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Physiopathologie du tissu adipeux : expansion et limites d’expansion

1- L’obésité : expansion du tissu adipeux

a. Un déséquilibre de la balance énergétique

L'obésité est une pathologie caractérisée par un exces de tissu adipeux chez une personne
présentant un indice de masse corporelle (IMC) > 30 kg/m? et constitue un risque important
pour la santé (Arroyo-Johnson and Mincey, 2016). A I’échelle mondiale, plus de 1,9 milliard
d’adultes sont en surpoids et parmi eux, 650 millions se trouvent en situation d’obésité (OMS,
2020). Notre statut métabolique est déterminé par I'état de la balance énergétique: la
différence entre la quantité d’énergie ingérée par les repas et la quantité d’énergie utilisée
par I'organisme pour le métabolisme basal, I’activité physique et la thermogénése. Aprées un
repas, la balance est positive et les substrats énergétiques sont ainsi stockés dans les
adipocytes du tissu adipeux (TA) sous forme de triglycérides (TG). La synthése des TG dans
I'adipocyte se fait via I'association de trois acides gras libres a un glycérol. Ainsi, les TG des
lipoprotéines riches en TG (VLDL et chylomicrons) sont hydrolysées par la lipoprotéine lipase
(LPL), produite par le tissu adipeux, ce qui libére des acides gras libres qui entreront ensuite
dans I'adipocyte via le transporteur CD36 (Cluster of Differentiation) ou la FATP (Fatty Acid
Transporter Protein) (Figure 1A). A I'inverse, en période de je(ine, I'activation de la lipolyse
adipocytaire permet d’apporter les substrats énergétiques pour assurer le fonctionnement
des différents organes. Ces substrats, sous forme d’acides gras, sont libérés grace a |'action
successive de trois lipases sur les TG : ’ATGL (Adipose Triglyceride Lipase), la HSL (Hormone
Sensitive Lipase) et enfin la MGL (Monoglyceride lipase). En période de jeline, il y a libération
de glucagon et de catécholamines (adrénaline, noradrénaline), qui vont activer dans
I'adipocyte la voie de la protéine kinase A (PKA), qui elle-méme active la HSL en la
phosphorylant. La PKA va également phosphoryler la périlipine (PLIN), protéine a la surface
des gouttelettes lipidiques, pour permettre aux lipases d’accéder aux triglycérides, et ainsi
libérer les acides gras (Figure 1B).
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Figure 1 : Stockage et mobilisation des lipides pendant la période post-prandiale et

de jeline dans les adipocytes du tissu adipeux

Lorsque la balance énergétique est maintenue positive dans le temps, le surplus de substrat

est stocké dans le tissu adipeux qui va s’expandre entrainant un surpoids. Si cette situation

est chronique, le surpoids va conduire a la survenue de I'obésité qui correspond a un

déséquilibre profond de la balance énergétique, au profit d’'un stockage plus important et

donc d’une augmentation de la masse graisseuse (Figure 2) (Hill et al., 2012).
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Figure 2 : En situation d’obésité, la balance énergétique est déreglée au profit d’un
stockage important et d’une diminution du métabolisme énergétique

b. Epidémiologie : augmentation des troubles métaboliques et des risques

cardio-vasculaires

L'origine de I'obésité est multifactorielle (Hruby et al., 2016) :
e Intrinséque ou génétique
e Extrinseque : le type de régime alimentaire, la composition des repas, la fréquence
d’activité physique, la qualité du sommeil, I'environnement, la situation socio-

économique

Chez la majorité des personnes obéses, il y a une augmentation importante de I'incidence de
plusieurs pathologies métaboliques : dyslipidémies (augmentation des triglycérides circulants
et diminution du HDL), hépatopathie métabolique, diabéte de type 2 (hyperglycémie et
insulinopénie) et insuffisance cardiaque (Haffner, 2006). Une étude menée dans le journal
JAMA a notamment montré qu’un gain de poids de 5 kg est associé a une augmentation
significative de I'incidence de pathologies comme le diabete de type 2 ou encore des troubles
cardiovasculaires (Zheng et al., 2017). De plus, avoir un IMC > 30 kg/m? augmente deux fois
plus les risques de développer une insuffisance cardiaque et les troubles vasculaires associés
(Kenchaiah et al., 2002).

A I'inverse, les mesures favorisant la diminution de la masse du TA (diminution de la prise

alimentaire, augmentation de I’exercice physique et chirurgie bariatrique), et donc la perte de
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poids, sont associées a une diminution significative des risques cardio-vasculaires et de la
mortalité d’environ 16% (Clifton and Keogh, 2018).

2- Remodelage de la répartition du tissu adipeux chez les personnes

obeéses

L'obésité est associée a une augmentation importante de la masse de TA, ce qui entraine
également une modification de sa répartition corporelle. Dans une majorité de cas, |'obésité
est associée a une croissance du TA viscéral (TAV), qui est profond et au contact des organes,
d’ou l'origine des troubles cardio-métaboliques décrits plus haut. L'augmentation du TAV est
directement associée a un risque accru d’insulinorésistance et représente méme le facteur le
plus aggravant comparé a I'lMC, le tour de taille, ou méme I'adiposité totale (Zhang et al.,
2015). Par ailleurs, il y a une variabilité interindividuelle importante face a I'excés d’apports
caloriques. En effet, des études menées dans une prison américaine il y a quarante ans
montrent que pour un méme régime hypercalorique (trois fois les besoins journaliers), les
sujets de I'étude ont eu une prise de poids allant de 9 a 19 kg, et une masse graisseuse
augmentée de 15 a 25%, soit une forte hétérogénéité pour un petit nombre de participants
(Salans et al., 1971). Généralement, chez les personnes minces environ 80% du TA est sous-
cutané et 10% viscéral (Melvin and McQuaid, 2018). Cependant, chez les personnes obéses,
I’'hétérogénéité est plus grande donc certains individus vont préférentiellement stocker
I’exces d’énergie dans le TA sous-cutané (TAS) (hanche et fesses), alors que d’autres vont
expandre leur TAV (graisse abdominale). Une étude de 2013 montre notamment que pour
une augmentation des apports caloriques de 760 kcal/jour, certaines personnes vont plutot
stocker dans le TAS et d’autres dans le TAV (Alligier et al., 2013). Les personnes qui stockent
plus facilement dans le TAV présentent une augmentation du relargage de lipides dans la
circulation sanguine et une diminution de I'expression de genes impliqués dans le stockage
des lipides. Parmi les personnes qui stockent plus dans le TAV, certaines présentent également
un plus grand risque de fuite de lipides et donc de dépbts ectopiques, aggravant ainsi le
phénotype métabolique (Cuthbertson et al., 2017). Ainsi, la localisation et la capacité du
stockage des lipides est assez hétérogéne d’un individu a I'autre. De cette capacité, en 2015
Taylor et Holman ont construit le concept du Personal Fat Threshold (PFT - « Seuil adipeux
personnel ») (Taylor and Holman, 2015). Chaque personne possederait un PFT avec une
capacité propre du TAS a stocker le surplus d’énergie sous forme de TG. Une fois que ce seuil
est dépassé, I'accumulation dans le TAV augmente, ainsi que la lipotoxicité sur les organes
périphériques associée aux risques de développement des maladies cardio-métaboliques.

Ainsi, ces études déconstruisent I'idée que I'association entre I'augmentation de I'IMC et la
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diminution de la sensibilité a I'insuline est linéaire. En effet, d’apres le concept du PFT, plus la
capacité de stockage est faible, plus le risque de complications métaboliques augmente.

Le TA étant composé majoritairement d’adipocytes, ces cellules posseédent une capacité
plastique importante afin de croitre et pouvoir stocker de grande quantité de lipides. La taille
des adipocytes est un facteur également déterminant pour le développement des maladies
cardio-métaboliques. En effet, une majorité de personnes obéses posséde des adipocytes
hypertrophiques, ce qui est directement lié a I'insulinorésistance (Verboven et al., 2018). Il a
également été montré que le TA de personnes obéses avait moins de capacité pour recruter
de nouveaux adipocytes, ce qui aggrave le phénotype (McLaughlin et al., 2014). Ainsi, chez les
personnes obeses il y a un défaut d’adipogénese, et nous verrons plus loin que ce défaut
participe fortement a la dysfonction du TA. A I'inverse, peu de temps aprés une chirurgie
bariatrique, en plus de I'amélioration des paramétres métaboliques, I’hypertrophie des
adipocytes tend a diminuer au profit d’'une hyperplasie plus importante et qui serait plus

protectrice pour la fonction des adipocytes (Spalding et al., 2008).

En conclusion, le stockage des lipides dans les différents tissus adipeux est hétérogene d’un
individu a I'autre. Chez les personnes obeses, I'augmentation du TAV induit par les limites de
capacité de stockage du TAS et par le défaut de recrutement de nouveau adipocytes entraine
des désordres métaboliques importants. Ainsi, notre PFT caractérise donc notre capacité
individuelle a stocker les surplus d’énergie et a se protéger de I'apparition des maladies

métaboliques.

Les capacités limitées de stockage et la mauvaise répartition du tissu

adipeux a I'origine de troubles métaboliques

A linstar des personnes obéses, il existe une catégorie de patients appelés
« métaboliguement obéses » mais présentant un poids « normal » (MONW), qui ont une
augmentation des risques d’insulinorésistance associée a une augmentation de la masse du
TAV (Ruderman et al., 1981). Malgré un IMC normal, compris entre 18 et 25, les adipocytes
sont dysfonctionnels et hypertrophiques. Le diagnostic est souvent retardé étant donné
I’'absence d’un phénotype visuel. Cette particularité toucherait presque 20% de la population
mondiale et se retrouve principalement chez les hommes sédentaires (Ding et al., 2016). Le
cas intéressant des personnes MONW montre bien I'importance de la répartition du TA et de
la plasticité des adipocytes, deux parametres trés affectés chez les personnes obéses.

Des études ont notamment mis en évidence que chez ces personnes, non obéses ni
lipodystrophiques, le risque de comorbidités est plus élevé que dans la population générale.
Des études d’association génétique pangénomiques (en anglais Genome-wide association
study, GWAS) ont permis d’étayer ce constat, notamment en mettant en évidence I'existence

de 11 loci impliqués dans le développement de I'insulino-résistance associée a un diabéte de
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type 2 et un taux de HDL faible, dans des populations d'individus avec un IMC bas mais sans
lipodystrophie (Shungin et al., 2015; Yaghootkar et al., 2014). Ces loci différentiels sont en
réalité associés a une modification de la répartition des graisses, diminuant le TAS au niveau
des hanches au profit du TAV abdominal. D’autres études ont permis de souligner le fait que
le risque métabolique est d’autant plus lié a la diminution de capacité de stockage dans le TAS
gu’a l'augmentation de I'adiposité viscérale (Lotta et al., 2017). Ces constats confirment le
concept du PFT développé en 2015. De ce fait, nous pouvons notamment nous interroger sur
les effets des chirurgies esthétiques ou de confort, type liposuccion ou abdominoplastie, qui
ont pour but notamment de supprimer le TAS. L'une des dernieres méta-analyses en date ne
permet cependant pas de conclure sur le fait que ces chirurgies puissent dégrader le profil

métabolique des patientes issues des différentes études conduites (Seretis et al., 2015).

Ainsi, méme en I'absence d’obésité, la capacité du TA a stocker les lipides et sa répartition

sont deux facteurs majeurs pour prévenir les maladies métaboliques.

3- L'augmentation des capacités de stockage du tissu adipeux

a. Le cas des patients obéses métaboliquement sains (MHO)

En 1956, Jean Vague a observé que parmi les personnes obeses, toutes n’avaient pas les
mémes prédispositions au diabéte et a I'athérosclérose, et il a émis I’hypothése que ceci
pourrait étre lié a la distribution du TA (Vague, 1956). En effet, les patients dits obeses
métaboliquement sains (MHO) présentent aussi un IMC > 30 kg/m? mais la capacité
lipogénique de leur TA est plus grande (Tan and Vidal-Puig, 2008). lls ne présentent pas de
diabéte de type 2, d’hypertension artérielle ou bien encore de dyslipidémies. Chez ces patients
MHO, on a notamment étudié les propriétés de leur TAS abdominal (TASA) ou glutéofémoral
(TASG) (Pinnick et al., 2014). D’une maniere générale, I'’étude a montré que le TASG présente
une capacité d’expansion plus importante se traduisant par une hyperplasie augmentée au
profit d’une hypertrophie du TASA. De plus, le TASA a été montré comme stockant plus les
triglycérides que le TASG et étant plus sensible a la lipolyse. Donc ce tissu, moins plastique et
plus accumulateur pourrait étre directement responsable du relarguage des lipides dans la
circulation sanguine. Autre effet protecteur du TASG, il sécréterait plus d’adiponectine, une
hormone insulino-sensibilisatrice. Le TASG est également mieux protégé de I'inflammation
puisqu’il présenterait une infiltration macrophagique beaucoup moins importante que le
TASA (Pinnick et al., 2014) . Dans le cas d’une obésité métaboliquement saine, le TAV est moins
présent. En effet, a IMC égal (31 kg/m?), la quantité de TAV est d’environ 1,5 L chez la personne

MHO et 3,9 L chez la personne obése métaboliquement non saine (Bluher, 2020). De plus, les
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personnes MHO présentent plus de petits adipocytes et une plus grande homogénéité dans
leur TAV comparé a celui des personnes obéses non métaboliquement saines (Torres-Castillo
et al., 2020). La composition en lipides du TAV des personnes MHO est aussi plus riche en
acides gras poly-insaturés, lipides moins mobilisables a la lipolyse et donc moins susceptibles
de se stocker sur les organes périphériques. Par ailleurs, des facteurs extrinseques jouent
également un réle dans la prédisposition a étre plutot MHO : augmentation de I'activité
physique, nourriture plus riche en fruits et [égumes, sommeil de qualité et une bonne santé
mentale (Dagpo et al., 2020).

Certains facteurs intrinseques, notamment génétiques, sont favorables au développement du
TA protecteur. Une étude en 2016 a notamment mis en avant le role important de ces variants
génétiques protecteurs (Yaghootkar et al., 2016). Onze variants déja connus pour étre
protecteurs vis-a-vis d’un risque de diabéete de type 2, d’hypertension ou de maladie
cardiaque, malgré un IMC élevé, ont été étudiés afin d’établir des liens avec I'augmentation
de I'adiposité chez ces patients. Ces variants favorisent une prédisposition a avoir un tour de
hanche élevé par rapport au tour de taille (plus délétére). Ainsi, les 50% de patients présentant
un nombre élevé de ces variants génétiques ont des risques significativement plus faibles vis-
a-vis des malades cardio-métaboliques, ceci étant associé a une adiposité favorable, c’est-a-
dire un ratio tour de taille/tour des hanches faible. Les autres 50%, chez qui la fréquence des
variants est plus faible, ont une plus grande susceptibilité a ces pathologies et un ratio tour de
taille/tour des hanches élevé. Egalement, une autre étude a montré que d’autres alléles
prédisposent aussi a une adiposité favorable, et donc a IMC égal, les personnes ayant un tour
de hanche plus grand sont mieux protégés du diabéte de type 2 et des autres complications

métaboliques (Shungin et al., 2015).

Selon la classification actuelle qui définit les personnes MHO (IMC > 30 kg/m? et absence de
syndrome métabolique), une étude trés récente rapporte qu’une partie de ces personnes ont
guand méme des risques plus élevés de mortalité comparativement aux personnes non
obéses (Zembic et al., 2021). Ainsi, Zembic et al rapportent une nouvelle classification afin de
mieux catégoriser les personnes obeses qui ont un risque de MCV et de mortalité faible. Ils
mettent en avant que le critére le plus important qui doit étre présent est le ratio tour de
taille/tour de hanche faible (< 0,95 pour les femmes et < 1,03 pour les hommes). Associé a ce
critére, les risques diminuent également si la pression systolique est inférieure a 130 mmHg
et qu’il y a absence de médication pour contréler la pression artérielle.

Ces 3 critéres permettraient en effet d’inclure plus de personnes dans la catégorie des patients
MHO contrairement aux critéres d’exclusion. Surtout, ces paramétres indiquent un faible
risque de mortalité pour une obésité modérée, comparé a celui des personnes non obéses et
métaboliqguement saines. Cette étude, en démontrant la puissance prédictive du ratio

hanche/taille plus que I'lMC illustre I'idée que le stockage dans le TAS (hanche) est protecteur,
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alors que le stockage viscéral (taille) est néfaste pour la santé métabolique. Leur étude limite
cependant cette notion de protection a des patients qui ont un IMC < 40 kg/m?, au-dela les
risques de mortalité restent accrus indépendamment des critéres positifs. Enfin, cette étude
apporte aussi I'idée que ces 3 critéres discriminants sont aussi valables chez les personnes en
surpoids ou minces, et donc pourraient étre utilisés comme criteres prédictifs de maladies

cardio-vasculaires et de mortalité.

