshydrogénase et malate déshydrogénase permettent d’oxyder le glutamate

et le malate en a-kétoglutarate et I’oxaloacetate respectivement, deux intermédiaires



du cycle de Krebs. Ces réactions permettent simultanément de générer du NADH+H*

pour approvisionner le complexe I en électrons.

Le complexe II (Succinate-Coenzyme Q oxydoréductase) arrache 2 électrons au
succinate, puis transfere ces 2 électrons a la Coenzyme Q. Le complexe II ne permet
cependant pas de pomper de proton vers 1’espace inter-membranaire. Le complexe II
permet 1’oxydation du succinate en fumarate, permettant ainsi de réduire son centre
FAD" en FADH,. Il existe d’autres substrats pouvant étre oxydés par des
déshydrogénases contenant un centre FAD" afin de transférer des électrons au
Coenzyme Q. Par exemple, I’enzyme ETF ubiquinone Coenzyme Q oxydoréductase
approvisionne la Coenzyme Q en électron provenant de la B-oxydation (cf (Eaton,

2002) pour une revue détaillée).

La Coenzyme Q intervient en tant que transporteur mobile d’électrons vers le complexe
III (Coenzyme Q-cytochrome C oxydoréductase). Le complexe III transite de la
Coenzyme Q au cytochrome C, ce dernier étant un accepteur d’électron mobile situé
dans I’espace intermembranaire, tel qu’illustré dans la figure 1.5. L’énergie de ce
transfert d’électrons permet au complexe I[II de pomper 4H' vers I’espace
intermembranaire, augmentant ainsi le gradient électrochimique de protons (AuH™).
Les 2 électrons du cytochrome C sont transférés au complexe IV. Les €lectrons cédés
au complexe [V sont transférés vers 1’oxygéne qui est I’accepteur final d’électrons de
cette chaine d’oxydoréduction. La liaison des électrons avec 1’oxygéne au niveau du
complexe [V améne a sa réduction en H20. L’énergie de cette réaction permettra de

pomper 2H" vers I’espace intermembranaire.

La matrice mitochondriale est un compartiment avec une faible quantité de H et un
potentiel &lectrique négatif, comparativement 2 I’espace intermembranaire ayant une
grande quantité de H" et un potentiel électrique positif. Les complexes I, III et IV
pompent plusieurs H' vers I’espace intermembranaire favorisant le gradient

électrochimique de protons (AuH*). Les 2 composantes du gradient électrochimique



sont : (I) la composante électrique ou potentiel de membrane (Ay) et (II) la composante

chimique ou le ApH.

L’ATP synthase utilisera ce gradient électrochimique, souvent appelé force
protomotrice, pour synthétiser I’ATP & partir de I’ADP, du phosphate inorganique (P;)
et d’un proton (H"). Il y a 2 composantes de I’ATP synthase catalysant la synthése de
I’ATP. La premiére composante Fo est situé dans la membrane interne, celle-ci
participe au tranfére des protons vers la matrice. La deuxiéme composante F; contient
plusieurs sous-unités et se caractérise par une structure sphérique essentielle a la

synthése d’ATP.

La protéine ANT (adenine nucleotide translocase) joue un rdle central au niveau de
I’énergétique mitochondriale en co-transportant I’ ATP vers I’espace intermembranaire
et ’ADP vers la matrice. L’activité de I’ANT est trés importante pour le
fonctionnement de la chaine respiratoire. Tel que présenté a la figure 1.5, la synthése
d’ATP nécessite de I’ADP, du phosphate inorganique et un proton. Les transporteurs
de phosphate sont importants pour le ravitaillement en P; et en H' au niveau de la

matrice mitochondriale.

1.3.3 La morphologie mitochondriale

La compréhension de I’effet de la morphologie des mitochondries sur leurs
fonctionnements n’est pas encore bien établie. Avec les progrés technologiques depuis
les années 1900, plusieurs études ont contribué a une meilleure caractérisation de la
structure des mitochondries (cf (Ernster & Schatz, 1981) pour une revue détaillée). Par
exemple, une étude datant de 1945, suggére, avec des images de mitochondries
obtenues a I’aide d’un microscope & transmission électronique (TEM), I’existence
d’une membrane externe (Claude & Fullam, 1945). En 1997, les chercheurs Ogata &

Yamasaki ont décrit la morphologie des mitochondries au niveau musculaire en



utilisant une technique de cryofracture en microscopie par balayage électronique
(SEM) (Ogata & Yamasaki, 1997). La figure 1.6 dérivée de I’étude Ogata & Yamasaki

illustre bien la complexité des réseaux mitochondriale dans le muscle squelettique.

Figure 1.6 : Complexité de la mitochondrie
Légende : Image tirée de I’article (Ogata & Yamasaki, 1997) montrant la complexité
du réseau mitochondriale.

Dans la majorité des livres de physiologie, la mitochondrie est présentée comme un
organite ayant la forme d’un haricot. Il est maintenant reconnu que la morphologie des
mitochondries est beaucoup plus complexe. La morphologie des mitochondries peut-
étre étudiées en utilisant la microscopie électronique en transmission (TEM). Cette
méthode étant trés fiable pour caractériser les mitochondries sur le plan transversal et

longitudinal, tel que présentée a la figure 1.7.



Figure 1.7 : Morphologie mitochondriale
Légende : Figure adaptée de (Leduc-Gaudet et al., 2015), illustrant I’importance
d’étudier la morphologique mitochondriales en tenant compte de I’orientation
longitudinale et transversale.

La figure 1.7, provenant d’une étude de notre laboratoire publiée dans le journal
Oncotarget souligne I’importance d’investiguer la morphologie en tenant compte
’orientation longitudinale et transversale. Avec I’orientation longitudinale on observe
bien les sarcoméres qui sont les plus petites unités contractiles du muscle, ceux-ci étant
situé entre 2 bandes/disques Z. Les mitochondries sur le plan longitudinal sont
principalement localisées a proximité des bandes Z. Cette étude a permis de faire une
caractérisation détaillaiée de la morphologie mitochondriale dans un contexte de
vieillissement musculaire en tenant compte de I’orientation longitudinale et
transversale des 2 populations de mitochondries (Leduc-Gaudet et al., 2015). Ceci nous

a permis de mettre en évidence que le vieillissement musculaire s’accompagne d’une



augmentation de la complexité (branchement) des mitochondries inter-myofibrillaires
et d’un élargissement des mitochondries sous-sarcolemmales. Dans cet article, nous
proposons également un mécanisme moléculaire qui pourrait permettre d’expliquer ces
changements de morphologie mitochondriale. En effet, nous rapportons que le ratio
Mfn2 sur DRP1 (processus détaillé dans la prochaine section) est augmenté avec le

vieillissement, suggérant une augmentation de la fusion des mitochondries.

Au niveau musculaire, il existe deux populations de mitochondries, soient les
mitochondries sous-sarcolemmales, SS (en jaune) et inter-myofibrillaires, IMF (en

bleu), tel que présentées ci-dessous.

2 um

Figure 1.8 : Populations mitochondriales en orientation longitudinale
Légende : Image tirée de ’article de (Leduc-Gaudet et al., 2015).

Les deux sous-populations mitochondriales sont connues pour avoir différentes
propriétés biochimiques et des niveaux d’activité enzymatique différents (e.g. capacité
d’oxydation des acides gras plus élevé dans les mitochondries IMF) et peuvent
également varier selon la typologie musculaire (Cogswell et al., 1993; Chen et al.,
2003; Holloway et al., 2012). Ces deux sous-populations mitochondriales semblent
également répondre différemment au stress métabolique (Chen et al., 2003). On sait
maintenant qu’il existe une interrelation entre la fonction et la morphologie
mitochondriale. Bien que les relations morphologie / fonctions des mitochondries sont
encore mal caractérisées, il est maintenant reconnu que la morphologie mitochondriale

influence le fonctionnement des mitochondries (Chen et al., 2005; Jahani-Asl et al.,



2007; Yu et al., 2008; Ong et al., 2010; Gomes et al., 2011) et vice versa (Benard et al.,
2007).

1.3.4 Dynamique mitochondriale

Une des découvertes récentes dans le domaine de la biologie mitochondriale est le fait
que les mitochondries forment un réseau dynamique, c'est-a-dire qu’elles sont capables
de changer de forme par I’intermédiaire de processus de fusion et fission (cf (Chan,
2006) pour une revue détaillée). Alors que la fusion est régulée par les protéines pro-
fusion Mitofusin 1 & 2 (Mfn-1 & -2) et OPtic Atrophy 1 (OPA-1), la fission quant &
elle est régulée par les protéines pro-fission Dynamin-Related Protein 1 (DRP1) et
mitochondrial-FISsion 1 protein (FIS1). Les principales protéines impliquées dans la
dynamique mitochondriale intervenant le processus fission/fusion sont présentées dans
la figure 1.9.
: Fission
Fusion

~\ Drpl, hFIS
l

Figure 1.9 : Dynamique mitochondriale
Légende : Schéma des processus de la dynamique mitochondriale avec les protéines
pro-fusion (Mf1, Mfn2 et OPA1) et pro-fission (Drpl et hFIS).

L’importance de la dynamique et de la morphologie mitochondriales a été confirmée
in vivo au niveau musculaire, puisqu’il a récemment ét¢ démontré que dans des souris
transgéniques que I’absence des protéines pro-fusion Mfn 1 & 2 induit au niveau
musculaire une morphologie mitochondriale anormale, des dysfonctions

mitochondriales sévéres et une accumulation de mutation de I’ADN mt (Chen et al.,



2010). L’étude de Chen et al., suggérent que les processus de la dynamique
mitochondriale sont importants pour la stabilité et I’intégrité de I’ADN mt. De plus, au
cours de la derniére décennie, plusieurs recherches ont montré I’implication de la
dynamique mitochondriale dans l'obésité et d'autres maladies métaboliques (Bach et
al., 2005; Chan, 2012; Sebastian et al., 2012; Cheng & Almeida, 2014; Liu et al., 2014;
Putti et al., 2015). Par exemple, il a été montré qu’un régime enrichi en gras d’une
durée de 40 semaines diminue le contenu des protéines pro-fusion Mfn 1 & 2 et
augmente le contenu des protéines DRP1 et FIS1 dans le muscle squelettique de souris

(Liu et al., 2014).

1.3.5 La mitochondrie, un site important de production de RLDO

Par définition les RLDO sont des espéces réactives oxygénées (eg. HO-, O2) dérivés
du métabolisme de 1’oxygéne. Il est connu que I’augmentation de la consommation
d’oxygéne améne une augmentation de production de RLDO par la chaine de transport
des électrons. Un débalancement du statut d'oxydoréduction (REDOX), peut étre
délétere pour I’intégrité cellulaire (cf. (Droge, 2002) pour une revue détaillée). La
production de RLDO en faible concentration participe a régulation de plusieurs
processus cellulaire (e.g. réponse immunitaire, inflammation). Une production élevée
de RLDO, quant a elle peut provoquer des dommages cellulaires en augmentant la
peroxydation lipidique, l'oxydation des protéines et des mutations a I'ADN. Au niveau
de l’organisme, il existe plusieurs sources de RLDO provenant du réticulum
endoplasmique, de la xanthine oxydase, de la NADPH oxydase, des peroxysomes et

des mitochondries.

La mitochondrie, mais plus précisément la chaine de transport des électrons, joue un
réle important dans la production de RLDO. L’étude de Balaban et al., suggére
qu’environ 90% des RLDO sont d’origine mitochondriale (Balaban et al., 2005). Des
études in vitro sur des mitochondries isolées suggérent qu’environ 1 a 3% de 1’02

utilisées par les mitochondries conduiraient a la formation de RLDO (Boveris et al.,



1972; Boveris & Chance, 1973). Ce chiffre semble étre surévalué comparativement
aux expériences in vivo indiquant qu’environ 0.4 a 0.8% conduiraient a la formation

de RLDO (Hansford et al., 1997).

