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RESUME

Depuis environ une décennie, les études se multiplient quant aux liens entre le métabolisme
du cholestérol et les troubles osseux comme 1’ostéoporose. La protéine kinase activée par
I’AMP (AMPK) est un senseur énergétique important dans les cellules qui lorsqu’activée
favorise les voies cataboliques aux dépends des voies anaboliques. L’activation de
PAMPK a des effets positifs sur les taux de cholestérol en augmentant le cholestérol
associé aux HDL plutoét qu’aux LDL. L’AMPK est ainsi impliquée dans de nombreux
processus métaboliques et de récentes études 1’associent désormais aux métabolismes

lipidique et osseux. D’un autre c6té, les effets des lipides sur les cellules osseuses sont
importants mais les mécanismes par lesquels les lipides et le cholestérol influencent les
fonctions des cellules osseuses sont trés peu connus. Dans le passé, notre équipe a
découvert que les cellules osseuses expriment des récepteurs de lipoprotéines et que
’absence de ces récepteurs dans des modeles murins a des conséquences sur les cellules
osseuses. Nous nous intéressons maintenant aux effets de I’activation de I’AMPK sur le
métabolisme du cholestérol et lipidique dans les ostéoblastes. Nous avons découvert que
’activation de ’AMPK par la metformine, un médicament contre le diabéte de type 2
(T2D), dans les cellules ostéoblastiques murines MC3T3-E1 et dans les cellules souches
mésenchymales (MSC) de souris C57Bl/6 wild-type (WT) a peu d’effet sur le métabolisme
lipidique mais est favorable a la prolifération, migration et différenciation des cellules. Ces
effets s’exercent possiblement via I’augmentation du niveau cellulaire du cluster of
differentiation 36 (CD36) et I’accroissement de I’expression des génes ostéoblastiques
runt-related transcription factor 2 (runx2), ostérix (osx) et du collagéne de type I, A 1
(collal). D’un autre c6té, le 5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-B-D-ribofuranoside
(AICAR), un autre activateur d’AMPK, diminue la concentration cellulaire de cholestérol
dans les cellules MC3T3-El, ce qui corré¢le avec une diminution de I’enzyme clé de la
synthése endogéne de cholestérol: la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl CoA réductase
(HMGR). De plus, AICAR augmente I’expression du récepteur de LDL (rLDL) et
diminue la prolifération, la migration et la différenciation des cellules MC3T3-E1. Nous
avons aussi découvert, pour la premiere fois, que la metformine et I’AICAR activent les
voies de la protéine kinase B (Akt), du mammalian target of rapamycin complex 1
(mTORC1), un autre régulateur énergétique important, et augmentent 1’expression des
sterol regulatory element-binding protein 1 et 2 (SREBP-1 et -2) dans les cellules MC3T3-
El. Ces résultats indiquent que la metformine et I’AICAR ont des effets importants sur le
métabolisme du cholestérol, lipidique et énergétique des ostéoblastes, mais I’implication
de PAMPK dans ces phénomeénes doit encore étre élucidée.

Mots clés : AICAR, Akt, CD36, cholestérol, HMGR, rLDL, lipoprotéines, MC3T3-El,
métabolisme osseux, metformine, MSC, mTOR, SR-BI, SREBP-1, SREBP-2.



CHAPITRE 1

ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 AMPK

1.1.1 Structure de ’AMPK

La protéine kinase activée par 1’adénosine monophosphate (AMPK) est une protéine
hétérotrimérique de 62 kDa, constituée de trois sous-unités : alpha (o), beta (B) et
gamma (y) (figure 1.1). Chez les rongeurs et I’humain, cette kinase ubiquitaire compte
sept génes codant pour ses unités, soient deux pour la sous-unité catalytique a (al et
a2), deux pour la sous-unité structurelle p (1 et B2) et trois pour la sous-unité
régulatrice y (y1, y2 et y3) (revu par Hardie, 2008). Il y a ainsi 12 isoformes possibles
de cette protéine hautement conservée et celles-ci sont réparties différemment selon les
tissus et les types cellulaires (revu par Foretz et al., 2006). Par exemple, la sous-unité
al est fortement exprimée dans les ostéoblastes et ostéoclastes ainsi que d’autres
cellules de la lignée ostéoblastique, alors que la sous-unité a2 n’est que faiblement
exprimée dans les ostéoblastes et n’est pas exprimée dans les ostéoclastes (Kasai et al.,
2009; Kim et al., 2008; Quinn et al., 2010; Shah et al., 2010). Les sous-unités 31 et 52
semblent exprimées au méme niveau alors que bien que les trois sous-unités y soient
également exprimées dans les tissus osseux, leur niveau d’expression dépend du tissu
ou de la lignée cellulaire (Kasai ef al., 2009; Kim et al., 2008; Quinn ef al., 2010; Shah
etal, 2010).
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Figure 1.1. Structure de PAMPK. L’AMPK est constituée d’une sous-unité catalytique a,
d’une sous-unité y régulatrice divisée en 4 sites CBS liant les substrats ainsi que d’une sous-
unité P structurelle liant les deux précédentes. Tirée de Hardie ef al., 2012