Le cas des patients MHO qui ont une répartition adipeuse différente des patients obéses
classiques et qui sont donc mieux protégés des pathologies cardio-vasculaires souligne bien le
fait que ce qui est important, c’est la capacité du TA, notamment sous-cutané, a s’expandre.
Plus cette capacité est grande, plus le stockage des surplus d’énergie est possible et ceci

retarde donc I'apparition des troubles cardio-métaboliques.

b. Leffet des thiazolidinediones (TZD ou glitazones)

L'une des caractéristiques majeures du TA est sa capacité a s’expandre fortement. Comme
nous I'avons vu plus haut, les différents TA blancs ne sont pas égaux en termes de capacité de
stockage et la variabilité inter-individuelle de la quantité de TA dont nous disposons est
grande. PPARy représente I'un des facteurs de transcription majeurs du TA et permet la
biogénése et I'expansion de celui-ci. En 1995, une nouvelle classe pharmaceutique
d’antidiabétiques était créée, les Thiazolidinediones (TZD) aussi appelées glitazones (Lehmann
et al., 1995). Les TZD agissent comme activateurs sélectifs principaux de PPARY, ce qui permet
d’augmenter I'adipogenése. Utilisées en clinique, ces molécules ont un pouvoir insulino-
sensibilisant fort puisqu’elles agissent sur trois tissus principaux pour réguler la glycémie : le
foie, les muscles et le tissu adipeux, contrairement a la Metformine qui a une action insulino-
sensibilisante uniquement hépatique (Cariou et al., 2012; Tiikkainen et al., 2004). De plus,
seules les TZD permettent de faire régresser la stéatose hépatique ainsi qu’augmenter les
niveaux d’adiponectine circulants chez les personnes diabétiques, montrant ainsi qu’elles
permettent I’expansion du TA. En effet, une étude réalisée en 2002 a montré que le traitement
de patients diabétiques avec de la Pioglitazone (molécule de la famille des TZD) déclenche une
modification du stockage de la graisse viscérale vers la graisse sous-cutanée; ce qui s’associe
a une amélioration de la sensibilité a I'insuline hépatique et périphérique (Miyazaki et al.,
2002).

L’étude des modeles murins ont été essentiels pour comprendre en partie le fonctionnement
des glitazones, notamment au niveau du TA. En effet, I'utilisation des TZD chez des souris
lipodystrophiques A-ZIP/F1, qui présentent une absence de TA, ne montre aucun effet
antidiabétique (Chao et al., 2000). De méme que I’utilisation des TZD chez des souris KO pour

PPARy dans les adipocytes du TA n’a aucun effet sur la sensibilité a I'insuline systémique mais
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permet quand méme une augmentation de la sensibilité a I'insuline au niveau musculaire (He
et al., 2003), suggérant une activité PPARy dans les muscles (Hevener et al., 2003). Allant en
ce sens, d’autres études ont montré que les TZD favorisent I’expansion des adipocytes blancs
et réduisent les quantités de lipides ectopiques déposés dans les muscles et le foie qui
concourent a l'augmentation de l'insulinorésistance (Samuel et al., 2010). Des études ont
également montré que I'action des TZD se fait principalement au niveau du TA. En effet, chez
des souris KO pour PPARy dans le foie, les glitazones montrent toujours leur efficacité dans la
régulation du glucose et des lipides circulants (Gavrilova et al., 2003). Une étude a montré que
les TZD permettraient aussi une réduction de I'inflammation via I’activation de PPARy dans les
monocytes, ce qui favorisent une polarisation des macrophages en type M2, avec un profil
anti-inflammatoire (Bouhlel et al., 2007). Cependant, l'effet anti-inflammatoire passe
principalement par I'action des TZD dans les adipocytes. En effet, I'activation de PPARY seule
dans les macrophages ne permet pas de diminuer l'inflammation, I'hyperglycémie et
I’hyperinsulinémie chez des souris nourries avec un régime gras. En revanche, chez ces souris,
la surexpression de PPARy dans les adipocytes mime les effets du traitement par les TZD. Ainsi,
ce sont bien les adipocytes du TA qui ont un role central dans le contréle de I'insulino-

sensibilité sous traitement par les TZD.

Malgré les effets bénéfiques sur le TA et le métabolisme d’une maniére générale chez les
personnes obeses et diabétiques, les TZD ont été retirées du marché en France, seuls quelques
pays utilisent encore la Pioglitazone. En effet, d’'une maniére globale toutes les TZD ont eu des
effets secondaires non-négligeables: prise de poids importante, fractures osseuses et
augmentation de la rétention hydrique (ce qui augmente les risques d’insuffisance cardiaque)
(Cariou et al., 2012; Nissen and Wolski, 2007). La Troglitazone a été retirée du marché
notamment pour avoir causé une hépatite fulminante (Shibuya et al., 1998). La Pioglitazone a
guant a elle été retirée du marché en France, suite a des études de la sécurité sociale mettant
en avant un risque accru de cancers de la vessie (Lewis et al., 2011; Neumann et al., 2012).
L'agence européenne du médicament a rendu un avis plutét favorable pour I'utilisation de la
Pioglitazone a condition de ne pas avoir eu d’antécédents de cancer de la vessie et de

surveiller les symptomes évocateurs d’une dysfonction vésicale.

En conclusion, l'utilisation des glitazones permet de démontrer que I'expansion du tissu
adipeux, notamment sous-cutané, est favorable chez les patients obeéses et diabétiques. Ces
données, en plus du cas des personnes MHO, montrent combien la présence du TA est
indispensable au bon fonctionnement métabolique a un niveau systémique (Figure 3). A
I’'opposé, I'absence de TA ou la limitation de ses capacités de stockage ne sont pas sans
conséquences et peuvent entrainer des troubles physiologiques importants.
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Figure 3 : Effets des TZD sur les différentes cibles au cours de I'obésité

c. Les modeles murins d'expansion du tissu adipeux

L’histoire des modeéles murins dans la compréhension du réle du tissu

adipeux

L'apport des modeles animaux a été trés important pour comprendre certains mécanismes
physiopathologiques du TA. On a notamment pu démontrer que le TA n’est pas seulement
une zone de stockage postprandiale mais un organe a part entiére sécréteur d’hormones, les
adipokines, qui participent au controle de la prise alimentaire, de ’homéostasie du glucose ou
encore de la balance énergétique.

Pour exemple, I'une des découvertes majeures grace au modeéle animal est la leptine et ses
effets sur le contréle de la prise alimentaire. Initialement, c’est grace a des expériences de
parabiose (mise en continuité des circulations sanguines) que s’est posée la question de la
transmission d’une information, d’un animal a I'autre, qui influencerait la prise alimentaire et
le métabolisme énergétique (Hervey, 1959) (Figure 4). La découverte de souches de souris
obéses ob/ob et diabétiques db/db a ensuite permis de comprendre, via les mémes
expériences de parabiose, que la souche ob/ob était dépourvue d’un facteur biologique qui
controlait la satiété, alors que la souche db/db produisait fortement ce facteur mais y était
insensible (Coleman, 1973; Coleman and Hummel, 1969). Suite a ces différents travaux de
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Coleman et collaborateurs, Friedman et son équipe ont identifié le géne ob qui code la leptine,
et mis en avant sa production par le TA et son réle central au niveau hypothalamique sur la
prise alimentaire (Zhang et al., 1994).
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Figure 4 : Expérience de parabiose (suture d’un patch de peau) entre deux souris —
Adapté de (Hervey, 1959)

Ces différentes approches avec modele animal ont permis de pointer le réle central du TA

dans le métabolisme général.

Les modeles d’expansion du tissu adipeux

Les études réalisées chez les humains ont montré que la capacité a stocker les lipides est un
enjeu clé afin de prévenir les complications métaboliques. Cependant, ces capacités de
stockage ne sont pas illimitées. Alors, que se passerait-il si elles I’étaient ? Cette preuve de
concept extréme a été menée chez des souris obeses. Pour cela, une autre adipokine produite
par le TA, I'adiponectine, a été surexprimée dans un modeéle de souris obéses ob/ob (Ad Tg
ob/ob) (Kim et al., 2007). Pour rappel, cette hormone est insulino-sensibilisatrice. Les souris
transgéniques surexprimant l'adiponectine présentent une augmentation de poids trés
importante, atteignant presque 100g a I’age de 5 mois, contre 60g pour des souris obéses
classiques (Figure 5). Par contre, les souris Ad Tg ob/ob présentent une diminution forte de
I'insulinémie, des acides gras libres et triglycérides plasmatiques, ceci étant associé a un
doublement de la masse de TA blanc comparé aux souris ob/ob. La surexpression de
I’adiponectine permet donc une meilleure sensibilité des adipocytes a I'insuline, favorisant
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ainsi la prolifération des adipocytes plutot que leur hypertrophie. Ce parametre important
montre qu’une bonne gestion du TA, méme s’il est constamment en croissance, permet une

régulation fine des parameétres métaboliques.

Ob/0b Ad Tg Ob/0Ob

Figure 5 : Les souris Ad Tg Ob/Ob ont une obésité massive mais un profil métabolique
sain — Adapté de (Kim et al., 2007)

A I'’hypertrophie adipocytaire, peut s’associer une fibrose et rendre le phénotype encore plus
délétére. En effet, la fibrose va limiter la capacité d’expansion du TA et donc aggraver les
phénomenes de résistance mécanique. Au vu de cette dysfonction, Scherer et son équipe ont
développé un modele de souris obéses ob/ob qui présentent une délétion du géne codant le
collagene VI. Le collagéne VI est trés exprimé dans le TA pathologique de I'obésité (Khan et
al., 2009) et sa déficience entraine une diminution importante de la fibrose; les adipocytes
s’expandent plus et il y a également une diminution de linflammation. Ceci a pour
conséquences une augmentation de la sensibilité a l'insuline et une amélioration des
parametres du pancréas. Le fait que ces souris n’expriment pas la leptine indique que d’autres
parametres, ici mécaniques, peuvent étre a I'origine d’une dysfonction plus sévére et qu'une
évolution positive est possible en améliorant la fonction du TA.

En conclusion, I'intégrité du TA, sa répartition, sa capacité a s’expandre et a produire des
hormones sont autant d’éléments qui rentrent en compte dans la physiologie de cet organe.
L’expansion du TA favorise le stockage des lipides et limite les dépots ectopiques, réduisant

ainsi les risques de développer des complications métaboliques.
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Nous concluons que ce n’est pas a quel point on est gros qui est important, mais c’est ce qu’on
fait avec notre TA qui compte (Tan and Vidal-Puig, 2008; Virtue and Vidal-Puig, 2008). En
situation d’obésité, I'augmentation du TA favorise une répartition hétérogene, réduisant ainsi
sa capacité d’expansion et augmentant donc les risques cardio-métaboliques. Les personnes
dites MONW présentent les mémes risques sans pour autant présenter d’obésité, ceci étant
lié a leur faible capacité de stockage sous-cutané. A I'inverse, les personnes MHO ont une
capacité de stockage et une répartition du TA favorable, les protégeant des troubles
métaboliques. Au final, la capacité limitée de stockage du TA est donc propre a chaque
individu et divers travaux ont voulu comprendre les facteurs, qui au niveau du TA, peuvent

entrainer une limite d’expansion et un remodelage de 'organe.
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4- La dysfonction du tissu adipeux des personnes obéses

L’augmentation des risques métaboliques et cardio-vasculaires est directement associée a la
prise de poids, donc a I'augmentation de la masse du TA et sa mauvaise répartition. La
plasticité des adipocytes étant tres importante, la masse de TA peut atteindre jusqu’a 70% de
la masse totale corporelle. Cependant, I'altération des capacités d’expansion et d’adaptation
au besoin du TA peut étre a I'origine de mécanismes délétere. Différents travaux ont mis en
évidence la présence de mécanismes pathologiques qui altéerent les propriétés des adipocytes

et du TA chez les individus obéses (Longo et al., 2019).

a. Altération de l'adipogenése

La formation des adipocytes a lieu grace a la différenciation de préadipocytes issus de cellules
souches mésenchymateuses (Rosen and MacDougald, 2006). Pour devenir un adipocyte, le
préadipocyte nécessite |'activation de deux facteurs de transcription majeurs, PPARy et
CEBPa.. Ces deux facteurs sont activés par deux autres précurseurs, CEBPS et CEBPf (Farmer,
2006). D'autres facteurs sont importants pour la différenciation de I'adipocyte, comme WNT
ou SREBP1c (Sterol Regulatory Element Binding Protein-1c), respectivement inhibiteur,

activateur et producteur de ligands de PPARY (Figure 6).

SREBP1c ‘
CEBPB CEBPa
Précurseurs Adipocytes Adipocytes
adipocytaires jeunes matures

Figure 6 : Principaux acteurs de la différenciation adipocytaire, du fibroblaste a
I’adipocyte mature — Adapté de (Farmer, 2006)

Des travaux ont mesuré la taille des adipocytes en fonction du poids et du statut métabolique

des patients et montré que plus I'adiposité augmente, plus le TA est dans l'incapacité de

36



recruter des adipocytes capables de s’expandre et de stocker les triglycérides. En effet, une
étude a notamment montré que chez les personnes obéses insulino-résistantes, le TA est
composé majoritairement d’'un nombre important de petits adipocytes qui ne peuvent pas
s’expandre, associés a un nombre faible de trés gros adipocytes qui eux ont la capacité de
s’expandre et donc de stocker les lipides. Dans les petits adipocytes du TA des personnes
insulino-résistantes, il y a une diminution importante de I'expression de génes adipogéniques,
suggérant que I'accumulation de ces petits adipocytes reflete une incapacité des adipocytes
néoformés a se différencier correctement et donc a stocker les lipides (MclLaughlin et al.,
2014). Cette hyperplasie des petits adipocytes serait déclenchée par l'incapacité des
adipocytes hypertrophiques a pouvoir s’expandre plus. Cependant, dans un contexte
d’insulinorésistance, les nouveaux adipocytes ne peuvent pas se développer (McLaughlin et
al.,, 2016). Une autre étude confirme cette hypothése : chez des sujets non obeses et
insulinosensibles soumis a un régime hypercalorique, la prise de poids d’environ 8-10 kgs est
associée a une augmentation de la capacité des petits adipocytes a s’expandre (Johannsen et
al., 2014). Ces adipocytes n’ont pas perdu leurs capacités adipogéniques et sont donc capables
de stocker I'excés d’énergie. Cependant, un excés trop important et rapide favorise le
développement de I'insulinorésistance des adipocytes en croissance. La vision plus classique
admise jusqu’a ce jour était que seuls les adipocytes hypertrophiques étaient dysfonctionnels
et donc que cela altérait le fonctionnement du TA. Cependant, I'implication des adipocytes
jeunes qui ne peuvent pas stocker plus de lipides n’est pas anecdotique et prend méme toute
sa place dans l'altération du développement du TA dans le contexte d’obésité et
d’insulinorésistance. Quant aux adipocytes hypertrophiques, on observe une forte diminution
de I'expression de GLUT4, transporteur du glucose dans les adipocytes, empéchant ainsi une
partie du glucose circulant d’entrer dans les adipocytes. Il y a aussi une perte de I'expression
de IRS1, récepteur a l'insuline, et de I'adiponectine, hormone insulino-sensibilisatrice,
conduisant ainsi a un phénotype métabolique altéré (Gustafson and Smith, 2012).

La communication inter-adipocytaire est un facteur essentiel de la différenciation des
adipocytes dans le TA. Le facteur BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4) est notamment
secrété par les adipocytes matures afin de stimuler la différenciation des préadipocytes
environnants. Dans I'obésité, il a été montré que les préadipocytes humains isolés du TA, sont
résistants au facteur BMP4, ce qui bloque leur transformation en adipocytes (Gustafson et al.,
2015). Linhibition du facteur inhibiteur de BMP4, par Greml, permet de redonner une
sensibilité a BMP4 et de favoriser la formation d’adipocytes, facteur essentiel a I'état
fonctionnel du TA. Par ailleurs, une autre alternative pharmacologique pour stimuler la
différenciation des adipocytes est d’utiliser un inhibiteur de la voie WNT. L'administration
d’une molécule appelée harmine a des souris diabétiques a permis d’activer PPARy, en
bloguant WNT, et ainsi augmenter linsulinosensibilité et la production de facteurs
adipogéniques (Christodoulides et al., 2009; Waki et al., 2007).
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b. Inflammation

L'obésité est associée a un remodelage important de I’environnement immunitaire dans le TA.
En 1993, le TNF-a, cytokine pro-inflammatoire, a été trouvé augmenté dans le TA de différents
modeles murins obeses et a été suggéré comme contribuant a l'insulinorésistance
(Hotamisligil et al., 1993). Par ailleurs, I'inhibition de cette cytokine induit une amélioration
de l'internalisation du glucose et de la sensibilité a I'insuline dans les adipocytes des souris.