Les complexes I et Il sont les principaux sites de productions de RLDO
mitochondriaux (cf (Andreyev et al., 2005) pour une revue détaillée). La chaine de
transport des électrons produit énormément d’anion superoxyde (O27). Il y a plusieurs
dérivés de 1’0O2", tel que le peroxyde d’hydrogene (H202). Une quantité d’anions
superoxyde (O2") peuvent également réagir directement avec l'oxyde nitrique (NO")
résultant en la formation de peroxynitrite (ONOQO), une molécule trés réactive étant
trés néfaste pour le fonctionnement mitochondrial contribuant a 1’inhibition des sites
de la chaine de transport des électrons (cf. (Brown & Borutaite, 2007) pour une revue

détaillée).

On sait qu’il existe plusieurs défenses antioxydantes, par exemple McCord et Fridovich
en 1969 ont découvert la superoxyde dismutase (SOD) comme une enzyme permettant
de convertir 1’02 en H202 (McCord & Fridovich, 1969). Chez les mammiféres, la
superoxyde dismutate existe sous trois isoformes différentes (cf (Shadel & Horvath,
2015) pour revue détaillée); I (CuZn-SOD, SODI1) une forme située dans 1’espace
intermembranaire des mitochondries et dans le cytosol, II Mn-SOD ou SOD?2 localisés
dans la matrice mitochondriale et IIl EC-SOD ou SOD3 une forme extracellulaire
(Marklund, 1984). La répartition des diverses isoformes de SOD varie selon le tissu et
méme selon la typologie musculaires. En ce qui concerne le muscle le soléaire, environ
15% de I’activité totale de la SOD provient de la Mn-SOD (Leeuwenburgh et al., 1997).
La production d’H20; peut étre réduite en eau (H20) avec la catalase, étant situé surtout
dans les peroxysomes et dans le cytosol. Enfin, la glutathion peroxydase (GPx) une
enzyme antioxydante dans la matrice, qui permet également I’élimination I’H20,. Le
calcul du rapport glutathion réduit / gluthation oxydé (GSH/GSSG) sont couramment

utilisés en tant que marqueur de stress oxydant (Ji et al., 1992; Sen, 1998).



Le maintien de 1’équilibre entre la production de RLDO et les défenses antioxydantes
est important pour le fonctionnement cellulaire. Des niveaux excessifs de RLDO
peuvent endommager les cellules par I’oxydation de I’ ADN mt, de protéines, de lipides,
mais également interférer avec certaines voies de signalisation intracellulaire sensibles

au stress oxydant (Ray et al., 2012).

1.4 Obésité, dyéfonctions mitochondriales et complications métaboliques :
des relations controversées

En 1975, Yamada T et al., ont décrit pour la premiére fois un dysfonctionnement
mitochondrial dans un contexte d’intolérance au glucose (Yamada et al., 1975). Depuis,
plusieurs études ont suggéré que I’accumulation de dysfonctions mitochondriales
pourrait jouer un réle important dans le développement des désordres métaboliques
induits par 1’obésité (Simoneau et al., 1999; Sparks et al., 2005; Amengual-Cladera et
al., 2012; Martins et al., 2012; Cheng & Almeida, 2014). '

Un mécanisme proposé reliant les fonctions mitochondriales et I’insulino-résistance est
qu’un régime trop riche en gras, associé a une dépense énergétique faible
(comportements sédentaires) entraine une accumulation intra-myocellulaire de lipides.
Un excés de lipides intra-myocellulaire favorise la production mitochondriale de
RLDO pouvant étre délétére pour les récepteurs a I’insuline. L’accumulation
intracellulaire de triglycérides, mais plus précisément de dérivés lipidique interférerait
avec la voie de signalisation de I’insuline menant a une perte progressive de I’affinité

de I’insuline avec son récepteur.
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Figure 1.10 : Mécanismes potentiels reliant ’altération des fonctions
mitochondriales et I’insulino-résistence
Légende : Schéma adapté selon (Dumas et al., 2009; Samuel & Shulman, 2012).

La figure 1.10 illustre les effets néfastes de la suralimentation, I’inactivité physique et
la sédentarité menant a4 une accumulation lipidique intra-myocellulaires. Un apport
nutritionnel supérieur a la dépense énergétique accompagné d’un mode de vie
sédentaire résulte en un stockage lipidique excessif, dans divers tissus, incluant les
tissus musculaires jouant un rdle prédominant dans le développement de I’insulino-
résistance. L’obésité s’accompagne également souvent d’hyperlipidémie augmentant

ainsi les risques d’inhibition de la voie de signalisation de I’insuline.



Les relations existant entre obésité, dysfonctions mitochondriales et complications
métaboliques sont trés controversés. D’un c6té, il a été montré dans des modéles
animaux sédentaires et chez I’homme qu’un régime enrichi en gras induit une réduétion
du contenu mitochondrial dans les muscles squelettiques, une diminution de I’activité
d’enzymes impliquées dans le métabolisme oxydatif mitochondrial, une réduction de
la capacité maximale de la phosphorylation oxydative et une augmentation de la
production mitochondriale de RLDO (Lowell & Shulman, 2005; Skovbro et al., 2011;
Martins et al., 2012). L’étude de Lauren M. Sparks et al. suggerent qu’un régime riche
en gras (REG) chez I’humain et la souris diminue plusieurs génes codant les protéines
d’OXPHOS (Sparks et al., 2005). Dans la méme étude les chercheurs observent une
diminution de PGC-la (un régulateur majeur de la biogenese et de la biologie
mitochondriales) d’environ 40% chez les souris soumises a un REG (3 semaines),
comparativement au groupe contrle. Ces données suggerent également la réduction
du contenu mitochondrial et de la respiration mitochondriale rapportées chez des sujets

obéses et diabétiques de type 2 (Lowell & Shulman, 2005; Martins et al., 2012).

La majorité' des études chez I’humain indiquent que les personnes obéses ou/et
insulino-résistantes ont une réduction de I’activité enzymes mitochondriale (CS; citrate
synthase, COX; cytochrome ¢ oxydase; CPT; carnitine O-palmitoyltransférase) et une
diminution du métabolisme lipidique musculaire comparativement au groupe contréle
(Simoneau et al., 1999; Kim et al., 2000). Il est admis qu’il y a un lien étroit entre
I’obésité et le développement de I’insulino-résistance musculaire. L’accumulation
intra-myocellulaire de lipides s’accompagne d’une augmentation de dérivés lipidiques
toxiques, notamment les diacylglycérols (DAG) et les céramides (CER) qui peuvent
perturber/inhiber les voies de signalisation contrdlées par I’insuline (Koves et al., 2008;

Martins et al., 2012; Montgomery & Turner, 2014).

Un autre argument en faveur de ’implication mitochondriale provient 1’étude du
groupe de Muoio qui souligne qu’un REG résulte d’une augmentation excessive de la

B-oxydation par I’activation de génes PPAR (Koves et al., 2008). Ce débalancement
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entre de I’apport énergétique et la dépense énergétique résulte d’une oxydation
incompléte des substrats énergétique, principalement du métabolisme lipidique, ceci
pouvant mener & [’insulino-résistance musculaire. L’ensemble des résultats
expérimentaux présentés ci-dessus supportent I’hypothése qu’une altération du
fonctionnement mitochondrial et qu’une augmentation de la production de RLDO sont
impliqué dans 1’obésité et I’insulino-résistance. Cependant, les liens entre I’obésité, les

altérations mitochondriales et I’insulino-résistance sont trés controversés.

Les détracteurs de ces liens basent principalement leur raisonnement sur les arguments
suivants (Garcia-Roves et al., 2(507; Dela & Helge, 2013; Holloszy, 2013): i) certaines
études ont indiquént que des animaux en développement soumis a un régime enrichi
en gras, ou pour lesquels la concentration plasmatique en acides gras a été
artificiellement augmentée, développent une insulino-résistance alors que la biogenése,
la respiration et la capacité a oxyder des acides gras des mitochondries sont
augmentées; ii) dans certaines conditions pathologiques ou dans des modéles
transgéniques induisant une réduction du contenu en mitochondries et/ou de la fonction
mitochondriale, la captation musculaire de glucose et 1’action de I’insuline sont
fréquemment augmentées; iii) une amélioration de la sensibilit¢ a I’insuline a été
observée chez des sujets obéses soumis & un régime alimentaire faible en calories alors
que la capacité oxydative mitochondriale était inchangée, voire diminuée aprés ces
interventions; et iv) il a été rapporté chez des patients atteints de diabéte de type 2 qu’un
entrainement en endurance peut augmenter le contenu mitochondrial sans affecter la

sensibilité a I’insuline (cf. Tableau 2).

Malgré plusieurs oppositions dans la littérature, il semble que la surexpression
musculaire de Mn-SOD, une enzyme localisée exclusivement dans la matrice
mitochondriale, ou la surexpression musculaire du co-activateur de transcription PGC-

la atténue l'effet néfaste d’un régime enrichi en gras sur la sensibilité & I’insuline
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(Tanaka et al., 2003; Hoehn et al., 2009; Boden et al., 2012). Les résultats de I’étude
de Kyle L. Hoehn et al. montrent in vivo que des souris transgéniques surexprimant la
Mn-SOD sont partiellement protégées de I’effet d’'un REG induisant une insulino-
résistance (Hoehn et al., 2009). De méme, la surexpression musculaire de la catalase
ou Iutilisation du peptide SS31, un antioxydant mitochondrial, semble complétement
empécher le développement de la résistance a l'insuline musculaire chez des souris
soumises a une diéte obésogéne (Anderson et al., 2009). Ces données expérimentales,
associées & de nombreuses autres (cf (Goodpaster, 2013) pour une revue détaillée),
indiquent que les mitochondries jouent trés probablement un r6le important dans le
contréle du métabolisme cellulaire lorsqu’on induit I’obésité avec un régime riche en
gras. De ce fait, il apparait clairement que cette hypothése mitochondriale mérite de

plus amples investigations (Szendroedi et al., 2012; Goodpaster, 2013).

La littérature sur le role des mitochondries dans le développement de complications
métaboliques induites par I’obésité est trés divergente, comme en témoigne le tableau
2. Ce dernier présente une liste de plusieurs €éléments en faveur ou contre cette
hypothése reliant les altérations mitochondriales et les complications métaboliques

induites par 1’obésité.
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1.4.1 Enoncé du probléme

Comme mentionné précédemment, I’impact de I’obésité sur le fonctionnement
mitochondrial reste a ce jour trés contreversé (cf. tableau 2). Il est important de
souligner que la majorité des études s’intéressant aux effets d’un REG sur les fonctions
mitochondriales ont utilisé des préparations de mitochondries isolées (Lionetti et al.,
2007; Turner et al., 2007; Hancock et al., 2008; Hoeks et al., 2008; Hoeks et al., 2011;
Flamment et al., 2012; Crescenzo et al., 2014) (cf. tableau 2). Or, de solides évidences
scientifiques indiquent que le processus d’extraction des mitochondries pourrait altérer
la morphologie des mitochondries et par conséquent leurs fonctions (Saks et al., 1998;
Kuznetsov et al., 2008; Picard et al., 2010; Picard et al., 2011b; Picard et al., 2011c).
En tenant compte que la morphologie des mitochondries est étroitement reliée a leur
fonctionnement, il est de ce fait urgent de réévaluer les effets d’un REG sur les
fonctions mitochondriales en utilisant des approches permettant 1’étude du

fonctionnement des mitochondries tout en préservant I’intégrité de leur morphologie

mitochondriale telle qu’avec la technique des fibres musculaires perméabilisées.