La sous-unité o contient le site catalytique de cette sérine/thréonine kinase qui est
activée lorsqu’il y a phosphorylation de sa thréonine 172 (Thr172) par diverses
kinases en amont (McCarty, 2014). Bien que les isoformes al et a2 partagent des
similarités quant a leur spécificité du substrat (Woods et al., 1996), I’isoforme al est
plus souvent retrouvée dans le cytoplasme alors que la sous-unité a2 est plus fortement
exprimée dans le noyau (Salt et al., 1998). La sous-unité al peut étre transloquée au
noyau lors d’un stress cellulaire (Kodiha et al., 2007). En plus de différer dans leur
répartition tissulaire et dans leur compartimentalisation, les sous-unités o sont
également activées de fagon différente (Alexander et Walker, 2011). En effet, la sous-
unité a2 est activée plus fortement par 1’adénosine monophosphate (AMP) que la sous-
unité o1 (Salt et al., 1998). La sous-unité B a plutdt un role de soutien en liant les sous-
unités o et y grace a son domaine d’interaction protéine-protéine. Cette sous-unité 3
possede également un domaine de liaison au glycogene dont le role reste a caractériser
(revu par Foretz et al., 2006). On sait toutefois que la mutation de la sous-unité 3 cause
des problémes liés au stockage du glycogéne chez I’humain (Polekhina et al., 2003).

La sous-unité y a, pour sa part, une activité régulatrice en liant le substrat. Cette sous-




unité contient une répétition de quatre motifs cystathionine-f-synthase (CBS)

numérotés de 1 a 4 (Bateman, 1997).

1.1.2 Activation de ’AMPK

L’activité de PAMPK est contrdlée par de subtiles variations des niveaux de
nucléotides intracellulaires, particuliérement I’AMP. Chez les mammifeéres, le ratio
énergétique doit demeurer positif et étre aussi élevé que 10 adénosines triphosphate
(ATP) pour 1 adénosine diphosphate (ADP) (revu par Foretz et al., 2006). Ainsi,
lorsqu’il y a une demande en énergie entrainée par le jelne, le stress, I’exercice ou
autres, les ratios ATP/ADP et ATP/AMP diminuent en réponse a 1’adénylate kinase
(ADK) qui est responsable de la conversion d’ADP en ATP et AMP (2 ADP 2 ATP +
AMP) (Hardie et Hawley, 2001).

Ainsi, lorsque le pool d’ATP diminue et que celui d’AMP augmente, I’AMP se lie a
I’AMPK sur un des quatre sites de la sous-unité y (figure 1.2). C’est la liaison de
I’AMP au site CBS 1 qui déclenche ’activité de I’ AMPK en entrainant un changement
conformationnel de la protéine et en facilitant sa phosphorylation par des kinases. D’un
autre coté, la liaison de ’AMP ou de I’ADP au site CBS 3 empéche la
déphosphorylation de la Thr172 par des phosphatases et prolonge ainsi I’activité de
I’enzyme. Contrairement a I’AMP, la liaison de I’ADP n’entraine pas I’activation de
I’AMPK. Finalement, le site CBS 2 semble demeurer libre alors que le site CBS 4 lie
I’AMP de fagon constitutive et n’a pas d’affinité pour ’ADP ou ’ATP (Xiao ef al.,
2011). Les sous-unités a libres sont généralement inactives suite a un phénoméne

d’auto-inhibition dfi & la conformation de la protéine qui empéche la liaison du substrat




