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Résumé

Le syndrome de Leigh, type canadien francgais (LSFC) est une maladie infantile
orpheline causée par une mutation du geéne /rpprc. Elle se caractérise par une déficience tissu-
spécifique de cytochrome ¢ oxydase (COX), une dysfonction mitochondriale et la survenue de
crises d’acidose lactique fatales dans plus de 80% de cas. Selon les familles des patients, ces
crises apparaissent lors d’une demande excessive d’énergie. Malheureusement, les
mécanismes sous-jacents a 1’apparition des crises et notamment la physiopathologie du LSFC
demeurent inconnus. Afin de mieux comprendre les mécanismes de régulation du
métabolisme énergétique chez les patients LSFC, nous avons examiné la régulation de la
protéine kinase activée par I’AMP (AMPK), une enzyme clé de 'homéostasie énergétique, de
méme que certaines de ses voies cibles (SIRT1/PGCla et Akt/mTOR) dans les fibroblastes de
patients LSFC et de témoins en conditions basales et conditions de stress.

En conditions basales, 1’activité de I’AMPK ¢était similaire dans les cellules LSFC et
les témoins. Par contre, les cellules LSFC montraient une surexpression significative des
voies Akt/mTOR et SIRT1/PGCla comparativement aux cellules t¢émoins. Nous avons aussi
examiné ces voies de signalisation suite & une incubation de 4h avec 10 mM de lactate et
1 mM de palmitate (LP), nous permettant de mimer les conditions de « crise ». Nos résultats
ont démontré que le LP augmentait les niveaux de phosphorylation de I’AMPK de 90%
(»<0,01) dans les cellules témoins mais pas dans les cellules LSFC. Pourtant, ’AMPK est
activée dans les cellules LSFC en réponse a une hypoxie chimique induite par le 2,4
dinitrophénol. Dans les cellules témoins, le LP augmentait aussi les niveaux d’expression de
SIRT1 (57%, p<0,05), de LRPPRC (23%, p=0,045) et de COXIV (19%, p<0,05). Un
prétraitement de 48h au ZMP, un activateur pharmacologique de I’AMPK, a eu un effet
additif avec le LP et des augmentations de SIRT1 phosphorylée (120%, p<0,05), de SIRT1
total (75%, p<0,01), de LRPPRC (63%, p<0,001) et de COXIV (38%, p<0,001) ont été
observés. Tous ces effets étaient aussi abolis dans les cellules LSFC. En conclusion, nos
résultats ont démontré des altérations importantes de la régulation du métabolisme

énergétique dans les fibroblastes de patients LSFC.

Mots clés : LSFC, LRPPRC, AMPK, fibroblastes, dysfonction mitochondriale, métabolisme
énergétique, palmitate, ZMP
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Abstract

Leigh syndrome French Canadian type (LSFC) is an orphan infantile disease caused
by mutations in the LRPPRC gene. It is characterized by a tissue-specific cytochrome c
oxidase deficiency (COX), mitochondrial dysfunction and fatal lactic acidosis crises which
occur in more than 80% of cases. According to parents, these crises occur during stressful
situations. The pathophysiology underlying this disease and the factors that precipitate these
crises remain unknown. To better understand the regulation of energy metabolism in LSFC
patients, we examined the activity of AMP activated protein kinase (AMPK), a key regulator
of energy balance, and its downstream targets (SIRT1/PGCla and Akt/mTOR) in LSFC and
control fibroblasts under basal and stress conditions.

Our results showed that AMPK activity was similar in LSFC and control cells under
basal conditions. On the other hand, Akt/mTOR and SIRT1/PGCla pathways were up
regulated in LSFC cells compared to controls. We next examined AMPK activity in cells
treated with 10 mM lactate and 1mM palmitate (LP) for 4h, thus mimicking the conditions of
“crisis”. Following this treatment, AMPK phosphorylation levels increased significantly (90%,
p<0.01) in control cells but not in LSFC cells. Nevertheless, AMPK seems functional in
LSFC cells because the enzyme was activated in response to chemical hypoxia induced by 2,4
dinitrophenol. LP also increased the expression of SIRT1 (57%, p<0.05), LRPPRC (23%,
p=0.045) and COXIV (19%, p<0.05), in controls cells. Furthermore, pretreatment with ZMP,
a pharmacological activator of AMPK, had an additive effect with LP leading to a further
increase in the activity of SIRT1 (120%, p<0.05), as well as the expression levels of SIRT1
(75%, p<0.01), LRPPRC (63%, p<0.001) and COXIV (38%, p<0.001). All these effects
were abolished in LSFC cells and thus, our data highlight alterations in the regulation of key
enzymes of energy metabolism, including the activation of AMPK, in LFSC fibroblasts.

Key words: LSFC, LRPPRC, AMPK, fibroblasts, mitochondrial dysfunction, energy
metabolism, palmitate, ZMP.
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Avant-propos

Le syndrome de Leigh type canadien francais (LSFC), appelé aussi acidose lactique,
est une maladie mitochondriale rare mais avec une prévalence et une mortalité¢ ¢élevées au
Québec. Il y a un peu plus de 20 ans cette maladie était peu connue du grand public. C’est a
partir de 1999, avec le lancement du premier défi Pierre Lavoie, qu’elle a été découverte par
le public. Avec la participation des parents d’enfants atteints, ce défi a permis d’amasser des
fonds pour la recherche. Le géne muté responsable de la maladie fiit ainsi découvert en 2003.
Depuis, avec I’appui des familles de 1’Association de I’acidose lactique, un consortium de
chercheurs multidisciplinaires a été créé en 2007. Le but principal de ce consortium est de
mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués dans le LSFC et
éventuellement de développer des thérapies. Ce projet de maitrise rentre dans le cadre des

recherches menées par le consortium.

Le LSFC est une maladie mitochondriale caractérisée par une déficience du complexe
IV de la chaine respiratoire entrainant une dysfonction de la mitochondrie. Dans d’autres
maladies mitochondriales, cette déficience est associée a plusieurs altérations métaboliques
incluant la diminution de la production énergétique par la mitochondrie. En ce qui concerne le
LSFC, les conséquences de cette dysfonction demeurent inconnues. Mon projet était
d’identifier les voies de signalisation, notamment énergétiques, qui sont altérées chez les
patients LSFC avec une emphase sur la voie de la protéine kinase activée par I’AMP

(AMPK), voie régulatrice par excellence du métabolisme énergétique.

La premiére partie de ce mémoire constitue une revue de la littérature. Le premier
chapitre est consacré aux maladies mitochondriales en général. Ce chapitre a été choisi pour
mieux cerner les caractéristiques du LSFC en tant que maladie mitochondriale. Il inclut une
partie sur le role de la mitochondrie dans le métabolisme énergétique, les dysfonctions
mitochondriales associées aux maladies mitochondriales, de méme que leurs conséquences.
Le deuxiéme chapitre décrit les caractéristiques du LSFC, ainsi que les dernieres avancées sur
la compréhension de sa pathogénie. Enfin, le troisiéme est consacré a la protéine AMPK. Il

expose les caractéristiques de I’AMPK, la régulation de son activité et ses multiples roles
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dans le rétablissement de ’homéostasie énergétique. La deuxiéme partie du mémoire consiste
en la présentation du projet de recherche. Elle inclut les hypothéses, les objectifs, 1’approche
expérimentale ainsi que les résultats. Une derniére partie porte sur la discussion des résultats

dans le contexte de la littérature.
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I- Les maladies mitochondriales

Les maladies mitochondriales, comme leur nom I’indique, sont des maladies
héréditaires associées a un dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale. Elles
sont transmises de facon autosomique dominante ou récessive. Elles peuvent avoir une
transmission maternelle ou liée au chromosome X. Ce groupe de maladies fait partie des
maladies métaboliques héréditaires les plus fréquentes avec une prévalence de 1/5000
naissances. Elles affectent les personnes de tous ages mais plus particuliérement les enfants.
Ce sont des maladies complexes, de causes multiples, avec des manifestations cliniques trés

variées (1).

I.1- La mitochondrie et le métabolisme énergétique

La mitochondrie est un organite d’origine bactérienne présente en nombre variable
dans presque toutes les cellules du corps humain. Elle dérive d’une endosymbiose entre les
cellules procaryotes et eucaryotes, ce qui lui confére une anatomie distincte des autres
organelles de I’organisme (2). Elle est composée d’une matrice et d’un espace inter
membranaire délimités par deux membranes : une membrane externe uniforme et continue, et
une membrane interne qui forme des crétes (Figure 1, p. 3). Elle posséde son propre génome,
I’acide désoxyribonucléique mitochondrial (ADNmt). Cependant, celui-ci synthétise
seulement une partie des acides ribonucléiques (ARN) et des protéines dont la mitochondrie a
besoin. L’ADNmt est constitué de 37 génes dont deux codent pour des ARN ribosomaux, 22
codent pour des ARN de transfert, et 13 qui codent pour les ARN messagers (ARNm) des
protéines de la chaine respiratoire. Le reste des protéines provient de I’ADN nucléaire

(ADNn) qui code pour environ 900 protéines mitochondriales (3).
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Figure 1. Structure de la mitochondrie. Figure tirée de Biochemistry 5" edition, section

18.1, 2002.

La mitochondrie est un organite dynamique, en continuel remodelage au travers des
processus de fusion et de fission, de la biogenése et de I’autophagie. Par ces mécanismes, elle
participe a plusieurs fonctions cellulaires telles que la transduction du signal, la régulation du
cycle cellulaire, le stress oxydatif, la thermogenése, I’homéostasie calcique et 1’apoptose (4).
Cependant, le role principal de la mitochondrie demeure la production de 1’énergie cellulaire
sous forme d’adénosine triphosphate (ATP). Elle est le siége de certaines réactions du

métabolisme intermédiaire et de la phosphorylation oxydative (5).

1.1.1- Le métabolisme intermédiaire

Le métabolisme intermédiaire constitue 1’ensemble des réactions cataboliques et
anaboliques des macronutriments a savoir les glucides, les lipides et les protéines lesquels
sont digérés respectivement en glucose, en acides gras libres et en acides aminés (5). La
Figure 2 (p. 4) présente I’ensemble des réactions impliquées dans le catabolisme du glucose et
des acides gras. Les réactions cataboliques de ces derniers et des acides aminés seront

discutées dans les sous-sections suivantes.
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Figure 2. Réactions du métabolisme intermédiaire dans la mitochondrie. Figure adaptée
de DiMauro S. et Schon E.A. N Engl J Med, 348, 2656-2668, 2003.

ADP : adénosine diphosphate, ATP : adénosine triphosphate, ANT : adénine nucléotide
translocateur, CACT : carnitine-acyl-carnitine translocase, CoQ : coenzyme Q, CPT:
carnitine-palmitoyl-transférase, DIC : transporteur dicarboxylate, ETF : flavoprotéine de
transfert d’¢lectron, ETF-DH : déshydrogénase de transfert d’¢électron, FAD : flavine adénine
dinucléotide, FADH2 : FAD réduit , NADH,H" : nicotinamide adénine dinucléotide réduit,
PDHC : complexe de la pyruvate déshydrogénase, TCA : cycle acide tricarboxylique, I:

complexe I, II : complexe II, III : complexe III, IV : complexe IV, et V : complexe V.



L1.1.1- Catabolisme du glucose

La glycolyse est la voie de dégradation du glucose en pyruvate. Ce dernier peut ensuite
étre converti en acétyl-CoA ou en lactate. La glycolyse permet la synthése de deux molécules
d’ATP et deux molécules de nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH,H"). Dans le
cytosol, le glucose est transformé en glucose-6-phosphate (G-6-P) par une hexokinase. Suite a
une série de réactions enzymatiques, le G-6-P est transformé en fructose 1,6 biphosphate puis
clivé pour former du dihydroxyacétone phosphate et du glycéraldéhyde 3 phosphate (GAP).
Une série de réactions enzymatiques transforme le GAP en pyruvate. En présence d’oxygene,
le pyruvate entre dans la mitochondrie ou il est transformé en acétyl-CoA par la pyruvate
déshydrogénase. Dans d’autres conditions, notamment anaérobiques, le pyruvate est

transformé en lactate sous 1’action de la lactate déshydrogénase (Figure 3, p. 5) (5).
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Figure 3. Etapes de la glycolyse. Figure adaptée de Biochemistry 5™ edition, section 16.1,
2002. NAD: nicotinamide adénine dinucléotide, NADH: nicotinamide adénine dinucléotide
réduit, ATP : adénosine triphosphate, ADP : adénosine diphosphate, GAP : glycéraldéhyde 3
phosphate, DHAP : dihydroxyacétone phosphate.



L 1.1.2- Catabolisme des acides gras libres

Les acides gras libres doivent préalablement étre activés en acyl-CoA pour ensuite étre
oxydés au niveau de la matrice mitochondriale. Cette étape d’activation, catalysée par
I’enzyme acyl-CoA synthétase, lie un coenzyme A a un acide gras libre. L’activation des
acides gras a chaine longue (nombre de carbone supérieur ou égal a 14) a lieu soit dans le
cytosol, soit au niveau de la membrane externe dépendamment des isoformes de I’acyl-CoA
synthétase (5,6). Comme, I’acyl-CoA formé ne peut pas traverser la membrane interne, il est
transporté dans la matrice par le systéme de carnitine. Au niveau de la membrane externe, la
carnitine se lie a 1’acyl-CoA pour former 1’acyl-carnitine, une réaction catalysée par la
carnitine-palmitoyl-transférase 1 (CPT1). L’acyl-carnitine libéré dans [’espace inter
membranaire est pris en charge par 1’acyl-carnitine translocase pour traverser la membrane
interne. Dans la matrice, ’acyl-carnitine est retransformé en acyl-CoA via une réaction
catalysée par la carnitine-palmitoyl-transférase 2 (Figure 4, p. 6). En ce qui concerne les
acides gras a chaine moyenne et courte (nombre de carbones inférieurs a 14), ces derniers
traversent librement les membranes interne et externe et leur activation a lieu directement
dans la matrice par une acyl-CoA synthétase matricielle. L’acyl-CoA est le substrat lipidique

de la B-oxydation (5,6).
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Figure 4. Le systéme carnitine. Figure tirée de Le Borgne F. et Demarquoy J. Science &
Sports, 18, 125-133, 2003. CPT I : carnitine palmitoyl transférase I, CPT II : carnitine

palmitoyl transférase II, CACT : carnitine acylcarnitine translocase, CoASH : coenzyme A.



La B-oxydation comporte 4 étapes de dégradation de I’acyl-CoA en acétyl-CoA a
savoir une déshydrogénation, une hydratation, une deuxiéme déshydrogénation et enfin un
clivage de ’acide gras. La derniére étape libére un acyl-CoA privé de deux carbones qui
servira de substrat pour le tour suivant, de méme qu’un acétyl-CoA. A chaque tour de cycle,
une molécule de flavine adénine dinucléotide réduit (FADH,) et une molécule de NADH,H"
sont libérées dans la matrice (Figure 5, p. 7). Pour un acide gras a 2n carbones, (n-1) tours
d’oxydation sont nécessaires pour la formation de n acétyl-CoA. Par exemple, le palmitoyl-
CoA, un acyl-CoA a 16 carbones, sera dégradé en 8 acétyl-CoA au cours de 7 tours de 3-
oxydation et produira 7 molécules de FADH, et 7 molécules de NADH,H". Dans le cas d’un
acide gras avec un nombre impair (2n+1) de carbones, le clivage libére (n-1) acétyl-CoA et un

propionyl-CoA (5,6).
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Figure 5. L’oxydation des acides gras dans la mitochondrie. Figure adaptée de
Biochemistry 5 edition, section 22.2, 2002. NAD: nicotinamide adénine dinucléotide, FAD:

flavine adénine dinucléotide, HSCoA : coenzyme A.



1.1.1.3- Catabolisme des acides aminés

La dégradation d’un acide aminé est composée de deux étapes : la transamination puis
la désamination pour former 1’acide o-cétonique correspondant. Selon I’acide aminé de
départ, le squelette carboné peut-étre transformé en sept composés différents soit: 1’a-
cétoglutarate, I’oxaloacétate, le fumarate, 1’acétoacétyl-CoA, le succinyl-CoA, le pyruvate et
I’acétyl-CoA. Selon les organes, ces derniers entrent dans le métabolisme intermédiaire pour
la production d’énergie ou participent a la synthése des glucides ou des lipides (Figure 6, p. 8)

(5,6).
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Figure 6. Le devenir du squelette carboné des acides aminés. Figure tirée de Biochemistry
5" edition, section 23.5, 2002.

11.1.4- Cycle de Krebs

Le cycle de Krebs, appelé aussi le cycle de 1’acide citrique, constitue 1’étape finale du
catabolisme oxydatif des glucides, des acides gras et des acides aminés. Il a lieu dans la
matrice mitochondriale. Le cycle comprend huit réactions enzymatiques qui se résument en
trois grandes étapes. A chaque tour d’oxydation, une molécule d’acétyl-CoA réagit avec une
molécule d’oxaloacétate pour former du citrate. La premicre étape du cycle consiste a
transformer le citrate en isocitrate par deux réactions enzymatiques de déshydratation et de

réhydratation. La deuxiéme étape est une série de trois réactions de décarboxylation



permettant de convertir ’isocitrate en succinate. Enfin, la troisieme étape permet la
régénération de 1’oxaloacétate par une suite de trois réactions de déshydrogénation,
d’hydratation et de déshydrogénation. Globalement, le cycle de Krebs permet I’oxydation du
groupement acétyle de I’acétyl-CoA en deux molécules de CO,. A chaque tour, le cycle libére
de I’énergie sous forme d’une molécule de guanosine triphosphate (GTP) et génére des
coenzymes réduits, soit une molécule de FADH, et 3 molécules de NADH,H", qui seront

oxydés en présence d’oxygene par la chaine respiratoire mitochondriale (Figure 7, p. 9) (5,6).
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Figure 7. Etapes du cycle de Krebs. Figure tirée de Biochemistry 5" edition, section 17.1,
2002. NADH,H' : nicotinamide adénine dinucléotide réduit, FADH,: flavine adénine

dinucléotide réduit, GTP : guanosine triphosphate.



1.1.2- La phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative a lieu au niveau de la chaine respiratoire
mitochondriale. C’est une série de réactions d’oxydoréduction des coenzymes réduits
(NADH,H" et FADH,) couplée a la phosphorylation d’adénosine diphosphate (ADP) en ATP.
La chaine respiratoire mitochondriale est composée de cinq complexes protéiques (I, II, III,
IV et V) situés dans la membrane interne. Les quatre premiers complexes forment la chaine
d’oxydoréduction et le cinquiéme complexe est une ATP synthétase et qui comme son nom
I’indique, est responsable de la syntheése d’ATP. Deux petites protéines mobiles : le coenzyme
Q (CoQ) et le cytochrome ¢ se situent dans la membrane interne et participent au transport
des ¢électrons. Le CoQ permet le transport des électrons des complexes I et II vers le complexe
IIT alors que le cytochrome ¢ transfere les électrons du complexe III vers le complexe IV
(Figure 8, p. 10). La chaine respiratoire joue un réle primordial dans la respiration cellulaire et

permet la production de plus de 90% de 1’énergie cellulaire (5).
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Figure 8. La chaine respiratoire mitochondriale. Figure tirée de DiMauro S., Biochim
Biophys Acta, 1658, 80-88, 2004. e- : électrons, H' : protons, CoQ : Coenzyme Q, Cyt ¢ :
cytochrome ¢, TCA cycle : cycle acide tricarboxylique, O, : dioxygene, H,O : eau, ADP :
adénosine diphosphate, ATP : adénosine triphosphate.
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1.1.2.1- Les réactions d’oxydoréduction

Les complexes I, II, III, et IV de la chaine respiratoire comportent des systémes
d’oxydoréduction qui vont transférer les électrons des coenzymes réduits, NADH,H™ et
FADH,, vers ’oxygéne. Ces réactions sont couplées a un déplacement des protons H' de la

matrice vers 1’espace inter membranaire pour former un gradient électrochimique.

Le complexe I ou NADH-coenzyme Q-oxydoréductase est une enzyme constituée
d’une flavine mononucléotide (FMN) et de 6 centres fer-soufre. Le complexe I catalyse

I’oxydation du NADH,H' en NAD" via la FMN. Il transfére les électrons du NADH,H" sous

forme d’ions hydrures H au CoQ, le réduisant en CoQHs,.

NADH,H" + CoQ — NAD" + CoQH,

Cette réaction d’oxydoréduction libére de 1’énergie qui sert a déplacer les protons H' libérés

de la matrice vers I’espace inter membranaire (5).