Il est également important de noter qu’a I’heure actuelle, les effets d’un régime enrichi
en gras chez de jeunes rats sur les fonctions mitochondriales in situ dans des muscles
oxydatif et glycolique restent largement inexplorés. Or, il est reconnu que le
fonctionnement des mitochondries différe entre les muscles oxydatifs et glycolytiques
chez les mammiféeres (Jackman & Willis, 1996; Picard et al., 2012). En conséquence,
il se pourrait qu’un REG affecte différemment les muscles oxydatifs et glycolytiques.
Obtenir de telles informations est essentiel pour précisément définir les effets d’un
REG sur les muscles squelettiques et ainsi mieux comprendre 1’importance du réle joué

par les mitochondries dans les complications liées a I’obésité.

Enfin, il est important de noter que les effets d’un REG sur la dynamique

mitochondriale restent a étre caractérisés. Egalement, a ’heure actuelle les effets d’un
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REG sur la dynamique mitochondriale dans les muscles oxydatifs vs glycolytiques sont

encore inconnus.

1.4.2 Objectifs de la recherche

Les objectifs du présent projet de recherche sont de caractériser de maniére
approfondie les effets d’un régime riche en gras dans un muscle oxydatif et
glycolytique de jeunes rats: (i) sur les principales fonctions mitochondriales
(respiration et production d’H202), (ii) sur le contenu de plusieurs protéines clés
impliquées dans le fonctionnement de la chaine de transport des électrons et (iii) sur le
contenu de Mfn2 et de OPAl, deux protéines impliquées dans la dynamique

mitochondriale.

1.4.3 Hypotheéses

Chez des jeunes rats, un régime enrichi en gras va (i) altérer les fonctions
mitochondriales (réduire la respiration, augmenter la production d’H203), (ii) altérer
I’expression de protéines de la phosphorylation oxydative, (iii) réduire le contenu
musculaire de Mfn2 et OPA | étant des protéines impliquées dans le processus de fusion
mitochondriale et (iv) réduire I’expression des génes impliqués dans la fusion (Mfn-1,-
2 et OPA-1) et augmenter 1’expression des génes impliqués dans la fission (Drpl et
FIS).



CHAPITRE II

METHODOLOGIE

2.1(Protocole expérimentale

Dans cette étude, 40 rats Wistar, agés d’environ 34-37 jours (100-125g), ont été utilisés
avec I’approbation du Comité Institutionnel de Protection des Animaux (CIPA) de
I’UQAM. Aprés une période d’acclimatation de 3 jours a I’animalerie de I'UQAM, ces
rats ont été divisés en 2 groupes : le premier groupe (n=20) a été soumis a un régime
enrichi en gras (REG ; Research diet, Diet-induced Obesity #D123492 ; composition :
protéines 19%, glucides 19.2%, lipides 61.8%, avec un apport de 4.80 kcal/g) et a été
comparé a un second groupe (n=20) soumis a un régime alimentaire contréle (RC ;
Charles River Rodent Diet # 5075, St-Constant, QC, Canada; composition : protéines
21.4%, glucides 65.6%, lipides 13% avec un apport de 2.89 kcal/g). Deux semaines
apres le début de I’intervention, les rats ont été sacrifiés pour les expérimentations. Ce
design expérimental vise & étudier les effets a court terme d’un régime enrichi en gras

sur la biologie mitochondriale.

Période Cage métabolique Sacrifice pour collecte
d’acclimatation de 72 pendant 14 jours de tissus

heures Début mise en cage Sacrifice environ 51-54
34-37 jours (100-125g) environ 37-40 jours jours

10 REG pour fonction mitochondriale d’un muscle oxydatif

20RC
§ 10 REG pour fonction mitochondriale d’un muscle glycolytique

10 REG pour fonction mitochondriale d'un muscle oxydatif

i
< 10 REG pour fonction mitochondriale d'un muscle glycolytique
S ————r——t

Figure 2.1 : Design expérimental
Légende : Schéma du design expérimental.
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2.1.1 Etude in vivo du métabolisme énergétique

Les rats sont placés en cage métabolique pour la durée de I’intervention (CLAMS,
Columbus Instruments, OH, USA) afin d’étudier le métabolisme énergétique diurne et
nocturne avec un cycle de lumiére/noirceur de 12 heures dans une pi¢ce a température
de 22°C £ 2. Plusieurs parametres ont été mesurés pendant la durée de I’intervention,
tels que la prise alimentaire, le gain de poids, la dépense énergétique, le ratio d’échange
respiratoire et les déplacements. Les rats ont été pesés chaque jour pour évaluer la prise
de poids durant I’intervention de 14 jours. Les expériences avec les cages métaboliques

ont été effectuées sur 8 rats a la fois (4-RC et 4-REG).

L

v Ll ec o

S 1 e .

Figure 2.2 : Cage métabolique"
Légende : Image du systéme de cage métabolique permettant d’étudier le
métabolisme énergétique.

2.1.2 Procédure lors du sacrifice des animaux

Les procédures d’anesthésie des rats ont été effectuées par I’inhalation de 3%
d’Isoflurane dans une chambre d’induction. Une fois anesthésié le rat est placé sur la
table de dissection avec un masque facial (1,5% d’Isoflurane) pour procéder au
préleévements des muscles. Les muscles de la patte gauche (soléaire (SOL) ou long

extenseur des orteils (EDL)) ont été prélevés immédiatement pour €valuer les fonctions
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mitochondriales. Certaines piéces de muscles ont été conservées dans une solution de
RNA later pour permettre I’extraction d’ARN messager, la production d’ADN
complémentaire par RT-PCR et la quantification de génes d’intéréts par PCR
quantitatif. Les morceaux de muscle restants ont été immédiatement congelés dans
I’azote liquide pour la quantification de protéines mitochondriale, notamment les
protéines régulant la dynamique mitochondriale. Apres les prélévements des muscles

et tissus, les rats ont été sacrifiés avec une ponction aortique.

2.1.3 Respiration mitochondriale

La préparation des fibres a été réalisée faite en suivant la technique décrite dans ’article
de Kuznetsov et al. en 2008. En utilisant la saponine pour perméabiliser les fibres, il
est possible d’étudier le fonctionnement mitochondriale in situ (Kuznetsov et al.,
2008). En utilisant des protocoles d’additions de substrats et d’inhibiteurs classiques
tel que décrit précédemment (Burelle & Hochachka, 2002; Gouspillou et al., 2010;
Picard et al., 2010; Gouspillou et al., 2011; Gouspillou et al., 2014a), il est possible de
déterminer la respiration basale, la capacité de respiration maximale et 1’affinité des

mitochondries pour I’ADP.

La consommation d’oxygéne des mitochondries provenant de fibres perméabilisées a
été mesurée par polarographie avec un oxygraphe Oxytherm (Hansatech intruments,
Cergy Pontoise, France). L’oxygraphe contenait une cellule thermostatée a (4-40°C) et
une électrode a oxygéne (électrode de Clack) reliés & un ordinateur permettant de
mesurer la concentration d'oxygéne (nmol/mL) en fonction du temps (minutes). Les
expériences de respiration mitochondriale sur les fibres perméabilisées ont été
effectuées a 37°C. Les vitesses de respiration ont été quantifiées a I’aide du logiciel
Igor Pro (WaveMetrics, Lake Oswego, OR, USA). Les résultats en nmol/min/mL ont
été convertis en nmol d’O..min'.mg! pour les mesures de respirations

mitochondriales.
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2.1.4 Protocole d’évaluation de la respiration mitochondriale

Etape 1 : Préparation du systéme Oxytherm tel que décrit ci-dessous :
i. Décongéler des solutions A, Z et des substrats/inhibiteurs mitochondriaux.

ii. Polir I’électrode et faire le montage de la membrane (15-20min).

iii. Ajuster du pH pour les solutions tampons.

iv. Equilibration de la cellule thermostatée pour ensuite faire une calibration.
Etape 2 : Une fois le systtme Oxytherm calibré, c’est I’étape du prélévement
musculaire. Le muscle prélevé a été rapidement déposé dans une solution tampon
(Sol A : CaK2EGTA 2.77mM, K2:EGTA 7.23mM, MgC12 6.56mM, Dithiothreitol
(DTT) 0.5mM, K-MES 50mM, Imidazole 20mM, Taurine 20mM, Phosphocreatine
15mM, Na;ATP 5.3mM, pH 7.3 4 4°C) se trouvant dans un plat de pétri en verre
mis sur glace. Cette solution permet aux fibres musculaires de rester dans des
conditions physiologiques.

Etape 3 : Séparation mécanique en petit faisceaux de fibres avec des pinces.

Figure 2.3 : Séparation mécanique des fibres musculaires
Légende : Image montrant la séparation des fibres musculaires.

Etape 4 : Une fois les fibres séparées, le traitement de saponine a permis de
perméabiliser sélectivement le sarcolemme des fibres musculaires sans
endommager les membranes mitochondriales. Un tube de 50mL a été utilisé pour la
préparation de la dilution soit 0.05 mg de saponine par mL de sol A. La durée
d’incubation a été de 30 minutes accompagnée d’une faible vitesse d’agitation pour

bien perméabiliser les fibres. Par la suite, les petits faisceaux de fibres ont été soumis
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a 3 lavages dans une autre solution tampon (sol Z: K-MES 110mM, KCI
35mM, EGTA 1mM, MgCl, 3mM, K2HPO410mM, BSA 0,5mg/mL.).

o Etape 5 : Une fois les faisceaux de fibres perméabilisés et lavés, la mesure de la
respiration mitochondriale a été débutée. Une petite quantité de fibres a été pesée
(3-6 mg de fibre humide) et placée dans la chambre de 1’oxygraphe contenant 1 mL
de solution Z. Par la suite, I’ajout de substrats et d’inhibiteurs des mitochondries a
permis de mesurer différents stades de la respiration.

Tableau 2.1 : Protocole 1 d’évaluation de la respiration mitochondriale

dl

Etape 1 Ajout de 3-6mg de fibres perméabilisées dans la chambre thermostatée a
37°C contenant ImL de sol Z (pH a 7.4).
Etape 2 Injection de 10uL de glutamate (10 mM) et de 10uLL de malate (SmM) avec

des seringues Hamilton, afin d’alimenter le systéme de transfert des
électron avec du NADH+H" (substrat du complexe I). L’ajout de ces
substrats correspond a ’activité de base de la chaine de transport des
électrons alimentée en NADH+H* (substrats du complexe I) (Vo) ¢’est-a-
dire la respiration mitochondriale sans ADP exogeéne.

Etape 3 Injection de 20puL (2 mM) d'ADP, entrainant un augmentation de la vitesse
de consommation d’O2, puisque I’ATP synthase utilise la force proton
motrice pour phosphoryler PADP en ATP. On obtient la respiration
maximale lorsque la chaine de transport des électrons est alimentée en
substrats du NADH+H* (V G+M-ADP).

Etape 4 Injection de S5uL antimycine A (10 pM) visant 4 arréter le fonctionnement
de la chaine de transport des électrons par I’inhibition du complexe III.