(Cheung et al., 2000). Toutefois, il a été suggéré que de petites molécules peuvent lever
cette auto-inhibition, rendant ainsi le complexe constitutivement actif et possiblement
résistant a la dégradation (Pang et al., 2008). Le fait que I’AMPK conserve une certaine
activité intrinséque lui permet de réagir rapidement aux stimuli énergétiques (Suter et

al., 2006).
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; ATP
f kBt
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]

GLYCOLYSIS
FATIY ACDOXIDATION -
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Figure 1.2. Activation et inhibition de I’AMPK. Lors d’une diminution de la conversion de
I’ADP et de ’AMP en ATP, le pool d’ATP est réduit, I’AMP qui augmente dans la cellule se
lie donc sur I’AMPK et engendre un changement de conformation de la protéine permettant sa
phosphorylation sur la sous-unité a par différentes kinases telles que LKB1, CaMxk et TAKI.
L’AMPK activée déclenche ensuite une cascade d’évenements menant au rétablissement du
pool d’ATP en activant des voies cataboliques et en inhibant des voies anaboliques. L’AMPK
est ensuite déphosphorylée et inactivée par des phosphatases lorsque le pool d’ATP est rétabli.
Tirée de Hurtado et al., 2013.

La kinase hépatique B1 (LKBI1) est une des kinases qui se lie sur la Thr172, la

phosphoryle et ainsi active ’AMPK. La LKB1 semble étre constitutivement active



puisque son activité ne dépend pas du ratio AMP/ATP (revu par Foretz et al., 2006).
La calmodulin-dependant kinase (CaMxkxk) est une deuxiéme protéine kinase qui peut
phosphoryler I’AMPK. 1l existe deux isoformes de la protéine CaMxkx, soient CaMxkxka
et CaMkxkf. L’isoforme [ est la principale activant ’AMPK (Hawley et al., 2005). La
CaMxkxf phosphoryle I’ AMPK en réponse & une hausse intracellulaire de Ca*. Puisque
la variation des taux intracellulaires de calcium précéde souvent une demande
énergétique, il peut étre supposé que la CaMk«f} prépare la cellule pour une demande
énergétique en activant ’AMPK (Carling er al., 2008). La hausse du calcium
intracellulaire peut également refléter un stress cellulaire. Le mécanisme précis
d’activation de I’AMPK par CaMkk reste toutefois peu connu (Foretz et al., 2006; Xiao
et al., 2011). Finalement, la protéine TGF-f-activating kinase 1 (TAK1) de la famille
des mitogen-activated protein kinases (MAPK) phosphoryle ’AMPK en situation
d’autophagie (Herrero-Martin et al., 2009). L’autophagie, un processus cellulaire
d’auto-dégradation de composants endommagés ou qui ne sont plus utiles, est
essentielle au maintien de 1’ intégrité cellulaire (He et Klionsky, 2009). Lorsqu’activée,
1’AMPK inhibe la progression du cycle cellulaire pour prévenir 1’apoptose et déclenche
les processus autophagiques de survie en réponse a des conditions de stress

bioénergétique (Liang et al., 2007).

L’AMPK peut également étre activée par des hormones telles la leptine et
I’adiponectine, toutes deux dérivées des tissus adipeux, ainsi que par des cytokines
comme l’interleukine 6 (IL-6) et le ciliary neurotrophic factor (CNTF) (Zhou et al.,
2009). Finalement, des agents pharmacologiques peuvent mener a l’activation de
I’AMPK, deux de ceux-ci sont décrits plus loin dans le texte. Tel que démontré a la
figure 1.3, une fois activée, I’AMPK stimule les voies cataboliques responsables de la
production d’énergie comme la glycolyse et I’oxydation des acides gras et inactive les
voies anaboliques consommatrices d’énergie comme la prolifération cellulaire et la

synthése des protéines, d’acides gras et de cholestérol afin de rétablir la balance



énergétique (revu par Viollet ef al., 2012). L’AMPK est donc considérée comme une

enzyme clé du métabolisme énergétique (Hardie, 2008).