Le complexe II ou succinate-coenzyme Q-oxydoréductase est constitué d’'une FAD et
de 3 centres fer-soufre. Il contient I’enzyme succinate déshydrogénase du cycle de Krebs qui
catalyse, en présence de FADH,, 1’oxydation du succinate en fumarate. Le complexe II fait
donc partie a la fois du cycle de Krebs et de la chaine mitochondriale. Les ¢électrons libérés
sont transférés par les centres fer-soufre, au CoQ de la membrane interne entrainant sa

réduction en CoQH,.
FADH; + CoQ — FAD + CoQH,
Cette réaction d’oxydoréduction ne libére pas suffisamment d’énergie pour le pompage de

protons. Cependant, le complexe II reste indispensable a la chaine respiratoire puisqu’il est le

seul accepteur d’électrons du FADHj; issu du cycle de Krebs (5).
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Le complexe III ou coenzyme Q-cytochrome c-oxydoréductase contient les
cytochromes b et cl ainsi qu’'un centre fer-soufre. L’enzyme ubiquinol-cytochrome c-
oxydoréductase du complexe catalyse 1’oxydation du CoQHj; et transfére les électrons, un par
un, au cytochrome ¢ ferrique Fe’™ le réduisant en cytochrome ¢ ferreux Fe*” selon la réaction

suivante :

CoQH, + cytochrome ¢ Fe*" — CoQ + cytochrome ¢ Fe**

Cette réaction libére suffisamment d’énergie pour permettre le transfert de protons H™ de la

matrice vers 1’espace inter membranaire (5).

Le complexe IV ou cytochrome ¢ oxydase (COX) est constitué, entre autres, de deux
atomes de cuivre et deux atomes de fer. La COX catalyse 1’oxydation du cytochrome c
ferreux Fe®" et les électrons libérés serviront a réduire une molécule d’oxygéne pour former,
dans la matrice, une molécule d’eau. La réaction d’oxydoréduction libére suffisamment

d’énergie pour le pompage de protons H' vers 1’espace inter membranaire (5).

Cytochrome ¢ Fe*" +12 0, — cytochrome ¢ Fe** + H,0

1.1.2.2- La phosphorylation oxydative

La synthese d’ATP est catalysée par le complexe V ou ATP synthétase. C’est une
enzyme transmembranaire constituée de deux sous-unités : la sous-unité Fy qui permet le
retour des ions H' dans la matrice et la sous-unité F, qui contient le site catalytique. Le
pompage de protons de la matrice vers l’espace inter membranaire crée un gradient
¢lectrochimique de protons enfermant 1’énergie issue de 1’oxydation des coenzymes : c’est la
force proton-motrice. Lors du retour des ions H' dans la matrice mitochondriale, le flux des
protons libére une énergie chimique que I’ATP synthétase utilise pour la phosphorylation de

I’ADP en ATP (5).
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I.2- Dysfonction mitochondriale : Cause des maladies mitochondriales

1.2.1- Mutations génétiques

Les maladies mitochondriales peuvent étre causées par des mutations au niveau de
I’ADNmt ou au niveau de I’ADNn. Toutefois, la majorité de ces maladies sont dues a des
mutations du génome nucléaire, ce dernier codant pour la plupart des protéines
mitochondriales. Les mutations affectent en majorit¢ les geénes qui codent pour les
composantes structurelles ou pour les facteurs d’assemblage des complexes de la chaine
respiratoire. Les autres mutations vont notamment affecter les protéines impliquées dans le
maintien de I’ADNmt et la synthése ou I’importation des protéines mitochondriales. Toutes
ces mutations conduisent a des défauts de la chaine respiratoire, principalement des

déficiences en un ou plusieurs des complexes de la chaine (7,8).

1.2.1.1- Déficience en complexe [

Le complexe I est constitué¢ de 45 sous-unités codées a la fois par ’ADNmt et I’ADNn
(9). Les maladies mitochondriales les plus fréquentes sont associées a une déficience isolée du
complexe I et elles affectent aussi bien les enfants que les adultes. D’origine mitochondriale
ou nucléaire, les mutations responsables de la déficience en complexe I affectent les génes
codant pour les composants structurels ou les facteurs d’assemblage des sous-unités du
complexe. Les anomalies génétiques touchent soit I’assemblage du complexe en empéchant
I’insertion des sous-unités dans le complexe, soit 1’assemblage se fait correctement mais
I’activité enzymatique est déficiente (10). Les phénotypes cliniques associés a ces maladies
sont variés. Classiquement, on retrouve le syndrome de Leigh (encéphalomyopathie) et la
neuropathie optique héréditaire de Leber associés entre autres aux mutations dans le geéne
d’assemblage NDUFAFI (NADH Dehydrogenase (ubiquinone) 1 Alpha Subcomplex,
Assembly Factor 1) et le géne de structure ND4 (NADH déshydrogénase 4), respectivement
(11,12).
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1.2.1.2- Déficience en complexe 1l

Le complexe II est constitué de 4 sous-unités protéiques, appelées succinate
déshydrogénase (SDH) A a D, qui sont enticrement codées par le génome nucléaire. Les
anomalies a I’origine d’un déficit du complexe II sont donc d’origine nucléaire uniquement.
Les mutations dans le géne codant pour la sous-unité SDH-A causent le syndrome de Leigh
alors que les mutations qui affectent les sous-unités SDH-B, SDH-C et SDH-D prédisposent
aux cancers (13, 14, 15, 16). Le complexe II appartient a la fois a la chaine respiratoire et au
cycle de Krebs. Par conséquent une anomalie au niveau de celui-ci entraine des altérations

dans les deux voies.

1.2.1.3- Déficience en complexe 111

Le complexe III est constitué de 11 sous-unités mais une seule est codée par I’ADNmt
(17). Les maladies caractérisées par une déficience en complexe III sont rares. Les mutations
responsables peuvent étre d’origine mitochondriale ou nucléaire. Elles ont ét¢ identifiées dans
deux genes de structure soit le CYTB (cytochrome b) et I’'UQCRB (Ubiquinol-Cytochrome ¢
Reductase Binding Protein) et un geéne d’assemblage, le BCS/L (Ubiquinol-Cytochrome c
Reductase Synthesis-Like). Les mutations dans les génes structuraux ont été associées a
I’encéphalopathie mitochondriale, I’encéphalomyopathie mitochondriale, la cardiomyopathie,
la dysplasie septo-optique, et le trouble multisystémique. Les mutations dans le facteur
d’assemblage BCS1L sont associées a une plus grande variété phénotypique soit : un retard de
croissance, une aminoacidurie, une cholestase, une surcharge en fer, une acidose lactique et

une mort précoce, une perte auditive neurosensorielle et une perte de cheveux (18).

1.2.1.4- Déficience en complexe IV

Le complexe IV ou COX est composé¢ de 13 sous-unités. Trois de ces sous-unités
(COX1, COX2 et COX3) forment la partie catalytique du complexe et sont codées par
I’ADNmt alors que les 10 autres sous-unités (COX4, COX5A, COX5B, COX6A, COX6B,
COX6C, COX7A, COX7B, COX7C et COX8) sont codées par I’ADNn. Ces derniéres

participent a la stabilité ainsi qu’a la régulation du complexe (8).
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Les maladies mitochondriales associées a la déficience en COX sont parmi les plus
fréquentes. Les mutations génétiques qui en sont responsables sont trés hétérogenes et sont
associées a des manifestations cliniques variées. Quelques mutations ont été identifiées dans
les génes mitochondriaux (COX1, COX2 et COX3). Les autres mutations ont été¢ décrites dans
5 génes nucléaires (SURFI-Surfeit Gene 1-, SCO-Cytochrome ¢ Oxidase Assembly Protein-
1 et 2, COXI10, et COX15) codant pour des facteurs d’assemblage du complexe IV. Les
mutations dans les génes COXI-3 ont été associées a la myopathie et au syndrome
d’encéphalopathie mitochondriale avec acidose lactique et des pseudo-accidents vasculaires
cérébraux (MELAS). Plus de 40 mutations dans le géne SURFI ont été associées au syndrome
de Leigh. Les mutations dans SCOI et SCO2 causent respectivement une hépatopathie
néonatale et un coma acidocétosique et une cardiomyopatie infantile. Les mutations dans
COXI10 et COXI5 peuvent entrainer le syndrome de Leigh et une cardiomyopathie
hypertrophique infantile mortelle (8). D’autres mutations dans le gene LRPPRC (Leucine-
Rich PPR-motif Containing Protein) ont été associées a la déficience en COX et entraine le
syndrome de Leigh de type canadien frangais, sujet principal de cette étude. Ce géne sera

discuté en détail dans la section II.

1.2.1.5- Déficience en complexe V

Le complexe V est constitu¢ de 16 sous-unités. Deux des sous-unités du module Fy
sont codées par les génes mitochondriaux ATP6 et ATPS (ATP synthétase 6 et 8) alors que les
autres sous-unités sont codées par I’ADNn. Les mutations au niveau du géne A7TP6 sont les
plus fréquentes. Elles causent des défauts d’assemblage du complexe et de plus, elles
diminueraient 1’activité catalytique. Elles ont été observées dans le syndrome de Leigh et le
syndrome de neuropathie, d’ataxie, et de rétinite pigmentaire (NARP). Une mutation au
niveau du géne ATPS a ¢été associée a une diminution de ’activité et de 1’assemblage du
complexe (19). La formation du module F; nécessite deux facteurs d’assemblage (ATP11 et
ATP12) qui sont codés par le génome nucléaire. Une mutation au niveau du gene ATPI2
cause une diminution drastique de la formation du complexe V, entrainant une acidose
lactique sévere, une cardiomyopathie hypertrophique et une acidurie méthylglutaconique

(20,21).
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1.2.2- Altérations métaboliques

La mitochondrie est un organite multifonctionnel jouant un réle primordial dans la
cellule. La dysfonction de celle-ci engendre plusieurs anomalies métaboliques liées, en
particulier, a la production énergétique, a 1’apoptose ainsi qu’a la production d’espéces
réactives oxygénées (ROS) (7). Les dysfonctions mitochondriales sont d’ailleurs souvent
associées a des maladies métaboliques telles que le cancer, l'insuffisance cardiaque, le diabéte,

l'obésité, 1'athérosclérose et les maladies du foie (22, 23).

1.2.2.1- Production d’ATP

Une déficience en un ou plusieurs des complexes de la chaine respiratoire entraine une
perte d’activité de cette derniere et par conséquent une diminution de la production d’énergie
sous forme d’ATP (7). L’ATP est une source énergétique majeure pour I’organisme grace a
ses liaisons phosphodiesters riches en énergie (5). Il participe aussi a la régulation de I’activité
de certaines protéines par phosphorylation ou en tant qu’effecteur allostérique. Il intervient
ainsi dans plusieurs processus physiologiques tels que la contraction musculaire, le transport
des molécules et des ions; la biosyntheése des protéines, des ARN et des nucléosides
triphosphates, et dans les réactions métaboliques comme 1’oxydation des acides gras (5). Une
déficience dans la production d’ATP entraine un ralentissement, voire un dysfonctionnement,
de tous ces processus biologiques. Toutefois, il existe des mécanismes compensatoires
physiologiques permettant plusieurs réajustements métaboliques afin de rétablir I’homéostasie
énergétique comme 1’augmentation de la production d’énergie par la glycolyse (24). D’autres
mécanismes existent, par exemple, dans certaines maladies liées a un déficit du complexe I ou

une augmentation compensatoire de I’activité du complexe IV est observée (25).

Une des conséquences des maladies mitochondriales est 1’accumulation de lactate
(Tableau I, p. 17). Une déficience sévere de la chaine respiratoire entraine des changements
de I’état d’oxydoréduction notamment en diminuant 1’oxydation du pyruvate ce qui entraine
une augmentation de sa conversion en lactate et une accumulation de ce dernier dans le sang.
Le lactate est recyclé principalement dans le foie ou il sert de substrat a la néoglucogenése.

Dans les maladies mitochondriales, ces mécanismes sont souvent défectueux. De plus, les
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cellules deviennent trop dépendantes de la glycolyse ce qui favorise une syntheése plus
importante du pyruvate et sa conversion en lactate. Ces situations peuvent provoquer une

acidose lactique toxique pour les cellules (26).

Tableau 1. Les niveaux de lactate en fonction du type de déficience et des genes mutés

Déficience Complexe I Complexe II Complexe II' Complexe IV Complexe V
[lactate] Mutations SDHC Cytb LRPPRC ATP6
normale nucléaires et ~ SDHD
<2, mM mitochondriales
[lactate] ND5 SDHA MTCYTB LRPPRC ATP6
modérée ND6 UQCRB COX10 ATPI2
2-5 mM COX15

CoXI
coxii
[lactate] ND3 BCS1 SURF1
sévére NDS5
>S5 mM

Tableau adapté de Robinson B.H., Mol Genet Metab, 89, 3-13, 2006. ND: NADH
déshydrogénase, SDH : succinate déshydrogénase, Cyt b: cytochrome b, MTCYTB:
cytochrome b mitochondrial, UQCRB : géne codant pour la protéine ubiquinol-cytochrome c
réductase qui lie I’'ubiquinone, BCS/ : géne codant une protéine indispensable a la synthése du
complexe ubiquinol-cytochrome ¢ réductase, LRPPRC : leucine-rich PPR-motif containing

protein, COX : cytochrome c oxydase, SURFI : surfeit gene 1, ATP : ATP synthétase.

1.2.2.2- Stress oxydatif

La mitochondrie est une source importante de ROS. Les ¢€lectrons des complexes I et
111 principalement interagissent avec le dioxygéne (O,) pour générer 1’anion superoxyde (O, *)
(27). Lors du transport d’électrons, seul 2% des électrons libérés participent a la production
physiologique d’0, ". Dans un état d’homéostasie énergétique, ces derniers jouent un role

dans la signalisation cellulaire. Il a été démontré qu’en général, un blocage de la chaine

respiratoire, notamment au niveau de COX, provoque une accumulation d’électrons libres et
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de molécules d’O,, favorisant la formation d’O, (27). L’0, " n’est pas un radical tres nocif,
mais il est trés réactif. Deux molécules d’O,  engendrent spontanément le peroxyde
d’hydrogéne (H,O,) capable de générer un radical trés toxique I’hydroxyle (HO'). En

présence du monoxyde d’azote (NO), 1’0, ~ peut aussi former I’anion peroxynitrite (ONOO )

qui lui aussi est trés toxique (27, 28, 29). Ces radicaux libres attaquent et détruisent les
macromolécules de la cellule comme 1I’ADN, les lipides et les protéines. Ils causent des
dommages a la chaine respiratoire, induisent I’ouverture du pore de transition de perméabilité
mitochondriale (PTP), et activent la voie des caspases. Ces dommages peuvent conduire, in

fine, a la mort cellulaire (27, 28, 29, 30, 31).

1.2.2.3- Apoptose

L’apoptose est une mort cellulaire physiologique programmeée sous contrdle génétique.
C’est un mécanisme d’autodestruction cellulaire en équilibre avec la prolifération cellulaire.
L’apoptose joue un rdle primordial dans la croissance, le développement, la différenciation et
I’¢limination des cellules anormales. Elle se caractérise par la condensation nucléaire et
cytoplasmique, le bourgeonnement et la fragmentation de la membrane et enfin la formation
de corps apoptotiques. Ces derniers sont reconnus, ingérés et dégradés par les phagocytes. Un
déficit de I’apoptose est associé au cancer alors qu’un exces d’apoptose peut causer des
maladies neurodégénératives ou auto-immunes. Un déréglement de 1’apoptose est néfaste

pour 1’organisme (32).

La mitochondrie joue un réle important dans le processus d’apoptose (33). Et pour
cause, I’espace inter membranaire mitochondriale dispose de plusieurs molécules qui jouent
un role clé dans ce processus. En réponse a des niveaux faibles d’ATP, les protéines pro-
apoptotiques membres de la famille Bcl2 favorisent la perméabilisation de la membrane
externe mitochondriale (MOMP), ce qui libére les molécules pro-apoptotiques comme le
cytochrome ¢ dans le cytosol. Ce dernier forme un complexe macromoléculaire avec le
facteur activateur des protéases apoptotiques 1 (Apafl) qui active la cascade des caspases pro-

apoptotiques. Le relargage du contenu de 1’espace inter membranaire fait varier le potentiel de
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la membrane et ouvre le PTP. L’ouverture de ce dernier entraine le gonflement de la
mitochondrie qui éclate libérant tous les composants pro-apoptotiques et conduisant a la mort

cellulaire (33,34).

I1- Le syndrome de Leigh, de type canadien francais (LSFC)
I1.1- Caractéristiques : syndrome de Leigh classique vs LSFC

II.1.1- Syndrome de Leigh classique

Le syndrome de Leigh classique, aussi connu sous le nom d’encéphalomyopathie
nécrosante subaigiie, est une maladie mitochondriale neurodégénérative a caracteére récessif
qui touche particuliérement les enfants de moins d’un an, et plus rarement les adolescents et
les jeunes adultes. Sa prévalence est de 1 naissance sur 40000. Il est communément
caractérisé par des lésions cérébrales d’une grande hétérogénéité clinique et génétique (35, 36,

37, 38).

Les mutations a 1’origine de ce syndrome affectent les génes codant pour les facteurs
d’assemblage ou les composantes des sous-unités des complexes I, II, IV et V et conduisent a
une diminution de I’activité de un ou plusieurs complexes de la chaine respiratoire (38). Dans
certains cas, les mutations au niveau du CoQ et du complexe de la pyruvate déshydrogénase
résultent en une déficience de ces derniers (38). La maladie est aussi caractérisée par une
acidose lactique pouvant entrainer chez les patients une congestion vasculaire responsable
d’une hypoxémie et d’une nécrose (39). Les régions sous corticales (ganglions de bases, tronc
cérébral, thalamus) sont les plus touchées car celles-ci sont les plus sensibles a 1’acidose

lactique (39).

Les symptomes cliniques apparaissent principalement a partir de un mois aprés la
naissance et sont trés hétérogénes. La majorité des patients présentent des anomalies du
systéme nerveux, principalement le systéme nerveux central. Il s’agit, entre autres, d’un retard

psychomoteur, d’une ophtalmoparésie, d’une atrophie optique, d’une ataxie, une dysphagie
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entrainant des difficultés d'alimentation, une paralysie des nerfs criniens, une faiblesse
générale, une hypotonie, une dystonie, ou encore une insuffisance respiratoire. Certains
patients présentent aussi des anomalies non neurologiques comme une dysmorphie, des
anomalies endocriniennes (petite taille), des anomalies cardiaques (cardiomyopathie

hypertrophique ou dilatée), ou des problémes gastro-entérologiques (diarrhée) (39).

A ce jour, il n’existe aucun traitement pour le syndrome de Leigh. Les patients meurent
majoritairement avant 1’age de 5 ans a cause d’une insuffisance respiratoire aigiie.
Néanmoins, quelques agents thérapeutiques comme la thiamine, la L-carnitine et le CoQ

semblent avoir un effet bénéfique sur les symptdmes pour certains patients (40, 41, 42).

I1.1.2- Syndrome de Leigh de type canadien francais

La variante canadienne francaise du syndrome de Leigh a été observée pour la premicre
fois en 1980 par le pédiatre Jean Larochelle a Chicoutimi aupres d’enfants qui présentaient
une hypotonie accompagnée de crises d’acidose métabolique séveres. Alors que le syndrome
de Leigh classique est observé dans le monde entier, cette variante est principalement
localisée au Québec avec une fréquence plus élevée au Saguenay-Lac-Saint-Jean et a
Charlevoix. Dans ces régions, une personne sur 23 est porteuse de la mutation responsable de
la maladie et I’on dénombre une naissance sur 2063 atteinte du LSFC. Contrairement a ce que
I’on peut penser, la fréquence ¢élevée de cette maladie n’est pas due a une forte consanguinité.
Il s’agirait plutdét d’un «effet fondateur» ou quelques individus porteurs de la mutation ont
contribué de fagcon importante a 1’établissement de celui-ci, en raison des familles nombreuses

et de I’isolation relative de la région (43).

La principale caractéristique du LSFC consiste en une déficience tissu-spécifique de COX,
alors que dans le syndrome de Leigh classique la déficience touche tous les tissus. Cependant,
comme dans le syndrome de Leigh classique, les manifestations cliniques sont tres
hétérogenes et leurs sévérités varient d’un patient a un autre (43).