Résumé des protocoles d’évaluation de la respiration mitochondriale

Protocole 1

Séquence Substrats/Inhibiteurs = Concentration Solution Volume
d’addition finale Stock Injection
1 Glutamate J 10 mM 1M 10 uL
2 Malate (juste aprés 1) 5 mM 500 mM 10 uL
3 ADP 2 mM 100 mM 20 uL
2 Antimycin A 10 uM 2 mM 5uL

Légende : Micromole (uM), millimole (mM), mole (M), microlitre (L)
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Tableau 2.2 : Protocole 2 d’évaluation de la respiration mitochondriale

Etape 1

Etape 2

Etape 3

Etape 4

Ajout de 3-6mg de fibres perméabilisées dans la chambre thermostatée a
37°C contenant ImL de sol Z (pH a 7.4).

Injection de 10puL de malate (SmM) et de 5 pL de palmitoyl-carnitine (200
puM) avec des seringues Hamilton, afin d’alimenter le systéme de transfert
des électron avec du NADH+H" (substrat du complexe I) et du FADH* via
PETF Coenzyme Q oxydoréductase provennant de substrats de la B-
oxydation. L’ajout de ces substrats correspond & I’activité de base de la
chaine respiratoire en présence de substrats lipidique a chaine longue
(palmitoyl-carnitine).

Injection de 20pL (2 mM) d'ADP, entrainant une augmentation de la
vitesse de consommation d’O2, puisque I’ATP synthase utilise la force
proton motrice pour phosphoryler I’ADP en ATP.

Injection de SpL antimycine A (10 pM) visant a arréter le fonctionnement
de la chaine de transport des électrons par I’inhibition du complexe III.

Résumé du protocole 2 d’évaluation de la respiration mitochondriale

Protocole 2

1 Malate 5mM 500 mM 10
pL
2 Palmitoyl-Carnitine 200pM 40 mM SuL
3 ADP 2 mM 100 mM 20
pL
4 Antimycin A 10 uM 2 mM SuL

Légende : Micromole (uM), millimole (mM), mole (M), microlitre (uL)
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2.2 Production d’H202

La production mitochondriale d’H20: a été déterminée a I’aide d’un spetrofluorimétre
Hitachi FL-2710 (Hitachi High Technologies Canada, Chromabec INC, Qc, Canada)
et d’un systtme fluorescent utilisant 1I’Amplex Red (10-acetyl-3,7-
dihydroxyphenoxazine, AR) et la peroxydase de raifort (horseradish peroxydase,
HRP). En présence d’H20: et d’HRP, I’AR est oxydé en un composé qui fluorescent
la résorufine (excitation = 563 et émission = 587nm). Le pH de la solution Z a été a 7.4
pour mesurer I’émission d’H202 mitochondriale. L’ utilisation de différents substrats et
inhibiteurs, comme ceux utilisés pour la respiration mitochondriale sont utilisés pour
obtenir une caractérisation détaillée de la production mitochondriale d’H202. Avec un
protocole d’ajouts de concentrations croissantes d’ADP, il est possible d’obtenir
I’émission mitochondriale d’H20; & différents niveaux d’activité de phosphorylation

des mitochondries (Picard et al., 2010; Gouspillou et al., 2014b).

Tableau 2.3 : Protocole 1 pour ’évaluation de Pémission d’H;0;

- |
Etape | | Injection d’Amplex Red et HRP dans la cuve contenant 1mL de sol Z
(pH 4 7.4 pour mesurer I’émission d’H202 mitochondriale).

Etape 2 | Ajout de 3-6mg de fibres perméabilisées dans la cuve. Ainsi, I’émission
basale d’H202 mitochondriale est mesurée sans substrat.

Etape 3 | Injection de 10pL de glutamate (10 mM) et de 10puL de malate (SmM),
permettant d’évaluer I’émission d’H202 lorsque la chaine de transfert des
électrons est alimentée NADH+H".

Etape 4 | Injection de 10pL de succinate permettant d’évaluer I’émission
d’H20:zlorsque la chaine de transfert des électrons est alimentée en
substrats du complexe I et du complexe II. Cette pente s’accompagne
d’une grande émission d’H20;.

Etape 5 | Injection de 20pL (2 mM) d'ADP, permettant de stimuler la respiration
en stimulant la phosphorylation oxydative.
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Résumé du protocole 1
Protocole 1
Séquence Substrats/Inhibiteurs Concentration  Solution Volume

d’addition finale Stock Injection
1 Glutamate 10 mM 1M 10 pL
2 Malate (juste apres 1) 5mM 500 mM 10 pL
3 Succinate 10 mM 1M 10 pL
5 ADP 2 mM 100 mM 20 pL
6 Antimycin A 10 uyM 2mM SuL

Légende : Micromole (uM), millimole (mM), mole (M), microlitre (uL)

Tableau 2.4 ;: Protocole 2 pour I’évaluation de I’émission d’H202

|

Etape 1 | Injection d’Amplex Red et HRP dans la cuve contenant ImL de sol Z
(pH a 7.4 pour mesurer I’émission d’H20, mitochondriale).

Etape 2 | Ajout de 3-6mg de fibres perméabilisées dans la cuve. Ainsi, I’émission
basale d’H202 mitochondriale est mesurée sans substrat.

Etape 3 | Injection de 10uL de malate (SmM) et 5 pL de palmitoyl-carnitine (200
uM) avec des seringues Hamilton, afin d’alimenter le systtme de
transfert des électron avec du NADH+H" (substrat du complexe I) et du
FADH" via ’ETF Coenzyme Q oxydoréductase provennant de substrats
de la B-oxydation, ceci permettant d’évaluer ’émission d’H202. L’ajout
de ces substrats permettra de déterminer 1’activité de base de la chaine
respiratoire en présence de substrats lipidique a chaine longue
(palmitoyl-carnitine).

Etape 4 | Injection de 10pL de glutamate permettant d’évaluer I’émission d’H>0;
lorsque la chaine de transfert des électrons est alimentée avec davantage
de substrats du complexe I.

Etape 5 | Injection de 10pL de succinate permettant d’évaluer I’émission d’H20;
lorsque la chaine de transfert des €lectrons est alimentée en substrats du
complexe I et du complexe II. Cette pente s’accompagne d’une grande
émission d’H20x.

Etape 6 | Injection de 20uL (2 mM) d'ADP, permettant de stimulé la respiration en
stimulant la phosphorylation oxydative.

Etape 7 | Injection de SuL d’antimycine A 10 uM
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Résumé du protocole 2

Protocole 2
1 Malate 5 mM 500 mM 10 uL
2 Palmitoyl- 200uM 40 mM 5uL
Carnitine
3 Glutamate 10 mM 1M 10 pL
4 Succinate 10 mM 1M 10 uL
5 ADP 2 mM 100 mM 20 uL
6 Antimycin A 10 uM 2 mM 5puL

Légende : Micromole (uM), millimole (mM), mole (M), microlitre (uL)

2.3 Expression d’ARNm par réaction en chaine polymérase (qPCR)

L’ARN des tissus musculaires a été extrait a ’aide du kit d’extraction TRIzol® selon
le protocole du fournisseur Invitrogen. Par la suite, la réaction en chaine par polymérase
(qPCR) a été réalisée a partir d’ ADNc, obtenue par transcriptase inverse (RT) et d'une
solution 4 base de SYBR Green selon les directives de QIAGEN. Plusieurs génes
impliqués dans la biogénése mitochondriale ont été mesurés . L’utilisation de plusieurs
amorces spécifiques a chacun de ces génes présentés dans le tableau 7 ont été créés en
utilisant la base de données NCBI GENE (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) et ont
été ensuite préparées par Integrated DNA Technologies (IDT INC., IA, USA). Des
plaques de 96 puits accompagnées de diverses conditions en triplicatas ont été
analysées par un lecteur de plaques de PCR en temps réel (QuantStudio™ 6, Life
Technologies Inc., ON, Canada). Les produits de I’amplification ont été analysés avec
le logiciel gbase+ de Biogazelle. Les niveaux d’expression d’ARNm ont été par la suite
normalisée par rapport aux valeurs obtenues avec plusieurs génes contrdles. Les génes
Pgkl, Rpl30, Ppib, Pum1 ont été utilisés pour le SOL et Pum1, Pgkl, Psmc4, Rpl30
pour ’EDL.
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Tableau 2.5 : Séquences des amorces utilisées pour les génes utilisés en qPCR

Géne Organism Séquence des amorces Identificatio
amplifi e n
é
UCP3 Rat = NM_013167.2
AAAGACCCGATACATGAACGCT
255
AAGGAGGGCATGAATCCTTTGT
UCP2 Rat 3% NM_019354.3
AGAGAAGCTTGATCTTGGAGGC
e
GAAAAACTGAAGCAGTGGGGAC
CPT1B Rat 1 NM_013200.1
TGGGCAACCAACTATGTAAGTG
A
It
TGCTTGTTGGCTCGTGTTCTTA
CPT2 Rat DIt NM_012930.1
GATTATCTGCAGCACAGCATCG
34
CTTCTGTTCTCCTGAACTGGCT
Drpl Rat o 2 NM_053655.3
TAATAAGGGAGTAAGCCCTGAG
C .
3
AAGCTCAATATCCTTGGGCTGA
Fisl Rat S NM_001105919.1
ACAATGACGACATCCGTAGAGG
SEE
GCCTTTTCATATTCCTTGAGCCG
Mfnl Rat i NM_138976.1
CTCGGAATCAACGCTGATGAAC
<
TGCGCACATCCTCCATATATTCT
Mfn2 Rat St NM_130894.4
TATAAGAATGAACTGCACCGCC
A
3
CACAGGAAGAAGGGGCTTCAA
Opal Rat g NM_133585.3

GAGGATCCGGTGAGATGATGAC
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S

CTGCAAGATCTTCCTCCTTGGT

Tfam

Rat i

NM_031326.1

GCTAAACACCCAGATGCAAAAG

T
3

GCTCACAGCTTCTTTGTACACC

Mn-
SOD

Rat 578

NM_017051.2

TGGCTTCAATAAGGAGCAAGGT

3

AATCCCCAGCAGTGGAATAAGG

Tableau 2.6 : Description des génes analysés en qPCR

Fonction Geénes Abbréviatio | Descriptions
ns
Dynamique | Mitofusin 1 Mfnl La Mfnl intervient dans le
mitochondrial processus de fusion
e mitochondrial de la membrane
. externe.

Mitofusin 2 Mifn2 La Mifn2 intervient dans le
processus de fusion
mitochondrial de la membrane
externe.

Optic atrophy 1 Opal Opal intervient dans le processus

: de fusion mitochondrial de la
membrane interne.

Fission 1 Fisl Fisl intervient dans le processus
de fission mitochondrial.

Dynamin-related | Drpl Drpl intervient dans le processus

proteinl de fission mitochondrial.

Superoxide Mn-SOD Sod2 intervient au niveau du de la

dismutase 2 matrice mitochondriale
permettant de convertir 1’O2 "~ en
H>0,

Transcription Tfam TFAm intervient dans la

factor A, transcription et assure la

mitochondria réplication et la stabilisation du
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génome mitochondriale
(Ekstrand et al., 2004).
Transporteur Cami'tine O- Cptlb Cptlb . intervient  dans . la
d’acide gras Palmitoyltransféra régulation du transport des acides
ARy | 58 1b gras vers Dintérieur de la
mitochondrie (Bonnefont et al.,
2004). L’activité de Cptlb est
située sur la membre externe de la
mitochondrie
Carnitine O- Cpt2 Cpt2b intervient dans |la
Palmitoyltransféra régulation du transport des acides
se 2 gras vers ’intérieur de la matrice
mitochondrie (Bonnefont et al.,
2004).
Couplage Protéine UCP3 UCP3 est localisé sur la
énergétique découplante 3 membrane interne
mitochondriale et intervient dans
le transport d’H" vers la matrice.
Protéine UCP2 UCP2 est localis¢ sur la
découplante 2 membrane interne
mitochondriale et intervient dans
le transport d’H" vers la matrice.