Parmi les cellules immunitaires présentes dans le TA, il y a notamment les macrophages.
Weisberg et son équipe ont mis en évidence que dans une population de souris obéses, plus
I'adiposité est grande, plus I'expression des marqueurs spécifiques des macrophages est
élevée (Weisberg et al., 2003). Des analyses immunohistologiques de TA de patients obéses
confirment également une corrélation positive entre la taille des adipocytes et la quantité de
marqueurs CD68, spécifiqgues des macrophages. Dans le TA obése, la majorité des
macrophages se localisent autour des adipocytes morts formant des structures
caractéristiques dites « en couronne » (Cinti et al., 2005) (Figure 7). Chez des souris contrdles,
le profil des macrophages du TA est avec une polarisation de type M2, c’est-a-dire un profil
plutot protecteur du TA et anti-inflammatoire. Chez des souris obéses, il y a une diminution
de la sécrétion d’interleukine-10 (IL-10), protéine anti-inflammatoire qui maintient les

macrophages dans un profil M2 (Lumeng et al., 2007).

Obésité

Structure en
couronne

Figure 7 : La mort des adipocytes pendant I'obésité provoque le recrutement de
macrophage qui se structurent « en couronne »

Dans le TA des personnes non obeses, les macrophages sont donc de type M2, avec un profil
anti-inflammatoire (Castoldi et al., 2015). Ces macrophages secrétent des molécules anti-
inflammatoires permettant de maintenir la sensibilité a I'insuline et de limiter I'inflammation
de bas-grade dans le TA (Wensveen et al., 2015). Les macrophages de type M1 secrétent des

cytokines inflammatoires comme le TNF-oo (Tumor Necrosis Factor o), MCP-1 (Monocyte
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Chemoattractant Protein 1), I'lL-13 et I'IL-6, qui vont contribuer au recrutement d’autres
macrophages et cellules immunitaires (cellules dendritiques, mastocytes, cellules 3 et T)
(Haase et al., 2014).

Une étude longitudinale chez des souris ob/ob a permis de montrer que chez des souris
jeunes, en surpoids modéré et insulinosensibles, I’expansion saine du TA s’"accompagne d’un
recrutement de macrophage ayant un profil de type M2, c’est-a-dire anti-inflammatoire. Chez
des souris plus dgées, I'obésité et le diabéte sont associés a un changement du phénotype des
macrophages du TA. Ceux-ci adoptent des caractéristiques mixtes : des marqueurs de type
M2 et des marqueurs de type pro-inflammatoires, c’est-a-dire M1 ainsi qu’un chargement en
lipides qui sont en fait des cellules spumeuses, ressemblant fortement a celles présentes dans
les parois vasculaires atteintes d’athérosclérose (Prieur et al., 2011). Ces macrophages
sécretent du TNFa qui va contribuer au développement de I'insulinorésistance des adipocytes
comme cela a été montré précédemment (Hotamisligil et al., 1994). Par ailleurs, des molécules
comme les agonistes de PPARy, par exemple la Rosiglitazone, permettent de prévenir
I’accumulation de lipides dans ces macrophages du TA, ce qui les maintient dans un profil de
type M2, favorisant ainsi la différenciation des adipocytes et le stockage des lipides dans ces

cellules (Figure 8).
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Figure 8: L'obésité conduit a un recrutement important de macrophages
inflammatoires sécrétant du TNFa - Adapaté de (Prieur et al., 2011)

Plusieurs études ont cherché a comprendre le changement de polarisation des macrophages
et ses effets sur I'homéostasie adipocytaire. Dans le TA obese, les adipocytes
insulinorésistants ont une lipolyse basale élevée libérant ainsi des acides gras libres qui
peuvent se lier aux récepteurs inflammatoires toll-like receptors 2 et 4 (TLR 2/4) des cellules

immunitaires (Nguyen et al., 2007). Ensuite, une cascade de signalisation intégrant NF-kB
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(Nuclear Factor kB) et JNK (c-Jun N-terminal kinase), activée par le TNFa, se met en place dans
les adipocytes et permet la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires comme MCP-1. Il a été
montré dans divers types de cellules, notamment humaines, murines ainsi que dans des
levures, que cette activation de JNK entraine la phosphorylation inhibitrice sur le résidu de la
sérine-307 chez le rat, ou de la sérine-312 chez I’humain, du substrat de I'IRS-1, diminuant
ainsi 'efficacité de la réponse a I'insuline (Aguirre et al., 2002). L'inflammation participe donc
a la mise en place des mécanismes d’insulinorésistance dans les adipocytes du TA des
personnes obéses (Figure 9). A I'inverse, la délétion macrophage-spécifique de INK entraine
une diminution de la polarisation des macrophages vers un type M1 chez des souris obéses
nourries avec un régime riche en gras (high fat diet - HFD). De plus, les souris présentant un
déficit de JNK spécifique aux macrophages sont protégées de l'insulinorésistance induite par
le régime HFD, contrairement a des souris ou I'expression de JNK permet le switch des
macrophages vers un profil M1 (Han et al., 2013). Il a aussi été montré que chez des rats
nourris avec un régime gras, l'inhibition pharmacologique de JNK entraine également une
diminution de I'insulinorésistance et une augmentation de l'insulino-sensibilité par une re-
phosphorylation de la sérine-307 de I'IRS-1 (Yan et al., 2017).
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Figure 9 : L'inflammation dans le tissu adipeux conduit a des mécanismes cellulaires
entrainant l'insulinorésistance dans les adipocytes humains




C. Hypoxie

L’expansion croissante du TA entraine une anomalie de vascularisation par un défaut de
recrutement des cellules endothéliales, ce qui provoque une altération de la perfusion de
I’'organe. On estime que chez les personnes obéses, il y a une diminution d’environ 44% de la
vascularisation comparée a des sujets minces (Engin, 2017). L’hypoxie dans le TA de souris
obéses a été mise en évidence pour la premiére fois en 2004 grace a la détection du facteur
de transcription HIF-1a (Hypoxia Induced Factor-1a) (Trayhurn and Wood, 2004). Dans le TA
obeése, la surexpression de HIF-1a active la transcription d’un certain nombre de ses genes
cibles impligués notamment dans la réponse inflammatoire (Pasarica et al., 2009). Par ailleurs,
cela entraine également une diminution importante de facteurs secrétés comme le VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor), ce qui concourt a la diminution de la néovascularisation
et donc au développement du TA. Cultivés en conditions d’hypoxie, les adipocytes 3T3-L1
présentent une réponse altérée a l'insuline et une lipolyse basale augmentée (Regazzetti et
al., 2009). Une étude a démontré in vivo que dés 3 jours de régime gras, I'expression de HIF-
la était induite dans le TA et que la délétion adipo-spécifique de HIF prévenait I'apparition
des complications métaboliques associées a I'obésité et I'inflammation du TA (Lee et al.,
2014). La délétion adipo-spécifique de HIF-2a. quant a elle a I'effet inverse et va aggraver le
phénotype des souris sous régime gras en entrainant une augmentation de I'inflammation du
TA et une insulinorésistance plus marquée. Ces résultats laissent supposer que le facteur HIF-
200 serait plutét protecteur et agirait en balance de HIF-1a pour limiter I'altération du
phénotype (Lee et al., 2014). Par ailleurs, I'augmentation du facteur HIF-1a induirait une
augmentation de la fibrose dans le TA (Sun et al., 2013b). L'inhibition pharmacologique de
HIF-1a par la molécule PX-478 permet notamment de prévenir la formation de la fibrose chez
la souris et d'améliorer les paramétres métaboliques.

La vascularisation du TA est essentielle pour le bon développement des adipocytes. Les
personnes obeses souffrent d'une mauvaise vascularisation adipeuse via notamment

I'activation du facteur HIF-1a et la diminution des fonctions de HIF-2a.. La modulation
pharmacologique de ces facteurs pourrait constituer une thérapeutique intéressante afin de
limiter les complications présentes dans le TA. Par exemple, I'administration de VEGF via une
pompe osmotique chez des souris KO pour HIF-2a. permet de diminuer la dysfonction
adipocytaire et linflammation présente (Garcia-Martin et al., 2016). Concernant la
modulation pharmacologique de HIF-1a, son inhibition par le PX-478, molécule sélective
utilisée chez des souris obéses en gavage, permet d’améliorer les parametres métaboliques

et de diminuer I'inflammation et la fibrose du TA (Sun et al., 2013a).
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d. Fibrose

Physiologiquement, le TA se constitue sur un support biologique essentiel qui est la matrice
extracellulaire. Cette matrice est formée notamment de collagéne (principalement V et VI),
produit par les fibroblastes. La matrice permet donc le développement des adipocytes et
régule notamment les propriétés mécaniques du tissu, I'adipogenése et la croissance des
gouttelettes lipidiques (Alkhouli et al., 2013). Dans le TA obese, la dysfonction entraine une
surproduction délétere de collagéne, ce qui entraine des contraintes mécaniques et
fonctionnelles sur le TA.

L’équipe de P. Scherer a mis en évidence la surexpression du collagene VI.3 dans le TA de
souris ob/ob. Cette isoforme étant particulierement exprimée dans le TA, ils ont généré des
souris ob/ob KO pour le collagéne VI. lls ont pu démontrer que ces souris étaient protégées
contre l'insulinorésistance et que leur TA était caractérisé par une diminution de
I'inflammation et une augmentation de la taille des adipocytes (Khan et al., 2009). Concernant
la production de collagéne V, les mastocytes recrutés par les macrophages inflammatoires
provoquent une augmentation de sa production, qui a été montrée comme altérant
directement I'adipogeneése et donc le développement du TA (Hirai et al., 2014).

Des études chez I’'humain ont permis de comprendre les effets de la fibrose sur les adipocytes.
Des adipocytes mis en culture dans un hydrogel peptidique, en contact avec du tissu fibrotique
issu de TA de patients obeses, montrent une augmentation de la résistance a l'insuline, une
production accrue de cytokines inflammatoires et une perturbation de la secrétion des
adipokines normalement produites (Pellegrinelli et al., 2014). Ces conséquences seraient dues
a la production de molécules mécano-sensibles et aux tensions mécaniques importantes
exercées par le tissu fibrotique sur les adipocytes. Les effets délétéres de la fibrose dans le TA
des personnes obéses freinent également les approches thérapeutiques. En effet, une étude
a notamment montré que la perte de poids des patients obéses qui ont subi une chirurgie
bariatrique (bypass gastrique) était moindre si la quantité initiale de fibrose était importante
dans le TA sous-cutané (Divoux et al., 2010). Plus tard, des études de la rigidité du TA sous-
cutané par des mesures objectivées d’élastographie ont permis de montrer que plus la rigidité
du tissu est importante, plus il y a des risques de fibrose, de développement du diabete et
surtout d’une moins bonne réponse a la chirurgie bariatrique (Abdennour et al., 2014).

Dés lors, une question importante a été soulevée : quel est le type cellulaire a 'origine de la
fibrose du TA dans le contexte de I'obésité ? Marcelin et ses collaborateurs ont étudié les
précurseurs présents dans le TA des souris obéses et ont mis en évidence I'accumulation de
cellules exprimant le récepteur PDGFRa* (Platelet-Derived Growth Factor Receptor o) et CD9
(CD9*/ieh) [Is ont isolé ces précurseurs a partir de la fraction stromale du TA de souris obéses
et ont montré que les cellules CD97°% ont des capacités adipogéniques élevées, alors que les
cellules CD9*/"eh ne se différencient pas en adipocytes et ont un profil myofibroblastique
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(Marcelin et al., 2017). Ainsi, 'augmentation des progéniteurs PDGFRa* CD9"8" aux dépends
des cellules PDGFRo* CD97°% entraine une promotion de la fibrose du TA blanc au détriment
de la différenciation de nouveaux adipocytes fonctionnels (Figure 10). De méme que chez les
humains obéses, le niveau des progéniteurs PDGFRo* CD9*/"&h est aussi associé au niveau de
fibrose dans le TA. Cette étude montre enfin que I’expression de ces progéniteurs est aussi
associée a l'insulinorésistance, et que plus le profil métabolique est altéré, plus il y a présence
des cellules PDGFRa* CD9Meh,

Au final, de par la production importante de collagéne et de la mise en place de la fibrose, les
fibroblastes participent fortement a I’aggravation de I'altération du TA et donc au phénotype
métabolique. Les contraintes mécaniques et biologiques exercées par la fibrose empéchent le
développement et la croissance du TA et des adipocytes, ce qui altére I'une de ses fonctions
majeures, le stockage des lipides.
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Figure 10: L’expression de progéniteurs avec des marqueurs adipogéniques est
diminuée au profit de progéniteurs pro-fibrotiques durant I'obésité — Adapté de
(Marcelin et al., 2017)
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e. Stress oxydant

Le stress oxydant est défini par un déséquilibre de la balance entre les molécules anti-
oxydantes et oxydantes. Cela peut provenir d'une production accrue de ROS (Reactive Oxygen
Species) pouvant étre causée, par exemple, par une infection ou une maladie. Dans les
situations d’obésité, la balance ne se fait plus bien; ce qui entraine une surproduction de ROS
et une diminution des antioxydants, c’est I'état de stress oxydant. Cette cascade biologique
est principalement médiée par la mitochondrie. Ce stress oxydant est connu pour altérer la
production des adipokines, notamment I'adiponectine, et la sensibilité a I'insuline dans les
adipocytes (Furukawa et al., 2004).

Dans I'adipocyte dysfonctionnel, les ROS provoquent également une peroxydation des lipides,
aboutissant a la synthese d’aldéhydes réactifs qui vont diffuser dans toute la cellule et
modifier les chaines d’acides aminés des protéines, causant leur altération. Les ROS sont aussi
a l'origine de dommages irréversibles de I’ADN, compromettant ainsi la survie de la cellule.
Cette production de ROS est particulierement importante dans le TA viscéral chez les
personnes obeses (Frohnert et al., 2011). Enfin, la production de ROS favorise I'expression du
facteur NF-xB; ce qui provoque I'augmentation de la production d’IL-6 et de MCP-1 et donc

entretient le phénotype inflammatoire dans le TA (Furukawa et al., 2004).

f. Stress du Reticulum Endoplasmique (RE)

Dans I'adipocyte en souffrance, quand la synthese et la conformation des protéines sont
altérées, par exemple par le stress oxydant, la cellule met en place des cascades de
signalisation qui forment I'UPR (Unfolded Protein Response). L'activation de cet UPR
déclenche le stress du RE, siege de la formation et conformation des protéines. Les 3 voies
constituant I'UPR : Inositol-Requiring Enzyme-1a (IRE-1a), Activating Transcription Factor 6
(ATF6) et Protein Endoplasmic Reticulum Kinase (PERK) se mettent en place pour diminuer
I’activité du RE et ainsi protéger I'adipocyte (Han and Kaufman, 2014) (Figure 11). Ce systéme
UPR est trés activé dans le TA des personnes obéses (Boden and Merali, 2011).
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Figure 11 : Mise en place du systeme UPR dans les adipocytes

Chez les humains obéses, la protéine chaperonne ATF6 est augmentée dans le TA sous-cutané.
Par ailleurs, I'augmentation de la forme phosphorylée de la protéine elF2o. (Eukaryotic
Initiation Factor 2a) laisse supposer que la voie PERK est aussi fortement activée (Sharma et
al., 2008). Et quand le stress du RE devient treés important, I’activation de la voie PERK entraine
aussi une augmentation du facteur de transcription pro-apoptotique CHOP (C/EBP
Homologous Protein), faisant rentrer les adipocytes dans un processus de mort cellulaire
(Gregor and Hotamisligil, 2007). De plus, dans des adipocytes en culture, 'augmentation du
stress du RE peut activer la lipolyse via I'inhibition des activités protectrices de la périlipine-1
(PLIN1) et donc induire une augmentation des acides gras libres saturés, ce qui entretient le
processus d’inflammation (Zhou et al., 2009). Par ailleurs, I'inhibition pharmacologique de
protéines chaperonnes impliquées dans I'UPR, comme GRP78 (78 kDa Glucose-Regulated
Protein) par le TUDCA (Taurine-Conjugated UrsoDeoxyCholic Acid), permet de normaliser la
glycémie et de retrouver une sensibilité a I'insuline du foie et du TA chez des souris
diabétiques (Ozcan et al., 2006). Quant a son efficacité chez I’humain, le TUDCA a montré une
amélioration de la sensibilité a I'insuline d’environ 30% dans le foie et les muscles des

personnes obeses traitées, mais aucun changement des marqueurs de stress du RE n’a été
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observé dans leur TA (Kars et al., 2010). Par contre, la chirurgie bariatrique (ici bypass
gastrique) a montré son efficacité sur le stress du RE dans le TA (Gregor et al., 2009). En effet,
un an apreés chirurgie, les patients obéses montraient une diminution significative des niveaux
des transcrits de GRP78 et XBP1 (X-box Binding Protein 1), ainsi que des niveaux protéiques
de JNK et de elF2a phosphorylée. Enfin, chez des rats rendus obéses grace a un régime gras,
il a été montré aussi que I'exercice physique (nage, une heure par jour) contribuait a la
diminution significative des niveaux de PERK et de elF2ca, phosphorylée, et donc du stress du
RE (da Luz et al., 2011). Les exercices physiques ont aussi permis de réduire les niveaux du
transcrit pro-inflammatoire NF-xB.