Les premiers signes cliniques de la maladie se manifestent au cours de la période

néonatale. A la naissance, la majorité des enfants atteints présentent une hypotonie. Cette
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derni¢re s’accompagne, dans certains cas, de problémes de succion, d’une tachypnée
transitoire et de trémulations. En outre, certains enfants présentent une hypoglycémie ou
encore des taux sanguins d’acide lactique élevés. Vers 1’age d’un an, de nombreux enfants
manifestent un retard de développement. En 1’occurrence, ils s’assoient, marchent et parlent
plus tard. Ils présentent aussi des caractéristiques cranio-faciales distinctes comme un front
proéminent, une hypoplasie médio-faciale, une ligne médiane large, un léger hirsutisme, une
forme caractéristique en arc des sourcils, et enfin une faiblesse et un manque d’expression
faciale. Certains patients plus agés ont une ataxie tronculaire et présentent ainsi des problémes

de marche (43, 44).

Il a été observé, chez les patients LSFC, la survenue de crises aigiies de décompensation.
Il s’agit soit de crises d’acidose métabolique sévere aigiie, soit des crises neurologiques sans
acidose sévere, soit des pseudo-épisodes vasculaires cérébraux. D’aprés une enquéte faite
auprés des parents, ces crises apparaissent le plus souvent suite a une maladie infectieuse
incluant des infections respiratoires et des infections gastro-intestinales. D’autres surviennent
lors d’un effort physique, d’un jeline prolongé ou d’un stress psychologique intense. Les
mécanismes impliqués dans le déclenchement de ces crises restent encore inconnus. Elles se
produisent en général avant I’age de 4 ans et sont fatales dans 82% des cas (43, 44).

Les crises métaboliques sont caractérisées par une respiration de Kussmaul, une perfusion
insuffisante de la peau, une déshydratation, et enfin une acidose lactique associée a une
hyperglycémie. Au cours de ces crises, le pH et le bicarbonate sanguins sont bas et la pression
partielle du gaz carbonique (pCOy) est élevée (Tableau II, p. 22). Ces crises métaboliques
débutent par une acidose et progressent rapidement vers le coma puis la mort qui peut
survenir en moins d’une journée. Au cours de cette période, le patient entre dans une phase de
défaillance multiviscérale. A ce jour, il n’existe aucun traitement ou intervention médicale
pouvant améliorer 1’état du patient. Trés rarement, certains patients survivent a la crise et
affichent une amélioration de leur état métabolique avec des taux de lactate plasmatique
proche de la normale. En général, ces patients développent, dans les jours suivants, une crise

secondaire mixte i.e. métabolique/neurologique souvent mortelle (43, 44).
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Tableau II. Paramétres biochimiques des patients LSFC :

état basal vs état de crise métabolique

Etat basal Etat de crise
Lactate 0.8-2.2 mM 12-26 mM
Bicarbonate 22.0-26.0 mM 3.5-11.8 mM
Glucose 4.5-6.5 mM >10 mM
pH 7.4 7.0

Informations tirées de Morin C. et al, Am J Hum Genet, 53, 488-496, 1993; et de Debray et al,
J Med Genet, 48, 183-189, 2011.

Les crises neurologiques sont caractérisées par une détérioration neurologique aigiie ou
subaigiie sans acidose sévere. Les patients présentent des convulsions, puis entrent dans une
phase de détérioration neurologique, passent sous assistance respiratoire et décedent dans un
¢tat végétatif. Ces crises menent a la mort dans un délai de 34 jours en moyenne (6-66 jours).
Lors des pseudo-épisodes vasculaires cérébraux, les patients présentent plusieurs signes
d’atteinte neurologique comme des convulsions, une hémiparésie, une ophtalmoloplégie, des
myoclonies, une faiblesse, et une 1éthargie. La majorité des patients survivent a ces épisodes

et se rétablissent en quelques semaines (44).

Les crises métaboliques aigiies sont la principale cause de mortalité¢ du LSFC. Les patients
qui n’ont jamais eu de crise survivent a la maladie. Sur les 56 patients dénombrés a ce jour, 45
ont déja développé une ou plusieurs crises et prés de 50% sont décédés des la premiere. La
majorité des survivants sont morts lors de crises subséquentes. Seulement 5 patients ont
survécu aux crises et un seul patient a survécu a plus de 4 crises. Les crises métaboliques

aigiies sont les plus fréquentes et elles n’ont jamais été observées aprés 1’age de 7 ans (44).
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Tableau III. Comparaison entre le syndrome de Leigh classique et le syndrome de Leigh

de type canadien francais

Syndrome de Leigh classique
attribué a la déficience en COX

Syndrome de Leigh, version Canadienne Francaise

Mutation/géne Mutation/ géne
COX15 LRPPRC
SURF1
Activité de COX
Activité de COX -normale dans le cceur et les reins
-<25% dans tous les tissus -50% muscles et fibroblastes
-10-20 % foie et cerveau
Phénotype

Retard psychomoteur, ophtalmoparésie, atrophie optique, ataxie, une
dysphagie entrainant des difficultés d'alimentation, paralysie des nerfs
craniens, faiblesse générale, une hypotonie, dystonie, insuffisance
respiratoire.

Phénotype
Retard de développement, une hypotonie, une dysmorphie faciale et une
acidose métabolique chronique compensée

Pronostic Pronostic

Décés en bas age souvent avant 5 ans suite a une insuffisance respiratoire Décés en bas age souvent avant 5 ans suite a des crises d'acidose lactique
aigue séveres

I1.2- Pathogénie du LSFC

Il existe trés peu d’informations sur la pathogénie de cette maladie. En 2003, on a
découvert le géne associ¢ a la maladie et son mode de transmission. Le LSFC est une maladie
autosomique récessive résultant de mutations dans le géne lrpprc (45, 46). Ces mutations
provoquent une diminution générale de 1’expression de la protéine LRPPRC et une déficience
mécanismes

tissu-spécifique du complexe IV. Cependant, les sous-jacents a la

physiopathologie restent encore largement inconnus.

I1.2.1- Mutations du géne Ilrpprc

11.2.1.1- La protéine LRPPRC

Le géne Ilrpprc est localisé sur le chromosome 2 et est transcrit en deux ARNm
mineurs et un ARNm majeur qui code pour la protéine LRPPRC. La prot¢ine LRPPRC ou
LRP130 a un poids moléculaire de 130 Kilo daltons et comporte une séquence de ciblage
mitochondriale (47). Elle est localisée majoritairement dans les mitochondries, mais on la
retrouve aussi dans le noyau et le cytoplasme. C’est une protéine riche en leucine qui fait

partie de la famille protéique des pentatricopeptides. Cette famille est caractérisée par la
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présence d’un motif répété de pentatricopeptide (PPR) de 35 acides aminés, répété en tandem
et formant une structure hélicoidale. La protéine LRPPRC est constituée de 11 motifs PPR

(48).

LRPPRC est une protéine complexe, multifonctionnelle et dont les mécanismes
d’action restent encore incompris. La présence de motifs PPR suggére qu’elle serait impliquée
dans le processus de transcription, d’épissage, d’excision et d’édition des ARNm
mitochondriaux (48). Selon 1’é¢tude de Xu et coll., LRPPRC a la capacité de fixer les ARNm
nucléaires (49). Cette protéine jouerait aussi un role dans la stabilité¢ et la maturation des
ARNm mitochondriaux. Elle est aussi impliquée dans la traduction des protéines autant
mitochondriales que nucléaires. Plusieurs études ont démontré que LRPPRC prend part a
plusieurs complexes protéiques lui conférant différents rdles dans 1’organisation du
cytosquelette, le transport vésiculaire, le métabolisme mitochondrial, le remodelage des
chromosomes et I’apoptose (48, 49, 50, 51, 52). Dans le noyau, LRPPRC participe au
métabolisme des ARNm en s’associant au complexe ribonucléoprotéique nucléaire (mRNP)
qui lie et transporte les ARNm du noyau vers le cytosol (53). LRPPRC peut aussi se lier au
facteur d’initiation de la traduction, eIF4E, qui contrdle I’exportation d’ARNm spécifiques du
noyau vers le cytoplasme (54). LRPPRC forme aussi un complexe avec le co-activateur
transcriptionnel la du récepteur activé par les proliférateurs des peroxysomes (PGC-1a). La
formation du complexe LRPPRC/PGC-1a est indispensable pour la conversion du lactate en
glucose dans le foie via la néoglucogenese (55). Dans la mitochondrie, LRPPRC est impliqué
dans la régulation de I’expression de I’ADNmt en interagissant avec la protéine SLIRP (Stem-
Loop Interacting RNA Binding Protein) qui joue un rdéle dans 1’homéostasic des ARNm
mitochondriaux (56, 57).

Chaque fonction de LRPPRC fait intervenir de maniere spécifique un des domaines de
la protéine. Une étude sur la structure de cette derniere réveéle que la partie N-terminal de
LRPPRC contient des séquences répétées riches en leucine LXXLXL qui sont importantes
pour le transport nucléaire et la fonction des facteurs de transcription comme PGC-1a (48).
Le domaine C-terminal de LRPPRC contient des motifs de liaison des ARNm nucléaires et
mitochondriaux et joue un rdle dans I’expression des geénes (53). LRPPRC contient aussi deux

domaines d’homologie : le domaine ENTH (Epsin N-Terminal Homology) qui joue un rdle
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dans I’endocytose et 1’organisation du cytosquelette et le domaine SEC1 (Secretory 1) qui
joue un role dans le transport vésiculaire tel que la transmission synaptique, 1’exocytose et la

sécrétion (48).

11.2.1.2- Mutations a [’origine du LSFC

A ce jour, deux mutations causales ont été identifiées dans le géne Irppre. La premiére
est une mutation faux-sens due au remplacement d’un nucléotide (C119—T) dans I’exon 9 du
gene. Cela entraine la substitution d’une alanine par une valine en position 354 de la protéine
codée (A354V). Quatre-vingts quinze pour cent des patients sont homozygotes pour cette
mutation. La deuxiéme mutation consiste en une délétion de 8 nucléotides au niveau de 1I’exon
35 entrainant la formation d’un codon stop a la position 1277 (C1277STOP). Cette deuxiéme
mutation n’a été observée que chez un seul patient, un hétérozygote composé, qui posséde les
deux mutations A354V et C1277STOP (46).

La mutation A354V résulte en une déficience de la protéine LRPPRC. Dans les
fibroblastes et le foie des patients, les niveaux de la protéine représentent moins de 30 % des
niveaux normaux. Le mécanisme par lequel la mutation entraine ce déficit reste encore
inconnu et plusieurs hypothéses ont été émises, notamment la possibilité que la mutation
rende la protéine instable favorisant sa dégradation rapide (57, 49). La diminution de la
quantit¢ de LRPPRC s’accompagne d’une diminution des ARNm mitochondriaux, et de
certaines protéines mitochondriales et nucléaires. Cependant, ’effet de la mutation semble
étre plus sévere et sélective pour les sous-unités de COX (57). De plus, la diminution des
niveaux de LRPPRC avec des siRNA (Small Interfering RNA), in vitro, suggére que la
sévérité de Datteinte de la chalne respiratoire varie en fonction des niveaux de LRPPRC. Donc
une diminution plus importante des niveaux de LRPRRC entraine une diminution des autres
complexes de la chaine respiratoire en plus de COX (57). Le fait d’observer tous ces
changements simplement en réponse a la diminution des niveaux de LPRPPRC, suggére que
la protéine dispose d’une fonction résiduelle. Par contre, de maniere intéressante, la mutation
n’a pas les mémes effets sur tous les tissus et notamment le coeur ne semble pas étre affecté

suite a la mutation.
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11.2.2- La déficience en COX

La déficience en COX est la principale caractéristique du LSFC. Elle est la
conséquence du défaut d’assemblage de ce complexe en raison de la diminution des ARNm et
des protéines des sous-unités COXI, COXII, COXIII, de méme que celle de la sous-unité
COXIV dans certains cas. Ces sous-unités sont indispensables a I’activité catalytique (COXI-
III) et a la stabilité (COXIV) de COX (57). Il en résulte que I’activité de COX est fortement
perturbée chez les patients LSFC. Elle est seulement a 50% de D’activité normale dans les
muscles squelettiques et les fibroblastes, et @ moins de 20% dans le cerveau et le foie. Par
contre, I’activité de COX est presque normale dans le cceur et les reins (58). La raison de cette
atteinte tissu-spécifique n’a pas encore été €élucidée. Il est peu probable que la diminution de
I’activité soit reliée a la demande énergétique puisqu’un organe comme le ccoeur n’est
quasiment pas touché. Un mécanisme compensatoire est probablement, en partie, a 1’origine
de cette différence.

Les défauts dans la chaine respiratoire mitochondriale tel que la déficience en COX
conduisent a de nombreuses altérations métaboliques. De maniére intéressante, les
fibroblastes de patients LSFC démontrent un ratio lactate/pyruvate a peine augmenté voire
normal (58) et des niveaux d’ATP comparables voire supérieurs aux niveaux retrouvés dans
les cellules des témoins (59). Cela vient supporter 1’idée de I’existence d’un mécanisme
compensatoire chez les patients LSFC. Cependant, on observe une importante dysfonction
mitochondriale caractérisée par une diminution de la capacité¢ de rétention calcique, du
potentiel de membrane et de la respiration (60). De plus, les cellules de patients témoignent
d’une plus grande susceptibilité a un stress nutritionnel par rapport aux cellules témoins. On
considére comme stress toute situation susceptible de modifier I’homéostasie. Il peut s’agir
d’un stimulus externe (température, excés de nutriments, hypoxie, etc.) ou d’un stimulus
interne (diminution de la glycémie et du pH, etc.) qui conduit & un déséquilibre de
I’environnement intérieur. Lorsque les cellules de patients LSFC sont soumises a un stress
chronique de type nutritionnel, incluant des concentrations ¢élevées de palmitate et de lactate,
les niveaux d’ATP diminuent et le ratio lactate/pyruvate augmente conduisant a une mort

cellulaire importante prématurément par rapport aux cellules témoins (59).
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I1.3- Récapitulatif et mécanismes potentiels de compensation

Le LSFC est di a des mutations dans le géne /rpprc ce qui conduit a une déficience de
COX et une dysfonction mitochondriale incluant probablement une diminution de la capacité
de production d’ATP par phosphorylation oxydative. Cela entraine des adaptations du
métabolisme énergétique dans le but de maintenir la production d’ATP. L’organisme dispose
de nombreux mécanismes de régulation pour le maintien de I’homéostasie énergétique. Parmi
ceux-ci I’AMPK, est considéré comme une enzyme clé de la régulation du métabolisme
énergétique. L’activation de cette enzyme a été observée dans plusieurs modeles de
dysfonction mitochondriale. Ainsi, 1’équipe de Fisher a récemment rapporté une hyperactivité
de '’AMPK dans un modele dictyostelium (61). Germain et coll. ont démontré que
I’augmentation de la glycolyse et de la biogeneése mitochondriale en réponse a une
dysfonction mitochondriale dans un modele neurodégénératif est dépendante de LKBI1, le
principal activateur de ’AMPK (62). En accord avec ces deux études, Hsu et coll. ont
démontré que la dysfonction mitochondriale active I’AMPK dans les cellules d’hépatomes
(63). En outre, I’activation de la voie AMPK/ PGC-1a. a été récemment associée a une
correction de la déficience en COX dans certaines maladies mitochondriales (64). Considérant
le role important que joue cette enzyme dans la régulation du métabolisme énergétique, il
nous semblait pertinent de caractériser cette voie dans les cellules de patients LSFC pour
mieux comprendre la physiopathologie de cette maladie. La régulation de I’activité et les roles

de cette protéine dans I’organisme sont discutés dans la section ci-apres.
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I1I- La protéine kinase activée par AMP : AMP kinase ou AMPK

II1.1- Généralités

L’AMPK est une sérine/thréonine protéine kinase ubiquitaire, hautement conservée
chez les eucaryotes. Elle est membre d’une famille constituée de 13 kinases dites kinases
apparentées a I’AMPK (AMPK-related kinases). Elle a été caractérisée pour la premiere fois
en 1973 comme une protéine kinase dépendante de I’AMP capable d’inhiber la synthése du
cholestérol en phosphorylant et en inhibant la protéine 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme
A réductase (HMG-CoR). A cette époque, la protéine était simplement appelée HMG-CoR
kinase (65). En 1980, on découvre une autre cible de I’AMPK, I’acétyl-CoA carboxylase
(ACC), une enzyme impliquée dans I’oxydation des acides gras (66). En 1989, Carling et coll.
découvrent que la phosphorylation de la HMG-CoR et de I’ACC est contrdlée par la méme
protéine. Elle est ainsi appelée « protéine kinase dépendante de I'’AMP », ou AMPK (67). A
partir de 1994, plusieurs études sur ses différents roles vont permettre de définir I’AMPK
comme un senseur métabolique incontournable pour 1’organisme. Comme son nom I’indique,
I’AMPK est une protéine extrémement sensible aux variations de la concentration
intracellulaire de nucléotides, notamment de I’AMP. Cette enzyme est activée en réponse a
une diminution, méme faible, de la production d’ATP ce qui conduit & une augmentation des
niveaux d’AMP ou d’ADP. L’activation de ’AMPK permet de rétablir 1’homéostasie

énergétique en jouant sur la croissance, la différenciation et le métabolisme (68, 69, 70).
I11.2- Structure et régulation de ’AMPK

I11.2.1- Structure de PTAMPK

L’AMPK est un hétéromére composé de trois sous-unités (o, B, y) présentes en
plusieurs isoformes codées par des geénes différents. Plus de 12 combinaisons

hétérotrimériques offy de ’AMPK existent dans 1’organisme humain. L’expression des

différentes sous-unités et la formation des hétérotriméres sont tissus spécifiques et permettent
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a PAMPK de jouer des roles différents dépendamment des isoformes présents dans
I’hétérotrimére (71).

La sous-unité o constitue la sous-unité catalytique de la protéine. Elle comporte un
domaine kinase N-terminal qui est activé lorsque la thréonine 172 (Thr172) est phosphorylée,
un domaine d’auto-inhibition actif uniquement en absence d’AMP, ainsi qu’un domaine C-
terminal d’interaction avec les sous-unités B et y. La sous-unité o existe sous 2 isoformes o
et o, codées par les génes PRKAAI et PRKAA?2, respectivement. Les hétérotriméres contenant
I’isoforme «o1; sont exclusivement cytoplasmiques alors que ceux contenant I’isoforme o, ont
une localisation a la fois cytoplasmique et nucléaire. La localisation nucléaire de I’AMPKa,
permet la régulation de I’expression de certains geénes, en particulier ceux associés a la
biogenese mitochondriale (69, 70, 71, 72).

Les sous-unités B et y forment les sous-unités régulatrices de I’AMPK. La sous-unité 3
est représentée par deux isoformes B; et B, codées par les génes PRKABI et PRKAB?2,
respectivement. Elle contient deux domaines: un domaine central appel¢é CBM
(Carbohydrate-Binding Module) capable de lier les glucides tel que le glycogene et dont le
role reste encore inconnu, et un domaine C-terminal responsable de 1’interaction avec les
sous-unités o et y. La sous-unité vy existe en 3 isoformes (yi, Y2, et ¥3) codées, de manicre
respective, par les genes PRKAGI, PRKAG2, et PRKAG3. Elle contient un domaine constitué
de 4 motifs CBS (Cystathionine-B-Synthase) répétés en tandem par paires (S1, S2, S3 et S4).
Une paire de séquence CBS forme ce qu’on appelle le domaine Bateman. Il existe, au niveau
de chaque motif CBS, un site de liaison hydrophobe capable de lier I’adénosine de I’AMP, de
I’ADP ou de ’ATP. Sur ces quatre sites de liaison potentiels, seuls trois sites CBS (S1, S3 et
S4) sont occupés par les nucléotides. Les sites S1 et S3 lient ’AMP, I’ADP et I’ATP de fagcon
compétitive, alors que le site S4 semble lier ’AMP trés étroitement en 1’absence de toute

compétition avec I’ADP ou I’ATP (Figure 9, p. 30) (69, 70, 71, 72, 73).
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Figure 9. Structure de ’AMPK. Figure tirée d’Oakhill J.S. et al, Trends Endocrinol Metab,
23, 125-32, 2013. La figure représente I’organisation des domaines des sous-unités de
I’AMPK. « Kinase » représente le domaine N-terminal kinase, AIS : la séquence
d’autoinhibition, 3-Sid : le domaine de liaison de la sous-unité 3, myr : la myristoylation de la
sous-unité B, CBM : domaine de liaison aux glucides, ory-SBS : domaine de liaison des sous-

unités o et y, CBS : cystathionine-B-Synthase.