2.4 Etude du contenu et de la dynamique des mitochondries par Western blot

Le contenu en mitochondrie a été déterminé a I’aide du cocktail d’anticorps OXPHOS
(MitoProfile®, Total OXPHOS, abl110413, Abcam), contenant les anticorps
reconnaissant : CI : NDUFBS8 (20KD); CII : SDHB (30KD); CIII : UQCRC2 (48KD);
CIV : MTCOL1 (40KD) ; ATP synthase : ATP5A (55KD) dans les muscles soléaire et
les long extenseur des orteils. Ces muscles ont également été étudiés pour le contenu

en protéines impliquées dans la dynamique mitochondriale. Le contenu en protéine
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Mfn2 (Sigma, M6319) et OPA1 (BD Bioscience, 612606) ont été étudiés a I’aide
d’immunoglobulines de type G (IgG) provenant du lapin.

Environ 10mg de chaque muscle a été utilis€ pour extraire les protéines avec une
solution composée de Tris base 50 mM, NaCl 150 mM, Triton, X-100 1%, Sodium
deoxycolate 0.5%, SDS 0.1% et de 10ul/mL d’un cocktail d'inhibiteurs de protéase
(Sigma P8340). Les muscles ont été homogénéisés a I’aide de billes métalliques dans
un robot a 4°C. Les surnageant ont €té récupéré une fois la centrifugation effectuée a
15000 rpm (15 minutes a 4°C). La teneur en protéines dans le surnageant a été
déterminée en utilisant la méthode de Bradford (Ponceau S Solution, Biotium, 22001).
Des aliquotes de surnageant ont été mélangés avec un tampon de Laemmli et ensuite
chauffés a 95 °C pendant 5 min. Environ 30 pg de protéines ont été chargés sur un gel
contenant 8 4 12% d'acrylamide (SDS-PAGE). Les protéines ont été soumises a une
électrophorése permettant aux protéines de transférer sur une membrane de PVDF
(PolyVinyle Dene Fluoride; Life Sciences). Les membranes ont été incubées pendant
1 heure a température ambiante dans un tampon de blocage composée de 5% (w/ v) de
lait sans matiere grasse et d’une solution saline tamponnée au Tris contenant 0,1% de
Tween 20 (TBS-T). Les membranes ont été incubées pendant 1 heure avec les anticorps
dilués dans du tampon de blocage. Cela a permis de détecter les protéines, telles que la
Mfn2 (Sigma, M6319; 1: 1000) et le cocktail d’OXPHOS Blot (MitoSciences,
MS6034, 1: 500). Les membranes ont été lavées 6 fois pendant 5 minutes dans un
contenant avec du TBS-T, puis les membranes ont été incubés avec les anticorps
secondaires conjugués a de ’HRP (Abcam Ab6721 et Ab6728) dilués dans du tampon
de blocage 1 h a température ambiante. Les signaux ont été détectés en utilisant de la
chimioluminescence (Biorad, clarté ECL, substrat, 170-5060) et les analyses ont été

faites en utilisant ImageJ (NIH).
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2.5 Limites

Les limites de ce projet sont les suivantes : (i) nous n’avons utilisé que des rats males
(ii) les mesures de respiration et de production d’H202 in situ sont effectuées dans un
environnement contenant une concentration d’oxygeéne nettement supérieure aux
conditions retrouvées in vivo, (iii) les expérimentations mesurant I’H,O» pourraient

étre influencées selon 1’activité de la Mn-SOD, de la GPx et de la catalase.

2.6 Quantifications et analyses

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + l'erreur standard a la moyenne
(SEM). Les comparaisons des mesures ont été réalisées en utilisant des tests Student
bilatéraux pour échantillons non appariés entre les groupes RC vs REG. La
comparaison des effets principaux a été effectuée avec une correction pour les
comparaison multiple en utilisant le test Holm-Sidak. Les analyses statistiques ont été
réalisées a I’aide du logiciel GraphPad Prism (GraphPad Software 6, San Diego, CA,
USA). Le seuil de significativité retenu a été p<0,05. La taille de 1’échantillon a été
calculée avec une valeur a 0.05 et une valeur § 0.80 en tenant compte de la variabilité

(environ 20%) des résultats obtenus sur les mesures de respiration mitochondriale.



CHAPITRE II1

RESULTATS

3.1 Caractéristiques des animaux

L'évolution du poids a été évaluée au cours de l'intervention nutritionnelle de 14 jours
(Fig. 3.1). Aucun différence de gain de poids n’a été observée durant les 14 jours

d’intervention entre les rats ND et REG (Fig.2).
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Figure 3.1 : Evolution du poids pendant 14 jours
Légende : les résultats de I’évolution du poids des rats sont présentés sous forme de
moyennes * erreurs standard 4 la moyenne (SEM). Rats RC : n=10; Rats REG : n=10.
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Figure 3.2 : Prise de poids aprés 14 jours :
Légende : les résultats de 1’évolution du poids des rats sont présentés sous forme de
moyennes =+ erreurs standard a la moyenne (SEM). Rats RC : n=10; Rats REG : n=10.

Les prélevements de différents muscles en fin de protocole ont permis d’étudier le
poids des muscles SOL (Fig.3.3A) et EDL (Fig.3.4A). Les poids des muscles SOL et
EDL étaient similaires entre les rats RC et REG. Les figure 3.3B (SOL) et 3.4B (EDL)
indiquent que les poids relatif des muscles ([poids du muscle (mg) / poids du rat (g)]

ne différent pas entre les groupes.
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Figure 3.3 : Poids des muscles soléaires
Légende : les résultats des mesures du poids des soléaires (A) et du pourcentage du
poids du SOL sur le poids corporel total (B) sont présentés sous forme de moyennes +
erreurs standard a la moyenne (SEM). Rats RC : n=14; Rats REG : n=14.
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Figure 3.4 : Poids des muscles EDL
Légende : les résultats des mesures du poids des Extensor Digitorum Longus ou EDL
(A) et du pourcentage du poids des EDL sur le poids corporel total (B) sont présentés
sous forme de moyennes =+ erreurs standard 4 la moyenne (SEM). Rats RC : n=14; Rats
REG : n=14.
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Dans notre étude, aprés 14 jours d’intervention nutritionnelle, on oberserve que les rats
REG ont une prise calorique quotidienne (kcal) significativement plus élevée (Tableau
9). Les rats REG ont un apport énergétique quotidien moyen d’environ 9lkcal
comparativement a 75 kcal par jours pour les rats sous le RC. En moyenne les rats du
groupe REG ont un apport calorique d’environ 15% supérieur au groupe contrdle. Nos
résultats indiquent aussi qu’il n'y a pas de différence significative dans la dépense
énergétique exprimée en kcal entre les deux groupes. Nos résultats suggérent enfin que
les rats REG présentent une efficacité alimentaire significativement supérieure et une
efficacité métabolique significativement inférieures aux rats RC.

Tableau 3.1: Paramétres alimentaires et métaboliques

o RC REG
Variables Moyenne + Moyenne £ P-value
SEM - SEM
Prise alimentaire (kcal) 4 75.5+£3.8 91.7+ 2.0 0.002
Dépense énergétique (kcal/jours)® 65.0+1.2 66.0+0.9 NS
Efficacité alimentaire € 0.36 +0.02 0.49+0.01 0.001
Efficacité métabolique P 0.13+0.01 0.10 £ 0.00 0.02

Légende : “La prise alimentaire en kcal a été obtenue en fonction de la composante
des nutriments des diétes. La diete RC a été obtenue en multipliant le nombre de
grammes consommés par 2.89kcal et pour la diéte REG le nombre de grammes
multiplié par 4.8kcal. B La dépense énergétique a été obtenue avec la méthode de la
calorimétrie indirecte. La dépense énergétique s’exprime en kcal/h/masse corporelle
(kg) multipliées par 24h. °L’efficacité alimentaire représente le ratio entre le gain de
poids quotidien (g) sur la prise alimentaire quotidienne (g). °L’efficacité métabolique
représente le ratio entre la prise de poids quotidien et la prise alimentaire quotidienne (
kcal). Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + erreurs standard & la
moyenne (SEM) des résultats de I’intervention de 14 jours sur les rats RC (n=8) et REG
(n=8). L’analyse statistique entre les rats RC et REG a été réalisée a 1’aide d’un test
Student bilatéral pour échantillons non appariés. Les valeurs de p inférieures a 0,05
sont considérées comme significativement différentes.
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Les résultats des analyses en cages métaboliques indiquent que le ratio d'échange
respiratoire (RER) est significativement plus bas chez les rats REG (Fig.3.5). Nos
résultats de flexibilité métabolique sont significativement inférieurs chez les rats REG
suggérant que les rats REG ont davantage de facilité a utiliser les lipides comme
sources d’énergie et plus de difficultés a élever leurs RER pour utiliser les glucides.
Cette variable de flexibilité métabolique représente la capacité de modification du RER

entre les périodes diurne et nocturne exprimé en pourcentage.

RER (VCO,VO,)

Figure 3.5 : Effet des diétes sur le RER

Légende : les résultats des mesures de ratio d’échange respiratoire (RER) sont
présentés sous forme de moyennes * erreurs standard 4 la moyenne (SEM). Les
mesures ont été réalisées sur des rats RC (n=8) et REG (n=8) a I’aide de cages
métaboliques (CLAMS, Columbus Instruments, OH, USA).
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Flexibité métabolique (%)

Figure 3.6: Flexibilité métaboliques
Légende : les résultats de flexibilité métabolique sont exprimés en pourcentage de la
variation entre le changement de RER diurne et nocturne. Les résultats sont présentés
sous forme de moyennes + erreurs standard a la moyenne (SEM) des résultats de
flexibilité métabolique de 14 jours.

3.2 Respiration mitochondriale

Dans [’optique d’évaluer si la respiration mitochondriale est modifiée chez les rats
REG, nous avons utilisé la méthode des fibres perméabilisée en utilisant de 2 protocoles
* d’additions séquentielles de substrats. Le glutamate et le malate (G+M) permettent
d’étudier I’activité mitochondriale en état II, lorsque la chaine de transport des
électrons est alimentée par du du NADH+H" au niveau du complexe I. L’ajout
d’Adénosine Di-Phosphate (ADP) permet 1’obtention de 1’état III, soit la capacité
maximale de la phorphorylation oxydative en présence de Glutmate + Malate + ADP.
L’ajout de AA (antimycine A) inhibe le complexe III en bloquant le transfert des

électrons provenant du Coenzyme Q réduit.
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Nos résultats de respiration mitochondriale sont similaires entre les groupes pour les
muscles SOL (Fig. 3.7) et EDL (Fig.3.9) en présence de substrats du complexe I (G+M)
en état II et en état III. Les valeurs de respiration mitochondriales en état III sont plus

élevées dans les muscles SOL que dans les muscles EDL, ceci chez les rats RC et REG.

Nos résultats indiquent qu’il n’y a aucune différence entre les groupes pour ’ACR
(acceptor control ratio), un index de co.uplage entre la consommation d’oxygene et la
production d’ATP par les mitochondries, et ceci pour les muscles SOL (Fig. 3.8) et
EDL (Fig. 3.10).