La mauvaise conformation ou maturation des protéines dans les adipocytes du TA obése
entraine le déclenchement de voies de signalisation normalement protectrices comme celles
de I'UPR, mais quand ce stress est dépassé, les adipocytes entrent en apoptose. En
conséquence, il se produit une perte des adipocytes, ce qui diminue la capacité de stockage
du TA.

5- La lipotoxicité sur les organes périphériques

L'obésité entrainant une dysfonction adipocytaire majeure, le stockage des lipides dans les
cellules du TA se trouve alors altéré et une partie des lipides va étre libérée dans la circulation
sanguine. Ce processus est notamment di a l'activation continue de la lipolyse basale
(Reynisdottir et al., 1995), associée a une résistance a l'insuline du TA, hormone qui a
normalement pour réle d’inhiber la lipolyse (Albu et al., 1999).

Les acides gras libres et autres lipides libérés dans le sang vont ensuite se stocker dans
différents organes cibles, c’est ce qu’on appelle le dépo6t ectopique (de Ferranti and
Mozaffarian, 2008). Des dépots ectopiques sont observés en particulier dans les organes
essentiels au bon fonctionnement du métabolisme : le foie, les muscles et le pancréas. De
plus, le coeur est également sensible a ces dépo6ts de lipides et sa fonction peut donc étre

altérée.

a. La lipotoxicité hépatique

Le foie est un organe vital du métabolisme : il permet le stockage et la répartition des
nutriments comme le glucose et les lipides. Cet organe est aussi impliqué dans la fabrication
de la plupart des protéines du sang et produit également la bile. Enfin, il joue un réle épurateur
majeur dans la dégradation des substances toxiques.

L’émergence tres forte de I'obésité dans le monde est associée a une augmentation des
maladies du foie. Dans un premier temps, le foie se gorge de lipides, c’est la stéatose
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hépatique. Ensuite, I'accumulation des lipides va induire de I'inflammation, constituant ainsi
ce qu’on appelle la NAFLD (NonAlcoholic Fatty Liver Disease), puis y associer de la fibrose
formant la NASH (NonAlcoholic SteatoHepatitis). Si jusqu’a ce stade les différentes étapes sont
réversibles grace a une perte de poids et la mise en place de régles hygiéno-diététiques, les
stades plus avancés de la maladie peuvent conduire in fine a une cirrhose hépatique ou un
carcinome hépatocellulaire, stades non réversibles qui nécessitent le remplacement de

I’organe (Figure 12).
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Figure 12: Les différents stades évolutifs de la pathologie hépatique pendant
I'obésité

L’origine de I’accumulation des lipides hépatigues

Comme vu précédemment, le TA devenant dysfonctionnel en situation d’obésité, la lipolyse
incontrolée des lipides induit leur sécrétion (sous forme d'Acides gras) dans la circulation
sanguine puis leur stockage de maniere ectopique notamment dans le foie. Dans les situations
de NAFLD, les lipides du TA représenteraient jusqu’a 70% des lipides hépatiques ectopiques
(Donnelly et al., 2005). Au niveau hépatique, I'entrée des lipides se fait majoritairement par
trois voies d’entrées : les transporteurs d’acides gras FATP2/5 (Fatty Acid Transporter Proteins
2/5), les cavéoles et les translocases d’acides gras FAT/CD36 (Fatty Acid Translocase). Dans le
cas d’obésité et de NAFLD, I’expression de ces protéines est fortement augmentée, ce qui de
fait induit une forte entrée des lipides dans le foie. A I'inverse, par exemple une diminution de
I’expression de la protéine FATP5 entraine une résistance a I’obésité induite par I'alimentation
et une diminution de la progression de la NAFLD conduisant a la cirrhose (Enooku et al., 2020).

En plus de I'entrée de lipides exogenes, la synthése de lipides de novo (ou lipogénése de novo)

par le foie constituerait 20 a 30% de I'accumulation des lipides dans les cas de NAFLD

(Donnelly et al., 2005). Normalement en situation physiologique, la production d’insuline
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induite par I'hyperglycémie postprandiale va avoir deux effets biologiques majeurs dans
I’'hépatocyte : 1- inhiber la production hépatique de glucose et 2-favoriser la lipogenése. La
voie de signalisation de I'insuline inhibe la néoglucogenése en augmentant la phosphorylation
de FoxO1 (Forkhead box protein 01), facteur de transcription activateur de la
néoglucogenése, et ainsi empéche sa translocation dans le noyau, ce qui va bloquer la
transcription de génes qui codent les enzymes qui assurent la production hépatique de
glucose : PEPCK (Phosphoenolpyruvate carboxykinase) et G6Pase (glucose 6-phosphatase)
(Brown and Goldstein, 2008). D’autre part, I'insuline favorise la protéolyse du facteur de
transcription SREBP1c, ce qui va favoriser sa translocation dans le noyau et activer la
transcription de geénes impliqués dans la lipogenese comme ACC (Acetyl-coenzyme A
carboxylase) et FAS (Fatty Acid Synthase) (Figure 13A). Cependant, en situation
d’insulinorésistance systémique, il va se développer une insulinorésistance sélective au niveau
de I'hépatocyte (Brown and Goldstein, 2008). En effet, la phosphorylation et donc I'inhibition
de FoxO1 ne va plus avoir lieu, et parallelement, la production de SREBP1c va étre augmentée
(Figure 13B). Ces deux phénomeénes vont donc aboutir a une surproduction de glucose et de
lipides dans le foie, aggravant ainsi le diabete, la triglycéridémie et la stéatose hépatique.

Le phénomene d’insulinorésistance sélective hépatique n’est pas la seule origine de
I’'accumulation de lipides dans le foie dans un contexte d’obésité. En effet, comme dans le TA,
il y a une activation des différentes voies de I'UPR dans I’'hépatocyte. Une étude de 2009 a
montré que l'activation du stress du RE induit un clivage de SREBP1c, le rendant ainsi
mobilisable et actif dans le noyau pour induire la transcription des génes lipogéniques
(Kammoun et al., 2009). De plus, I'activation de 'UPR diminue la sensibilité du récepteur a
I'insuline, ce qui favorise la production hépatique de glucose. Dans cette étude, I utilisation de
protéines chaperonnes chimiques ou bien la surexpression de GRP78 chez des souris ob/ob
conduit a une diminution de la stéatose hépatique et une amélioration de la sensibilité a
I'insuline. L’activation du systéme UPR dans le foie est donc un acteur majeur de la
dégradation de la fonction de I'organe au cours de |'obésité.

Enfin, de maniére marginale, I'insulinorésistance peut aussi entrainer une difficulté du glucose
a étre oxydé, ce qui favorise le transport des sucres dans la voie de synthése des lipides
(Geisler and Renquist, 2017). Les personnes présentant une NAFLD ou une NASH ont
également une capacité d’excrétion des VLDL diminuée. Les lipides transportés par les VLDL
sont donc moins exportés hors du foie et vont de fait s’accumuler encore plus, aggravant le
phénotype d’accumulation hépatique (Perla et al., 2017).
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Figure 13 : Le développement de l'insulinorésistance sélective hépatique conduit a
une surproduction de glucose et de lipides endogénes — Adapté de (Brown and
Goldstein, 2008)

Les mécanismes lipotoxigues hépatiques

D’une maniere générale, beaucoup de lipides sont accumulés au niveau du foie dans les
situations de NAFLD. Cependant, ils ne le sont pas dans les mémes proportions et ne
représentent pas tous le méme degré de dangerosité hépatique. En effet, certains lipides
comme les acides gras mono et poly-insaturés présentent des fonctions plutét protectrices
face 'augmentation de I'inflammation et du stress oxydant (Musso et al., 2018). Par contre,
ces lipides sont diminués et représentent une faible partie des lipides accumulés dans les
situations de NAFLD. A l'inverse, on note une augmentation des lipides toxiques comme le
cholesterol libre, les acides gras saturés, le diacylglycérol (DAG) ou encore les sphingolipides
(céramides, etc) (Gorden et al., 2015; Puri et al., 2007).

Les céramides représentent une partie importante des lipides toxiques. Ces lipides
normalement structuraux deviennent déléteres quand ils sont présents en trop grande
quantité dans les cellules. Dans les études épidémiologiques concernant les NAFLD et
stéatoses hépatiques, on note une forte association entre 'augmentation des céramides

hépatiques et I'élévation du score HOMA-IR (Luukkonen et al., 2016). Les céramides sont
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impliqués dans le développement de l'insulinorésistance via notamment I'activation de PP2A
(Protein Phosphatase 2A) et de la Protein Kinase CC (PKCE). Ces deux voies vont
respectivement induire la déphosphorylation d’AKT (Protein Kinase B) et I'inhibition de sa
translocation pour étre phosphorylée (Zhou et al., 1998). Cela va donc conduire
majoritairement a une diminution de la réponse a I'insuline dans le foie. A I'inverse, des études
de modeéles murins ont montré que la diminution de la quantité de céramides hépatiques ou
du TA améliore fortement I'homéostasie du glucose et diminue I'insulinorésistance. Ces
améliorations passent par la diminution de I'expression de la PKCC et de CD36 dans les

hépatocytes, diminuant ainsi I'entrée de lipides dans les cellules (Xia et al., 2015) (Figure 14).

Le DAG a aussi été fortement associé au risque d’insulinorésistance dans les cas de NAFLD
(Kumashiro et al., 2011). Cette élévation de DAG induit I'activation d’une autre PKC, I'isoforme
€. La PKCe induit une phosphorylation du récepteur a I'insuline sur la thréonine 1160, ce qui
inactive en partie la fonction tyrosine kinase du récepteur, diminue sa sensibilité a I'insuline
et donc provoque une régulation négative de la voie de l'insuline en aval (Samuel et al., 2004).
Pour exemple, des souris dont la thréonine 1160 a été modifiée - ainsi rendue insensible a
I'activité de la PKCg, présentent une résistance a l'induction de l'insulinorésistance sous

régime gras (Petersen et al., 2016) (Figure 14).
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Figure 14 : L’augmentation des céramides et des DAG dans les hépatocytes renforce
I'insulinorésistance
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D’une maniere plus globale, la lipotoxicité va aussi altérer I'intégrité des hépatocytes et donc
leur survie. Cette dysfonction des hépatocytes va ressembler aux différents mécanismes
étudiés dans les adipocytes du TA des personnes obeses. En effet, on va également observer
une augmentation du stress du RE, une dysfonction mitochondriale (production de ROS et
diminution du nombre de mitochondries) ainsi qu’une hypoxie. De plus, pour contrer les effets
déléteres des lipides, le foie les chasse via I'excrétion de vésicules extracellulaires (VE).
Cependant, celles-ci vont avoir une action paracrine et induire notamment le recrutement de
cellules comme les macrophages et les cellules stellaires, induisant respectivement de
I'inflammation et de la fibrose locale (Hernandez et al., 2020). Tous ces mécanismes

concourent a la dégradation du phénotype hépatique et donc a I'apoptose des hépatocytes.

b. La lipotoxicité musculaire

Le muscle est un organe important impliqgué dans la mobilité, la thermorégulation et le
métabolisme. C’'est I'un des organes majeurs de contréle de la glycémie. En effet, une grande
partie du glucose plasmatique est stocké dans les muscles sous forme de glycogene pour
permettre de disposer de réserves suffisantes lors de |'effort. L’entrée du glucose dans les
myocytes se fait en réponse a l'insuline via sa voie de signalisation dépendante de la PI3
(phosphatidyl-inositol3) kinase et passant par I'activation d'AKT (et de PKC atypiques (/A). La
phosphorylation d'AKT va permettre de lever le signal de rétention qui maintenait les vésicules
intracellulaires contenant les transporteurs de glucose GLUT4 (Glucose Transporter Type 4)

au niveau du réseau transgolgien et qui vont donc migrer a la membrane plasmique.

L’accumulation ectopique de lipides au niveau du muscle est probablement l'une des
premiéres causes d’insulinorésistance marquée au niveau systémique (Kelley et al., 2002).
Quand ils arrivent en quantité physiologique, les lipides sont oxydés au fur et a mesure par les
myocytes. Cependant, dans les situations de surcharge, ces lipides s’accumulent, ne sont plus
oxydés et forment les intermédiaires toxiques comme les céramides et les DAG. D’ailleurs, la
guantité de lipides présente dans les muscles squelettiques serait un bon prédicteur
d’insulinorésistance, encore plus efficace que de mesurer les acides gras libres circulants, chez
les personnes sédentaires (Laurens and Moro, 2016). L’accumulation des lipides représente

donc un potentiel de toxicité important.

Les céramides vont provoquer une insulinorésistance musculaire par les mémes voies
d’activation des protéines PP2A et PKCC que dans le foie (Chavez and Summers, 2012). Par
ailleurs, la toxicité des céramides dans le muscle a été mise en évidence en 1999 suite a
I'incubation de myotubes en culture avec du palmitate, acide gras saturé a 16 carbones. Le

palmitate a induit une élévation de la production des céramides qui a eu pour conséquence
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une insulinorésistance des cellules via I'inhibition de la signalisation de I'insuline (Schmitz-
Peiffer et al., 1999). Pour aller plus loin, Watson et al ont montré en 2004 que l'inhibition de
la synthése des céramides via |'utilisation de myriocine ou d'un shRNA anti-SPT (Serine
Palmitoyl Transferase) dans des cellules musculaires de rat, nourries au palmitate, permettait
de retrouver une réponse a l'insuline physiologique (Watson et al., 2009). IIs ont donc apporté
la preuve de concept que ce sont bien les céramides qui induisent I'inhibition de la voie de

I'insuline et pas directement le palmitate.

L’augmentation des DAG dans le muscle provoque ici une activation temporaire de la PKCO.
Cette protéine vainduire la phosphorylation du substrat du récepteur a I'insuline IRS-1 (Insulin
Receptor Substrate-1) au niveau du résidu sérine 1101. Cette phosphorylation altere la voie
de l'insuline via I'inactivation de la protéine (PI3 Kinase) (Szendroedi et al., 2014). Les liens
entre accumulation des DAG et insulinorésistance ont aussi été montrés dans un modele
murin nourri au HFD et KO pour la lipase hormono-sensible (HSL) (Badin et al., 2013). La
délétion de HSL provoque une accumulation des DAG dans les muscles; ce qui créé une
altération de la sensibilité a I'insuline. Chez I’"humain, les niveaux de DAG intramusculaires
représentent de bons prédicteurs du niveau d’insulinorésistance comme cela l'avait été
montré dans un groupe de patients obéses (Moro et al., 2009). Plus les niveaux de DAG sont
élevés, plus l'insulinorésistance est forte. Chez les patients obéses, I'expression de la HSL
apparait diminuée par rapport a des sujets non obéses (Badin et al., 2011). Cette altération
peut donc aussi étre en partie a 'origine de I'accumulation des DAG dans les muscles et donc

contribuer a I'insulinorésistance du tissu musculaire.

Enfin, dans le muscle, les triglycérides stockés dans les gouttelettes lipidiques sont hydrolysés
par I’ATGL afin de fournir des acides gras libres en grande quantité, qui seront ensuite oxydés
pour pouvoir fournir de I'énergie a la cellule via leur utilisation dans le cycle de Krebs. Une
étude récente de 2016 montre que le niveau de TG dans le muscle humain est corrélé a
I’augmentation d’une protéine appelée GO/G1 Switch Gene 2 (G0S2) (Laurens et al., 2016a).
Plus le niveau de GO0S2 augmente, plus I'expression d’ATGL dans le muscle augmente. Par
ailleurs, cette protéine tend a étre augmentée dans les muscles des personnes obéses et a été
montrée comme inhibitrice de 'activité d’ATGL, chez I’humain et dans des modéles murins.
Cette protéine semble donc jouer un réle majeur dans le métabolisme des lipides neutres et
leur oxydation dans la cellule musculaire. L'augmentation de I'expression de G0S2 pourrait
étre a l'origine de l'accumulation lipotoxique des lipides chez les personnes obéses et donc
entretenir I'insulinorésistance. La gouttelette lipidique qui stocke les TG est entourée d’'une
protéine qui protége les lipides de la lipolyse, la PLIN5. Une étude récente a montré que cette
protéine protége de I'insulinorésistance qui peut étre induite par les lipides toxiques et régule

finement la mise a disposition des acides gras pour leur oxydation selon les besoins
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métaboliques (Laurens et al., 2016b). Cependant, chez des souris nourries par un régime HFD,
les niveaux de PLIN5 sont plus élevés que chez les souris contrdles. Ainsi, I'augmentation de
la PLIN5 augmenterait la séquestration des lipides dans la gouttelette et induirait la
lipotoxicité. A I'inverse, diminuer les niveaux de PLIN5 par un knock-down provoquerait une
augmentation de I'oxydation des lipides, donc une diminution de la lipotoxicité et une

amélioration de la sensibilité a I'insuline dans le muscle.