I11.2.2- Régulation de ’activité de PTAMPK

La régulation de I’activit¢ de "AMPK est complexe et implique 3 mécanismes
indépendants : la phosphorylation, I’inhibition de la déphosphorylation et 1’activation
allostérique. La liaison de ’AMP et de ’ADP favorise la phosphorylation de I’AMPK.
Parallélement, ces deux nucléotides inhibent la déphosphorylation et I’inactivation de
I’AMPK par les phosphatases. Une fois phosphorylée, ’AMPK subit une activation
allostérique par I’AMP qui multiplie par 2 a 5 fois son activité. En présence de niveaux

d’ATP élevés, ces 3 mécanismes sont inhibés (Figure 10, p. 31) (72).
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Figure 10. Régulation de Pactivité de PAMPK par les nucléotides. Figure adaptée
d’Oakhill J.S. et al, Trends Endocrinol Metab, 23, 125-32, 2013. AMP : Adénosine
monophosphate, ADP: Adénosine diphosphate, ATP : adénosine triphosphate, LKBI :
protéine suppresseur de tumeurs, CaMKKJ : calcium/calmodulin-dependent kinase kinase,

PP2c : phosphatases, oy : sous-unités de I’AMPK.

11.2.2.1- La phosphorylation

La phosphorylation de la Thr172 de la sous-unité o est un mécanisme indispensable a
I’activation de ’AMPK. La séquence qui comprend la Thr172 est d’ailleurs trés conservée
dans tous les analogues de I’AMPK et sa phosphorylation demeure importante pour 1’activité
de I’enzyme dans toutes les espéces. Deux protéines kinases phosphorylent I’AMPK. 11 s’agit
de la protéine suppresseur de tumeurs (LKB1) et de la protéine kinase « calcium/calmodulin-

dependent kinase kinase » (CaMKK). Il a aussi été proposé que la protéine kinase TAKI
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(Transforming Growth Factor-f - Activated Kinase 1) puisse phosphoryler la Thr172 mais
I’enjeu de cette activation reste encore inconnu (69, 70, 71, 72, 73).

La LKBI est la principale kinase phosphorylant I’AMPK. Son nom de suppresseur de
tumeurs est li¢ a sa découverte dans le syndrome de Peutz—Jeghers ou les malades déficients
en LKB1 développent plusieurs tumeurs bénignes (74). La LKB1 régule I’activité de 12
autres protéines membres de la famille des kinases apparentées a I’AMPK (75). Cette kinase
existe sous forme d’un complexe comprenant LKB1/ STRAD/ MO25 (76). STRAD (Ste20-
Related Adaptor Protein) et MO25 (Mouse Protein 25-a) existent chacun sous deux isoformes
(o et B) dans I’organisme humain. STRAD est une pseudokinase apparentée a la famille des
kinases Ste20 (Sterile 20 Group Kinases). Le domaine pseudokinase de STRADa se lie au
niveau du domaine catalytique de LKB1 (77). MO25a se lie au domaine C-terminal de
STRADa et joue le réle d’échafaudage stabilisant le complexe LKB1/STRAD (78). Cette
liaison favorise la localisation cytoplasmique de LKBI1 et augmente son activité catalytique.
Le complexe LKBI1 est constitutivement actif (77, 78). La liaison de ’AMP et de I’ADP sur
la sous-unit¢ y de I’AMPK induit des changements conformationnels permettant la
phosphorylation de ’AMPK par la LKBI1. Selon certaines ¢tudes, la myristoylation de la
sous-unit¢ B serait aussi indispensable a la phosphorylation de ’AMPK par la LKBI.
Cependant, le mécanisme par lequel la myristoylation participe a la phosphorylation de la
sous-unité o n’est pas encore bien défini. Il est important de noter que 1’action de la LKB1 est
essentielle a toute activation de I’AMPK médiée par ’augmentation de I’AMP intracellulaire
(79, 80).

Les CaMKKs (CaMKKa et CaMKK[) sont des protéines kinases activatrices des
protéines de liaison a la calmoduline (CaM), les CaM kinases. En réponse a des niveaux
¢levés de Ca®' intracellulaire, la CaMKKg est capable de phosphoryler ’AMPK dans les
cellules déficientes en LKB1 (81). En présence du Ca®", le complexe Ca®"/CaM se lie a la
CaMKKg induisant un changement conformationnel ce qui permet la liaison de la CaMKKg et
de IAMPK wvia leurs domaines kinases pour former le complexe actif
Ca*'/CaM/CaMKKy/AMPK. Comme la CaMKKj a une distribution tissulaire restreinte, ce
mécanisme est observé particulierement dans les neurones, les muscles, les cellules

endothéliales et les lymphocytes T. La régulation de 1’activité de ’AMPK par la CaMKKg
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peut se produire en 1’absence de variation détectable en AMP, ADP ou ATP. De plus, ce
mécanisme est indépendant de la myristoylation de la sous-unité 3. Par contre, en raison de
I’action de ’AMP et ADP sur la déphosphorylation de ’AMPK, il a été suggéré que
CaMKKg agirait en synergie avec ces derniers (81, 82).

H1.2.2.2- L’inhibition de la déphosphorylation

L’activité¢ de ’AMPK résulte d’un rapport entre la phosphorylation par des kinases et
la déphosphorylation par les phosphatases. Des ¢études in vitro suggérent que la
déphosphorylation de I’AMPK est régulée par plusieurs phosphatases de la famille PPM
(PP2C) et de la famille PPP (PP1 et PP2A) (83). La déphosphorylation constitue le moyen le
plus efficace d’inactivation de I’AMPK. Ainsi pour que I’AMPK demeure active, I’inhibition
de la déphosphorylation est indispensable. La déphosphorylation de I’AMPK est stimulée par
I’ATP et inhibée par I’AMP et ’ADP. En concentrations élevées, I’AMP et I’ADP se fixent
sur le site S1 de ’AMPK. Cette liaison favorise la liaison de I’ADP/AMP sur le site S3 de la
sous-unité . Cela entraine un changement de conformation qui protége le résidu Thr172 des
protéines phosphatases, et maintient I’AMPK dans un état de phosphorylation. En
concentration élevée, I’ATP peut se lier au site S3 et déstabiliser la liaison entre les sous-

unités o et 7y, ce qui rend le résidu Thr172 accessible aux phosphatases (84).

111.2.2.3- L activation allostérigue

L’activation allostérique de I’AMPK est promue par la liaison de ’AMP au niveau du
site S1 de la sous-unité y ce qui augmente I’activit¢ de ’AMPK de 2 a 5 fois. Cependant,
comme décrit plus haut, il existe une coopération positive entre les sites de liaison S1, S3 et
S4. La liaison de ’AMP sur un site favorise sa liaison sur un autre site. Ainsi, les trois sites
sont tous impliqués dans I’activation allostérique. /n vivo, I’ADP a plus d’affinité pour le site
S1 et est présent en concentrations beaucoup plus élevées que I’AMP. Il est donc probable
que le site a toujours un ADP de lié. Par conséquent, il a été suggéré que 1’activation

allostérique serait moins importante in vivo que celle mesurée in vitro (84, 85).
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II1.3- Activation de PAMPK

I11.3.2- L’activation par le stress énergétique

L’organisme puise son énergie par ’hydrolyse de I’ATP en ADP et phosphate, et de
fagcon moins fréquente en AMP. Il existe dans les cellules eucaryotes une enzyme trés active,
I’adenylate kinase qui catalyse la réaction suivante 2ADP < ATP + AMP. Ainsi, le statut
énergétique de 1’organisme est fonction des ratios ADP/ATP et AMP/ATP (5). On considere
comme stress énergétique toute situation conduisant a un déséquilibre entre la synthése et la
consommation d’énergie. Lorsque I’ATP est consommé plus rapidement qu’il n’est synthétisé
la balance énergétique devient négative. Cela conduit a une augmentation des niveaux d’ADP
et sa conversion en AMP par I’adenylate kinase cytosolique. L’augmentation des ratios
AMP/ATP et ADP/ATP conduit a I’activation de I’AMPK. Concrétement, ’activation de
I’AMPK peut donc survenir en réponse a des stress qui, soit interférent avec la production
d’ATP comme I’hypoxie (86), I’ischémie (87), la privation de glucose (88) ou les défauts de
la chaine respiratoire mitochondriale (89), soit qui augmentent la consommation d’ATP
comme |’exercice physique (90, 91). L’AMPK est aussi activée par des inhibiteurs de la
glycolyse (2-déoxyglucose), du cycle de Krebs (arsénite) ou de la phosphorylation oxydative
(oligomycine, antimycine A, roténone) (92, 93). En outre, des découplants de la chaine
respiratoire mitochondriale comme le 2,4-dinitrophénol (DNP) activent I’AMPK (94). Ce
dernier rend la membrane interne de la mitochondrie perméable aux protons et diminue le
gradient de protons transmembranaire (95). Cela résulte en une diminution de I’ATP et une

augmentation du ratio AMP/ATP et une activation de I’AMPK.

I11.3.3- L’activation par les hormones et les cytokines

Il existe un certain nombre d’hormones et de cytokines qui régulent le métabolisme
énergétique a 1’échelle de 1’organisme par 1’intermédiaire de I’AMPK. 1l s’agit, entre autres,
de la leptine, de I’adiponectine, de la ghréline, et de I’interleukine 6 (IL6) (71). Dans les
muscles squelettiques, la leptine, 1’adiponectine et I’'IL6 activent I’AMPK et augmentent

I’oxydation des acides gras et la captation du glucose (96, 97, 98). Dans le foie,
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I’adiponectine active I’AMPK stimulant [’oxydation des acides gras et inhibant la
néoglucogenése (98, 99). L’effet de la ghréline sur 1’activité de I’AMPK est tissu-spécifique.
Elle active ’AMPK au niveau de I’hypothalamus ou elle joue un réle dans la prise alimentaire
alors qu’elle n’a aucun effet sur cette dernieére dans le muscle (100, 101). Les mécanismes par
lesquels ces adipokines régulent I’activit¢ de I’AMPK restent encore inconnus. Toutefois
certaines ¢études démontrent que la leptine et 1’adiponectine agiraient sur ’AMPK en

augmentant les niveaux d’AMP (96, 98).

I11.3.4- L’activation par les nutriments

Des études récentes ont démontré que I’AMPK était sensible au statut lipidique de la
cellule. Une exposition aigiie aux acides gras libres active I’AMPK dans le cceur et le muscle
par une voie AMP-indépendante (102, 103). C’est une activation allostérique rendant
I’AMPK accessible pour sa phosphorylation par LKB1. Cette découverte a permis de faire un
lien entre ’augmentation des acides gras libres et la stimulation de la B-oxydation observé
dans les muscles squelettiques (104). D’autres nutriments activent aussi I’AMPK, notamment,
I’apolipoprotéine ApoAl du HDL cholestérol. Ce dernier active I’AMPK dans les cellules
endothéliales et stimule la phosphorylation et I’activation des NO synthétases endothéliales
(105, 106). Les mécanismes par lesquels I’ApoAl agit sur AMPK n’ont pas encore été

élucidés.

I11.3.4- L’activation pharmacologique

L’AMPK peut étre activée par plusieurs médicaments et xénobiotiques. De
nombreuses études ont démontré que I’AMPK constitue une cible privilégiée de deux grandes
classes de médicaments antidiabétiques soit les biguanides (metformine et phenformine) et les
thiazolidinediones (rosiglitazone, troglitazone et pioglitazone) (107, 108, 109, 110, 111, 112).
Selon ces études, une bonne partie des effets bénéfiques de ces médicaments comme la
diminution de la néoglucogenése, et I’augmentation de 1’oxydation des acides gras passeraient
par la voie LKB1/AMPK (107, 108, 109). D’autres composants naturels comme le résvératrol

ou I’épigallocatéchine gallate que 1’on retrouve dans le vin rouge et le thé vert respectivement,
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activent aussi ’AMPK (110, 111, 112). Une étude récente de Hawley et coll. suggere que la
plupart de ces composants stimuleraient 1’activit¢ de I’AMPK en augmentant les niveaux
cellulaires de ’AMP et/ou de ’ADP (113). L’AMPK peut étre aussi stimulée par un
activateur pharmacologique utilisé en recherche : le 5-amino-1-B-D-ribofuranosyl-imidazole-
4-carboxamide (AICAR). L’AICAR est un analogue de ’adénosine. Dans la cellule, il est
phosphorylé en position 5’ pour donner le S5-amino-1-B-D-ribofuranosyl-imidazole-4-
carboxamide monophosphate (ZMP). Le ZMP mime les effets de I’AMP sur I’AMPK in vitro
(114, 115).

I11.4- Roles de ’AMPK

Jusqu’a présent, toutes les études sur I’AMPK s’accordent pour dire que cette enzyme
est un senseur du métabolisme énergétique et que son activation vise a rétablir ’homéostasie
énergétique. En général, ’AMPK stimule les voies cataboliques productrices d’ATP (par
exemple la glycolyse ou la B-oxydation) et inhibent les voies anaboliques consommatrices
d’ATP (par exemple la néoglucogenése hépatique ou la synthése des protéines). Elle agit a
court terme en controlant I’activité de certaines enzymes par phosphorylation et a long terme,

en contrélant I’expression des génes impliqués dans le métabolisme énergétique (69, 70).

I11.4.1- Régulation du métabolisme des glucides

111.4.1.1- Le transport du glucose et la glycolyse

L’AMPK est surtout connu pour son rdle dans 1’exercice physique. Au cours d’un
exercice physique, la contraction musculaire s’accompagne d’une augmentation de la
captation du glucose. Cet effet est controlé par 'AMPK de manic¢re indépendante de
I’insuline. L’AMPK augmente le transport du glucose par deux mécanismes soit
I’augmentation de I’expression génique des transporteurs GLUT1 et GLUT4 et leur
translocation au niveau de la membrane plasmatique (116, 117, 118). GLUT4 est retrouvé
principalement dans le tissu adipeux, le coeur et les muscles squelettiques. Les effets de

I’AMPK sur sa translocation ont donc été observés dans ces tissus (119, 120, 121). Par
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contre, GLUT1 est un transporteur ubiquitaire (122) et les effets de I’AMPK sur celui-ci se
retrouvent donc dans la plupart des tissus.

Plusieurs protéines cibles de ’AMPK ont été identifiées. Parmi celles-ci, on retrouve
la protéine kinase p38 activée par les mitogeénes (p38MAPK). La p38MAPK joue un rdle dans
I’inflammation, la croissance, la différenciation, le cycle et la mort cellulaire (123, 124). Des
¢tudes ont montré que la p38MAPK régule le transport du glucose lors de la contraction
musculaire (125, 126) et que son inhibition supprime le transport du glucose (121, 127). La
p38MAPK est une cible indirecte de I’AMPK. L’AMPK active la MAPK kinase 3 (MKK3)
qui active a son tour la p38MAPK (127). De plus, I’AMPK favoriserait I’autophosphorylation
de la p38MAPK en stimulant son recrutement par TAB1 (Transforming Growth Factor-3-
activated Protein Kinase 1—- Binding Protein 1) (128). Plusieurs études proposent que les deux
protéines fonctionnent en synergie pour le transport du glucose. Ainsi, I’AMPK induirait la
translocation des transporteurs alors que la protéine p38MAPK activerait ces derniers apres

leur translocation a la surface de la cellule (128, 129).
Par ailleurs, ’AMPK favorise I’utilisation du glucose en inhibant la syntheése de
glycogene et en stimulant la glycolyse via ’inhibition de la glycogéne synthétase (130) et

I’activation de la 6-phosphofructo-2-kinase (PFK2) respectivement (131, 132).

111.4.1.2- La néoglucogenése

L’AMPK inhibe la production hépatique du glucose en réprimant I’expression des
genes codant pour les principales enzymes de la néoglucogenése tels que la pyruvate kinase
(PK), la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et la G-6-Pase (133, 134, 135, 136,
137, 138). Des études subséquentes ont démontré que I’AMPK joue un role prépondérant
dans ce processus et les souris déficientes pour la sous-unit¢ AMPKo2 développent une
hyperglycémie et une intolérance au glucose associées a une augmentation de la production

hépatique du glucose (139, 140).
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I11.4.2- Régulation du métabolisme lipidique

L’AMPK régule le métabolisme des acides gras en inhibant la synthése des lipides
dans le foie et le tissu adipeux, alors qu’elle stimule la B-oxydation dans les muscles
squelettiques et le coeur. L’AMPK favorise I’entrée des acides gras dans la cellule en
stimulant la translocation du transporteur CD36 vers la membrane plasmatique (141, 142,
143, 144). A Dintérieur de la cellule, ’AMPK agit principalement en phosphorylant et en
inactivant I’ACC (145). Cette enzyme catalyse la premiére réaction de synthese des lipides,
soit la transformation de 1’acétyl-CoA en malonyl-CoA. Le malonyl-CoA est aussi un
inhibiteur allostérique de la CPT1 (146, 147). Ainsi, I’inhibition de I’ACC par I’AMPK induit
d’une part I’inhibition de la synthése des acides gras et augmente parallélement 1’entrée de ces
derniers dans la mitochondrie pour leur oxydation. Dans les tissus lipogéniques comme le foie
et le tissu adipeux, ’AMPK inhibe également I’activité du facteur de transcription SERBP1c
(Sterol Regulatory Element Binding Protein 1c¢) qui régule la transcription de plusieurs geénes
lipogéniques tels que I’ACC, FAS (Fatty Acid Synthase), GPAT (Glycérol-3-phosphate acyl-
transférase) et HSL (lipase hormonosensible) (Figure 11, p. 38) (148, 149).
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Figure 11. Régulation du métabolisme des lipides par ’AMPK. Figure tirée de Steinberg
G.R.et Kemp B.E. Physiol Rev, §9, 1025-1078, 2009. » : stimulation, e : inhibition, ligne

pleine : phosphorylation directe, ligne pointillée : action indirecte.
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Dans les hépatocytes, ’AMPK diminue aussi la synthése du cholestérol via la
phosphorylation et I’inhibition de la HMGCoR, I’enzyme limitante de la synthése de ce
dernier (150, 151).

I11.4.3- Régulation du métabolisme des protéines

L’AMPK inhibe la synthése des protéines, un processus trés coliteux en €nergie, par
I’inhibition de la voie Akt/mTOR. mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) est un
complexe multiprotéique qui joue un role primordial notamment dans la régulation de la
traduction et de la synthése des protéines. C’est une protéine serine/thréonine kinase qui
existe sous deux formes mTORCI1 et mTORC2 (152, 153). Seul mTORCI est régulé par le
statut nutritionnel et énergétique de la cellule et son activité est donc régulée par plusieurs
kinases dépendantes de facteurs de croissance tels que la protéine kinase B (Akt) (152, 153).
Akt est une protéine kinase impliquée dans plusieurs processus physiologiques incluant la
survie, la prolifération, et le métabolisme de la cellule. Akt contrdle aussi la croissance
cellulaire via son action sur la protéine mTOR. Elle phosphoryle et inactive la protéine TSC2
(Tuberous Sclorosis Complex). Ceci inhibe I’activit¢ GAP de cette dernicre, permettant
I’activation de la protéine Rheb GTPase et la stimulation de mTORCI1 (153, 154). mTORC1
phosphoryle la protéine de liaison au facteur d’initiation 4E (4EBP1), ce qui libére le facteur
d’initiation a la traduction 4E et donc promouvoit la synthése des protéines (154, 155).
L’AMPK inhibe la voie Akt/mTOR par plusieurs mécanismes (156). Contrairement a 1’Akt,
elle phosphoryle et active la protéine TSC2. Cette derniére convertit la protéine Rheb GTPase
en une forme inactive incapable de stimuler I’activit¢ de mTORC1 (157, 158, 159). L’AMPK
phosphoryle aussi directement un des composants de mTORCI, raptor. La phosphorylation de
ce dernier favorise son recrutement par les protéines 14-3-3, rendant mTORCI inactif (Figure

12, p. 39) (160, 161).
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Figure 12. Inhibition de la voie de mTOR par ’AMPK. Figure adaptée d’Inoki et al. Annu
Rev Pharmacol Toxicol, 52, 381-400, 2012. — : Stimulation. L : Inhibition.