De maniére intéressante, les muscles SOL (Fig. 3.11) et EDL (Fig. 3.13) des rats REG
ont une vitesse de respiration significativement plus élevée en état II et en état III en
présence de substrats lipidiques, et plus précisément du palmitoyl-carnitine avec du
malate (M+PC). Notre étude indique qu’un REG a court terme chez de jeunes rats
semble donc favorable & la respiration mitochondriale en présence de substrats de
nature lipidique et ce quel que soit le type de muscle. Aucune différence d’ACR n’a
été observée entre nos groupes pour les muscles SOL (Fig. 3.12). On observe une
tendance inférieure chez les EDL de rats REG (Fig. 3.12) pour I’ACR, ce qui suggérent
un légér découplage de mitochondries dans les EDL des rats REG. Nos résultats
indiquent que les ACR sont inférieurs dans les muscles EDL comparativement aux

muscles SOL.
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Figure 3.7 : Effet d’un REG sur respiration mitochondriale du SOL en présence
de subtrats du complexe I
Légende : les résultats des mesures de respiration mitochondriale réalisées en duplicat
sont présentés sous forme de moyennes + erreurs standard a la moyenne (SEM). Les
expérimentations ont été déterminées sur le muscle SOL de rats RC (n=12) et REG

(n=12).

Figure 3.8 : Effet d’un REG sur ’ACR des mitochondries du SOL en présence
de substrats du complexe I
Légende : les résultats des mesures d’ACR sont présentés sous forme de moyenne +
erreurs standard a la moyenne (SEM). L’ACR des mitochondries des SOL a été
déterminée chez les rats RC (n=12) et REG (n=12).
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Figure 3.9 : Effet d’un REG sur respiration mitochondriale des EDL en
présence de subtrats du complexe I
Légende : les résultats des mesures de respiration mitochondriale faites en duplicat
sont présentés sous forme que moyenne =+ erreur standard a la moyenne (SEM). Les
expérimentations ont été déterminées sur le muscle EDL de rats RC (n=8) et REG
(n=8).
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Figure 3.10 : Effet d’un REG sur I’ACR des mitochondries d’EDL en présence
de subtrats du complexe I
Légende : les résultats des mesures d’ACR sont présentés sous forme de moyennes +
erreurs standard a la moyenne (SEM). L’ACR des mitochondries d’EDL ont été
déterminées chez les rats RC (n=8) et REG (n=8).
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Figure 3.11 : Effet d’un REG sur la respiration mitochondriale des muscles SOL
en présence de palmitoyl-carnitine

Légende : les résultats des mesures de respiration mitochondriale réalisées en duplicat
sont présentés sous forme de moyennes + erreurs standard a la moyenne (SEM). Les
expériences ont été réalisées sur le muscle SOL de rats RC (n=8) et REG (n=8).
L’analyse statistique des valeurs obtenues pour les rats RC et REG a été réalisée par
un test Student bilatéral pour échantillons non appariés. Les valeurs de p inférieures a
0,05 sont considérées comme étant significativement différentes.

Figure 3.12 : Effet d’un REG sur I’ACR des mitochondries des muscles SOL en
présence de palmitoyl-carnitine
Légende : les résultats des mesures d’ACR sont représentés sous forme de moyennes
+ erreurs standard a la moyenne (SEM). L’ACR des mitochondries des SOL a été
déterminé chez les rats RC (n=8) et REG (n=8).
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Figure 3.13 : Effet d’un REG sur la respiration mitochondriale d’EDL en

présence de palmitoyl-carnitine

Légende : les résultats des mesures de respiration mitochondriale faites en duplicat

sont représentés sous forme de moyennes + erreurs standard a la moyenne (SEM). Les

exprériences ont été effectuées sur les muscles EDL de rats RC (n=9) et REG (n=8).

L’analyse statistique des valeurs obtenues pour les rats RC et REG a été réalisée par

un test Student bilatéral pour échantillons non appariés. Les valeurs de p inférieures &

0,05 sont considérées comme significativement différentes.
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Figure 3.14 : Effet d’un REG sur PACR des mitochondries d’EDL en présence
de palmitoyl-carnitine

Légende : les résultats des mesures d’ACR sont représentés sous forme de moyenne +
erreurs standard a la moyenne (SEM). L’ACR des mitochondries des EDL a été
déterminé chez les rats RC (n=9) et REG (n=8). L’analyse statistique des valeurs
obtenues chez les rats RC et REG a été réalisée avec un test Student bilatéral pour
échantillons non appariés. Les valeurs de p inférieures a 0,05 sont considérées comme
significativement différentes.



53

3.3 Production d’H20:

Aucune différence de production mitochondriale d’H202 n’a été mise en évidence ceci
pour les muscles SOL (Fig.3.15 A) et EDL (Fig. 3.15 B). L’émission d’H20; a été
étudiée en ajoutant des substrats du complexe I, tel que le glutamate (5 mM) + malate
(1 mM), du succinate (10 mM) pour le complexe II, de I’ADP (2mM) et de I’ Antimycin
A (10 pM). Nos résultats montrent qu’il n’y a aucun changement de production d’H,0>

chez les jeunes rats soumis a un REG.

Afin de comprendre davantage le fonctionnement mitochondrial, nous avons évalué la
production d’H20; en présence d’un palmitoyl-carnitine. On n’observe aucune
différence d’émission d’H>O2 avec la stimulation de palmitoyl-carnitine entre les
groupes ceci pour les muscles SOL (Fig. 3.17A) et EDL (Fig. 3.17B). Quelle que soit
la stimulation des substrats mitochondriaux, nos résultats sont similaires entre les
groupes. Ces résultats suggérent qu’un REG a court terme chez de jeunes rats n’affecte

pas la production d’H2Ox.

La fuite d’H20: a été mesurée avec les deux conditions en utilisant les valeurs de
respiration mitochondriales de fibres perméabilisées provenant du méme muscle dans
des conditions similaires. On n’observe aucun changement de fuite d’H2O; entre les
groupes sur le SOL (Fig. 3.16A) et ’EDL (Fig. 3.16B). En présence de palmitoyl-
carnitine, on n’observe aucun changement de la fuite d’H»0O2 pour le SOL. On observe
cependant une tendance a une production inférieure de la fuite d’H20O: en présence de

palmitoyl-carnitine dans les muscles EDL de rats REG comparativement aux rats RC.
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Figure 3.15 : Production d’H20: sur SOL (Fig.A) et EDL (Fig.B)
Légende : les résultats sont représentés sous forme de moyenne + erreurs standard a la
moyenne (SEM). L’émission d’H202 des SOL (Fig. 3.15A) a été déterminée chez des
rats RC (n=12) et REG (n=12). L’émission d’H20. des EDL (Fig.3.15B) a été
déterminée chez des rats RC (n=8) et REG (n=8). Les résultats des expériences
mesurant 1’émission d’H20. sont présentés en pmole d’H,O2/min/mg de fibres
humides.
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Figure 3.16 : Fuite d’H202 avec le SOL (Fig.A) et ’EDL (Fig.B)
Légende: les résultats sont représentés sous forme de moyenne + erreurs standard a la
moyenne (SEM). La fuite d’H,0; des SOL (Fig. 3.16A) a été déterminée chez des rats
RC (n=12) et REG (n=12). La fuite d’H202 des EDL (Fig. 3.16B) a été déterminée chez
des rats RC (n=8) et REG (n=8). La fuite d’H20, a été obtenue en divisant la production
d’H20: par la vitesse de respiration mitochondriale correspondante des muscles SOL
et EDL.
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Figure 3.17 : Production d’H20: sur SOL (Fig.A) et EDL (Fig.B) en présence
palmitoyl-carnitine
Légende: les résultats sont représentés sous forme de moyenne =+ erreurs standard a la
moyenne (SEM). L’émission d’H202 des SOL (Fig. 3.17A) a été déterminée chez des
rats RC (n=7) et REG (n=8). L’émission d’H,0> des EDL (Fig. 3.17B) a été déterminée
chez des rats RC (n=9) et REG (n=9). Les résultats des expériences mesurant
I’émission d’H20> sont présentées en pmole d’H202/min/mg de fibres humide.
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Figure 3.18 : Fuite d’H20: avec le SOL (Fig.A) et PEDL (Fig.B) en présence

palmitoyl-carnitine
Légende: les résultats sont représentés sous forme de moyenne =+ erreurs standard a la
moyenne (SEM). La fuite d’H20> des SOL (Fig. 3.18A) a été déterminée chez des rats
RC (n=7) et REG (n=8). La fuite d’H20O2 des EDL (Fig. 3.18B) a été déterminée chez
des rats RC (n=9) et REG (n=9). La fuite d’H20 a été obtenue en divisant la production
d’H>07 par la vitesse de respiration mitochondriale correspondante des muscles SOL
et EDL.
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3.4 Effet d’un REG sur ’expression des génes impliqués dans le transport des
acides gras et dans la régulation de la dynamique mitochondriale en qPCR

Des expériences de qPCR ont été réalisées avec des extraits de muscles SOL et EDL
afin d’investiguer I’abondance relative de différents geénes impliqués dans le (i)
métabolisme des acides gras (Cptlb, Cpt2), (ii) la régulation du couplage de la
phosphorylation oxydative (UCP2, UCP3), (iii) dans la régulation de de I’expression
de I’ADN mitochondrial (Tfam), dans I’activité d’enzyme antioxydante (Mn-SOD) et

(iv) dans la régulation de la dynamique mitochondriale.

Les niveaux d’expression d’UCP2 (~35%, P=0.019), UCP3 (~114%, P=0.002), Cptlb
(~34%, P<0.019) et Cpt2 (~57%, P<0.000) (Fig. 3.19A) étaint significativement
supérieurs dans les muscle SOL des rats REG . L’augmentation de 1’abondance de
’ARNm des génes Cptlb et Cpt2 dans le SOL des jeunes rats soumis au REG suggere
une augmentation de la capacité du transport des acides gras vers la matrice
mitochondriale. De maniére intéressante, on observe également des changements
d’ARNm dans les muscles EDL des rats soumis au REG (Fig. 3.19B). La figure 3.19B
montre ’augmentation de I’expression de I’ARNm de I’Ucp3 (~90%, P=0.007) et de
Cptlb (~34%, P=0.004) dans PEDL. Que ce soit dans le SOL ou I’EDL, aucun
changement de I’expression de Tfam et de la Mn-SOD n’a été observé. Nos résultats
indiquent également que 1’expression d’ARNm de UCP2 et 3 sont significativement

augmentés dans le SOL de rats soumis a un REG.

Nos résultats en relation avec les effets d’un REG sur I’expression de génes impliqués
dans la dynamique mitochondriale sont présentés dans la Figure 3.20. Dans les muscles
SOL, les rats REG présentaient un niveau d’expression de Mfn2 supérieur (~52%,

P=0.013), ainsi qu’une tendance pour des niveaux d’expression supérieurs des génes
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OPA1 (P=0.076) et Mfnl (P=0.054) en comparaison avec les rats RC. L’expression de
Fisl (~46%, P=0.013) était significativement supérieure chez les rats REG vc RC. Les
rats REG présentaient également une tendance pour un expression supérieure de Drpl
(P=0.065). Aucun difference d’expression des génes impliqués dans la régulation de la
dynamique mitochondriale n’a été mise en évidence en les rats REG et RC dans I’EDL

(Fig.3.20B).
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Figure 3.19 : Effet d’un REG sur I’expression de génes impliqués dans le
transport des acides gras dans le SOL (Fig.3.19A) et PEDL (Fig. 3.19B)

Légende: Les résultats de qPCR sont présentés sous forme de moyennes + erreurs
d’intervalles de confiances de 95% d’approximativement 15 rats RC et 15 REG. Les
résultats ont été normalisés par des génes contrdles. Les génes controles pour le SOL
sont Pgk1, Rpl30, Ppib, Pum1 et pour ’EDL se sont Puml, Pgkl, Psmc4, Rpl30. Les
valeurs de p inférieures & *0,05 et **0.01 sont considérées comme significativement
différentes. Le nom des genes sont: UCP2 ou 3, protéine découplante CPT1b,
carnitine palmitoy! transferase- 1 beta; CPT2, carnitine palmitoyl transferase-2; TFAM,
facteur de transcription mitochondrial A; Mn-SOD, superoxyde dismutase associée au

manganese.