En conclusion, la lipotoxicité musculaire induite par la dysfonction du TA, provoquant ainsi
une accumulation de TG et augmentant les niveaux de DAG et de céramides, a un impact
important sur la signalisation de I'insuline et cette inhibition a des conséquences majeures sur

I’hnoméostasie du glucose et de I'insuline de maniere systémique.

c. Lalipotoxicité sur le pancréas

Le pancréas est |I'organe clé de I’'homéostasie glucidique. En période postprandiale, le glucose
plasmatique rentre dans les cellules B-pancréatiques via le transporteur de glucose GLUT2, ce
qui va induire I'exocytose des vésicules contenant I'insuline et donc la sécrétion d'insuline.
L’entrée de glucose induit une augmentation de la production d’ATP, donc du ratio ATP/ADP,
cela provoque la fermeture des canaux potassiques qui induit une dépolarisation
membranaire, puis I'ouverture des canaux calciques et I'entrée du calcium dans la cellule.
L'augmentation du calcium cytosolique provoque au final la dégranulation des vésicules
contenant l'insuline (Ramadan et al, 2011) (Figure 15). Dans les situations
d’insulinorésistance au niveau du TA, du foie et des muscles, le pancréas va essayer de
compenser en augmentant le nombre de cellules 3, c’est ce qu’on appelle I’hyperplasie. Ce
mécanisme a pour but d’augmenter la production d’insuline et ses effets au niveau

systémique.
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Figure 15 : Dans I'obésité, les ilots B du pancréas vont sécréter plus d’insuline da a
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Une étude sur une cohorte de patients durant 6 ans a montré que des taux plasmatiques
élevés de lipides représentent un indicateur fort de la dysfonction des cellules 3 (Johnston et
al.,, 2018). D’autres études menées chez I'humain ont montré que la fonction des ilots
décroissait plus vite apres un bolus de lipides injecté par voie intra-veineuse chez des patients
obéses hyperglycémiques comparativement a patients obéses normoglycémiques (Carpentier
et al,, 2010). En effet, I'hyperglycémie induit une augmentation de I'activité du pancréas pour
produire plus d’insuline, ainsi cet organe est moins en capacité de faire face a I'accumulation

ectopique des lipides. Ce phénomene est appelé gluco-lipotoxicité.

Dans les années 1990, un groupe de chercheurs a montré que des ilots pancréatiques isolés
issus de rats présentaient une altération de la sécrétion de I'insuline induite par un bolus de
glucose pendant une incubation d’acides gras durant 48 heures (Zhou and Grill, 1994).
Egalement sur des flots de rats isolés, la présence prolongé d’acides gras libres, comparés a

des flots controles, augmentait fortement les marqueurs de mortalité cellulaire
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augmentation des céramides, fragmentation de 'ADN et augmentation de |'expression des
génes apoptotiques (Shimabukuro et al., 1998).

En plus des effets de la surcharge en acides gras, les céramides représentent un potentiel
toxique important pour le pancréas. En 1995, une étude a mis en évidence |'altération de la
production d’insuline des Tlots 3, ainsi que de leur prolifération, quand ils sont en présence de
15 uM d’analogues des céramides (C2 et C6) (Sjoholm, 1995). De plus, la synthése de novo des
céramides induit, dans les filots B, I'inhibition de la translocation de deux facteurs de
transcription essentiels a I'expression de genes régulant la syntheése d’insuline, PDX-1
(Pancreatic and Duodenal Homeobox 1) et MafA (MAF BZIP Transcription Factor A) (Poitout
and Robertson, 2008). Cette inhibition induit une diminution de la quantité d’ARNm codant
I'insuline et donc une diminution de la production d’insuline par le pancréas (Figure 15).
L'autre altération causée par les céramides intervient directement dans la cascade de
signalisation qui permet la production d’insuline. En effet, dans des cellules productrices
d’insuline INS-1 en culture, le blocage pharmacologique des céramidases entrainant une
augmentation des céramides, induit I'activation de la phosphatase PP2A qui inhibe la
phosphorylation de ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) et bloque la chaine de
production de la proinsuline (Guo et al., 2010).

La toxicité des lipides sur le pancréas ne va donc pas induire d’insulinorésistance locale mais
plutdét entrainer des dysfonctionnements et des pertes des flots B. En effet, la gluco-
lipotoxicité pancréatique va interférer a différents niveaux cellulaires dans le pancréas et
altérer la translocation des facteurs de transcription, leur liaison a ’ADN, la transcription
d’ARNm (de l'insuline) et la traduction des protéines, ainsi que la maturation des protéines
(passage de la proinsuline a I'insuline). In fine ces altérations vont induire une insulinopénie,

ce qui représente le stade le plus avancé du diabete.
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d. La lipotoxicité cardiaque

Pour assurer sa fonction de pompe, le coeur nécessite une grande quantité d’énergie sous
forme d’ATP, qui est produite via la phosphorylation oxydative mitochondriale. Jusqu’a 60%
de I'énergie est fournie via la -oxydation des acides gras, 25% par la glycolyse, et tous deux
produisent I'acétyl coenzyme A nécessaire au cycle de Krebs et a la formation de I'ATP
produite par la chaine respiratoire mitochondriale. Dans une moindre mesure, le cceur se sert
aussi des lactates, des corps cétoniques, du pyruvate et d’acétate (Taegtmeyer et al., 2004).
Cette capacité du cceur a utiliser différents substrats énergétiques en fonction de leur
disponibilité est appelée la flexibilité métabolique. Chez les personnes obeéses et diabétiques,
il y a une diminution de la capacité a internaliser et utiliser le glucose malgré I’hyperglycémie.
Ainsi, le glucose est moins oxydé et va s’accumuler, pouvant induire de la glucotoxicité
(Gambardella et al., 2020). Cette diminution de I'utilisation du glucose est notamment due a
une régulation négative des transcrits impliqués dans la glycolyse. L'une des hypotheses est
gue I'accumulation de lipides dans le coeur entraine une augmentation de l'internalisation et
de I'oxydation des acides gras dans les cellules du myocarde, induisant ainsi une compétition
directe avec l'utilisation du glucose (Isfort et al.,, 2014). L’inflexibilité métabolique du
myocarde est entrainée au final par une dysfonction importante des mitochondries :
I’altération de la respiration mitochondriale cause une chute de la production de NADH/NAD+,

ce qui diminue I’activité du cycle de Krebs et la production d’ATP (Boudina et al., 2005).

Dans le cas de I'obésité, les structures et les fonctions du myocarde vont étre altérées par
I'apparition de plusieurs phénomenes pathologiques: linflammation, la dysfonction
endothéliale, le dépo6t ectopique de lipides, l'insulinorésistance, le stress oxydant et la
glucotoxicité (Joubert et al., 2019). Ces différentes dysfonctions vont entrainer un remodelage
global du cceur : hypertrophie du ventricule gauche, diminution de la relaxation ventriculaire
et diminution des réserves systoliques et diastoliques. Ces conséquences alterent de facon
pérenne les fonctions mécaniques du myocarde et favorisent I'apparition de pathologies,

comme l'insuffisance cardiaque (Figure 16) (Sletten et al., 2018).
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Figure 16 : L'obésité induit un remodelage du coeur et une altération des fonctions
cardiaques — Adapté de (Sletten et al., 2018)

L'un des phénomenes pathologiques cardiaques majeurs chez les personnes obeses est
I’'accumulation de lipides dans le coeur. La description clinique de la présence de ces lipides a
notamment pu étre faite grace des images par résonnance magnétique chez des sujets
présentant une intolérance au glucose. Ces patients ont des dépo0ts ectopiques cardiaques de
lipides supérieurs a des sujets controles (McGavock et al., 2007). Une autre étude réalisée
également par IRM montre que chez des patients diabétiques, I'élévation significative de la
quantité de TG dans le myocarde est a |'origine d’'une dysfonction diastolique importante,
indépendamment de I'dge ou de I'IMC (Rijzewijk et al., 2008). Par ailleurs, d’autres
observations post-autopsie ont montré que des personnes obéeses décédées suite a une
insuffisance cardiaque présentaient une augmentation importante de la masse de lipides
déposés dans le coeur (Sharma et al., 2004). De plus, 'augmentation du TA viscéral retrouvé
chez les personnes obéses est associée a une expansion du TA épicardique.
Physiologiquement, ce tissu adipeux possede plusieurs roles au niveau du cceur : protection
mécanique des coronaires et du myocarde pendant les contractions cardiaques, apport
énergétique aux cellules cardiaques pendant les efforts intenses, ainsi qu’un réle tampon dans
I’'absorption des lipides qui arrivent au coceur afin d’éviter une lipotoxicité (Nagy et al., 2017).
Cependant, dans les situations pathologiques, 'augmentation importante de ce tissu adipeux
épicardique deviendrait 'une des causes de lipotoxicité du cceur. Ainsi, aprés des études
d’association et d’'imagerie, il a été montré que I'augmentation importante du TA épicardique
était associée a un remodelage de la structure cardiaque, en augmentant notamment la masse

du ventricule gauche, induisant ainsi une augmentation des risques d’insuffisance cardiaque
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et de fibrillation atriale (Gaborit et al., 2017; Mahabadi et al., 2009). Enfin, la balance entre les
cytokines et adipokines pro- et anti-inflammatoires sécrétées par les adipocytes du TA
épicardique représenterait également un élément clé dans le déclenchement des pathologies
athérosclérotiques et donc dans I'incidence des maladies cardio-vasculaires (Gaborit et al.,
2017)

L'apport important des lipides et de certains acides gras précurseurs comme le palmitate
induit 'augmentation des lipides toxiques comme les DAG et les céramides dans le cceur
(Lopaschuk et al.,, 2007). Comme dans les autres organes, les céramides contribuent
largement a I'altération du phénotype cardiaque induisant stress du RE, inflammation, stress
oxydant et apoptose (van de Weijer et al., 2011). Une étude en 2011 a notamment montré
que la diminution de I'adiponectine pourrait avoir un réle dans I'aggravation du phénotype
par les céramides. En effet, les récepteurs a I'adiponectine posséderaient une activité
céramidase qui permettrait de dégrader rapidement les céramides et ainsi d’améliorer la
sensibilité a I'insuline et diminuer I'inflammation dans les cellules (Holland et al., 2011). De
plus, quand on surexprime |'adiponectine dans des cardiomyocytes, il y a une diminution de
la mortalité cellulaire. Or, nous savons qu’en situation d’obésité, la sécrétion d’adiponectine
est fortement diminuée et donc I'accumulation des céramides provoque un déreglement de
I’équilibre métabolique au sein des cardiomyocytes et la capacité oxydative des acides gras
devient saturée. Le coeur ne peut plus assurer la transformation des substrats énergiques et

les mécanismes physiopathologiques se mettent donc en place.

Le stress du RE induit par la surcharge en céramides altere directement la fonction cardiaque.
Chez des souris obéses, une étude a notamment mis en évidence que le traitement des souris
par le TUDCA, protéine chaperonne chimique qui permet de diminuer le stress du RE, a eu
pour effet une diminution de I’'hypertrophie cardiaque et de I’"hypercontractilité myocardique.
Par ailleurs, au sein des myocytes cardiaques, le TUDCA entraine une amélioration de Ia
conduction électrique ainsi que du métabolisme calcique intracellulaire (Ceylan-Isik et al.,
2011).

La surcharge en céramides et DAG provoque une augmentation de la production des ROS dans
les cardiomyocytes. Ces lipides provoquent une activation de la PKC qui elle-méme induit une
augmentation de la production de la NADPH oxydase, a I'origine de la production d’agents
superoxydes (Palicz et al., 2001). Afin de savoir si la diminution des ROS protege des
dysfonctions cardiaques, une équipe a mené une étude sur des cardiomyocytes isolés de
souris controles, diabétiques (OVE26) ou diabétiques surexprimant une enzyme antioxydante,
la catalase (OVE26C) (Ye et al., 2004). Les cardiomyocytes des souris OVE26 ont montré une
altération des mitochondries et des myofribrilles, ainsi qu’'une réduction de la capacité

contractile et des stocks intracellulaires de calcium. A I'inverse, les cardiomyocytes issus des
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souris OVE26C surexprimant la catalase présentaient une morphologie normale et une
absence d’altération de la capacité contractile. Les signes de la cardiomyopathie diabétique
sont donc fortement réduits quand on diminue la production de ROS.

Enfin, comme les autres tissus subissant de la lipotoxicité, I'inflammation dans le cceur
augmente pendant les situations de surcharge en lipides. En 2012, une équipe a établi un lien
direct entre I'accumulation de lipides dans le coeur et I'inflammation (Schilling et al., 2012).
Pour cela, ils ont développé un modele de souris qui exprime I’enzyme ACS (long-chain acyl
CoA synthetase-1) sous le controle du promoteur a-MHC (a-Myosin Heavy Chain), afin de
provoquer l'accumulation de lipides spécifiquement dans le coeur, en absence d’autres
pathologies métaboliques sous-jacentes. Cette accumulation de lipides provoque notamment
le recrutement de macrophages au niveau du cceur et la production de cytokines
inflammatoires, a l'origine d’une dysfonction cardiaque importante. La diminution de
I'inflammation par la déplétion des macrophages, suite a l'injection intra-péritonéale de
liposomes contenant du clodronate (qui permet l'apoptose des macrophages), permet
d’atténuer la dysfonction du ventricule gauche indépendamment de I'accumulation ectopique

de lipides.
Par leur accumulation, les lipides ectopiques dans le coeur vont contribuer a I'altération
globale du phénotype cardiaque et ainsi étre a I'origine d’'une comorbidité élevée chez les

personnes diabétiques et obeses.

En conclusion, I'accumulation ectopique de lipides dans différents organes métaboliques et le

ceceur, causée par l'altération du stockage dans les adipocytes, conduit a leur dysfonction
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Figure 17 : Dans I'obésité, la fuite et le dépot ectopique de lipides entrainent de la
toxicité et des dysfonctionnements sur plusieurs organes métaboliques
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6- Lipodystrophies et syndromes communs

Les lipodystrophies représentent I'autre catégorie importante des pathologies du TA. A
I'inverse de I'obésité, elles sont caractérisées par une absence partielle ou totale de TA, et la
dysfonction des adipocytes est dite primaire (Prieur et al., 2014). Ici, étant donné I'absence
totale ou partielle d’adipocytes, les lipides ne sont plus en mesure d’étre stockés correctement
dans le TA. Libres dans la circulation sanguine, ils vont donc se stocker de maniére ectopique,
comme dans I'obésité, dans les mémes organes périphériques (Virtue and Vidal-Puig, 2008).
Ces dépots vont donc aboutir a une dyslipidémie, un diabéte de type 2 et une stéatose
hépatique (Figure 18). La sévérité de ces lipodystrophies est dépendante de la quantité de TA
qui est perdu. En effet, les lipodystrophies peuvent étre partielles ou généralisées (Lim et al.,
2020).

] Absence de
f Lipolyse ++ . . stockage
( 2 - | Fuite de lipides . )
Obésité Lipodystrophie

Lipotoxicité

Troubles cardiométaboliques

Insulinorésistance
Diabéte de type 2
Dyslipidémies
Insuffisance cardiaque

Figure 18 : Les conséquences des lipodystrophies présentent des similarités avec
I’obésité, malgré une origine différente

a. Les lipodystrophies partielles familiales (FPL)

Les FPL, ou Dunnigan syndrome, se déclenchent plut6t chez I’adolescent, transmises de fagon
autosomique dominante, et les pathologies associées sont relativement variables selon la
perte de TA ; allant de la simple diminution de la tolérance au glucose a une insulinorésistance
sévere associée a une dyslipidémie. Ces lipodystrophies affectent particulierement les

femmes et les syndromes métaboliques sont plus sévéres chez celles-ci. La perte de TA affecte
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principalement la région sous-cutanée des membres avec quelques fois une atteinte
également du tronc. Concernant 'origine de ces syndromes, on retrouve des mutations de
différents genes : le plus souvent de LMNA codant la Lamine A/C, une protéine nucléaire et
PPARG codant PPARy, facteur de transcription essentiel a la différenciation des adipocytes et
dans quelques cas isolés, AKT codant Akt2, importante pour la voie de la signalisation a
I'insuline et CIDEC et PLIN1 , impliqués dans la gestion des gouttelettes lipidiques
adipocytaires (Garg and Agarwal, 2009).

b. Les lipodystrophies généralisées

Ces lipodystrophies sont rares et provoquent la perte quasi-totale, voire totale, de TA sur
I'ensemble du corps. Ainsi, les personnes atteintes auront des risques trés élevés de
développer une stéatose hépatique, un diabete de type 2, une insulinorésistance et une
hypertriglycéridémie. Ces lipodystrophies généralisées peuvent apparaitre chez le nouveau-
né ou dans I'enfance, elles sont alors dites congénitales, ou alors apparaitre plus tard pendant
I’age adulte, elles sont dites acquises. Les signes cliniques de ces deux types de lipodystrophies

généralisées sont assez similaires mais elles different principalement par leur étiologie.