@ : Phosphorylation activatrice, @ : phosphorylation inhibitrice. Akt : protéine kinase B,
AMPK : protéine kinase dépendante de ’AMP, TSC : complexe sclérose tubéreuse, Rheb :
protéine GTPase Rheb (Ras homolog enriched in brain), mTOR/raptor : complexe de le
protéine cible de la rapamycine, 4EBP : protéine de liaison au facteur d’initiation 4E, eIF4E :

facteur d’initiation de la traduction.
I11.4.4- Régulation de la biogenése mitochondriale

L’AMPK rétablit I’homéostasie énergétique, en partie, en favorisant la biogenése
mitochondriale (162, 163, 164). L’AMPK est capable d’activer PGC-1a, un régulateur majeur
de la biogenése mitochondriale par deux mécanismes. Premi¢rement, I’AMPK phosphoryle
PGC-1a sur la Thr-177 et la Ser-538. Cette phosphorylation favorise le recrutement de PGC-
lo @ son promoteur et donc sa transcription (165). Deuxiémement, ’AMPK favorise la
déacétylation de PGC-lo par la sirtuine 1 (SIRT1). Ces deux mécanismes sont
complémentaires et sont tous deux nécessaires a 1’activit¢ de PGC-lo.. La SIRT1 est une

déacétylase dont I’activité est régulée par les niveaux de NAD". Le mécanisme par lequel
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AMPK active SIRT1 n’est pas encore clair. Cependant, il a ét¢ démontré que ’activation de
I’AMPK augmente le ratio NAD/NADH ce qui favorise 1’activité de SIRT1 (Figure 13, p.41)
(166).

AMPK

VRN

Phosphorylation 'NAD+/NADH

! }

p
Ac-PGC-1a SIRT1

p
PGC-1a

!

Biogenése mitochondriale

Figure 13. Régulation de la biogenése mitochondriale par PAMPK. AMPK : protéine
kinase activée par I’AMP, PGC-1a : co-activateur transcriptionnel la du récepteur activé par
les proliférateurs des peroxysomes, PAc-PGC-1a : PGC-1a phosphorylé et acétylé, NAD :
nicotinamide adénine dinucléotide, NADH : nicotinamide adénine dinucléotide réduit,

SIRT1 : sirtuine 1.
I11.4.5- Régulation de la croissance cellulaire, de la prolifération et de I’apoptose

L’équilibre entre la croissance cellulaire, la prolifération et 1’apoptose est
indispensable pour le bon fonctionnement de 1’organisme et un déséquilibre conduit
notamment au cancer. Le réle de I’AMPK dans la régulation de ces trois processus n’est pas
surprenant puisque ce dernier est principalement activé par la protéine suppresseur de tumeurs
LKBI.

La croissance cellulaire et la prolifération sont des processus qui impliquent la

synthése des protéines et celle des lipides (167). Ainsi, en inhibant la synthése des protéines
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(via mTORCI) et des lipides (via ACC), entre autres, I’AMPK inhibe aussi la croissance
cellulaire et la prolifération (168).

Par ailleurs, lors d’un stress énergétique, ’AMPK phosphoryle le suppresseur de
tumeurs p53 entrainant son accumulation et son activation. L’activation de p53 augmente la
synthése des inhibiteurs p21 et p27 du cycle cellulaire et provoque 1’arrét du cycle au niveau
de la phase G1/S (169, 170, 171, 172). En outre, p53 agit aussi comme un facteur de
transcription qui stimule les génes pro-apoptotiques comme Bax et inhibe les génes anti-
apoptotiques comme Bcl2 (173). Par conséquent, I’AMPK en activant p53 peut dans certaines

conditions favoriser aussi I’apoptose (Figure 14, p. 42).

AMPK
P53
P21 et P27
Génes proapoptotiques Arrét phase G1/S

T Apoptose Arrét de la croissance cellulaire

Figure 14. Régulation de la croissance cellulaire et de ’apoptose par PAMPK. AMPK :
protéine kinase activée par ’AMP, P53 : suppresseur de tumeurs, P21 et P27 : inhibiteurs des

kinases dépendantes de la cycline.
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I11.4.6- Régulation de I’autophagie

L’autophagie consiste en un engloutissement de composants cellulaires par des
autophagosomes qui fusionnent avec des lysosomes pour la digestion. C’est un processus de
recyclage des composants cytoplasmiques dysfonctionnels ou en surplus dans le but de
fournir des nutriments essentiels a la survie cellulaire durant un stress énergétique. Elle
permet notamment de recycler les acides aminés ou les mitochondries, dans ce dernier cas, on
parle alors de mitophagie (174, 175, 176). L’AMPK favorise 1’autophagie via I’inhibition de
mTOR (177, 178). L’AMPK régule également de manicre directe 1’autophagie en
phosphorylant ULK1 (Unc-51-Like Kinase 1), une protéine kinase impliquée dans I’initiation
de l’autophagie (179, 180, 181). L’ULKI stimule la libération du complexe
phosphatidylinositol 3 kinase de classe 3, contenant AMBRA1, VPS34 et Beclin-1, qui est
transloqué vers le réticulum endoplasmique ou il induit la formation de 1’autophagosome

(Figure 15, p. 43) (182, 183, 184).

Py Microtubules
D

Figure 15. Induction de P’autophagie par ULKI1. Figure tirée d’Inoki et al. Annu Rev
Pharmacol Toxicol, 52, 381-400, 2012.

43



En résumé, I’AMPK est une enzyme activée principalement par I’augmentation du
ratio AMP/ATP. La régulation de son activité implique plusieurs mécanismes tels que la
phosphorylation/déphosphorylation ainsi qu’un controle allostérique notamment par des
nutriments comme les acides gras. L’AMPK maintient 1’équilibre énergétique en régulant
différentes voies métaboliques impliquées dans la synthése de I’ATP notamment en stimulant
le transport du glucose, la glycolyse, la B-oxydation et la biogenése mitochondriale et en
inhibant les voies coliteuses en énergie telles que la synthése des lipides et la synthése des
protéines. Son role de régulateur du métabolisme énergétique fait de I’AMPK une cible

intéressante pour 1’étude de la physiopathologie des maladies mitochondriales.
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Hypothéses, objectifs et approche expérimentale
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I- Mise en contexte

Le LSFC est caractérisé par une déficience en COX. Les cellules de patients
démontrent une importante dysfonction mitochondriale (60) suggérant une diminution de la
capacité de production de ’ATP par la mitochondrie. Cependant, en conditions basales ces
cellules exhibent des niveaux d’ATP similaires aux cellules témoins (59) soutenant
I’existence de mécanismes compensatoires. Des études ont montré que les cellules de patients
atteints de maladies mitochondriales font face au déficit énergétique en augmentant la
biogenése mitochondriale et la glycolyse (62, 185, 186). Tel que mentionné précédemment,
I’hyperactivit¢ de I’AMPK a ¢été observée dans plusieurs modeles de dysfonction
mitochondriale (62, 63, 64, 187). En effet, il convient de rappeler que ’AMPK est une
enzyme importante de la régulation du métabolisme énergétique et de la biogenese
mitochondriale. Cette derniére fonction est médiée, en partie, par la régulation de I’activité de
PGC-1a par ’AMPK. La voie AMPK/PGC-1a a donc souvent été une cible thérapeutique
dans les maladies mitochondriales. Il a été rapporté que 1’activation de ’AMPK dans les
fibroblastes de patients atteints du syndrome de MERRF augmente la glycolyse favorisant la
survie cellulaire (187), alors que I’activation de la voie PGC-lal augmente la biogenése
mitochondriale dans un modéle murin de myopathie mitochondriale (188). Fait plus
intéressant, I’activation de la voie AMPK/PGC-1a par AICAR a été associée a une correction
de la déficience en COX dans certaines maladies mitochondriales (64). Nous avons donc
choisi d’étudier la régulation de cette voie dans les fibroblastes de peau de patients atteints de
LSFC. Il est important de noter que ce modele d’étude est le seul qui existait au moment de
débuter 1’étude du LSFC. A partir de 1a et en tenant compte des données de la littérature

discutées ci haut, nous avons émis les hypothéses énumérées dans la section ci-apres.
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I1- Hypothéses

1) La phosphorylation et, par conséquent, I’activité de ’AMPK seront augmentées dans les

fibroblastes de patients atteints de LSFC en conditions de base.

|LRPPRC

1

1 COX dans les fibroblastes LSFC

1

Activation de ' AMPK
Phosphorylation de 'AMPK et de ses substrats

Figure 16. Schéma illustrant la premiére hypothése du projet de recherche.

La mutation du geéne /rpprc induit une déficience de COX (57) ce qui devrait diminuer la
capacité des mitochondries a produire de I’ATP dans les fibroblastes LSFC (7) et entrainer la
phosphorylation de I’AMPK et donc son activation pour pallier le déficit énergétique (62).
LRPPRC : leucine-rich PPR-motif containing protein, COX : cytochrome ¢ oxydase, LSFC :
syndrome de Leigh, type canadien frangais, AMPK : protéine kinase activée par I’AMP.
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2) La stimulation chronique de I’AMPK augmentera la phosphorylation et/ou I’expression des

marqueurs de la biogenése mitochondriale et du métabolisme énergétique dans les cellules de

patients atteints de LSFC (64, 188).

t pAMPK

v

T Activité SIRT1

Phosphorylation et expression

t Activation PGCla <«

Phosphorylation et expression

}

Fonction et biogenése mitochondriales

'

1 Inhibition ACC
Phosphorylation

v

B-oxydation

Figure 17. Schéma illustrant la deuxiéme hypothese du projet de recherche.

L’activation chronique de I’AMPK stimulera les réactions cataboliques telles que la (-

oxydation via I’inhibition de I’ACC (145). En outre, elle favorisera I’activité de SIRT1 (165).

SIRT1 déacétyle et active PGC-1a lorsqu’il est phosphorylé par AMPK. L’accumulation et

I’activation de PGC-1la favoriseront le métabolisme énergétique ainsi que la biogenese

mitochondriale (164, 165). pAMPK : protéine kinase activée par I’AMP phosphorylée,

SIRT1 : sirtuine 1, PGC-1a : co-activateur transcriptionnel la du récepteur activé par les

proliférateurs des peroxysomes, ACC : acétyl CoA carboxylase.
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I1I- Objectifs

1) Comparer le profil de phosphorylation de I’AMPK et de ses cibles dans les fibroblastes de
patients atteints de LSFC a celui des témoins dans les conditions basales et les conditions de

stress nutritionnel et énergétique.

2) Déterminer si ’activation chronique de I’AMPK augmente les marqueurs de la biogenése
mitochondriale et du métabolisme énergétique en conditions basales et de stress nutritionnel

et énergétique.

IV- Approche expérimentale

IV.1- Métabolisme de base

Nous avons caractérisé la voie de ’AMPK dans les fibroblastes primaires de patients
LSFC en conditions basales. Ainsi, nous avons examiné la phosphorylation de I’AMPK, de
méme que celle de certaines de ses cibles impliquées dans [’utilisation de substrats
énergétiques. Nous avons évalué les niveaux de phosphorylation et d’expression de certaines
protéines clés pouvant refléter l'activité des voies métaboliques reliées aux principaux
nutriments, soit les glucides, les lipides et les protéines. L’AMPK inhibe les voies anaboliques
consommatrices d’ATP telles que la synthése des protéines et la croissance cellulaire (168).
Ces voies ont été évaluées via la phosphorylation et 1’expression des protéines Akt et mTOR
(157, 158, 159, 160, 161). Parallelement, I’AMPK stimule les voies cataboliques productrices
d’ATP ainsi que la biogenése mitochondriale. La glycolyse a été évaluée via la
phosphorylation de PFK2 (131,132). La B-oxydation a été évaluée via I’inhibition par
phosphorylation de I’ACC (145), et la biogenése mitochondriale via [Dactivité
(phosphorylation et expression) de SIRT1 et I’expression protéique de PGC-1a (164, 165).
Enfin, la phosphorylation de p38MAPK, une des cibles indirectes de I’AMPK possédant
plusieurs fonctions incluant un réle dans le transport du glucose, a été aussi évaluée dans

I’étude (128, 129). Toutes ces protéines sont présentées dans la Figure 18 p. 50 qui suit.
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! Voies anaboliques t Voies cataboliques t Fonction et Biogenése Autres cibles

consommatrices d’ATP productrices d’ATP mitochondriale

2 des Croissance Glycolyse B oxydation Fonctions multiples
protéines cellulaire (Transport du glucose)
Akt PFK2 ACC SIRT1 p38MAPK
mTOR PGC-la

Figure 18. Protéines impliquées dans le métabolisme énergétique évaluées dans I’étude.

2 : Syntheése, ATP : adénosine triphosphate, Akt : protéine kinase B, mTOR : mammalian
target of rapamycin, PFK2 : phosphofructokinase 2, p38MAPK : protéine kinase p38 activée
par les mitogenes, ACC : acétyl-CoA-carboxylase, SIRT1 : sirtuine 1, PGC-1a : co-activateur

transcriptionnel 1o du récepteur activé par les proliférateurs des peroxysomes.

IV.2- Conditions de stress

Nous avons démontré précédemment que les cellules LSFC sont plus susceptibles a un
stress nutritionnel que celles de témoins (59). Nous avons donc évalué la phosphorylation de
I’AMPK et de ses cibles en conditions de stress nutritionnel mais aussi en conditions de stress
énergétique. Dans notre ¢étude, les cellules ont ét¢ soumises a 3 conditions différentes

détaillées dans les sous-sections ci-apres.

1V.2.1- Incubation avec le DNP

Le DNP est un découplant classique de la chaine respiratoire entralnant une
diminution de la synthése d’ATP (95). Il est souvent utilisé en recherche pour mimer une
hypoxie chimique et activer ’AMPK (94). Cependant, utilisé de maniere chronique ou a des
concentrations ¢levées, ce dernier induit la mort cellulaire (95). Par conséquent, une courbe
dose-réponse a ¢été réalisée afin de déterminer la concentration optimale permettant

I’activation de ’AMPK en 1’absence de mort cellulaire. Suite aux expériences préliminaires
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nous avons choisi une concentration de 0,1 mM de DNP avec un temps de stimulation de 10

min.

1V.2.2- Incubation avec un excés de nutriments

Une dicte riche en lipides a souvent été associée a 1’apparition de crises chez les
patients LSFC et celles-ci sont caractérisées par des taux élevés de lactate (43, 44). D’apres
I’é¢tude de Rivard et coll., une exposition chronique (20h et plus) & une combinaison de 10
mM de lactate et 1| mM de palmitate (LP) induit la mort cellulaire précocement dans les
cellules de patients LSFC (59). Ces concentrations de palmitate et de lactate avoisinent celles
retrouvées notamment lors d’un exercice physique (1000 pM palmitate) (189) et lors de crises
chez les patients LSFC (12 a 26 mM lactate) (43, 44). A 4h de traitement, il n’y pas
d’évidence de mort cellulaire dans les cellules LSFC et celles de témoins. Au contraire, on
observe une augmentation des niveaux d’ATP en réponse au traitement LP aussi bien dans les
cellules témoins que les cellules LSFC (59). Dans la présente étude, les fibroblastes de
témoins et de patients LSFC ont ainsi été incubés avec une combinaison de 1 mM de
palmitate et de 10 mM de lactate pendant 4h pour induire un stress nutritionnel mimant les
effets qui pourraient précéder un état de crise. Cela permettant de déceler les altérations qui

pourraient précéder la mort cellulaire.

1V.2.3- Incubation chronique avec le ZMP

Le ZMP est un analogue de I’AMP qui active I’AMPK. De fagon intéressante,
I’utilisation du ZMP mime 1’augmentation des niveaux de I’AMP dans la cellule
indépendamment d’une diminution des niveaux de ’ATP (114, 115). Cet aspect est important
dans le cadre des maladies mitochondriales ou la synthése de I’ATP est déja limitée.
L’activation chronique de I’AMPK est connue pour induire la biogenése mitochondriale (162,
163, 164). Et notamment, une incubation de 48h avec 0,5 mM de ZMP est suffisante pour
induire la biogenese mitochondriale dans des cellules saines (résultats non publiés). Il a été
démontré que I’activation de la voie AMPK/PGC-1a dans des souris invalidées pour COX10
dans les muscles augmentait la survie des souris (188). Nous avons donc voulu vérifier si
I’activation de cette voie par le ZMP pouvait avoir des effets bénéfiques dans les cellules

LSFC en réponse a un stress nutritionnel. Dans notre étude une partie des cellules a donc été
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traitées pendant 48h avec 0,5 mM de ZMP, préalablement a 1’incubation avec la combinaison

de LP.

Tous les marqueurs métaboliques évalués en conditions basales ont également été
¢évalués en ces conditions de stress. Les résultats de ces études nous permettrons de mieux

comprendre la régulation de I’AMPK dans les fibroblastes LSFC dans différentes situations.

Lactate / palmitate

DNP (surcharge de nutriments) ZMp
(hypoxie chimique) (analogue d’AMP)

Autre
meécanisme
N AMP

Activation
AMPK

|

Phosphorylation ACC

Figure 19. Différents types de stress utilisés dans notre étude. Le DNP active I’AMPK via
une augmentation des niveaux de I’AMP. Le lactate/palmitate activerait ’AMPK par un
mécanisme allostérique indépendamment des niveaux d’AMP. Le ZMP active ’AMPK en
mimant les effets de I’AMP sur cette dernicre.

DNP ; 2,4 dinitrophénol, ZMP : 5-amino-1-B-D-ribofuranosyl-imidazole-4-carboxamide
monophosphate, AMP : adénosine monophosphate, AMPK : protéine kinase activée par

I’AMP, ACC : acétyl CoA carboxylase.
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Matériels et méthodes
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I- Modgéle cellulaire

Les lignées de fibroblastes primaires provenant de biopsie de peau de patients LSFC et
de témoins ont été¢ obtenus de la Biobanque de 1’acidose lactique (Laboratoire Gépromic,
Université du Québec a Chicoutimi) avec I’accord du Comité d’éthique de la recherche du
Centre de santé et de services sociaux de Chicoutimi et du Comité d’éthique du Centre de
recherche de I’Institut de Cardiologie de Montréal. Certaines expériences ont ét¢ réalisées
avec des lignées de fibroblastes immortalisées avec des vecteurs rétroviraux exprimant le
gene HPV-16 E7 et le composant catalytique de la télomérase humaine dans le laboratoire
d’Eric Shoubridge (Institut Neurologique de Montréal). Chaque lignée de patient a été
appariée a une lignée témoin selon son age et son sexe. Dans notre étude, nous avons utilisé
une seule lignée cellulaire avec sa lignée témoin correspondante (Tableau IV, p. 54) pour des
raisons d’économie de cellules primaires de patients. La lignée cellulaire de patient choisi
pour notre étude est la lignée qui a été utilisée dans la pluspart des études fondamentales
¢ffectuées au sein du consortium d’acidose lactique et particuliérement dans notre laboratoire.

Elle est la plus représentative de toutes les autres lignées cellulaires de patients LSFC.

Tableau IV. Caractéristiques des deux lignées cellulaires utilisées

Nom de la Sexe Age au Origine Caractéristiques
lignée prélévement
AL006 F 8 Québecoise Homozygote
A354V
EBS4-FA F 5 Frangaise Témoin

II- Culture cellulaire
Les fibroblastes primaires ont été cultivés a 37°C et 5% de CO, dans un milieu de

culture (Dulbecco's Modified Eagle's Medium; DMEM) contenant 25 mM de glucose
(4,5g/L), 4 mM de L-glutamine (584 mg/L) et | mM de pyruvate de sodium (110 mg/L)
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(Mediatech, Manassa, VA, USA). Ce milieu sera appel¢ milieu DMEM neutre. Il a été
supplémenté avec 10% de sérum foetal de boeuf (FBS), 1% d’antibiotiques : pénicilline et
streptomycine (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) et de 1% d’une solution de vitamines et
d’acides aminés non essentiels de chez Mediatech. Ce dernier milieu sera appelé milieu
DMEM supplémenté ci-apres. Des expériences préliminaires ont permis de déterminer que le
passage maximum pour les lignées primaires était de 18. Les fibroblastes immortalisés ont été
cultivés dans un milieu DMEM neutre contenant 10% FBS, 1% pénicilline et 1%

streptomycine jusqu’a un passage maximum de 30.

Incubation avec le DNP. Le jour de I’expérience, les cellules ont été incubées dans un
milieu DMEM neutre pendant 4h. Elles ont ensuite été traitées avec 0,1 mM de DNP dilué¢
dans de 1’éthanol 95% (Sigma-Aldrich) ou le véhicule pendant 10 min pour une concentration

final d’éthanol de 0,06%.