58

Expression relative

Expression relative

Q

Ri ng e AN
Q o & Q& 2
Y N o

Figure 3.20 : Effet d’un REG sur ’expression des génes régulant la dynamique
mitochondriale dans le SOL (Fig.3.20A) et ’EDL (Fig. 3.20B)

Légende: Les résultats de qPCR sont présentés sous forme de moyennes + erreurs
d’intervalles de confiances de 95% d’approximativement 15 rats RC et 15 REG. Les
résultats ont été normalisés par des génes contréles. Les génes controles pour le SOL
sont Pgkl, Rpl30, Ppib, Pum1 et pour I’EDL se sont Puml, Pgkl, Psmc4, Rpl30. Les
valeurs de p inférieures a *0,05 et **0.01 sont considérées comme significativement

différentes.
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3.5 Quantificaiton du contenu des sous-unités representatives des protéines
impliquées dans la phosphorylation oxydative
Les quantités de protéines ont été mesurées par Western-Blot afin de déterminer le

contenu mitochondrial des sous-unités des complexes CI, CII, CIII, CIV et ATPs. Nos
résultats indiquent qu’'un REG n’influence pas le contenu des protéines de la

phospshorylation oxydative dans les muscles SOL (Fig. 3.21A) et EDL (Fig. 3.21B).
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Figure 3.21 : Conentu OXPHOS dans les muscles SOL (Fig.A) et EDL (Fig.B)

Légende : les quantifications du contenu OXPHOS sont représentés par la moyenne
+ erreurs standard 4 la moyenne (SEM) rapporté aux valeurs moyennes des rats
contrdles. Le contenu OXPHOS des SOL (Fig. 3.21A) a été déterminé chez des rats
RC (n=7) et REG (n=8). Le contenu OXPHOS des EDL (Fig. 3.21B) a été déterminé
chez des rats RC (n=8) et REG (n==8) et normalisé par rapport & I’intensité du marquage
au penceau rouge (Fig. 3.21C).
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3.6 Contenu en protéines Mfn2 et OPAl

Dans I’optique de vérifier si les changements d’expression des ARNm de Mfn2 et de
OPAL1 résultent en des changement de leurs contenus protéiques nous avons analysé
leurs contenus par Western Blot. Aucune différence de contenu en Mfn2 n’a pu étre
mise en évidence entre les rats REG et RC, que ce soit dans le muscle SOL (Fig. 3.22A)
ou ’EDL (Fig.3.22B). La figure 3.23 montrent que le contenu en OPA1 était similaire
entre les rats REG et RC et ce dans les SOL et les EDL.
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Figure 3.22 : Contenu en Mfn-2 dans les muscles SOL (Fig.A) et EDL (Fig.B)
Légende : les quantifications du contenu de Mfn2 sont représentés sous forme de
moyenne = erreurs standard a la moyenne (SEM) rapporté aux valeurs moyennes des
rats contrdles. Le contenu Mfn2 des SOL (Fig. 3.22A) a été déterminé chez des rats
RC (n=6) et REG (n=7). Le contenu en Mfn2 des EDL (Fig. 3.22B) a été déterminé
chez des rats RC (n=8) et REG (n=8) et normalisé par rapport a I’intensité du marquage
au penceau rouge (Fig. 3.22C).
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Figure 3.23 : Contenu en OPA1 dans les muscles SOL (Fig.A) et EDL (Fig.B)
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Légende : les quantifications du contenu de OPA1 sont représentés sous forme de
moyennes + erreurs standard a la moyenne (SEM) rapportés aux valeurs moyennes des
rats contrdles. Le contenu de OPA1 des SOL (Fig. 3.23A) a été déterminé chez des rats
RC (n=7) et REG (n=7). Le contenu de OPA1 des EDL (Fig. 3.23B) a été déterminé
chez des rats RC (n=8) et REG (n=6) et normalisé par rapport a I’intensité du marquage
au ponceau rouge (Fig. 3.23C). .



CHAPITRE IV

DISCUSSION

Les principaux objectifs de ce mémoire étaient d’évaluer I’impact d’une diéte riche en
gras (60%) de 14 jours chez de jeunes rats Wistar males sur le fonctionnement
mitochondrial de muscles squelettiques oxydatifs ou glycolytiques. Les
expérimentations effectuées dans le cadre de ce mémoire mettent en évidence qu’un
REG chez de jeunes rats induit une augmentation de la capacité d’oxydation des acides
gras dans les muscles oxydatifs et glycolytiques, sans affecter le contenu en
mitochondries. Une des forces de mon mémoire est que les expériences en relation avec
les fonctions des mitochondries ont été réalisées in situ, en utilisant la méthode des
fibres perméabilisée. Cette méthode permet d’étudier les mitochondries dans leur
environnement physiologique ceci en évitant d’endommager leur morphologie. Nos
résultats sont différents de notre hypothése de départ. En effet, ’ensemble des résultats
obtenus au cours de ce mémoire indique qu’un REG de 14 jours influence positivement
la capacité de respiration des mitochondries en présence de substrats lipidiques dans le

SOL et ’EDL sans apporter de modification de la production d’H20x.

Les régimes hyperlipidiques pour induire I’obésité sont utilisés depuis les années 1950
(Masek & Fabry, 1959). Dans notre étude 1’objectif n’était pas d’induire I’obésité, mais
d’étudier le fonctionnement mitochondrial dans les stades précocés du développement
de I’obésité. En effet, nos résultats obtenus n’ont pas permis de mettre en évidence une
augmentation de la masse corporelle. Malgré I’absence de différence de masse
corporelle chez les jeunes rats soumis & un REG nous avons observé une prise de poids
réguliére tout au long de I’intervention, que ce soit pour les rats RC ou REG. Il est &
noter que le RER plus faible des rats soumis au REG indique que les rats utilisent

davantage de lipides que de glucides pour combler leurs besoins énergétiques
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journaliers. Ces résultats de RER sont cohérents avec ceux rapportés dans la littérature
scientifique indiquent que les régimes hyperlipidiques ont un impact sur ’utilisation
préférentielle des lipides comme substrats €énergétiques (So et al., 2011; Lanza et al.,
2013). A notre connaissance, il existe trés peu d’études sur les fonctions et la
dynamique mitochondriale dans les premiers stades de développement de 1I’obésité.
C’est dans cette optique que nous avons voulu déterminer les adaptations des fonctions

et de la dynamique mitochondriales chez de jeunes rats en réponse 8 REG de 14 jours.

4.1 Impact d’un REG sur la respiration mitochondriale

Dans un premier temps, nous avons étudié le fonctionnement des mitochondries en
utilisant des substrats du complexe I. Nos résultats indiquent que le REG n’influence
pas la respiration mitochondriale lorsque des substrats des complexes I et II sont
utilisés. Afin de comprendre si le fonctionnement des mitochondries différe en fonction
de la nature des substrats, nous avons réalisé des expériences en utilisant du palmitoyl-
carnitine. Le palmitoyl-carnitine est un composé issu de la liaison chimique entre
I’acide palmitique (C16:0) et une molécule de carnitine. Ce conjugué sert donc a
faciliter le transport d’acides gras vers la matrice mitochondriale. Les résultats obtenus
indiquent qu’un REG de seulement 14 jours entraine une augmentation de respiration
mitochondriale en présence de palmitoyl-carnitine. Il est intéressant de souligner que
ces adaptations sont similaires pour le SOL et I’EDL, deux muscles qui possédent
pourtant des caractéristiques typologiques et métaboliques bien distinctes. En effet, le
SOL est composé exclusivement de fibres & fort potentiel oxydatives contenant
davantage de mitochondries, comparativement & I’EDL composé davantage de fibres
glycolytiques. A titre de comparaison, des données obtenues & partir d’analyses
d’immunohistochimie chez des rats 4gés d’environ 5 mois, suggérent que I’EDL
contient environ 96% de fibres de type II (20% Ila, 38% IIx et 38% IIb),
comparativement a celles du SOL qui contient environ 84% de fibre de type I, 7% de
fibre IIA et 9% de fibre IIx (Delp & Duan, 1996). Par ailleurs, il semble que pendant
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la croissance musculaire postnatale chez des rats, une modification de la proportion
des fibres de type I (jours 8 = 50%, jours 21 = 70%, jours 80 = 80%) s’exerce dans le
SOL (Punkt et al., 2004). L’étude de Agbulut et al. en 2003 suggere également qu’il y
a une augmentation de I’expression en protéines des chaines lourdes de myosine lente
(fibre I) durant la période de croissance en comparant des solaires de souris 4gé de 21
et 90 jours (Agbulut et al., 2003). Ainsi, il serait intéressant d’évaluer I’impact d’un
REG sur la{ typologie musculaire dans de futures études. Ceci devrait se faire en prenant
compte que la période croissance qui influence la physiologie et typologie musculaire

(Larsson et al., 1991).

En utilisant le palmitoyl-carnitine nous avons évalué la capacité d’alimentation de la
chaine de transport des électrons par le complexe I et I’ETF ubiquinone oxydoréductase
approvisionnent le Coenzyme Q avec des €lectrons. Nos résultats mettent en évidence
que différents substrats doivent étre utilisés afin de bien caractériser le fonctionnement
des mitochondries. De plus, les adaptations de 1’état II et III que nous avons obtenues
sont cohérentes avec les donﬁées dérivées de plusieurs autres études (cf. tableau 2),
montrant qu’un REG entraine une augmentation de la capacité d’oxydation des acides
gras par les mitochondries. L’état III en présence de MPC+ADP est supérieur dans les
muscles SOL des rats RC et des rats REG. Nos résultats sont cohérents avec les
résultats obtenus par plusieurs autres groupes qui suggerent que le SOL a une capacité
supérieure d’oxydation des acides gras (i.e. palmitoyl-carnitine/octanoyl-carnitine)
comparativement aux muscles glycolytiques (eg. plantaris, EDL, gastronémus blanc)
de rats (Bahi et al., 2005; Mogensen & Sahlin, 2005; Ponsot et al., 2005) et lapins
(Jackman & Willis, 1996). Nos résultats de respiration mitochondriale, qui indiquent
une augmentation de la capacité d’oxydation des acides gras chez des rats soumis a un
REG, sont parfaitement en ligne avec nos données d’expression d’ARNm. En effet,
nous avons pu mettre en évidence qu’un REG s’accompagne d’une augmentation de

I’expression de Cptlb et Cpt2, deux transporteurs d’acides gras mitochondriaux, dans
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le SOL et de Cptlb dans ’EDL. Il apparait donc clairement qu’un REG stimule les

capacités mitochondriales d’oxydation des acides gras dans les muscles squelettiques.