Les lipodystrophies généralisées acquises

Il existe notamment le syndrome de Lawrence, lipodystrophie généralisée dont I'origine est
peu connue et qui induit des troubles métaboliques comme la stéatite hépatique, le diabéte
de type 2 ou encore une hypertriglycéridémie. Il a également été décrit des lipodystrophies
acquises liées aux traitement anti-rétroviraux du VIH ol les personnes vont développer une
hypertriglycéridémie majeure non associée a un diabete de type 2 (Garg, 2011). Enfin, il existe
aussi une lipodystrophie induite par les glucocorticoides. Dans cette derniére, un traitement
chronique a des fortes doses de glucocorticoides induit une lipodystrophie principalement au
niveau du TAS, alors que le TAV va s’expandre, augmentant ainsi les risques de troubles cardio-
métaboliques (Dalle et al., 2019).

Les lipodystrophies généralisées congénitales (CGL)

e Généralités
Ces lipodystrophies, également appelées les lipodystrophies congénitales de Berardinelli-Seip
(BSCL), ont été identifiées dans les années 1950 par un médecin Brésilien, Berardinelli, et un
médecin Norvégien, Seip (Berardinelli, 1954; Seip, 1959). La prévalence de ces syndromes
reste trés faible avec environ 1 cas/1 000 000, avec une transmission de mode autosomique
récessive. L'apparition de la pathologie se fait trés t6t dans I'enfance, elle est marquée par

une absence quasi-totale de TA et une musculature importante.
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Au niveau de la clinique, les patients présentent différentes atteintes du métabolisme et de la
croissance :  organomégalie, 4age osseux avancé, hyperphagie, dyslipidémie
(hypertriglycéridémie et HDL bas), diabéte et résistance a l'insuline, stéatose hépatique,
dysfonction rénale, cardiaque et troubles de la reproduction (Garg, 2011) (Figure 19).

3,5ans 10 ans

Figure 19 : Patients atteints de BSCL

e Etiologie et origine génétique
Il existe quatre sous-types de BSCL selon le géne muté :

- BSCL1 : code I'enzyme AGPAT2 (1-acyl-glycérol-3-phosphate O-acyltransférase 2), qui
catalyse la formation d’acide phosphatidique lors de la synthése des triglycérides
(Agarwal et al., 2002). (Figure 20)

- BSCL2: code la Seipine, protéine essentielle au développement et a I’homéostasie de
I'adipocyte (Magre et al., 2001). La seipine sera décrite plus longuement dans une
prochaine partie qui lui sera entierement consacrée. (Figure 20)

- BSCL3: due a des mutations du gene CAVI1 qui produit la cavéoline-1, protéine
impliquée dans la formation des cavéoles, entités nécessaires au transport des acides
gras et lipides a la gouttelette lipidique (Kim et al., 2008). (Figure 20)

- BSCL4 : due a des mutations du géne PTRF qui produit la cavin-1, impliquée aussi dans
la formation des cavéoles via notamment la régulation de I'expression des cavéolines-
1 et 3 (Hayashi et al., 2009b). (Figure 20)

BSCL1 et BSCL2 représentent environ 95% des variants mutés, tandis que les BSCL3 et 4

représentent une infime proportion de ces lipodystrophies congénitales généralisées.
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Figure 20 : Représentation schématique de I'implication des différentes protéines
issues des génes BSCL 1, 2, 3 et 4 dans I’adipocyte — Adapté de (Mann and Savage,

2019)

e Les conséquences métaboliques des BSCL miment celles de I'obésité

L'une des conséquences majeures de la BSCL est le diabéte de type 2 associée a une
insulinorésistance hépatique et musculaire voire une insulinopénie dans les cas les plus
graves. La différence majeure est que le diabéete survient généralement a un age jeune -
parfois dés |'age de 7 ans souvent a I'adolescence ou au début de I'dge adulte (Robert et al.,
1993). Ceci est expliqgué notamment par la présence précoce des dépots ectopiques de lipides
dans le foie et le pancréas.

Au niveau du métabolisme des lipides, les patients BSCL présentent une dyslipidémie majeure
(Hussain et al., 2019). Il y a une augmentation forte des triglycérides plasmatiques, ainsi que
des chylomicrons et VLDL. A l'inverse, le HDL cholesterol est bas alors qu’il n’y a pas de
modification des taux de LDL cholesterol, contrairement aux patients obéses. Cette
dyslipidémie entraine, dans les deux cas, une maladie du foie débutant par une stéatose
hépatique et pouvant dégénérer en cirrhose, phase terminale non réversible nécessitant une
greffe de foie (Friedman et al., 2018).

L’absence quasi-totale ou totale de TA entraine une chute tres sévere de certaines adipokines,
comme la leptine, impliquée dans la régulation de la prise alimentaire et de la satiété, et
I’adiponectine, hormone insulino-sensibilisatrice (Haque et al., 2002). L'absence de leptine
entraine notamment une hyperphagie trés importante chez les patients BSCL, ce qui maintient

63



et aggrave le phénotype métabolique déja présent. En comparaison, chez les personnes
obeses, I’'exces de TA provoque une résistance a la leptine, au niveau central, ce qui maintient
aussi les patients dans une hyperphagie marquée, mais moins importante que chez les
personnes lipodystrophiques (lzquierdo et al., 2019).

L'autre complication importante chez les patients BSCL est la dysfonction cardiaque. Les
patients, surtout BSCL2 et BSCL4, présentent une cardiomyopathie hypertrophique (Lupsa et
al., 2010). Ces patients présentent une dysfonction diastolique importante et un rallongement
du segment QT sur I"électrocardiogramme. Les dysfonctions cardiaques observées sont
proches de celles des patients diabétiques non lipodystrophiques, mais les mécanismes

physiopathologiques ne font pas encore I'objet d’un consensus (Nelson et al., 2013).

* Les approches thérapeutiques des BSCL
Il existe quelques approches concernant le soin des patients des BSCL, cependant,
actuellement il n’existe pas de traitement qui permette de rétablir la fonction adipocytaire,
altération primaire de ces lipodystrophies généralisées (Prieur et al., 2021). Le but est donc de
limiter et ralentir I'apparition des troubles cardio-métaboliques associés a la lipodystrophie.
Toutes les mesures prises actuellement font I'objet d’'un consensus scientifique international
(Brown et al., 2016).

- Mesures hygiéno-diététiques : ces mesures visent principalement a limiter I'apport
calorique et notamment en matiéere grasse, étant donné I’hyperphagie marquée due a
I’'absence de leptine.

- Utilisation de leptine recombinante : depuis quelques temps, I'utilisation de leptine
recombinante a été autorisée dans le traitement thérapeutique des BSCL, en
complément des mesures hygiéno-diététiques. L'utilisation de la leptine permet
d’augmenter la satiété et induit une perte de poids. Par ailleurs, elle permet aussi
I’'amélioration de I’homéostasie du glucose, permettant ainsi a certains patients
diabétiques de diminuer les prises d’insuline, voire de ne plus étre insulino-
dépendants (Ebihara et al., 2007). La leptine permet également de diminuer la
triglycéridémie plasmatique d’environ 60 %. Elle diminue la lipogénese de novo (Baykal
etal., 2020) ce qui a un impact direct sur le phénotype du foie et induit une diminution
de la stéatose et de I'insulinorésistance hépatique (Javor et al., 2005).

- Traitement du diabete : afin d’améliorer les parameétres de la gestion du glucose, les
patients BSCL sont généralement traités par metformine, puis par injection d’insuline
en cas d’insulinopénie. Le traitement par les TZD, agonistes de PPARy a été bénéfique
chez quelques patients BSCL (Victoria et al., 2010), mais ce traitement est plus efficace
dans les lipodystrophies partielles car les patients ont plus de TA résiduel. Cependant,

les TZD ont été retirées du marché en France et les autres alternatives, analogues du
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GLP-1 (gliflozines) et les inhibiteurs de SGLT2 (sodium-glucose co-transporter 2)

sont en cours d'essai clinique.

7- Les modeles animaux de limite d’expansion du tissu adipeux et de
lipodystrophies

a. Les modeles de limite d’expansion du tissu adipeux

Les études sur les lipodystrophies sont difficiles a mener car le TA est perdu des le début de la
vie d’un individu. L’apparition des troubles métaboliques forts et précoces empéchent une
approche mécanistique du probléme.

En 1993, Spiegelman et son équipe sont les premiers a montrer que la perte de TA a des
conséquences néfastes pour le métabolisme (Ross et al., 1993). Chez des souris obeéses,
I’expression constitutive dans le TA de la toxine diphtérique, sous I'expression du promoteur
aP2 (FABP4-Fatty Acid Binding Protein 4), entraine une perte brutale de TA, ce qui conduit a
une résistance a I'obésité mais aussi a une hypertriglycéridémie majeure, due au relargage
des lipides dans le sang. Pour aller plus loin, une autre équipe a généré une perte inductible
du TA grace a l'activation spécifique et pharmacologique d’une caspase sous le controle du
promoteur de FABP4 (Pajvani et al., 2005). Suite a I’expression de la caspase 8, il y a une perte
importante de TA, de l'inflammation et une insulinorésistance sévere, associées a une
stéatose hépatique. De plus, comme dans |'étude de Spiegelman, I'induction de la caspase 8
chez des souris obéses entraine une dégradation tres importante du phénotype métabolique.
A linverse, 6 semaines aprés lI'arrét du traitement pharmacologique empéchant ainsi
I’expression de la caspase, du TA est de nouveau formé et est histologiquement comparable
au TA des souris controles. La régénération du TA entraine donc une amélioration des
parametres métaboliques.

Ces deux modeéles ne constituent pas a proprement parler des lipodystrophies généralisées
mais introduisent trés bien la notion que I'absence de TA conduit a des désordres
métaboliques importants.

D’autres modeles animaux ont été ensuite congus pour induire une lipodystrophie
généralisée. Ces modeles présentent des modifications transgéniques de facteurs de
transcription importants pour le développement du TA. L'un des premiers modeles a été
I’'expression d’un facteur A/ZIP sous le contréle du promoteur d’aP2, inhibiteur de motifs
(comme B/ZIP) qui permettent I'expression de CEBPa., qui est impliqué dans la différenciation
des adipocytes (Moitra et al., 1998). PPARY représente également une cible de choix car c’est

le régulateur le plus important de la différenciation adipocytaire. Cependant, sa délétion
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constitutive est létale (Rosen et al., 1999). Un modeéle de délétion spécifique et inductible de
PPARY a ensuite été créé, sous le controle du promoteur a I'adiponectine pour une expression
spécifique du TA (Wang et al., 2013). Dans ces deux modeles A/ZIP et PPARY, le phénotype
des souris lipodystrophiques est tres sévére; elles présentent une stéatose hépatique
marquée, une hypertriglycéridémie, et une intolérance au glucose associée a une
insulinorésistance. Ces souris présentent également une intolérance au jeline et une forte
mortalité avant sevrage.

Parmi les modeles impliquant les facteurs de transcription, on peut également décrire un
modele original de surexpression spécifique au TA (sous controle du promoteur aP2) du
facteur SREBP1c sous sa forme nucléaire, permettant ainsi sa translocation directe dans le
noyau et activant la transcription de genes lipogéniques (Shimomura et al., 1998). Cette
surexpression de SREBP1c entraine une lipoatrophie avec une diminution importante des
concentrations de leptine et d’adiponectine plasmatiques, associée a un diabéte et une
stéatose hépatique. Cette altération du phénotype serait due a I'inhibition de la transcription

de CEBPa et PPARY, altérant ainsi le développement des adipocytes.

Plusieurs études ont démontré que le phénotype métabolique de ces souris lipodystrophiques
dépendait de leur phénotype adipeux. En effet, une premiere équipe a greffé du TA de souris
contrdles aux souris A/ZIP. Les résultats montrent que pour une quantité d’environ 900 mg de
tissu greffé, les souris lipodystrophiques présentent une réversion totale du diabete et une
diminution importante de la stéatose hépatique (Gavrilova et al., 2000). Par ailleurs, la
surexpression de la leptine chez ces souris A/ZIP, qui induit une réduction de I'hyperphagie a
pour conséquence également de diminuer la stéatose hépatique, I'intolérance au glucose et
I'insulinorésistance (Ebihara et al., 2001). Des souris lipodystrophiques, présentant une forme
tronquée du facteur SREBP1c dans le TA (avec 90% de diminution de la leptinémie), ont pu
étre soignées - correction de I’hyperinsulinémie et de la stéatose hépatique - a I'aide de leptine

recombinante administrée par une pompe osmotique (Shimomura et al., 1999).

Ainsi, ces modeéles animaux ont été d’une grande aide pour comprendre les liens entre la
disparition du TA et I'apparition des troubles métaboliques. Cependant, I'origine de la perte
du TA n’est pas liée a la dysfonction de I'un des genes responsables des BSCL. D’autres
modeles animaux ont donc été mis en place pour reproduire la perte de fonction des quatre

geénes causatifs de la BSCL.

b. Les modeles murins de BSCL

Le gene BSCL1 code I'enzyme AGPAT2 qui intervient dans la biosynthése des TG et des

glycérophospholipides : elle catalyse la transformation de I'acide lysophophatidique (LPA) en
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acide phosphatidique (PA). Les souris Bscl/l KO présente une lipodystrophie généralisée
caractérisée par une perte quasi-totale de TA blanc et brun (Cortes et al., 2009). Ces souris
présentent un diabéte sévere, une hyperinsulinémie, une hypertriglycéridémie ainsi qu’une
stéatose hépatique majeure. Cependant, ces souris naissent avec du TA : au stade feetal, le
TA est normal mais dégénére au cours des premiéres semaines de vie (Cautivo et al., 2016;
Vogel et al., 2011). L'analyse ultrastructurale des adipocytes en microscopie électronique
montre une perte des cavéoles, des mitochondries anormales, de l'inflammation, et une
activation de la mort cellulaire par apoptose (Cortes et al., 2014). Le traitement de ces souris
par la leptine recombinante améliore le diabéte, la dyslipidémie ainsi que la stéatose
hépatique, suggérant que c’est bien I'absence de TA causée par la déficience en AGPAT2 qui
est a I'origine du phénotype (Cortes et al., 2014).

Le gene BSCL2 code la seipine qui est protéine importante pour le développement et le
contrdle de la fonction adipocytaire. Ses fonctions et les modéles génétiques murins seront
étudiés en profondeur dans la partie suivante de I'introduction.

Les génes BSCL3 et BSCL4 codent respectivement la Cavéoline-1 et la Cavine-1 qui sont
impliqués dans la formation des cavéoles cellulaires. Ces entités notamment impliquées dans
la fonction de transport des lipides occupent environ 50% de la surface de la membrane
plasmique des adipocytes (Prieur et al., 2021). Les souris Bsc/3 KO présentent une perte
partielle du TA qui s’aggrave avec le temps (Razani et al., 2002). Ces souris présentent aussi
les désordres métaboliques comme [linsulinorésistance, I’hypertriglycéridémie et une
diminution de I'adiponectine et de la leptine circulante. Le métabolisme postprandial de ces
souris est tres ralenti et est accompagné d’une clairance des lipoprotéines circulantes altérée
(Asterholm et al., 2012). Sous régime gras, les souris Cavl-KO présentent une résistance a
I'induction de I'obésité et une anomalie histologique du TA (Razani et al., 2002). Cependant,
sous régime normal ou gras, les souris ne présentent pas de stéatose hépatique, ce qui
suggere que |'absence de Cavéoline-1 dans le TA ne peut pas a elle seule expliquer le
phénotype complexe. Les souris Cavinl-KO présentent un phénotype assez similaire
caractérisé par une perte de TA et des anomalies histologiques (Ding et al., 2014; Liu et al.,
2008). L'absence de Cavine-1 induit notamment une insulinorésistance, une stéatose
hépatique, une hypertriglycéridémie ainsi qu’'une hypoleptinémie et hypoadiponectinémie.
Par ailleurs, les souris Cavin1-KO développent aussi une diminution de la capacité d’exercice,
une hypertrophie musculaire (Ding et al., 2017) et une cardiomyopathie (Taniguchi et al.,
2016). Ainsi, I'absence de Cavine-1 induit un phénotype complexe qui est encore mal compris.

En conclusion, 'altération génétique du développement du TA entraine une lipodystrophie
généralisée sévere, associée avec une perturbation importante des paramétres métaboliques.
Ces données renforcent ainsi le réle central du TA dans le stockage et la gestion des lipides

afin de se préserver des maladies métaboliques.
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La seipine

L'altération des parametres métaboliques et le développement des maladies
cardiovasculaires sont liées, comme vu dans la partie précédente, a la dysfonction voire a la
perte des adipocytes, notamment dans les cas d’obésité et de lipodystrophie. Ces mécaniques
pathologiques sont donc la résultante de I'incapacité du TA a remplir son role de stockage des
lipides et de sécrétion des adipokines.

L'une des questions centrales est donc : qu’est-ce qui rend un adipocyte dysfonctionnel ?