Incubation avec le LP. Le palmitate a été préalablement complexé avec de 1’albumine
de sérum bovin sans acide gras (BSA; Millipore, Billerica, MA, USA) pour une concentration
final de 1,33%. Les cellules ont ensuite été incubées avec une combinaison de 10 mM de
lactate et de 1 mM de palmitate (Sigma-Aldrich) ou 10 mM de mannitol et 1,33% de BSA

pour maintenir 1’équilibre osmotique, pendant 4 h dans un milieu DMEM neutre.

Incubation avec le ZMP. Les cellules ont été traitées avec 0,5 mM de ZMP dilué dans
du DMSO (Sigma-Aldrich) ou le véhicule (concentration finale de DMSO 0,3%) pendant 48h
dans un milieu DMEM supplémenté. Elles ont ensuite été incubées avec la combinaison LP

ou le véhicule pendant 4 h dans un milieu DMEM neutre.
III- Immunobuvardage

Apres le traitement les cellules ont été mises sur glace puis lavées deux fois avec du
PBS froid pour arréter la réaction. Elles ont ensuite été¢ lysée avec un tampon contenant 25

mM de Tris'HCI a pH 7,4, 150 mM de NaCl, 1| mM d’orthovanadate de sodium, 20 mM
fluorure de sodium, 10 mM de pyrophosphate de sodium, 2 mM d’EGTA, 2 mM d’EDTA, 1
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mM de fluorure de phénylméthylsulfonyle, 0,1% de sodium dodecyl sulfate (SDS), 1,5% de
dodecyl-maltoside et des inhibiteurs de protéases. Les lysats ont été récoltés dans des tubes,
laissés sur glace pendant 30 minutes, puis centrifugés a 20 000 g pendant 30 minutes a 4°C.
Chaque surnageant a été récupéré et la teneur en protéine a été¢ déterminée avec le réactif
‘Biorad Protein Assay Reagent’. Une quantité égale de protéines a été chargée (30 pg ou 40
pug) sur un gel de SDS-PAGE de 8% ou 12% puis transférées sur des membranes de
nitrocellulose. Ces derniéres ont été bloquées pendant 2 h dans une solution de 5% de lait
dilu¢ dans du TBST (25 mM Tris-HCI pH 7,6, 150 mM NaCl et 0,05% Tween 20), puis
incubées a 4°C toute la nuit avec les anticorps primaires suivants: AMPK, p-AMPK, ACC, p-
ACC, p38MAPK, p-p38MAPK, SIRTI1, p-SIRT1, PGC-1a,, mTOR, p-mTOR, Akt, p-Akt,
COXIV (Cell Signalling); PFK2, p-PFK2 et B-actine (Santa Cruz); et LRPPRC (offert par le
laboratoire du Dr Rioux, Institut de cardiologie de Montréal). Elles ont ensuite été incubées
avec un deuxiéme anticorps conjugué a une peroxidase a la température de la piéce pendant
1h30. Les membranes ont été révélées par la méthode de chimioluminescence et quantifiées a
I’aide du logiciel ImageJ. Les niveaux d’expression et les taux de phosphorylation des
protéines ont ét¢ exprimés en unités arbitraires, et normalisés par rapport aux niveaux
d’expression de la B actine. Les résultats ont ensuite été comparés aux conditions basales du
témoin (fold increase over basal control). Dans les cas ou les niveaux totaux des protéines

¢taient similaires, le ratio forme phosphorlyée / forme totale est rapporté.
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Incubation avec du DNP pendant Incubation avec Lactate/Palmitate Incubation avec du ZMP
10 min pendant 4h pendant 48h

| Lyse des cellules (30 min sur glace) |

l

| Dosage protéique |

l

Western Blot

Figure 20. Protocole expérimental suivi pour la réalisation des immunobuvardage.
DMEM : Dulbecco's Modified Eagle's Medium, ZMP: S5-amino-1-B-D-ribofuranosyl-

imidazole-4-carboxamide monophosphate, DNP : 2,4 dinitrophénol.

IV- Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été effectuées a I’aide du logiciel Graphpad prism 5.
L’analyse de variance a deux voies (Two-way ANOVA) suivi du test de Bonferroni a été
utilisée pour les comparaisons multiples et un test ¢ a été utilis€ pour la comparaison entre
deux groupes. Les résultats ont été exprimés en moyennes + ’erreur type (SEM) et considérés
significativement différents pour un p < 0,05. Pour une probabilité d’erreur alpha entre 0,05 et
0,1, nous avons considéré la différence comme étant tendancielle, suggérant que la puissance

statistique n’était pas suffisante pour observer la différence.

57



Résultats
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I- Choix du modéle cellulaire

En raison de la disponibilité limitée des cellules primaires des patients LSFC, nous avons
envisagé de travailler avec des cellules immortalisées. Une comparaison des niveaux
d’AMPK et d’ACC (phosphorylés et totaux) pour les deux types cellulaires a été effectuée
avant de choisir le modele le plus approprié pour nos expériences. Comme illustré a la Figure
21 (p. 60), les cellules immortalisées de témoins et de LSFC, montrent une diminution des
niveaux de phosphorylation de I’AMPK de 60% (p<0,01) et de 80% (p<0,01),
respectivement, comparativement aux cellules primaires. Les niveaux de I’ACC phosphorylé
sont également diminués de 58% dans les cellules immortalisées de témoins (p<0,01) et de
69% dans les cellules LSFC (p=0,09). Nos résultats démontrent des différences significatives
entre les cellules immortalisées et les cellules primaires vis a vis de la régulation du
métabolisme énergétique. A la lumiére de ces résultats, nous avons choisi de travailler avec

les cellules primaires uniquement.
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de PACC dans les cellules primaires et les cellules immortalisées. Des fibroblastes

primaires et immortalisés provenant d’un témoin et d’un patient LSFC ont été cultivés en
conditions basales et les niveaux d’expression et de phosphorylation ont été déterminés par
immunobuvardage. Les résultats représentent une moyenne + SEM de 7 expériences

indépendantes.

*#p<0,01.
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I1. Caractérisation des voies métaboliques dans les cellules LSFC en conditions basales

11.1- Expression protéique de LRRPRC et de COXIV

Le LSFC est une maladie caractérisée par une diminution des niveaux de LRPPRC
associée a une diminution des niveaux de COX (43, 44). En accord avec la littérature, les
cellules LSFC démontrent une diminution de 75% (p<0,001) et de 58% (p<0,001) de
I’expression protéique de LRPPRC et de COXIV, respectivement, comparativement aux

cellules témoins (Figure 22, p. 61).
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Figure 22. Expression protéique de LRPPRC et de COXIV dans les cellules LSFC

comparativement aux cellules témoins. L’expression protéique de LRPPRC et de COX a été

¢évaluée par immunobuvardage dans des fibroblastes primaires provenant d’un témoin et d’un
patient LSFC. Les résultats représentent une moyenne + SEM de 5 expériences

indépendantes. ***p<0,001.
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11.2- Activité de ’AMPK

L’activit¢ de ’AMPK a été déterminée avec un anticorps qui reconnait la forme
phosphorylée et active de ’enzyme. De plus, nous avons aussi €valué¢ la phosphorylation
d’une cible de I’AMPK. Cela nous permet d’avoir un profil d’activation plus précis puisque la
régulation de ’activit¢ de ’AMPK implique, en plus de la phosphorylation, une activation
allostérique qui augmente jusqu’a 5 fois son activité (84, 85). L’AMPK est la principale
kinase régulatrice de I’activit¢ de ’ACC (190). Par conséquent, I’ACC est le substrat
traditionnellement choisi pour la mesure de I’activité de cette enzyme. Comme illustré a la
Figure 23 (p. 62), les niveaux de phosphorylation de I’AMPK et de I’ACC sont similaires

dans les cellules LSFC et les cellules témoins.
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Figure 23. Activité de PAMPK dans les cellules LSFC et les cellules témoins. [es niveaux

de phosphorylation de I’ AMPK et de I’ACC ont été déterminés par immunobuvardage dans
des fibroblastes primaires provenant d’un patient témoin et un patient LSFC. Les résultats

représentent une moyenne = SEM de 10 expériences indépendantes.
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11.3- Activité de la protéine PFK2

Les dysfonctions mitochondriales sont souvent associées a des changements du
métabolisme énergétique dont 1’augmentation de la glycolyse (62, 185, 186). Nous avons
examiné les niveaux d’expression et de phosphorylation de la PFK2, une enzyme clé dans la
régulation de la glycolyse par I’AMPK (131, 132). Comme illustré a la Figure 24 (p. 63), et en
accord avec les niveaux de phosphorylation de I’AMPK, les niveaux de phosphorylation de la
PFK2 ne sont pas significativement différents entre les cellules de témoins et les cellules de

patients (p=0,27).
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Figure 24. Taux de phosphorylation de la PFK?2 dans les cellules LSFC et les cellules

témoins. Les niveaux de phosphorylation de la PFK2 ont ¢été déterminés par
immunobuvardage dans des fibroblastes primaires provenant d’un témoin et d’un patient

LSFC. Les résultats représentent une moyenne + SEM de 10 expériences indépendantes.
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11.4- Activité de la p38MAPK

La p38MAPK joue un rdle dans plusieurs processus biologiques incluant
I’inflammation, la croissance, la différenciation, le cycle et la mort cellulaire (122, 123).
Plusieurs études ont suggéré qu’elle jouait aussi un réle dans le transport de glucose en
coopération avec I’AMPK (128, 129). La Figure 25 (p. 64) illustre une tendance a
I’augmentation de 38% des niveaux de phosphorylation de la p38MAPK (p=0,09) dans les
cellules LSFC comparativement aux témoins. Puisqu’aucune différence d’activité¢ de I’AMPK
n’existe entre les cellules LSFC et les cellules témoins, nos résultats suggérent que

I’activation de p38MAPK se produit via une voie indépendante de I’ AMPK.
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Figure 25. Taux de phosphorylation de la p3S8MAPK dans les cellules LSFC

comparativement aux cellules témoins. Les niveaux de phosphorylation de la p38MAPK

ont ét¢ déterminés par immunobuvardage dans des fibroblastes primaires provenant d’un
témoin et d’un patient LSFC. Les résultats représentent une moyenne + SEM de 10

expériences indépendantes.
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11.5- Activité des protéines impliquées dans la biogenése mitochondriale

Dans plusieurs mode¢les, les mutations des protéines de la chaine respiratoire ou des
facteurs d’assemblage sont accompagnées d’une augmentation de la biogenése mitochondriale
(185, 186). Pour vérifier si cela était aussi vrai dans les cellules LSFC, nous avons examiné

deux protéines qui jouent un role important dans ce processus, soient SIRT1 et PGC-1o.

Comme illustré a la Figure 26 (p. 65), les cellules LSFC présentent une augmentation
de 223% (p<0,01) de la forme phosphorylée et active de SIRT1 associée a une augmentation
de 61% (p<0,0I) de la quantité de SIRT1. Il en résulte un ratio forme phosphorylée/forme
totale significativement élevé par rapport aux cellules témoins (1104%, p<0,05). Par ailleurs,
on observe une tendance a 1’augmentation de 39% (p=0,08) de I’expression protéique de
PGC-1a dans les cellules LSFC comparativement aux cellules témoins. Ces résultats
suggerent une surexpression et une activation de la voie de la biogenése mitochondriale dans

les cellules LSFC comparativement aux cellules témoins.

65



Control LSFC Control LSFC

pSIRT1 SIRT1 |

e
B actin —_ B actin | SR S—

*%

] = T T =

1.5

1.0

pSIRT1 / B actin
Fold increase over control
N

0.5+

SIRTI1 / B actin
Fold increase over control

0.0
Control LSFC Control LSFC

Control _LSFC

PGCla pra—
B actin | eom— —
2.0 p=0,08
g
£ 5 159 T
S 5
@3z
EE R
08
Q= 05
2
0.0
Control LSFC

Figure 26. Taux de phosphoryvlation et d’expression de SIRT1 et PGC-10 dans les

cellules LSFC comparativement aux cellules témoins. Les niveaux de phosphorylation et/

ou d’expression de SIRT1 et de PGC-1a ont été déterminés par immunobuvardage dans des
fibroblastes primaires provenant d’un patient témoin et un patient LSFC. Les résultats
représentent une moyenne = SEM de 9 expériences indépendantes pour SIRT1 et 8

expériences pour PGC-la. **p<0,01.
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11.6- Activité des protéines impliquées dans la survie et la croissance cellulaire

L’ Akt est un important régulateur de la survie cellulaire via 1’inhibition de 1’apoptose
d’une part, et de la stimulation de la croissance cellulaire d’autre part via, en partie,
I’activation de mTOR (191). Akt et mTOR sont régulées par phosphorylation. Alors que la
phosphorylation d’Akt est activatrice celle de mTOR dépend du résidu phosphorylé. Ainsi la
phosphorylation sur une Ser 722 ou une Ser 792 par I’AMPK au niveau du composant raptor
de mTOR se traduit par une inactivation, alors que la phosphorylation de la Ser 2448 via la
voie PI3K/Akt active I’enzyme (191, 192). Dans la présente étude, nous avons évalué la
phosphorylation de la Ser 473 et la Ser 2448 impliquées dans ’activation de I’Akt et de
mTOR respectivement.

Tel qu’illustré a la Figure 27 (p. 68), on observe une augmentation de 111 % des
niveaux de phosphorylation d’Akt (p<0,05) dans les cellules LSFC associée a une
augmentation de 44% des niveaux d’expression de la protéine (p<0,001). Les cellules de
patients présentent aussi une augmentation de 51% des niveaux d’expression mTOR (p<0,01)
mais aucun changement dans les niveaux de phosphorylation (p=0,19) pour cette protéine.
Dans I’ensemble, nos résultats démontrent une surexpression de la voie d’Akt/mTOR dans les

cellules LSFC comparativement aux cellules témoins.

En résumé, nos résultats démontrent qu’en conditions basales 1’activité de I’AMPK est
similaire dans les cellules LSFC et les cellules témoins. Ils démontrent en outre une
surexpression des voies Akt/mTOR et SIRTI/PGC-la dans les cellules LSFC

comparativement aux cellules témoins.
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Figure 27. Taux de phosphoryvlation et d’expression d’Akt et de mTOR dans les cellules

LSFC comparativement aux cellules témoins. Les niveaux de phosphorylation et

d’expression d’Akt et de mTOR ont été déterminés par immunobuvardage dans des
fibroblastes primaires provenant d’un patient témoin et un patient LSFC. Les résultats
représentent une moyenne = SEM de 10 expériences indépendantes. *p<0,05; **p<0,01;

54 <0,001.
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III- Caractérisation des voies métaboliques en réponse a un stress

111 1- Traitement avec le DNP

L’absence d’augmentation de 1’activit¢é de ’AMPK dans les cellules LSFC nous a
conduits a nous demander si la protéine était fonctionnelle dans les cellules LSFC. Les
cellules ont donc été traitées avec le DNP pendant 10 min et les niveaux de phosphorylation
de ’AMPK et de ’ACC ont été¢ évalués. Comme illustré a la Figure 28 (p. 69), le DNP
augmente les niveaux de phosphorylation de ’AMPK de 81% et de 89% dans les cellules de
témoins (p<0,05) et les cellules LSFC (p<0,01) respectivement. Cela s’accompagne d’une
augmentation des niveaux de phosphorylation de ’ACC de 74% et de 60% dans les cellules
de témoins et les cellules LSFC respectivement (traitement p<0,05). Pris dans 1’ensemble, nos
résultats démontrent que 1’activation de I’AMPK est comparable dans les cellules LSFC et les

cellules témoins en réponse au DNP.
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Figure 28. Effet du DNP sur ’activité de ’AMPK. Les cellules ont été stimulées avec 0,1

mM de DNP ou le véhicule pendant 10 min. Les résultats représentent une moyenne + SEM

de 5 expériences. *p<0,05; **p<0,01, Effet traitement p<0,05.
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1I1.2- Traitement avec le LP et le ZMP

Une partie des cellules ont été prétraitées avec 0,5mM de ZMP ou son véhicule
pendant 48h. Les cellules ont ensuite été traitées avec une combinaison de 10 mM lactate/ 1
mM palmitate (LP) ou son véhicule pendant 4h. Les résultats qui correspondent a une
variation de moins de 20%, aussi bien dans les cellules témoins que les cellules LSFC, par
rapport au traitement ne seront pas présentés. Cela concerne notamment 1’expression de la

PFK2.

11.2.1- Activité de ’AMPK

Dans les cellules témoins, le traitement LP augmente significativement les niveaux de
phosphorylation de ’AMPK de 90% (p<0,01) et tend a augmenter les niveaux de
phosphorylation de I’ACC de 154% (p=0,06). Nous avons aussi examiné I’effet du
prétraitement au ZMP sur la réponse des cellules au LP. Comme illustré a la Figure 29 (p.71),
les niveaux de phosphorylation de ’AMPK en réponse au LP ne sont pas affectés par le
prétraitement au ZMP. Par contre, ce prétraitement augmente de 364% (p<0,001) les niveaux
de phosphorylation de I’ACC en réponse au LP. Contrairement aux cellules témoins, le
traitement avec le LP ou ZMP+LP ne change pas les niveaux de phosphorylation de I’AMPK
et de I’ACC dans les cellules LSFC. Pris dans 1’ensemble, nos résultats démontrent que le LP
stimule la phosphorylation de I’AMPK et de I’ACC dans les cellules t¢émoins. De plus, un
prétraitement au ZMP potentialise ’effet du LP sur la phosphorylation de I’ACC dans les

cellules témoins. Ces effets sont complétement abolis dans les cellules LSFC.
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Figure 29. Effet du LP et du ZMP sur Pactivité de PAMPK. Les cellules ont été incubées

avec 0,5 mM de ZMP ou le véhicule pendant 48h. Les cellules ont ensuite été incubées avec
une combinaison de ImM de palmitate complexé a 1,33% d’albumine et 10mM de lactate ou
un milieu contenant le véhicule pendant 4h. Les résultats représentent une moyenne + SEM de

5 expériences indépendantes. *p<0,05. **p<0,01; ***p<0,001.
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11.2.2- Activité de la p38MAPK

Comme illustré a la Figure 30 (p. 72), il n’y a pas de changement significatif de la
phosphorylation de la p38MAPK en réponse au LP ou au LP+ZMP. Dans les cellules LSFC,
ni le LP ni le ZMP n’a d’effet sur les niveaux de p38MAPK phosphorylé mais il est important
de noter que les niveaux de phosphorylation de p38MAPK étaient déja élevés en conditions

basales (1 40%, p=0,045).

Control LSFC
Basal LP ZMP+LP Basal LP ZMP+LP

PP3ISMAPK | S S s we i

PISMAPK | " S S S A S

. T — — —
B actine ———

°

E 200 p=0045 ,

E S p=0,13

A T T T

o <
et

9-4 S 10-

¥ ©°

A 2 0.5

< g

= 5
= 0.0

% = Basal LP ZMP+LP  Basal LP ZMP+LP

m p—

e Control LSFC

Figure 30. Effet du LP et du ZMP sur la phosphorylation de P38MAPK. Les cellules ont

¢été incubées avec 0,5 mM de ZMP ou le véhicule pendant 48h. Les cellules ont ensuite été
incubées avec une combinaison de 1mM de palmitate complexé a 1,33% d’albumine et 10mM
de lactate ou dans milieu contenant le véhicule pendant 4h. Les résultats représentent une

moyenne + SEM de 5 expériences indépendantes. *p<0,05.
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11.2.3 Activité des protéines impliquées dans la survie et de la croissance cellulaire

Dans les cellules témoins, le LP n’a aucun effet significatif sur les niveaux
d’expression (p=0,3) et de phosphorylation (p=0,2) d’Akt. Par contre, la combinaison
ZMP+LP augmente les niveaux d’expression d’Akt de 46% (p<0,05) et tend a diminuer la
phosphorylation d’Akt de 42% (p=0,099) comparativement au traitement avec le LP seul
(Figure 31, p. 73).

Comme décrit précédemment, dans les cellules LSFC les niveaux de base de
phosphorylation et d’expression d’Akt sont élevés (1175% pAkt, p<0,05 et 134% Akt,
p=0,056) par rapport aux niveaux de base des cellules témoins. Le LP n’affecte pas les
niveaux d’expression (p=0,7) et de phosphorylation de cette enzyme (p=0,8). La combinaison
ZMP+LP n’a pas d’effet sur I’expression d’Akt mais comme observé dans les cellules
témoins, ZMP+LP diminue de 69% (p<0,05) la phosphorylation d’Akt par rapport au
traitement LP (Figure 31, p. 73).