1.1.3 Inactivation de ’AMPK

Lorsque la balance énergétique est rétablie et que les ratios ATP/AMP et ATP/ADP
sont augmentés, I’ATP peut se lier a I’AMPK et bloquer son site de liaison a I’ AMP,
empéchant ainsi son activation. Puisque I’ATP a une affinité moindre pour I’AMPK
que PAMP et ADP, il en faut une grande concentration pour favoriser sa liaison a
I’AMPK et ainsi désactiver I’enzyme (Hardie et Hawley, 2001). Les protéines
phosphatases 2A et 2C (PP2A et PP2C) inactivent ’AMPK en déphosphorylant sa
Thr172 (figure 1.2). Ces derniéres sont régulées négativement par I’AMP (Davies et
al., 1995; Wu et al., 2007). PP2A joue également un rdle dans I’interaction entre les

sous-unités a et y de ’AMPK (Wu et al, 2007; Gimeno-Alcaniz et Sanz, 2003).

1.2 Effets métaboliques de I’AMPK

Tel que mentionné précédemment, I’AMPK favorise les voies cataboliques
productrices d’énergie et inactive les voies anaboliques consommatrices d’énergie.
L’enzyme régule, entre autres, le métabolisme du cholestérol, des protéines, des

glucides et des lipides (figure 1.3).
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Figure 1.3. Effets métaboliques de ’activation de PAMPK. .’ AMPK est considérée comme
une enzyme clé dans le métabolisme énergétique puisqu’elle agit sur un trés grand nombre de
voies de signalisation impliquées dans le métabolisme des glucides, des protéines et des lipides

ainsi que dans des processus biologiques tels que 1’autophagie et la biogénése mitochondriale.
Tirée de Harada et al, 2016.

Notamment, I’activation de I’AMPK aboutit & la phosphorylation et a I’inhibition de la
3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A réductase (HMGR), I’enzyme limitante de la
synthese de cholestérol endogene qui réduit ’HMG-CoA en acide mévalonique (Beg
et al., 1978). L’AMPK phosphoryle et inactive également 1’acétyl-CoA carboxylase
(ACCQ), principale enzyme impliquée dans la synthese des acides gras (Carlson et Kim,
1973). Toujours dans le but d’augmenter la production d’ATP, on observe également
une diminution de la syntheése de glycogéne et une augmentation de la glycolyse suivant
’activation de I’AMPK (Canto et Auwerx, 2010).



L’AMPK inhibe la synthese protéique, la prolifération et la viabilité cellulaire en
interagissant notamment avec la protéine mammalian target of rapamycin (mTOR)
(Inoki et al., 2003). mTOR est une protéine kinase de la famille des phosphoinositide
3-kinase related protein kinases (PIKK) qui contrairement & ’AMPK, favorise des
voies anaboliques comme la synthése de protéines et d’autres macromolécules, la
prolifération cellulaire et plusieurs autres voies impliquées dans le maintien de
I’intégrité cellulaire (figure 1.4). En effet, la protéine mTOR répond aux modifications
intracellulaires de nutriments, d’oxygene, d’énergie et de signaux mitotiques et
favorise la prolifération et croissance cellulaire (Liu et al, 2009). mTOR est la sous-
unité catalytique de deux complexes distincts nommés mTORC1 (complexe 1) et
mTORC2 (complexe 2), différenciés selon leurs protéines régulatricesaceesseires,
soient respectivement Raptor et Rictor (figure 1.4). Ces deux protéines assurent
I’assemblage des complexes, le recrutement des substrats et ont un rdle régulateur (revu
par Zoncu et al., 2011). Raptor est responsable du recrutement de substrats au complexe
comme la ribosomal protein S6 kinase 1 (p70S6K), enzyme impliquée dans la synthese
protéique (Nojima et al., 2003). Plus précisément, le complexe mTORC1 phosphoryle
et active la protéine ribosomale S6K qui fait partie de la sous-unité 40S du ribosome,
facilitant ainsi la traduction protéique (Jefferies et al., 1997). De plus, le complexe
mTORC1 phosphoryle et inactive le répresseur transcriptionnel 4E-BP1, permettant la
libération du facteur initiateur de transcription 4E (elF-4E) et ainsi un recrutement de
la machinerie traductionnelle a I’extrémité 5° des ARN messagers (ARNm, Gingras et
al., 2001). La synthése protéique est la fonction la mieux caractérisée de ce complexe.
Le complexe mTORCI intervient également dans la synthése des lipides nécessaires a
la formation de la membrane cellulaire de cellules en division en augmentant
I’expression des sterol regulatory element-binding protein 1/2 (SREBP-1/2) (revu par
Laplante et Sabatini, 2012). Ces protéines sont décrites plus loin dans le texte. Le
complexe mTORCI1 est activé notamment par la protéine kinase B (Akt ou PKB) qui
inactive TSC2, un régulateur négatif du complexe (revu par Inoki et al., 2003). L’ Akt
phosphoryle également la protéine proline-rich Akt substrate of 40 kilodaltons