La BSCL2, caractérisée par I'absence de seipine et donc I'absence totale de TA, représente
I'une des lipodystrophies les plus répandues et sévéres, ce qui signifie que le role de cette
protéine est majeur dans l'intégrité et la fonction du TA. Afin de mettre en évidence les voies
importantes dans la fonction des adipocytes, il est donc intéressant d’étudier la seipine et ses

roles.

1- Découverte de la seipine et de ses mutations

Les descriptions cliniques des lipodystrophies congénitales généralisées ont été observées par
Berardinelli et Seip (Berardinelli, 1954; Seip, 1959) dans les années 1950. Il a fallu attendre
environ cinquante ans pour qu’un des genes soit identifié, BSCL2, codant la seipine. Ce gene a
été découvert en 2001, sur le chromosome 11q13, par Jocelyne Magré et ses collaborateurs
grace a des prélevements de patients principalement Libanais et des patients Norvégiens,
décrits en détail par le Dr Martin Seip (Seip and Trygstad, 1996). J. Magré a proposé de lui
rendre hommage en attribuant le nom de seipine a la protéine codée par le géne BSCL2
(Magre et al., 2001). La publication initiale a mis en évidence 13 mutations bialléliques du gene
BSCL2 parmi les 44 patients investigués. D'apres les données de la littérature et I'archive
publique ClinVar, une quarantaine de mutations ont été répertoriées parmi environ 200
patients atteints de BSCL2 (Agarwal et al., 2004; Ebihara et al., 2004; Huang et al., 2010; Jin et
al., 2007; Miranda et al., 2009; Nishiyama et al., 2009; Shirwalkar et al., 2008; Windpassinger
et al., 2004; Wu et al.,, 2009). Les patients sont originaires du monde entier avec une
prévalence plus élevée en Europe, Moyen-Orient, Asie et Amérique du Sud (Craveiro
Sarmento et al., 2019). Les patients sont pour la plupart homozygotes, parfois hétérozygotes
composites en accord avec le mode de transmission autosomique récessif. Les mutations sont
souvent des délétions, des insertions et des substitutions qui induisent un changement du
cadre de lecture et/ou l'introduction d'un codon stop prématuré conduisant a la formation
d'une protéine tronquée. Seulement 75% des mutations faux-sens ont été décrites dans la
région codante. Les patients portant ces mutations dites "Perte-de-Fonction" de BSCL2
présentent un phénotype caractéristique bien que particulierement sévére de la maladie
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comparativement aux autres groupes avec une perte de TA plus étendue et une prévalence
accrue de retard intellectuel Iéger ou modéré dii a une affection de I'axe diencéphalique
cérébral et de cardiomyopathie (Prieur et al., 2021). Certains variants de BSCL2 entrainant
I'excision de l'exon 7 peuvent induire des perturbations neurologiques graves comme
I’encéphalopathie de Célia qui est |étale dés la petite enfance (Guillen-Navarro et al., 2013).
I a été proposé que l'accumulation de cette protéine, a la fois dans le réticulum
endoplasmique et dans le noyau des neurones, pourrait étre le mécanisme pathogénique de

cette affection neurodégénérative (Sanchez-Iglesias et al., 2021).

Il est important de noter que d'autres mutations de BSCL2 dites "Gain-de-Fonction" causent
des neuropathies motrices, dont la neuropathie distale motrice de type V et le Syndrome de
Silver (Windpassinger et al., 2004). Ces maladies regroupées sous le terme de "seipinopathies"
présentent en commun une dégénérescence des neurones moteurs dans la partie distale des
membres et une faiblesse voire une perte, des muscles des mains (Ito and Suzuki, 2009). Les
mutations sont transmises selon un mode autosomique dominant a pénétrance variable. Deux
mutations faux-sens hérérozygotes, N88S et S90L, ont été identifiées au niveau du site de N-
glycosylation (NXSL) (Yagi et al., 2011). La surexpression de la seipine portant ces mutations
induit la formation d’agrégats protéiques dans le cytoplasme. Ces amas protéiques nommés
« aggrésomes » sont souvent impliqués dans la neurodégénérescence et donc dans la

physiopathologie des maladies neurodégénératives.

2- Structure, topologie et localisation de la seipine

BSCL2 code essentiellement deux isoformes de la seipine dans les conditions physiologiques
d'aprés la base de données Ensembl contenant 462 ou 398 acides aminés. Initialement la
protéine humaine a été décrite comme possédant une séquence de 398 acides aminés avec
au moins deux séquences hydrophobes, suggérant deux zones trans-membranaires
potentielles (Magre et al., 2001). Cette séquence d’acides aminés a été déduite en considérant
le codon start (séquence consensus de Kozak 5’-ccggccATGG-3’) le plus probable et la
conservation inter-especes des nucléotides et les acides aminés situés a proximité. Afin
d’étudier la topologie de la seipine, Lundin et al. se sont servis des sites de glycosylation de la
protéine (Lundin et al., 2006). IIs ont proposé une autre isoforme de la seipine en considérant
un codon start situé en amont, qui serait formée de 462 acides aminés, soit avec 64 acides
aminés en plus du c6té N-terminal par rapport a la forme initiale. La protéine native n'a jamais
pu étre visualisée du fait de I'absence d'un anticorps fiable et aucune différence de fonction
n‘a été décrite entre les deux premieres isoformes. Les équipes de recherche travaillent
généralement avec l'isoforme de 398 acides aminés. Une troisieme isoforme plus courte de la

seipine de 287 acides aminés a été rapportée; elle est différente des autres isoformes car elle
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résulte de I'excision de I'exon 7 avec un changement du cadre de lecture depuis I'exon 6
(Guillen-Navarro et al., 2013).

L'expression de la seipine est ubiquitaire mais particulierement forte dans le cerveau, les
testicules et le TA (Magre et al.,, 2001; Windpassinger et al., 2004). Le transcrit générant
I'isoforme-462 acides aminés serait exprimé majoritairement (80%) dans le cerveau, alors que
dans les autres tissus, les deux isoformes sont exprimées de maniere équivalente (Cartwright
and Goodman, 2012; Sanchez-Iglesias et al., 2021). Le transcrit générant l'isoforme-287 acides

aminés représente moins de 1% des transcrits dans tous les tissus.

Au niveau cellulaire, la seipine a été localisée au niveau de la membrane du RE. La
surexpression de la seipine humaine avec un tag GFP (Green Fluorescent Protein) sur des
cellules endothéliales de veines ombilicales humaines (EA.hy926) a révélé une colocalisation
du signal avec la calréticuline, une protéine du RE (Windpassinger et al., 2004). Selon le
modeéle de prédiction topologique de Lundin et al (Lundin et al., 2006) et la nomenclature de
I'isoforme-398 acides aminés (Wee et al., 2014), la seipine est composée d'une boucle
conservée située dans la lumiére du RE, de deux domaines transmembranaires (acides aminés
27-47 et 247-270) et les extrémités N- et C-terminales exposées dans le cytosol (Figure 21).
L' isoforme courte de la seipine de 287 acides aminés ne contient pas le deuxieme domaine
transmembranaire et serait localisée entierement dans la lumiére du RE mais on dispose

encore de trop peu d’informations sur cette isoforme (Sanchez-Iglesias et al., 2021).
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Figure 21 : Topologie de la seipine et localisation des principales mutations
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Les études de microscopie ont révélé que la seipine s'organise en complexe homo-
oligomérique ayant la forme d'un donut avec une cavité centrale. Chez la levure, Fld1 (Few
lipid droplet 1) - protéine orthologue de la seipine, s'oligomérise pour former des complexes
stables contenant 9 sous-unités (Binns et al., 2010). Chez I'homme et la drosophile, les
complexes homo-oligomériques sont organisés en 11 (undécamere) et 12 sous-unités
(dodécamere) respectivement (Figure 22) (Sim et al., 2013; Sui et al., 2018; Yan et al., 2018).
Chagque monomere positionne une hélice hydrophobe (HH) prés de la bicouche du RE et
possede un domaine B-sandwich présentant une similarité avec les protéines de liaison aux
lipides. Les analyses par microscope a force atomique et électronique, ainsi que des analyses
cristallographiques ont révélé I'existence de diméres de dodécameéres interagissant via le
domaine luminal (Sim et al., 2013; Sui et al., 2018).
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Figure 22 : Vues supérieure et de profil (modéle en rubans avec boucles) de la seipine
chez la drosophile par microscopie électronique — Adapté de (Sui et al., 2018)

3- Le role de la seipine dans la formation et ’homéostasie de la

gouttelette lipidique

L'absence de seipine impactant fortement les adipocytes et leurs capacités de stockage des
lipides, plusieurs hypotheses ont émergé sur son role dans la gestion des gouttelettes
lipidiques. Les premieres études ont eu lieu en 2007 et 2008 dans des levures lors du criblage
de souches mutées afin de détecter les geénes importants pour la morphologie des
gouttelettes lipidiques. Dans la souche mutante Fl/d1, la morphologie des gouttelettes est
fortement modifiée : elles ne sont plus uniformes, il y a beaucoup de petites gouttelettes a la
morphologie aberrante et des gouttelettes hypertrophiques d’environ 50 fois la taille

physiologique (Fei et al., 2008; Szymanski et al., 2007) (Figure 23). Plus on stimule le
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chargement de la gouttelette avec de I'acide oléique, plus le phénotype est aberrant et sévere.
Ces études ont de plus révélé que la seipine est située au niveau des zones de contact du RE
et de la gouttelette lipidique et que par ailleurs, si on surexprime une seipine viable, alors le
phénotype est restauré. Dans des lymphocytes de patients BSCL2, la morphologie des
gouttelettes lipidiques est aussi fortement altérée (hypotrophie et augmentation du nombre)
et il y a un changement de profil des acides gras, avec la diminution d’acides gras insaturés au
profit d’acides gras saturés (Boutet et al., 2009).

Fld1 WT—

Fid1

Mutant _ Gouttelettes
lipidiques

“l

Figure 23 : Dans les levures, la mutation de la seipine (Fld1) induit une altération de
la morphologie des gouttelettes lipidiques — Adapté de (Fei et al., 2008)

Etant donné la morphologie pathologique des gouttelettes en absence de seipine, la question
sur le réle de la seipine dans leur formation s’est posée. Dans des modeéles de levures,
I’absence de seipine induit une altération de la formation de novo des gouttelettes lipidiques
(Cartwright et al., 2015). En absence de seipine, les TG s’"accumulent dans la membrane du RE
sans aller dans la gouttelette. Cette accumulation de lipides est aussi retrouvée dans des
cellules humaines A431 déficientes en seipine et chargées avec de l|'acide oléique. Des
analyses en microscopie électronique dans ce modéle montrent que la seipine, marquée avec

une GFP, est associée de maniere stable aux gouttelettes lipidiques (Salo et al., 2016). En effet,
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les gouttelettes naissantes sont associées a un contact étroit avec la seipine et se déplacent
ensemble pendant la formation de I'organelle de stockage (Figure 24). Quand la seipine est
réintroduite dans des cellules Bscl2 KO, elle ne s’associe pas aux gouttelettes suggérant que
I’'ancrage de la seipine dans le RE au niveau de la gouttelette se fait a des temps précoces de
la formation de I'organelle lipidique.

Phospholipid
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Figure 24 : Oligomérisation de la seipine au niveau de la membrane du RE pour
permettre la naissance de la gouttelette lipidigue — Adapté de (Sui et al., 2018)

Ainsi, cette présence précoce de la seipine permettrait la maturation des gouttelettes
naissantes en gouttelettes lipidiques intermédiaires (Wang et al., 2016). Ces études dans des
cellules de drosophiles et fibroblastes humains montrent que la seipine est mobile dans la
membrane du RE, favorisant sa migration vers les lieux de biogénese des gouttelettes. Ainsi,
la localisation de la seipine permettrait de déterminer la localisation de la formation de la
gouttelette. Une étude dans les cellules A431 a permis de montrer que la redistribution de la
seipine au niveau de I'enveloppe nucléaire de la cellule permet d’augmenter d’environ 20% le
nombre de gouttelettes lipidiques néoformées a cet endroit (Salo et al., 2019). L'étude montre
également que la seipine organise la formation de la gouttelette via la formation d’une
encolure au niveau de la membrane du RE, ce qui favoriserait le passage des TG vers les
gouttelettes. Cette initiation aurait lieu préférentiellement au niveau des tubules du RE, zone
moins riche en TG que le reste de la membrane, ce qui faciliterait leur assemblage en
gouttelette lipidique (Santinho et al., 2020). La seipine étant enrichie au niveau de ces tubules,
son absence induit une augmentation de la formation anarchique de gouttelettes, ce qui
renforce I'hypothése que la seipine contrble ainsi la localisation de la formation des
gouttelettes et leur assemblage. D’autre part, une étude trés récente basée sur la

modélisation de la dynamique moléculaire de la seipine sur la distribution des TG montre
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gu’en présence de seipine, les lipides neutres se rassemblent au niveau de la lumiére formée
par les multiméres de la seipine (Prasanna et al., 2021) (Figure 25). Ce regroupement de TG
faciliterait ainsi leur passage vers la gouttelette lipidique. De plus, les deux segments
transmembranaires de la seipine pourraient aussi jouer un réle dans cet assemblage des TG
(Zoni et al., 2021). Ces données intéressantes permettent de mettre en avant I’hypothése que
la seipine controle localement le remodelage de la membrane du RE afin de faciliter la

formation de la gouttelette lipidique.
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Figure 25 : Simulation in silico de la cinétique d’organisation des TG en présence de
la seipine — Adapté de (Prasanna et al., 2021)

Des études récentes montrent que la formation de la gouttelette est un processus physico-
chimique qui peut avoir lieu sans nécessiter I'intervention de protéines (Rao and Goodman,
2021). Cependant, nous avons vu que l’absence de seipine conduit a une aberration
morphologique et physiologique des gouttelettes, ce qui suggere fortement que cette
protéine est nécessaire pour leur bonne organisation. Par contre, 'absence de seipine n’exclut
pas la présence de gouttelettes lipidiques, ce qui laisse penser qu’elle n’est pas seule a jouer
un role dans la formation de celles-ci. Lors du processus d’initiation de la GL, la seipine a été
montrée comme interagissant avec la protéine LDAF1 (Promethine) (Castro et al., 2019) afin
de favoriser le ciblage du site d’initiation de la formation de la gouttelette lipidique (Chung et
al., 2019). Dans les levures, la seipine/Fld1 s’associe a la protéine Neml avant méme
I’apparition de la gouttelette lipidique (Choudhary et al., 2020). Cette association permet le
recrutement de différentes protéines impliquées dans la production de TG et I'assemblage
des différentes couches de la gouttelette lipidique. Parmi ces protéines, il y a Pex30 avec qui
la seipine s’associe également pour permettre le bourgeonnement de la gouttelette lipidique
a partir de la membrane RE (Wang et al., 2018). Ce duo de protéines permet le controle des
différents lipides qui sont amenés a la gouttelette et détermine la composition lipidique de la
membrane du RE et donc sa capacité a bourgeonner. Enfin, la seipine s’associerait également
a une protéine appelée Ldb16. L'absence de cette derniére induit un phénotype similaire a
I'absence de seipine (Wang et al., 2014b). Les deux protéines forment un complexe qui
ressemble beaucoup a la seipine retrouvée chez I'"humain et qui favorise également la

maturation de la gouttelette lipidique. De plus, en absence de 'une des deux isoformes,
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I’expression de la forme humaine de la seipine dans les levures permet de pallier I’altération

du phénotype des gouttelettes.

Enfin, il a été montré qu’en absence de seipine, des cellules d’ostéosarcome U20S montrent
une augmentation importante du nombre de gouttelettes lipidiques nucléaires (Soltysik et al.,
2021). Cependant, la seipine reste au niveau de la membrane du RE ; en effet, sa localisation
par immunofluorescence dans les cellules U20S n’a pas mis en évidence sa présence dans la
membrane nucléaire, méme quand on la surexprime. La seipine influence donc ’homéostasie
des gouttelettes nucléaires a distance du site de bourgeonnement. Pour l'instant, il existe

encore peu d’études sur le role de la seipine vis-a-vis de ces gouttelettes.