Aucun changement significatif n’a été observé au niveau de 1’expression et de la

phosphorylation de mTOR en réponse au traitement LP ou ZMP+LP (Figure 31, p. 73).
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Figure 31. Effet du LP et du ZMP sur la voie Akt/mTOR. Les cellules ont été incubées

avec 0,5 mM de ZMP ou le véhicule pendant 48h. Les cellules ont ensuite été incubées avec
une combinaison de 1mM de palmitate complexé a 1,33% d’albumine et 10mM de lactate ou
dans un milieu contenant le véhicule pendant 4h. Les résultats représentent une moyenne =+

SEM de 5 expériences indépendantes. *p<0,05.
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11.2.4- Activité des protéines impliquées dans la biogenése mitochondriale

Dans les cellules témoins, le LP tend a augmenter les niveaux de phosphorylation de
SIRT1 (179%, p=0,07) alors que le traitement ZMP+LP augmente significativement de 120%
(p<0,05) les niveaux de phosphorylation de SIRT1. Les niveaux d’expression de SIRT1 sont
significativement augmentés de 57 % (p<0,05) en réponse au LP et de 75% (p<0,0I) en
réponse au traitement ZMP+LP. Ces effets sont abolis dans les cellules LSFC (Figure 32,
p.75). Par contre, comme décrit précédemment, les cellules LSFC présentent une
augmentation des niveaux de base de SIRT1 phosphorylée (1166%, p<0,05) et une tendance
pour les niveaux d’expression de SIRT1 (160%, p=0,07).

Dans les cellules témoins, le LP tend a augmenter les niveaux d’expression de PGC-1a
de 19%, comparativement aux conditions de base. Ils sont augmentés de 44% en réponse au
traitement ZMP+LP. Dans les cellules LSFC, le LP n’a pas d’effet sur I’expression de PGC-
la et ce dernier ne varie pas non plus en fonction d’un prétraitement au ZMP (Figure 32,

p.75). Par contre, il est a noter que le nombre d’expérience est limité pour cette mesure.

Nos résultats appuient une augmentation a tendance significative de 1’expression de la
voie de la biogenése mitochondriale dans les cellules de témoins en réponse au LP, cette
augmentation devient significative dans les cellules prétraitées au ZMP. Cet effet est aboli

dans les cellules LSFC.
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Figure 32. Effet du LP et du ZMP sur la voie SIRT1/PGC-1a. Les cellules ont été

incubées avec 0,5 mM de ZMP ou le véhicule pendant 48h. Les cellules ont ensuite été
incubées avec une combinaison de 1 mM de palmitate complexé a 1,33% d’albumine et 10
mM de lactate ou dans un milieu contenant le véhicule pendant 4h. Les résultats représentent
une moyenne + SEM de 4 expériences indépendantes pour I’expression protéique de SIRT1 et

de 3 expériences indépendantes pour I’expression de PGC-1a. *p<0,05. **p<0,01.
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Nous avons évalué D’expression de LRPPRC et de COXIV en réponse a ces
traitements. Comparativement aux conditions de base, le LP seul augmente de 23% (p=0,045)
et de 19% (p<0,05) les niveaux d’expression LRPPRC et de COXIV respectivement, dans les
cellules témoins. Le traitement ZMP+LP augmente significativement de 63% (p<0,001) et de
38% (p<0,001) les niveaux de d’expression de LRPPRC et de COXIV respectivement,
comparativement aux conditions de base (Figure 33, p. 77). Dans les cellules LSFC, tous ces
effets sont abolis. En résumé, nos résultats démontrent une augmentation de 1’expression des
protéines mitochondriales en réponse au LP dans les cellules de témoins. Un effet additif est
observé lorsque les cellules sont prétraitées avec du ZMP. Ces effets sont abolis dans les

cellules LSFC.
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Figure 33. Effet du LP et du ZMP sur Pexpression protéique de LRPPRC et de COXIV

Les cellules ont été incubées avec 0,5 mM de ZMP ou le véhicule pendant 48h. Les cellules
ont ensuite été¢ incubées avec une combinaison de 1 mM de palmitate complexé a 1,33%
d’albumine et 10 mM de lactate ou dans un milieu contenant le véhicule pendant 4h. Les
résultats représentent une moyenne = SEM de 5 expériences indépendantes et sont considérés

significatifs pour un p<0,05. **p<0,01 ***p<0,001
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Discussion

78



Discussion

Le LSFC est une maladie mitochondriale rare et, jusqu’a présent, orpheline. Tel que
mentionné précédemment, plus de 80% des enfants atteints meurent en bas age suite a des
crises d’acidose lactique. Ces crises sont souvent associées a un changement dans
I’homéostasie énergétique tel que ’effort physique, le choc émotionnel, I’infection ou encore
un changement dans I’apport nutritionnel (43, 44). Le LSFC est une maladie qui a été trés peu
¢tudiée jusqu’a présent. Par conséquent, les mécanismes impliqués dans la physiopathologie
et ’apparition de ces crises sont encore largement inconnus. Néanmoins, les rares études qui
portent sur la maladie ont démontré que la mutation du gene Ilrpprc est associée a une
déficience tissu-spécifique du complexe IV de la chaine respiratoire (57, 58). Comme toutes
les maladies mitochondriales, le LSFC est caractéris¢ par une importante dysfonction
mitochondriale (60) entrainant plusieurs altérations métaboliques, incluant une probable
diminution de la capacité de production d’ATP par la phosphorylation oxydative (7). Certains
mécanismes de compensation face a ce déficit énergétique, ont été observés dans d’autres
maladies mitochondriales, dont 1’activation de la voie de I’AMPK (62, 63, 64, 187). De plus,
les roles de cette enzyme dans le maintient de 1’homéostasie énergétique lui confeérent un
intérét particulier comme cible thérapeutique dans les maladies mitochondriales (68, 69, 70).
Ainsi, dans une maladie comme le LSFC ou aucune piste mécanistique n’a encore été
explorée, caractériser la voie de ’AMPK nous semblait une étape importante. L’enjeu ici
¢tant de comprendre 1’effet de la mutation du gene /rpprc sur la régulation du métabolisme
énergétique et déceler les voies de signalisation qui seraient potentiellement altérées dans les

cellules LSFC.

Bien que les fibroblastes de peau ne soient pas le meilleur modele pour 1’étude du
métabolisme énergétique, les résultats de la présente étude donnent des pistes mécanistiques
intéressantes qui sont discutées ci apres. Ces pistes pourront servir de base pour une étude
approfondie de la régulation du métabolisme énergétique chez les patients LSFC ou dans un

modele de souris, lorsque celui-ci sera disponible.
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Conditions de base. Notre hypotheése de départ suggérait que la mutation du gene
Irppre et la déficience en COX dans les fibroblastes LSFC auraient pour conséquence une
diminution des niveaux d’ATP et donc une augmentation de D’activit¢ de I’AMPK. Nos
résultats réfutent cette hypothése et démontrent que dans les conditions expérimentales
¢tudiées, ’activité de I’AMPK est similaire dans les cellules LSFC et les cellules témoins.
Ceci est en accord avec une étude récente dans notre laboratoire, qui démontre que, dans les
conditions basales, les cellules LSFC ont des niveaux d’ATP similaires aux cellules témoins
(59). Mais si l’activit¢ de PAMPK n’est pas augmentée dans les cellules LSFC, quel

mécanisme métabolique compense-t-il le déficit de la production d’énergie dans ces cellules ?

Il a été récemment suggéré que les cellules ayant une dysfonction mitochondriale
puissent compenser la diminution de la production d’énergie par la mitochondrie en
augmentant la production d’ATP par la glycolyse (193). Cette adaptation est notamment
retrouvée dans les cellules de type cancéreuses. Ces derniéres consomment beaucoup de
glucose comparativement aux cellules normales et celui-ci est converti a plus de 90% en
lactate, indépendamment des conditions d’aérobie. Ce phénomene, appelé « effet Warburg »,
a été décrit pour la premiere fois dans les cellules tumorales par Otto Warburg dans les années
1920 (194). Plusieurs années plus tard, ce chercheur a émis I’hypothése que I’augmentation de
la glycolyse est probablement un mécanisme de compensation suite a une dysfonction du
métabolisme oxydatif (195). Subséquement, ce phénomene sera aussi rapporté dans des
cellules prolifératives sans dysfonction de la phosphorylation oxydative (196). Les cellules
prolifératives, telles que les cellules cancéreuses, ont un grand besoin d’ATP, or le taux
d’ATP produit par glycolyse est généralement trés faible comparativement a celui de la
phosphorylation oxydative (197, 198). Selon Warburg, dans ces cellules, le flux glycolytique
peut étre trées augmenté et la quantit¢ d’ATP produite peut dépasser celle issue de la
phosphorylation oxydative (195). En plus de fournir I’énergie nécessaire, DeBerardinis et
coll. ont proposé¢ que pour les cellules sans dysfonction mitochondriale, ce phénomeéne
permettrait de produire des intermédiaires nécessaires a la biosynthése protéique et lipidique
pour leur survie. Quant aux cellules avec une dysfonction mitochondriale, cela constituerait
un moyen important de consommer les nutriments extracellulaires et de produire d’ATP

indépendamment de la mitochondrie (198).
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Dans les maladies mitochondriales, I’existence de 1’effet Warburg est corroborée,
entre autres, par des taux élevés de lactate (26). D’autres effets retrouvés dans les maladies
mitochondriales favoriseraient aussi ce phénoméne. Notamment, une des conséquences de la
dysfonction de la phosphorylation oxydative est une accumulation cytosolique du succinate et
des ROS. Ces derniers induisent la stabilisation du facteur inductible par I’hypoxie (HIF1o)
dans les conditions normoxiques, qui stimule la glycolyse (199, 200). Dans notre étude,
quelques €léments viennent aussi appuyer ’existence probable de 1’effet Warburg dans les
cellules LSFC. Des résultats préliminaires (n=2) suggerent une augmentation de 1’expression
protéique d’HIF 1o dans les cellules LSFC comparativement aux cellules témoins (Figure 34,
p. 81). Le HIFla favorise la glycolyse en stimulant I’expression de plusieurs protéines tels
que GLUT]1 et la phosphofructokinase L (PFKL) (201, 202). Une augmentation de HIFla
pourrait donc contribuer a une augmentation de la glycolyse. Des expériences

supplémentaires pourraient mieux définir la contribution de HIF1a dans ce processus.

Control LSFC

HIF1-a ———. e

p actine —

Figure 34. Expression protéique de HIF1-o en conditions basales. (n=2). HIF1-o : facteur

inductible par I’hypoxie, LSFC : syndrome de Leigh, type canadien francais.

Un autre élément qui soutient une activation de la glycolyse est la surexpression de la
voie Akt/mTOR dans les cellules LSFC. En effet, dans les cellules de patients, nous
observons une augmentation des niveaux de phosphorylation et d’expression d’Akt,
accompagnée d’une augmentation de 1’expression de mTOR. La voie Akt/mTOR participe a
la régulation de la glycolyse aérobique (effet Warburg) mais aussi de la biosynthese cellulaire
(198). L’ Akt stimule la glycolyse via la régulation de la traduction des ARNm de HIF1a, et la
synthése des lipides via la phosphorylation de I’ATP citrate lyase (203, 204, 205). L’ Akt
phosphoryle et inhibe aussi la protéine TSC2, permettant 1’activation de mTOR. Cette
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dernicre stimule la synthese des protéines via notamment la régulation du facteur d’initiation a
la traduction 4E (206, 207). Dans l’effet Warburg, les enzymes glycolytiques sont
surexprimées pendant que celles favorisant le métabolisme oxydatif mitochondrial, telle que
I’AMPK, sont réprimées (198, 208). Ainsi, I’augmentation de I’expression de HIFla, de la
voie Akt/mTOR dans les cellules LSFC, concorderait avec 1’absence d’augmentation de
I’activité de I’AMPK. Des expériences supplémentaires, particulierement la variation du flux
glycolytique dans les cellules LSFC, permettraient d’évaluer la contribution de ce processus

au maintient des niveaux d’ATP.
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Figure 35. Régulation du métabolisme des cellules en prolifération. Figure adaptée de
DeBerardinis R.J. et al. Cell metab 7, 11-20. 2008. La figure illustre certaines voies
prédominantes dans les cellules prolifératives telles que I’augmentation de la glycolyse, la
production de lactate, la synthese des protéines, des lipides et des nucléotides. Ces voies sont

stimulées par la surexpression de la voie PI3K/Akt/mTOR, la surexpression de HIF1-a et de
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Myc': Protéines augmentées dans les cellules LSFC et mesurées dans la présente étude.t:
Métabolites augmentés dans le plasma des patients LSFC et mesurés au cours d’une étude
clinique de notre laboratoire. PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase; PTEN : homologue de la
phosphatase/tensine; TSC : tuberous sclerosis complex; mTOR : cible mammalienne de la
rapamycine; glc-6-P : glucose-6-phosphate; 3-PG : 3-phosphoglycérate; PDKI : pyruvate
déshydrogénase kinase 1; SDH : succinate déshydrogénase; FH : fumarate hydratase; HIF-1a :
facteur inductible par hypoxie 1a; VHL : von Hippel-Lindau.

Un autre mécanisme compensatoire souvent observé dans des modeles de maladies
mitochondriales est 1’augmentation de la biogenése mitochondriale (62, 185, 186). Nous
avons ainsi examiné certaines protéines clés impliquées dans la régulation de ce processus.
Nos résulats démontrent une augmentation significative des niveaux de phosphorylation et
d’expression de SIRT1 qui active, par déacétylation, PGC-1a.. On observe aussi une tendance
a ’augmentation de I’expression de PGC-1a (p=0,08) dans les cellules LSFC.

L’AMPK régule la biogenése mitochondriale via la phosphorylation de PGC-1a et le
contrdle de ’activité de SIRT1. Selon ce paradigme, la déacétylation de PGC-1a par SIRT1
nécessite une phosphorylation préalable par ’AMPK ce qui a pour role de stabiliser la
protéine afin qu’elle puisse étre déacétylé (209). Dans cette optique, I’activation de SIRTI et
I’accumulation de PGC-1a devraient étre proportionnelles a 1’augmentation de 1’activité de
I’AMPK. Or dans notre étude, on observe I’accumulation de PGC-1a indépendamment de
I’augmentation de 1’activité de I’AMPK. Bien que surprenant, ceci n’est pas impossible.
Premierement, I’AMPK stimule 1’activité de SIRT1 via I’augmentation de NAD", mais cette
action n’est pas exclusive a I’activation de cette derni¢re. En effet, 1’étude de Sasaki et coll.
démontre que 1’activité de SIRT1 est également régulée par phosphorylation, notamment par
la cycline B/CDK1 (210). D’autre part, SIRT1 est activé en se liant directement a la «protéine
nucléaire activatrice de SIRT1» (active regulator of SIRT1 ou AROS) (211). En outre, la
régulation de I’activité de SIRT1 implique aussi I’augmentation de son expression par entre
autres le complexe p5S3/FOXO03a (212). Deuxieémement, I’AMPK n’est pas la seule enzyme
phosphorylant PGClo. L’étude de Puigserver et coll. suggere que la p38MAPK phosphoryle

PGC-10 augmentant sa stabilité et son activité (213, 214). D’ailleurs, on peut supposer que
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I’augmentation des niveaux de phosphorylation de la p38MAPK (p=0,09 Figure 25, p. 64;
p=0,045 Figure 30, p. 72) contribue a ’accumulation PGC-1a dans les cellules LSFC. Ainsi,
il semble que nos résultats appuient une activation de la voie SIRT1/PGC-la
indépendamment de I’AMPK (Figure 36, p. 85). Toutefois, il serait important de mesurer les
niveaux de phosphorylation et d’acétylation de PGC-law pour avoir un meilleur profil
d’activité de celui-ci.

L’activation de la voie de SIRT1/ PGC-1a. est en accord avec de nombreuses études
sur le vieillissement qui montrent que le nombre de mitochondries et de copies de I’ADNmt
est augmenté dans les cellules avec une déficience de la phosphorylation oxydative (215, 216,
217, 218). En effet, les mitochondries anormales sont souvent dégradées par mitophagie (174,
175, 176). L’organisme remplace ces derniéres en augmentant la biogenése mitochondriale.
Cette augmentation serait un mécanisme compensatoire qui permettrait a la cellule de

maintenir la respiration mitochondriale et une production d’ATP adéquate (219).
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Figure 36. Mécanismes potentiels de régulation de la voie de SIRT1/PGC-1a.. AMPK :

protéine kinase activée par ’AMP, SIRT1 : sirtuine 1, NAD+: nicotinamide adénine

dinucléotide, PGC-1%: co-activateur transcriptionnel la du récepteur activé par les
proliférateurs des peroxysomes, pPGC—la—Ac : PGC-1¢ phosphorylé et acétylé, pPGC—la :

PGC-1% phosphorylé et déacétylé.

Comme discuté précédemment, la p38MAPK est une protéine qui joue un rdle dans
plusieurs processus biologiques incluant le transport du glucose, I’inflammation, Ia
croissance, la différenciation, le cycle et la mort cellulaire (123, 124). Dans notre étude, nous
avons évalué la p38MAPK comme une des cibles de I’AMPK. Rappelons que ces deux
protéines agissent en synergie pour stimuler le transport du glucose dans des situations de
stress énergétique comme 1’exercice physique. L’inhibition de 1’un bloque I’action de 1’autre
sur le transport du glucose (127, 128, 129). On observe une augmentation a tendance
significative des niveaux de phosphorylation de la p38MAPK dans les cellules LSFC

comparativement aux témoins en conditions basales (p=0,09 Figure 25, p. 64; p=0,045 Figure
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30, p. 72). En ’absence d’augmentation de 1’activit¢ de I’AMPK, nos résultats suggerent que
la phosphorylation de la p38MAPK soit indépendante de I’AMPK, et son rdle dans le
transport du glucose semble moins privilégié. Cette augmentation de la phosphorylation de la
p38MAPK peut donc se traduire par plusieurs autres conclusions. La p38MAPK est activée
par le stress et les cytokines, et I'un de ces principaux roles le mieux documenté est celui de
marqueur inflammatoire (123). Ainsi on peut émettre I’hypothése qu’il y aurait une activation
de I’état inflammatoire dans les cellules LSFC. Cependant jusqu’a présent, nous ne disposons
pas de données suffisantes chez les patients pour appuyer cette hypothése. Des expériences
supplémentaires visant a évaluer d’autres protéines cibles impliquées dans ce processus nous

permettraient de tirer des conclusions plus concreétes sur le role de la p38MAPK.

Pour résumer, nos résultats suggerent qu’en conditions basales les cellules LSFC
seraient dans une phase de prolifération mitochondriale probablement pour remplacer les
mitochondries déficientes. De plus, pour palier le déficit énergétique ces cellules augmentent
la glycolyse aérobique via Akt/mTOR et HIFla. Cela concorde avec I’absence d’activation de

I’AMPK.
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Figure 37. Récapitulatif : Métabolisme de base des cellules LSFC

En conditions basales, les cellules LSFC démontrent une diminution des niveaux protéiques
de LRPPRC et de COX et cette déficience entraine une importante dysfonction
mitochondriale. Malgré cela, les cellules LSFC exhibent des niveaux d’ATP normaux (59,60).
Nos résultats démontrent que, dans les cellules LSFC, Iactivité de I’AMPK n’est pas plus
augmentée que la normale. Par ailleurs, on observe une surexpression des voies de la
biogenése mitochondriale et de la croissance et la survie cellulaire, tel un probable mécanisme
de compensation a la dysfonction mitochondriale pour rétablir le déficit énergétique.
LRPPRC : leucine-rich PPR-motif containing protein, COX IV : sous-unit¢ IV de la
cytochrome ¢ oxydase, ATP : adénosine triphosphate, AMPK : protéine kinase activée par
AMP, ACC: acétyl CoA carboxylase, SIRTI : sirtuine 1, PGC- lo: co-activateur
transcriptionnel la du récepteur activé par les proliférateurs des peroxysomes, Akt : protéine

kinase B, mTOR : mammalian target of rapamycin.

87



Conditions de stress. L’enquéte faite aupres des parents (44) a permis d’émettre
I’hypothése que les crises apparaissent dans des conditions de stress (infection, exercice
physique, etc.). Par conséquent, il nous semblait logique de caractériser la voie de I’AMPK

dans ces conditions.