(PRAS40) qui empéche la liaison de Raptor sur le complexe, permettant ainsi le

recrutement des substrats au complexe mTORC1 (revu par Zoncu et al., 2011).
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Figure 1.4. Voie de signalisation et structure des complexes mTORC1 et mTORC2. Le
complexe MTORCI1 contient la protéine régulatrice Raptor et est sensible & la rapamycine. Une
fois activé, le complexe mTORCI] favorise la synthése protéique, la survie, la prolifération et
inhibe I’autophagie. Le complexe mTORC?2 inclut la protéine Rictor et est insensible a la
rapamycine. Ce deuxiéme complexe est moins bien connu mais on sait qu’il a un réle dans
I’organisation du cytosquelette et la survie cellulaire. Tirée de Laplante et Sabatini, 2012.

L’activation de I’ Akt nécessite sa phosphorylation sur la thréonine 308 (Thr308) par la
phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1) (Sarbassov et al., 2005) et la
phosphorylation de la sérine 473 (Ser473) par une kinase que 1’on avait nommée PDK2
jusqu’a la découverte que le complexe mTORC2 pourrait étre responsable de cette

phosphorylation (Hresko et Mueckler, 2005). La phosphorylation de la Ser473 active
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I’Akt et la rend sujette & la phosphorylation ultérieure sur la Thr308, augmentant
d’autant plus son activité. Cette deuxiéme phosphorylation sert également de contrdle
négatif lors d’une activation prolongée (revu par Zoncu et al., 2011). Le complexe
mTORC2 coﬁtient la protéine régulatrice Rictor essentielle a sa stabilité et ses
fonctions. Ce complexe est insensible a la rapamycine. Les fonctions du complexe
mTORC2 sont moins bien élucidées que le complexe 1, mais celui-ci semble intervenir
dans la formation du cytosquelette via la protéine kinase C alpha (PKCa) (Sarbassov
et al., 2004). Le complexe mTORC?2 est également impliqué dans 1’autophagie via le
facteur de transcription forkhead box O (FOXO03) (Mammucari ef al., 2007) et dans le

métabolisme énergétique via son activité sur I’ Akt (revu par Zoncu et al., 2011).

En condition de stress énergétique, I’AMPK phosphoryle et augmente 1’activité de la
protéine tuberous sclerosis 2 (TSC2), un régulateur négatif du complexe mTORC]I.
L’AMPK phosphoryle et inactive également directement la protéine Raptor, une des
sous-unités du complexe mTORC1 (Gwinn et al., 2008). L’inhibition du complexe
mTORCI1 par ’AMPK ménerait donc a I’inhibition de voies anaboliques comme la
prolifération, la croissance cellulaire et la synthé¢se de macromolécules pour plutdt
favoriser des voies cataboliques productrices d’énergie et ainsi répondre aux stress

cellulaires.

1.3 Activateurs d’AMPK

Pour tous ses effets métaboliques, ’AMPK est considérée comme un senseur

énergétique important pour les cellules et est étudiée comme une cible thérapeutique
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potentielle pour plusieurs maladies métaboliques. De plus en plus de thérapies visent a

utiliser ses effets bénéfiques pour le métabolisme suite a son activation.

1.3.1 Metformine

La metformine (1,1-diméthylbiguanide) est le médicament le plus prescrit dans le
monde contre le diabéte de type 2 (T2D), avec au moins 120 millions
d’utilisateurs (Nathan et al., 2009; Viollet ef al., 2012). La metformine (figure 1.5),
faisant partie de la famille des biguanides, est considérée comme une drogue
antihyperglycémiante puisqu’elle abaisse de taux de glucose sanguin sans causer
d’hypoglycémie. Elle est également utilisée pour augmenter la sensibilité a I’in