Il est cependant important de garder a I’esprit qu’une augmentation mitochondriale de
I’oxydation des lipides n’est pas nécessairement favorable au développement de la
résistance a I’insuline au niveau musculaire. En effet, Hancock et al. ont montré que
bien qu’un REG induit une augmentation du contenu en mitochondries et des capacités
d’oxydation des lipides dans le muscle, cette augmentation de la capacité
mitochondriale d’oxydation des acides gras était associée a une oxydation incompléte
des lipides, produisant des dérivés lipidiques interférant avec les voies de signalisation
du récepteur a I’insuline (Hancock et al., 2008). Dans le cadre de ce mémoire, il n’a
pas été possible de mener les expériences permettant d’écarter I’hypothése suggérant
qu’en présence de palmitoyl-carnitine, I’augmentation de la respiration mitochondriale

est accompagnée d’une augmentation de la production de dérivés lipidiques toxiques.
pagn gm p pidiq q
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4.2 Effet d’un REG sur la production d’H20:

Des données récentes indiquent que la, résistance & I’insuline induite par un REG
pourrait étre causée par une augmentation de la production d’H0;. En effet, Anderson
et al. ont montré que 3 semaines de REG chez des rats augmentent la production d’H20>
(Anderson et al., 2009). Leur résultats montrent également que [’utilisation de
’antioxydant SS31 ciblant spécifiquement les mitochondries ou la surexpression de la
catalase au niveau mitochondrial prévient le développement de la résistance a I’insuline

induite par un REG chez ces mémes animaux.
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En nous basant sur ces données, nous avons donc émis I’hypothése qu’un REG de 2
semaines augmenterait la production mitochondriale d’H202 chez des jeunes rats. La
production d’H20; dans le cadre de ce mémoire a été évaluée a partir de fibres
perméabilisées de SOL et I’EDL de rats RC et REG. Contrairement a notre hypothése,
aucune différence de production d’H202 n’a pu étre détectée que ce soit en présence
des substrats du complexe I ou de palmitoyl-carnitine entre les rats RC et REG.
Renforgant nos résultats de production d’H202, aucun changement de contenu
enARNm de I’enzyme Mn-SOD n’a été détecté, une enzyme dont I’expression est
portant augmenté en présence de stress oxydant (cf. (Miao & St Clair, 2009) pour une
revue détaillée). Nos observations sur la production d’H20: différent donc de celles de
I’étude d’ Anderson et al. Néamoins, plusieurs facteurs potentiels pourraient expliquer
ces différences, par exemple la souche des rats, leur dge en début de régime, la durée
du REG et la composition de la diéte qui n’étaient pas identiques & nos conditions
expérimentales. D’autres études sont donc nécessaires pour mieux comprendre les
effets d’un REG sur la production mitochondriale d’H20:. Dans cette optique, il serait
intéressant et important de déterminer la cinétique des effets d’un REG sur la
production d’H20: (i.e. évaluer les effets d’un REG a 2, 6, 12 et 24 semaines) sur des

animaux jeunes, adultes et agés. Il serait également important d’évaluer la cinétique

des effets d’un REG sur les différents systémes antioxydants.
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4.3 Impact d’un REG sur le contenu en protéines sur la phosphorylation
oxydative

Dans le cadre de ce mémoire I’expression des protéines de la phosphorylation
oxydative (OXPHOS) a été évaluée par Western blot. Nos résultats confirment qu’il
n’y a aucun changement d’expression des protéines OXPHOS chez de jeunes rats RC
comparativement aux rats REG, que ce soit pour le SOL ou I’EDL. Nos résultats sont
cohérents avec I’étude de Trajcevski et al., qui n’observe aucun changement musculaire
de I’expression des protéines OXPHOS a la suite de 3 et 8 semaines d’un REG
(Trajcevski et al., 2013). Dans cette méme étude, les chercheurs observent qu’apres 3
semaines les souris nourries avec REG présentent une meilleure capacité d’oxydation
du palmitate dans les muscles EDL, mais pas au niveau des SOL. Il est important de
souligner que les souris utilisées dans I’étude de Trajcevski et al., sont dgées de 10 mois
et tel que précédemment discuté trés peu d’étude s’est intéressée au fonctionnement

des mitochondries dans un contexte dépendant de la croissance.

De maniére nos résultats indiquent que le contenu en protéines OXPHOS dans les SOL
est supérieur comparativement aux EDL. Ces résultats sont cohérents avec plusieurs
études montrant que I’activité enzymatique (Ashmore & Doerr, 1971; Delp & Duan,
1996; Punkt et al., 2004) et I’expression des protéines OXPHOS varient selon la
typologie musculaire (Picard et al., 2011a). En effet, le contenu en protéines OXPHOS
varie selon la typologie musculaire, les muscles oxydatifs (fibres de types I et Ila) ont
une abondance relative supérieure en protéines OXPHOS, comparativement aux

muscles plus glycolytiques (fibres de type IIx et IIb).

Dans le contexte de ce travail de mémoire, nos résultats montrent qu’un régime

hyperlipidique d’une durée de 14 jours n’influence pas l’expression des protéines
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OXPHOS chez de jeunes rats, malgré le fait qu’on observe une augmentation de la
respiration mitochondriale en présence de substrats lipidiques. Il est possible que nos
observations de la fonction mitochondriale puissent étre légérement influencées par un
changement de typologie musculaire entre les rats RC et REG. Toutefois, les résultats
d’une étude récente utilisant un modéle de jeune souris (4gé de = 3 semaines) soumis
a un régime hyperlipidique pour une durée de 3 semaines indiquent que la distribution
des types de fibre musculaire au niveau du soléaire n’est pas affectée par un REG
(Thomas et al., 2014). Il serait intéressant dans de futures études d’investiguer les
changements de distribution de la typologie musculaire en lien avec [’activité
mitochondriale par type de fibre en étudiant la cinétique du développement de

complication métabolique induite par I’obésité.

4.4 Effet d’un REG sur la dynamique mitochondriale

Nous avons voulu déterminer si un REG influence ’ARNm de plusieurs genes
impliqués dans la dynamique mitochondriale. Présentement, il n’existe que des liens
indirects suggérant que la surexpression de Mfn2 chez de jeunes rats Sprague-Dawley
(= 28jours) soumis a un régime hyperlipidique pendant 8 semaines améliore
I’homéostasie glucidique par I’activation du senseur énergétique AMPK (Kong et al.,
2013). De méme, plusieurs études soulignent |’existence d’une corrélation positive
entre I’expression de Mfn2 et la sensibilité a |’insuline (Bach et al., 2005; Mingrone et
al., 2005; Kong et al., 2013). De plus, de multiples évidences ont émergé depuis la
derniére décennie associant I’implication du processus de la dynamique mitochondriale
dans 1’étiologie de plusieurs maladies métaboliques (Bach et al., 2005; Chan, 2012;
Sebastian et al., 2012; Cheng & Almeida, 2014; Putti et al., 2015). Cependant, les effets

de REG a court terme sur la dynamique mitochondriale sont largement inexplorés.
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Notre hypothése initiale était que les expressions des génes pro-fussion seraient
diminuées et que celles des génes pro-fission seraient augmentées chez les rats soumis
a un REG. Nos résultats ont permis de mettre en évidence qu’un REG augmente
I’expression des génes de fusion (Mfn2) et de fission (Fis1) uniquement dans les SOL
de jeunes rats, suggérant ainsi un effet muscle spécifique d’un REG sur la dynamique
mitochondriale. Cependant, lorsque nous avons voulu vérifier si 1’augmentation de
I’ARNm de la Mfn2 se traduisait par une augmentation de son contenu protéique, nous
n’avons détecté aucune différence de contenue en Mfn2 dans les SOL de jeunes rats
soumis 4 un REG. Il est donc possible que 1’augmentation de 1’expression des génes
impliqués dans la dynamique mitochondriale débute aprés 2 semaines d’un REG, mais
nécessite une plus longue période pour résulter en une augmentation significative de

leurs contenus protéiques.

Il serait donc intéressant pour de futures études d’évaluer les changements de la
dynamique et de la morphologie mitochondriale dans le cours du développement de
I’obésité (i.e. établir la cinétique des effets d’'un REG sur une longue période de temps).
Une étude récente & montré une diminution de I’expression des protéines de fusion et
une augmentation des protéines de fission chez des souris soumises a un REG pendant
40 semaines (Liu et al., 2014). Cette étude appuie ’hypothése que les altérations des
processus de la dynamique mitochondriale surviennent aprés une longue période de

stress métabolique.

Une autre hypothése qui peut-étre avancée pour expliquer le fait que I’augmentation de
I’ARNm de Mfn2 n’a été observée que dans le SOL, est reliée au fait que la dynamique
mitochondriale semble varier en fonction du type de fibre. En effet, une étude récente
suggére que les fibres oxydatives auraient davantage d’activité de fusion

mitochondriale (Mishra et al., 2015). Nos résultats montrent qu’il n’y a pas de
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modification d’ARNm des protéines impliquées dans la dynamique mitochondriale
dans les EDL chez les rats REG corpparativement au rats RC, malgré le fait que les
EDL des rats REG sont en mesure d’augmenter leur respiration mitochondriale en
présence de substrats lipidiques. Il est donc possible de spéculer que dans le contexte
d’un REG, les changements de fonction mitochondriale soient des événements qui
précédent d’éventuels changements de dynamique / morphologie mitochondriale. Dans
de futures études, il serait intéressant d’évaluer I’impact d’inhibiteurs de la fission
mitochondriale, telle que Mdivi-1 (Cassidy-Stone et al., 2008), sur les effets d’un REG
sur les fonctions des mitochondries et la sensibilité a I’insuline. Ce type d’étude
permettrait de mieux comprendre les réels impacts des processus de fusion et fission

mitochondriales sur le développement de la résistance a I’insuline.



CHAPITRE V

CONCLUSION & PERSPECTIVES

Ce mémoire a permis d’évaluer I’impact d’un régime hyperlipidique a court terme sur
le métabolisme mitochondrial musculaire de jeunes rats. Nos résultats démontrent
qu’un REG d’une durée de 14 jours résulte en une augmentation de la capacité
d’oxydation des gras dans les muscles glycolytiques et oxydatifs. Cette augmentation
de la capacité d’oxydation des acides gras survient sans modification du contenu en
protéines impliquées dans la phosphorylation oxydative ni d’expression de Tfam (un
facteur de transcription régulant I’expression de ’ADN mitochondrial ainsi que la
biogenése mitochondriale). Nos résultats mettent en évidence qu’un REG augmente
I’expression de génes impliqués dans le transport des lipides. Nos résultats indiquent
également qu’un REG résulte en une augmentation de 1’expression d’ARNm des
protéines découplantes (UCP2 & 3 ), bien qu’aucun découplage de la phosphorylation
oxydative n’ait été observé. Enfin, notre étude a montré qu’un REG a court terme
augmente le contenu en ARNm de génes impliqués dans la fusion, mais également dans
la fission, des mitochondries de muscles oxydatifs. Cependant, aucune différence de
I’expression de la protéine profusion Mfn2 a été€ observé chez les rats REG, suggérant
donc ainsi que la dynamique mitochondriale n’est pas modifiée dans les stades précoces
du développement de I’obésité. De futures études devront préciser la cinétique des
effets d’'un REG sur la dynamique mitochondriale et I’importance d’éventuel
changement de cette dynamique dans les adaptations mitochondriales induites par un
REG. En conclusion, notre étude renforce I'hypothése selon laquelle le fonctionnement
des mitochondries musculaires s’adapte rapidement aux régimes hyperlipidiques en

améliorant leurs capacités d’oxydation des substrats d’origine lipidique.
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5.1 Pertinence scientifique

A notre connaissance, cette étude était la premiére a explorer simultanément 1’impact
d’un REG 2 court terme sur les fonctions et la dynamique mitochondriale sur des
muscles oxydatifs et glycolytiques de jeunes rats. Cette étude pourrait avoir des
implications pour plusieurs autres recherches ultérieures sur le fonctionnement des
mitochondries. Il serait intéressant dans de futures études d’investiguer I’impact & plus
long terme sur la respiration, la production d’H202, la dynamique et la morphologie
mitochondriale en utilisant différentes diétes, telles que les régimes riches en fructose.
Il serait également pertinent de valider I'importance de différents types d’activité
physique (eg. entrainement par intervalles) sur les fonctions et la dynamique

mitochondriale des jeunes rats soumis a différentes diétes.
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