DNP

Le DNP est un élément liposoluble capable de traverser les membranes biologiques
(95). Dans la mitochondrie, ce dernier transporte des protons au travers de la membrane
interne, et induit un découplage de la chaine respiratoire entrainant la diminution du gradient
¢lectrochimique (95). Cela a pour conséquence une diminution de la synthése d’énergie sous
forme d’ATP et une activation de I’AMPK (220, 221). Le DNP a longtemps été utilisé en
clinique pour traiter I’obésité car son réle de découpleur de la phosphorylation oxydative
entraine une augmentation du métabolisme des glucides et des lipides résultant en une perte
de poids. Il a été retiré du marché lorsque des études ont révélé qu'une surdose chronique de
ce médicament induisait la mort (95). Aujourd’hui, le DNP est utilisé¢ en recherche mais sous
restrictions.

Nos résultats démontrent que le DNP active I’AMPK aussi bien dans les cellules
LSFC que les cellules témoins. Ces résultats démontrent que I’AMPK est activable dans les
cellules LSFC en réponse a une diminution des niveaux d’ATP. Cela suggére que I’absence
d’activation de ’AMPK dans les cellules de patients en conditions basales est probablement
due a des niveaux d’ATP normaux (59). L’augmentation de la glycolyse aérobique pourrait
contribuer a cette normalisation des niveaux d’ATP. Des expériences complémentaires nous
permettront de confirmer cette hypothése. Notamment, une inhibition spécifique de la voie
Akt/mTOR par la rampamycine par exemple, dans les cellules de patients nous donnerait une

idée plus claire sur la contribution de cette voie a la normalisation des niveaux d’ATP.

LP et ZMP

Au repos chez un sujet sain, le taux de lactatémie varie de 0,8 a 2 mM (222). Chez les
patients LSFC ce taux peut atteindre 12 a 26 mM au cours d’une crise (43, 44). Cependant, il
existe des situations physiologiques tel que I’exercice physique, ou ce taux peut atteindre

20 mM (223). Ainsi, une concentration de 10 mM de lactate n’est pas forcément considérée
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comme toxique. D’ailleurs, a cette concentration, le lactate seul n’induit pas de mort cellulaire
dans les cellules LSFC (59). Par contre, il augmente I’effet du palmitate sur la nécrose et
I’apoptose (59). Rivard et coll. proposent que le lactate exacerbe les effets délétéres du
palmitate notamment en favorisant I’accumulation des acyls-CoA pouvant induire une
lipotoxicité (résultats non publiés). A ce propos, d’aprés 1’é¢tude clinique de Thompson et
coll., on observe une accumulation des acyl carnitines dans le plasma des patients LSFC a
jeun (résultats non publiés/communication personnelle). Dans la présente étude, nous
discuterons particulicrement des effets du palmitate sur 1’activit¢ de I’AMPK et sur

I’expression protéique des différents marqueurs des voies métaboliques.

Le palmitate est 1’acide gras saturé le plus abondant chez I’homme. A lui seul, il
représente 28% des acides gras libres présents dans le plasma (189). On le retrouve dans les
conditions physiologiques a jeun au repos, a des concentrations entre 100-500 uM (189). Ces
concentrations peuvent atteindre 500-1000 uM lors d’un exercice physique prolongé (189).
Dans les conditions pathologiques telles que 1’obésité et le diabéte de type 2, ces
concentrations fluctuent entre 600 et 900 uM (189). La concentration de 1000 uM, environ 2
a 10 fois supérieures aux conditions physiologiques au repos, utilisée dans la présente étude se

rapproche donc des concentrations retrouvées chez un patient diabétique.

Effet du LP et du ZMP sur ’activité de PAMPK et de ’ACC

Un excés chronique d’acides gras libres, notamment en palmitate, est associé¢ a
plusieurs effets déléteres incluant le stress du réticulum endoplasmique, I’inflammation, et
I’insulinorésistance (224, 225, 226). L’activation de ’AMPK, quant a elle, est associée a
plusieurs effets protecteurs incluant 1’inhibition du stress oxydatif, de ’inflammation ainsi
qu’une amélioration de la résistance a I’insuline (227). Plusieurs études démontrent, que
I’activité de I’AMPK est inhibée dans les cellules incubées avec un exceés de palmitate alors
que d’autres démontrent que la stimulation pharmacologique de ’activité de I’AMPK atténue
les effets délétéeres du palmitate (224, 225, 226, 227). Cependant, les effets du palmitate sur
I’activité de I’AMPK varient considérablement dépendamment du temps d’exposition et/ou

des niveaux de palmitate. En général, une exposition chronique au palmitate est associée a
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une inhibition de I’activité de I’AMPK alors qu’une exposition a court terme stimule 1’activité
de cette enzyme (228, 229).

Nos résultats démontrent qu’une incubation de 4h avec le LP est associée a une
augmentation de la phosphorylation de I’AMPK, de méme que celle de son substrat I’ACC
dans les cellules de témoins. A ma connaissance, aucune donnée n’existe sur ’activation de
I’AMPK par le lactate. Par contre, plusieurs données de la littérature affirment qu’a court
terme, 1’excés d’acides gras libres active ’AMPK, inhibe I’ACC, augmentant ainsi la 3
oxydation (228, 229). On retrouve ici I’idée de base de I’hypothése de Randle qui stipule que
I’augmentation de la disponibilité des acides gras libres stimule leur B oxydation (230). On
peut ainsi émettre 1’hypothése que dans les cellules de témoins, les concentrations ¢levées de
palmitate augmentent aussi la B-oxydation. Cette hypothése concorderait avec des résultats de
notre laboratoire (59) qui démontrent une augmentation des niveaux d’ATP dans les cellules
de témoins en réponse a une incubation de 4 h avec le LP. On peut supposer que les
concentrations élevées du palmitate en stimulant la 3 oxydation généreraient en aval une
augmentation de coenzymes réduits nécessaires pour la phosphorylation oxydative. Cela
conduirait, in fine, a une augmentation de la synthése d’ATP. Des expériences
complémentaires, incluant la mesure directe de ce processus, nous permettraient de confirmer
cette hypothese.

Bien que plusieurs études s’accordent pour dire qu’a court terme le palmitate active
I’AMPK, les mécanismes par lesquels le palmitate active cette derniére sont encore
controversés. Plusieurs hypothéses ont été proposées. En 2002, Kawaguchi et coll. ont
proposé que les acides gras activent I’AMPK via 1’augmentation des niveaux de I’AMP (231).
Selon ce concept, ’activation des acides gras libres a longue chaine consommerait beaucoup
d’ATP pour leur entrée dans la mitochondrie, résultant en une augmentation des niveaux
d’AMP. A P’opposé, 1’étude de Watt et coll. (228) soutient I’hypothése que les acides gras
libres activent ’AMPK indépendamment des niveaux d’AMP. Ces derniers suggerent que les
acides gras, en se liant directement a la sous-unité B ou y de ’AMPK, favoriseraient la
phosphorylation de celui-ci par LKB1 et donc son activation. Puisqu’on observe une
augmentation significative des niveaux d’ATP dans nos cellules de témoins (59), la deuxieéme

hypothese semble la plus plausible.
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Comme cité précédemment, les niveaux élevés de palmitate sont chroniquement
toxiques. Ils sont associés in vivo a des maladies métaboliques et in vitro a une augmentation
de la mort cellulaire (225, 226). L’activation a court terme de I’AMPK par le palmitate permet
I’utilisation d’une plus grande quantit¢ de substrats et pourrait constituer une tentative de
protection de la cellule pour éviter une accumulation des lipides.

De maniére surprenante, les effets a court terme du palmitate sur I’activité de ’AMPK
et celle de ’ACC décrits précédemment sont abolis dans les cellules LSFC. La raison pour
laquelle ’AMPK des cellules LSFC est activable par le DNP mais pas par le palmitate devra
étre clarifiée par des expériences supplémentaires. Cependant, on peut émettre certaines
hypotheses. Notamment, rappelons que la mutation du géne /rpprc entraine une dysfonction
mitochondriale et que la chaine respiratoire des fibroblastes LSFC fonctionne seulement a
50% de son activité normale (43, 60). II est trés probable que la capacité a oxyder les acides
gras soit trés limitée dans les fibroblastes LSFC. Dans ce cas, les niveaux élevés de palmitate
pourraient entrainer une accumulation en amont de métabolites toxiques comme les
céramides. Ces derniers sont des activateurs des phosphatases PP2A, des enzymes impliquées
dans la déphosphorylation et I’inactivation de ’AMPK (232). Une activation de ces

phosphates pourrait potentiellement prévenir ’activation de I’AMPK.

De fagon intéressante, nos résultats démontrent que le prétraitement des cellules avec
le ZMP a un effet additif sur la phosphorylation de I’ACC induite par le LP dans les cellules
témoins. Ces résultats sont en accord avec la littérature (233, 234) et I’étude de Fillimore et
coll. qui démontre qu’une activation chronique de I’AMPK, associée a une augmentation des
acides gras libres, a un effet additif sur plusieurs processus du métabolisme incluant
I’augmentation de I’expression et/ou de 1’activité de certaines enzymes impliquées dans la 3-
oxydation (235). La présence d’un effet additif suggere qu’il puisse exister deux voies
paralléles pouvant augmenter la phosphorylation de ’ACC. En premier lieu, le ZMP est un
activateur direct de ’AMPK et donc une activation de cette enzyme provoquerait la
phosphorylation de I’ACC. Deuxiémement, il a été démontré que les acides gras libres sont
des régulateurs allostériques de I’ACC favorisant sa phosphorylation par I’AMPK (236, 237).
Dans les cellules LSFC, cet effet additif du prétraitement avec le ZMP est absent. Cependant,
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il est important de rappeler que le LP ne semble pas stimuler la phosphorylation de I’AMPK
et de I’ACC dans les cellules LSFC.

Effet du LP et du ZMP sur la voie Akt/mTOR

La voie Akt est impliquée dans plusieurs processus physiologiques. Elle régule
notamment la croissance cellulaire via son action sur la protéine mTOR. La protéine Akt est
aussi un important régulateur de la sensibilit¢ a I’insuline ainsi que toutes les voies
métaboliques liées a celui-ci notamment la captation du glucose et la synthése des lipides et
des protéines. Ainsi, la dérégulation de 1’Akt est associée a diverses maladies incluant le
cancer, le diabete et les maladies neurologiques (238, 239, 240).

La relation entre les acides gras libres et la voie de 1’ Akt a été particulierement étudiée
dans le cadre de la sensibilité a I’insuline. Il a été rapporté qu’une exposition chronique aux
acides gras libres, tel que le palmitate, est associ¢ée au développement de la résistance a
I’insuline via, entre autres, I’inhibition de I’activité de 1’Akt (241). Par contre, les effets a
court terme du palmitate sur la voie Akt ont été rarement documentés. L’¢tude de Pu et coll.
suggere qu’une exposition aigiie au palmitate puisse contribuer a la captation du glucose via
I’activation de I’Akt. Le palmitate en se liant a la membrane plasmatique, induirait la
captation du glucose en favorisant la translocation du transporteur GLUT4. Selon cet auteur,
le palmitate active Akt via I’activation de I’AMPK jusqu’a une incubation maximale de 3h.
Ces effets stimulateurs du palmitate sur la voie AMPK/Akt s’estompent avec le temps (242,
243). En accord avec ce dernier, dans notre étude on n’observe pas d’activation de 1’Akt en
réponse a une incubation de 4h avec le LP, aussi bien dans les cellules de témoins que dans
les cellules LSFC.

De fagon intéressante, la combinaison ZMP+LP diminue les niveaux de
phosphorylation de I’ Akt alors qu’elle augmente significativement son expression totale dans
les cellules de témoins. Dans les cellules LSFC, le ZMP+LP diminue aussi les niveaux de
phosphorylation de I’Akt mais ’expression totale reste inchangée. Durant les dernicres
années, des études ont proposé que dans certaines situations, ’AMPK stimulerait la
phosphorylation de I’ Akt notamment sur le résidu serine 473 (238, 244, 245). Cela servirait de
médiateur dans son role anti-inflammatoire, puisque la voie PIK3/Akt régule aussi la

production des cytokines anti-inflammatoires comme IL.10 (246). Si on considére que le ZMP
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active ’AMPK, on se serait attendu que ce dernier induise la phosphorylation ser473 de I’ Akt
en réponse a un exces d’acides gras libres pour atténuer leurs effets inflammatoires (247). On
peut supposer que le role inhibiteur de I’AMPK sur la voie anabolique de croissance cellulaire

Akt/mTOR prime dans nos conditions d’étude.

Effet du LP et du ZMP sur la voie SIRT1/PGC-1a

Parmi les facteurs connus dans la littérature qui stimulent la biogenése mitochondriale,
on retrouve I’activation de I’AMPK et la disponibilité en acides gras libres. Cette situation est
retrouvée particulierement lors d’un exercice physique ou I’activation de ’AMPK et
I’augmentation des acides gras libres circulants stimulent 1’expression de PGC-la pour
favoriser la B-oxydation mais aussi la biogenése mitochondriale (248, 249, 250). Dans notre
¢tude, et en accord avec la littérature, 1’augmentation de SIRTI, accompagnée d’une
augmentation de COXIV, suggere une augmentation de la biogenése mitochondriale en
réponse a des niveaux ¢élevés de palmitate dans les cellules t¢émoins. De méme, en accord avec
I’¢tude de Fillimore et coll. (235), on observe un effet additif en présence d’un prétraitement
chronique avec le ZMP. Toutefois, les mécanismes par lesquels le palmitate active la voie
SIRT1/PGC-1a demeurent a étre clarifiés. Il est probable qu’en activant I’AMPK, le palmitate
favorise la stimulation de la voie SIRT1/PGC-1a. Des expériences ultérieures, incluant la
mesure des marqueurs directs de la biogenése mitochondriale, seront effectuées pour
confirmer I’augmentation de cette dernic¢re en réponse au LP et au ZMP+LP dans les cellules
témoins.

Tous ces effets du LP et de la combinaison ZMP+LP observés dans les cellules de
témoins sont abrogés dans les cellules LSFC. Cependant, il est important de rappeler que la
voie SIRT1/PGC-1la est déja surexprimée dans les cellules LSFC. De facon intéressante, et
parallélement a I’augmentation de la voie SIRT1/PGC-1a, on observe une augmentation de
I’expression protéique de LRPPRC en réponse au LP et au ZMP+LP dans les cellules témoins
mais pas dans les cellules LSFC. Selon 1’équipe de Spiegelman, LRPPRC serait une cible en
aval de PGC-la (55). Nos résultats suggerent ainsi que LRPPRC est requis pour
I’augmentation de COX (Figure 38, p. 94). En effet, alors qu’on observe dans les cellules

témoins 1’augmentation de I’expression de LRPPRC et de COXIV proportionnellement a
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’activation de la voie SIRT1/PGC-10a, aucun changement dans 1’expression de LRPPRC et de
COXIV n’a été observé dans les cellules de patients LSFC.

TAMPK —

!

t NAD+

!

t SIRT1

}

T PGC-1° <+—

l?

t LRPPRC

!

T COX

(Fonction et biogenése mitochondriale)

Figure 38. Mécanisme potentiel de régulation de la biogenése mitochondriale par la voie
AMPK/SIRT1/PGC-1a. AMPK : protéine kinase activée par AMPK, NAD+ : nicotinamide
adenine dinucléotide, SIRT1 : sirtuinel, PGC-la: co-activateur transcriptionnel la du
récepteur activé par les proliférateurs des peroxysomes, LRPPRC : leucine-rich PPR-motif

containing protein, COX : cytochrome c oxydase.

Pour résumer, nos résultats démontrent que I’AMPK des cellules LSFC est activable
en réponse a un déficit des niveaux d’ATP. Cependant, I’AMPK n’est pas activée a court
terme, en présence des niveaux ¢levés de palmitate et tous les marqueurs des voies
métaboliques incluant la B-oxydation et la biogene¢se mitochondriale, semblent altérées dans

les cellules LSFC.
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Conclusion
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Conclusion

Le LSFC fait partie des 5 maladies récessives les plus rencontrées au Saguenay-Lac-
St-Jean ou elle est considérée comme un probléme de santé publique, notamment de part son
caractere incurable. La compréhension des mécanismes physiopathologiques pourrait

permettre de découvrir d’éventuelles cibles thérapeutiques.

La mutation du gene /rpprc est associée a une diminution de 50% de I’activité de COX
dans les fibroblastes de patients LSFC (43, 44), ce qui prédit I’existence d’un stress
énergétique. Nos résultats suggerent que la voie de I’AMPK ne constitue pas le mécanisme de
compensation utilis¢ dans les fibroblastes LSFC pour maintenir les niveaux d’ATP dans les
conditions basales. D’autres mécanismes semblent étre privilégiés par les cellules LSFC. En
I’occurrence, nos résultats démontrent une surexpression des voies SIRT1/PGC-la et
Akt/mTOR dans les fibroblastes de patients. En outre, il apparait que la dysfonction
mitochondriale induite par la mutation altére 1’activit¢ de ’AMPK en réponse a un stress
nutritionnel. Cela pourrait contribuer a la plus grande susceptibilit¢ des cellules LSFC a la

mort cellulaire induite par celui-ci.

Les résultats obtenus au cours de cette étude, permettent un avancement des
connaissances sur la physiopathologie du LSFC. Toutefois, ces résultats devront étre validés
dans des modeles animaux lorsque ceux-ci seront disponibles. Les fibroblastes de peau ne
sont pas des cellules qui consomment beaucoup d’énergie, par conséquent il est possible que
ces cellules ne disposent pas des mémes mécanismes de régulation que les cellules avec un
grand besoin énergétique comme le ceeur ou le muscle squelettique. Ainsi par exemple, si 1’on
n’observe pas d’augmentation significative de la protéine glycolytique PFK2 dans les
fibroblastes de peau, les résultats pourraient étre différents dans un autre type cellulaire
comme le muscle squelettique. De plus, il est possible que la mesure d’autres marqueurs
aurait ét¢ plus informative. Par exemple, il existe plusieurs isoformes de la PFK telle que la
PFKFB3. La PFKFB3 est une isoforme ubiquitaire surexprimée notamment dans les cellules
prolifératives et il pourrait étre intéressant d’évaluer son activité dans les fibroblastes LSFC

(252, 253). Rappelons aussi que le LSFC est caractérisé par une atteinte tissu-spécifique. Il est
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donc possible que les tissus les plus touchés comme le foie ou I’activit¢ de COX est a
seulement 10% de la normale exhibent des altérations métaboliques plus séveres que celles
observées dans les fibroblastes de peau. D’autre part, certains tissus comme le cceur
présentent des niveaux presque normaux de COX suggérant la présence d’autres mécanismes
de compensation, qui sont absents dans les fibroblastes de peau. Une comparaison des
conséquences de la mutation de /rpprc dans différents tissus pourrait nous éclairer sur les
mécanismes moléculaires impliqués dans la maladie, de méme que les raisons de sa

spécificité tissulaire.

Par ailleurs, il est important de noter que nous avons uniquement procédé a une
caractérisation des voies métaboliques par quelques marqueurs. Cela nous a permis de
proposer quelques mécanismes de régulation, cependant il serait plus judicieux d’évaluer
I’activit¢ de marqueurs supplémentaires de méme que 1’activité de certaines voies
directement. Ainsi, pour confirmer 1’augmentation de la glycolyse et de la biosynthése
cellulaire par la voie Akt/mTOR, on pourrait évaluer les substrats respectifs HIF 1o et E4BP
de ces voies (200, 201, 155). De plus, on pourrait évaluer 1’activit¢ de la glycolyse
directement. L’évaluation de I’expression génique de c-myc, un géne codant pour les facteurs
de transcription qui régulent la croissance cellulaire donnerait un meilleur profil de 1’état
prolifératif des cellules LSFC (254). Quelques marqueurs cibles de PGC-1a tels que le facteur
nucléaire de la chaine respiratoire 1 (NRF-1) et le facteur de transcription mitochondrial
(TFAM) permettraient de confirmer 1’augmentation de la biogenése mitochondriale (255). De
plus, la mesure des copies de ’ADNmt constituerait un bon reflet de cette derniére. Le role
potentiel des voies Akt/mTOR et SIRT1/PGC-1a dans le maintient des niveaux d’ATP peut-
étre confirmé par une inhibition spécifique de ces derniéres et observer si les niveaux d’ATP
chutent dans les cellules LSFC. Pour comprendre le réle de ’AMPK dans I’induction de la
mort cellulaire par le LP, une inhibition spécifique de la protéine permettrait d’observer si

I’activation de I’AMPK offre une protection contre la mort cellulaire.

Plusieurs progres restent a faire pour mieux comprendre la physiopathologie du LSFC.

Avoir un modéle murin LSFC sera une grande étape a la réalisation de notre objectif,
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permettant notamment d’avoir des modeles expérimentaux plus réalistes pour 1’étude du

métabolisme énergétique.
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