4- Le role de la seipine dans I’homéostasie des lipides

Le réle de la seipine n’est pas uniquement de contréler le chargement et la formation de la
gouttelette lipidique. En 2012, I’équipe de Justin Rochford a révélé qu'il existe une interaction
directe entre la seipine et la lipine-1 dans les cellules HEK293 (Sim et al., 2012). Cette protéine
est impliquée dans la chaine de production des TG et transforme I'acide phosphatidique (PA)
en diacylglycérol (Figure 26). En absence de seipine, la lipine-1 n’est plus localisée au niveau
de lamembrane du RE et donc le PA n’est plus métabolisé, ce qui provoque son accumulation.
La méme équipe a mis en évidence par microscopie a force atomique que la seipine peut se
lier a une autre protéine impliquée dans la synthése des TG, AGPAT2 (Talukder et al., 2015).
Cette protéine catalyse la formation de PA a partir d’acide lysophosphatidique (LPA) et pour
rappel, ses mutations sont responsables de la BSCL1. Cette étude a également mis en avant
gue quand la seipine s’organise en homo-oligomere, elle est capable de lier a la fois la lipine-
1 et AGPAT2, ce qui serait au profit d’'un contréle plus fin de la synthese des TG. En 2016,
Pagac et son équipe ont mis en évidence dans les levures et les pré-adipocytes 3T3-L1
I'interaction de la seipine avec GPAT3 (glycérol-3-phosphate acyltransferase), un autre
membre de la chaine de production des TG qui transforme le glycérol-3-phosphate en LPA
(Pagac et al., 2016). L'absence de seipine induit une augmentation de la production de GPAT3
et donc de PA. Cette augmentation est a I’origine de I'inhibition partielle de PPARy et donc de
I'altération de la différenciation adipocytaire. Par ailleurs, I'équipe de Justin Rochford a mis
en évidence que la seipine était aussi capable de lier AGPAT2 et GPAT3 en méme temps afin
de favoriser une régulation fine de la synthése des TG (Sim et al., 2020).
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Figure 26 : Enzymes impliquées dans la voie de synthése des TG
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On constate donc a plusieurs reprises que |'absence de seipine conduit indirectement a
I’'augmentation des niveaux de PA dans les cellules. En plus de sa liaison avec la lipine-1 et
GPAT3, la seipine pourrait aussi tamponner |'élévation de PA grace a sa structure. En effet,
une étude de 2018 en microscopie électronique montre que le domaine luminal de la seipine
se forme en deux feuillets 3 paralléles de 8 brins qui est capable de lier les phospholipides
anioniques comme les PA (Yan et al., 2018). Ce role parait assez significatif puisque la liaison
des PA a la seipine peut éviter un exces de ces phospholipides, a l'origine de la perte
d’adipogénicité, de la modification de la membrane du RE et donc de ses propriétés
structurales et physiologiques. En effet, il a été montré dans les levures que I'ablation de la
seipine associée a Pex30 induit une augmentation des phospholipides comme les PC et les PI
(Phosphatidyl Inositol) et une diminution des DAG (Wang et al., 2018). Cette modification des
lipides membranaires du RE induit un changement dans la clustérisation des protéines a la
membrane ainsi que dans ses courbures, provoquant ainsi un défaut de bourgeonnement de
la gouttelette lipidique depuis le RE.

La liaison de la seipine a plusieurs protéines impliquées dans la synthese des TG (GPATS3,
AGPAT?2 et Lipin-1), pose la question de son réle dans la régulation de ces lipides. En 2011, Fei
et al. ont montré que I'absence de seipine provoque une augmentation du contenu en TG
dans les levures, qui serait due a une diminution des capacités cataboliques (Fei et al., 2011).
Cependant, Cartwright et son équipe n'ont pas mis en évidence de modification du contenu

en TG dans les levures en absence de seipine (Cartwright et al., 2015).
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5- Le role de la seipine dans I’'homéostasie calcique et mitochondriale

En 2015, Bi et al. ont révélé l'interaction de la seipine avec la pompe SERCA2 via une co-
immunoprécipitation dans un modele de larves de drosophiles et dans un modele de cellules
humaines HEK 293 (Bi et al., 2014). L’interaction des deux protéines se ferait via la région de
la boucle de la seipine au niveau luminal du RE. La mutation de la seipine dans les cellules de
drosophiles causerait une diminution de I'activité de SERCA2, ce qui diminuerait les stocks
calciques du RE et augmenterait le calcium cytosolique. Cette altération du calcium cellulaire
pourrait aggraver le phénotype de lipodystrophie puisque dans cette étude, restaurer des
niveaux physiologiques de calcium permet d’améliorer le stockage des lipides dans les
gouttelettes. Ces premiers résultats suggerent donc que la seipine favorise le stockage
adéquat des lipides via en partie la régulation de ’lhoméostasie calcique intracellulaire. Une
autre étude du méme groupe a montré ensuite que la réduction des stocks calciques du RE en
absence de seipine (dSeipin) (Figure 27), dans les cellules de drosophile, induit une diminution
du calcium mitochondrial (Ding et al., 2018). Cette altération diminuerait la production de
citrate et d’acétyl-CoA dans la mitochondrie. D’aprés eux, la diminution du citrate serait un
élément clé dans I'altération du processus de lipogeneése (Figure 27). Ainsi, la supplémentation
en citrate dans les cellules de drosophile permet d’améliorer le stockage des lipides,
normalement déficient en absence de seipine. Cependant, il n’y a pas d’hypothése évoquée

sur le lien direct que jouerait la seipine dans I’homéostasie des mitochondries.
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Figure 27 : Modéle schématique de la régulation de la lipogenése par la seipine via le
contrdle du calcium du RE et de la mitochondrie — Adapté de (Ding et al., 2018)
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En conclusion, les différents modéles cellulaires ont permis d’apporter un certain nombre
d’informations sur les roles potentiels de la seipine. En effet, elle est importante dans Ia
gestion du calcium, ainsi que dans la synthése et le stockage des lipides dans les gouttelettes.
Cependant, malgré tous ces modeles d’étude, qu'en est-il du role de la seipine dans les
adipocytes ? En effet, méme si I'organisation des lipides est un facteur important du bon
fonctionnement cellulaire, la synthése et le stockage des lipides sont des éléments clés dans
le r6le de I'adipocyte. Comme le phénotype principal des patients BSCL2 est I'absence de TA,

il apparait important d’étudier le role de la seipine dans les adipocytes et leur développement.
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6- Role de la seipine dans I'adipogenése et I’adipocyte

La BSCL2 se caractérise principalement par la perte quasi-totale de TA. D’ailleurs il y a une
forte expression de ’ARNm de la seipine dans des cellules adipocytaires humaines et murines
(Payne et al., 2008). Le niveau d’expression est corrélé au temps de différenciation : la seipine
n’est pas ou peu exprimée dans les pré-adipocytes, puis son niveau d’ARNm augmente
progressivement jusqu’a un plateau a partir du 7¢ -9¢ jour de différenciation adipocytaire in
vitro. Allant dans ce sens, une autre étude a montré que I'utilisation d’un shRNA dirigé contre
la seipine dans des adipocytes C3H10T1/2 diminue I'expression de génes clés marqueurs de
la différenciation terminale comme PPARy ou CEBPa mais n’impacte pas I'expression des
facteurs de différenciation précoces comme CEBP[3 et CEBPS (Chen et al., 2009). L’utilisation
de MEFs (Mouse Embryonic Fibroblast) issus de souris BSCL2 KO a montré également que les
cellules pouvaient commencer a se différencier en adipocytes mais que leurs fonctions étaient
rapidement altérées (Chen et al., 2012). Par exemple, ces néo-adipocytes présentent une
activation excessive de la voie AMPc/PKA, ce qui entraine une lipolyse incontrdolée et donc une
perte des gouttelettes lipidiques. Cette lipolyse incontrélée pourrait étre causée par une
modification du métabolisme lipidique dans les adipocytes, dont une augmentation des PA.
Or, en plus de leur activité inhibitrice de PPARy connue, il a été montré dans les adipocytes
3T3-L1 que 'augmentation des PA peut induire une activation de la lipolyse (Tsukahara et al.,
2011). Dans les pré-adipocytes 3T3-L1, 'absence de seipine entraine une augmentation de
I'activité de GPAT3 et de la production de PA, ce qui altere fortement la formation en
adipocytes et la morphologie des gouttelettes lipidiques (Pagac et al., 2016). Une autre étude
également réalisée sur les MEFs BSCL2 KO a montré une altération légére de I'expression de
CEBPf pendant les premieres heures de la différenciation en adipocyte (Prieur et al., 2013).
Dans ces deux études, des TZD ont été utilisées pour stimuler la différenciation des cellules en
adipocytes, mais seule I'étude de Prieur et al. a montré un effet bénéfique de ces molécules
dans la restauration de I'adipogenése dans ces modeles d'adipocytes déficients en seipine. De
plus, les fibroblastes issus d’un patient BSCL2 ont montré aussi une diminution forte de leur

capacité de différenciation en adipocytes (Victoria et al., 2010).

Une étude en 2013 a montré que la surexpression du mutant A212P, I'une des mutations faux-
sens identifiée chez des patients BSCL2, dans une lignée d’adipocytes 3T3-L1 conduit a une
perte du stockage des lipides et un stress du RE (Qiu et al., 2013).D’autres mutations de la
seipine, E189X et R275X, des mutations non-sens elles aussi identifiées chez des patients
BSCL2, ont été étudiées dans des modeles de cellules iPS (induced Pluripotent Stem cells)
dérivées de cellules de peau de patients Japonais (Mori et al., 2016). Comparées a des cellules
iPS controles, les iPS BSCL2 ont montré une altération de la capacité a se différencier et a

accumuler les gouttelettes lipidiques ainsi qu’une forte diminution de I’expression de PPARy
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apres deux semaines de différenciation adipocytaire. La mutation R275X induit la perte de la
partie C-terminale de la seipine, ce qui laisse supposer un domaine important pour la protéine.
En effet, dans des adipocytes 3T3-L1, I'expression d'un autre mutant du domaine C-terminal
de la seipine induit aussi une altération de I'adipogeneése et de I'accumulation des gouttelettes
(Yang et al., 2013). L'expression de ce méme mutant dans des adipocytes 3T3-L1 KD pour la
seipine ne permet pas de restaurer le phénotype altéré, ce qui suggére fortement un réle
prépondérant de cette partie de la protéine dans le développement et le maintien des
adipocytes. Cette partie C-terminale de la seipine a aussi été montrée interagir avec la
protéine 14-3-3f3, qui permet le recrutement de la cofiline-1 impliquée dans le remodelage du
cytosquelette d’actine pendant les processus d’adipogenése (Yang et al., 2014). D’ailleurs les
KD respectifs de 14-3-3f3 et de la cofiline-1 induisent une altération du développement
adipocytaire, suggérant un role important du remaniement du cytosquelette pendant la

formation des adipocytes.

Au final, la seipine est une protéine nécessaire au développement et au maintien des fonctions
d’un adipocyte, méme si les mécanismes restent a étre précisés. En absence de seipine, les
adipocytes perdent fortement leur capacité de différenciation et leur capacité a stocker les
lipides dans les gouttelettes. Par ailleurs, |'utilisation pharmacologique de TZD permet de
stimuler la différenciation adipocytaire sans pour autant restaurer complétement le
phénotype. Cependant, la majorité des données in vitro existantes sont issues de modeles non
adipocytaires. Pour aller plus loin dans la compréhension des roles et des conséquences de
I'absence de seipine dans les adipocytes, le développement de modeles murins a été

nécessaire.

7- Les apports des modeéles animaux dans les études de la seipine

A I'échelle humaine, les conséquences des mutations "Perte-de-Fonction" de la seipine ont
lieu principalement au niveau du TA mais les conséquences systémiques sont diverses. Le
développement des modeles murins déficients en seipine a permis de caractériser les
conséquences systémiques de ces mutations. En effet, différents modeles ont été mis en place
a partir de 2011 - surtout des modeéles d'invalidation compléte de Bscl2 (souris Bscl2-KO) et
ont permis ainsi de mimer au mieux le phénotype de la maladie. Par la suite, d’autres modeéles
murins présentant une délétion tissu-spécifique de la seipine ont pu confirmer I'implication
de cette protéine au niveau des adipocytes, et d’étudier les conséquences a une échelle plus

locale.
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a. Les modeles murins présentant une déficience totale en seipine

Entre 2011 et 2013, trois modeéles de souris présentant une déficience totale et constitutive
de la seipine ont été créés. La délétion de I'exons 3 (Chen et al., 2012; Cui et al., 2011) ou des
exons 4 a 6 (Prieur et al., 2013) permet de réaliser le KO du géne Bscl2.

Ces trois modeles présentent une lipodystrophie tres sévere caractérisée par une perte de
plus de 90% du TA blanc (Figure 28) et un effondrement des niveaux de leptine et
d’adiponectine circulantes. Le profil des génes du TA résiduel montre une tres forte
diminution des marqueurs de I'adipocyte mature comme aP2 ou I'adiponectine (Chen et al.,
2012; Prieur et al., 2013). Dans tous ces modéles, il y a également une perte de la masse du
TA brun. Parallelement, il y a une beigisation des adipocytes blancs résiduels marquée par
I'augmentation de I'expression de la protéine découplante génératrice de chaleur, UCP1
(UnCoupling Protein 1) (Chen et al., 2012; Dollet et al., 2016). Ces données montrent que la
déficience en seipine conduit a la lipodystrophie et altére trés séverement le profil des
adipocytes résiduels.

Cette profonde altération du TA blanc est associée a une intolérance au glucose, une
insulinorésistance et une stéatose hépatique majeure, des I'age de 8 a 10 semaines. Ces souris
présentent une intolérance au jeGine et une inflexibilité métabolique : apres 18 heures de
jelne elles entrent en torpeur, elles présentent une incapacité a libérer des acides gras non
estérifiés et a produire des corps cétoniques au niveau du foie (Dollet et al., 2016).

Il est a noter qu’a l'inverse des formes humaines de lipodystrophies, les trois modeles de
souris Bscl2-KO ne présentent aucune augmentation des triglycérides plasmatiques (Chen et
al., 2012; Cui et al., 2011; Prieur et al., 2013). Ce résultat biologique pourrait étre expliqué par
le fait que I'expression du récepteur au LDL et la clairance des lipoprotéines riches en
triglycérides sont augmentées au niveau du foie, ce qui induirait une internalisation plus
importante des lipides au niveau hépatique et aggraverait la stéatose (Prieur et al., 2013). Le
modele murin semble étre le seul a porter cette caractéristique car en 2015, un modeéle de rat
présentant une déficience totale en seipine présente lui une hypertriglycéridémie, comme
chez les humains BSCL2 (Ebihara et al., 2015). En plus d’avoir une perte totale de TA blanc, le
rat Bscl2-KO rassemble toutes les complications métaboliques associées. De maniere
originale, ce modele présente également une altération de la mémoire spatiale et une
réduction de la masse cérébrale, ainsi qu’une infertilité par azoospermie, aussi observée chez
les patients BSCL2.

Le métabolisme des lipides est aussi altéré dans le TA résiduel des souris Bsc/2-KO. En effet,
en 2013 la premiere étude lipidomique des TA gonadal et sous cutané fait mention d’une
augmentation des phospholipides, des acides gras non estérifiés, des diacyglycérols et du
cholesterol estérifié (Chen et al., 2013). Ceci est associé a un changement dans le profil de

certains acides gras, qui sont plus présents, comme certains acides gras mono-insaturés,
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présents en grande quantité dans les lipides alimentaires. Ceci serait notamment expliqué par
le fait que les souris Bsc/2-KO ont une hypoleptinémie et sont donc hyperphagiques. De ce
fait, la quantité plus importante de certains acides gras contribuerait a modifier le profil en
lipides du TA et surtout de certains triglycérides qui seraient plus sensibles a la lipolyse et la

[-oxydation, ce qui induirait directement la perte de masse en lipides dans les adipocytes.

BSCL2 +/+ BSCL2-/-

Tissu adipeux
blanc gonadal

Tissu adipeux
blanc sous-cutané

Tissu adipeux
brun

Figure 28 : Phénotype des souris Bscl2-KO (Bscl2”-) — Adapté de (Chen et al., 2012;
Prieur et al., 2013)

Les conséquences extra-adipeuses de la délétion totale en seipine

En plus des conséquences massives sur le TA, le foie est tres fortement impacté chez les souris
Bscl2-KO. En effet, le foie apparalt comme |'organe « tampon » qui récupére majoritairement
le surplus de lipides non stockés dans le TA, induisant ainsi une stéatose hépatique (Chen et
al., 2012; Cui et al., 2011; Prieur et al., 2013). Ce phénotype marqué a soulevé la question du
réle intrinséque de la seipine dans le foie. Pour y répondre, en 2014 un modele murin de

délétion spécifique de la seipine dans le foie a été créé (Chen et al., 2014). Malgré une
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diminution de 90% de I'expression de la seipine, ces souris ne montrent pas de stéatose
hépatique ni de modification de certains génes impliqués dans le métabolisme des lipides, que
ce soit sous régime normal ou gras. Ainsi, cette étude conclut a I'absence de réle autonome
de la seipine dans le foie. Une autre étude, de délétion in vitro de la seipine dans des cellules
hépatiques HepG2, confirme également I'absence de phénotype et donc I'absence de role
autonome de la seipine dans les hépatocytes (Mcllroy et al., 2020). Ainsi, I'accumulation de
lipides dans le foie semble bien étre la conséquence de la perte de TA et donc d’'un dépot
ectopique hépatique.

Une étude s’est intéressée aux conséquences musculaires de la délétion totale de la seipine.
Elle a mis en évidence une diminution du contenu en triglycérides de certains muscles
(soléaires et gastrocnemius), un résultat noté comme plutét surprenant (Xu et al., 2019). En
effet, ces muscles présentent également une forte accumulation de glycogéene, ce qui aurait
pu laisser plutot supposer une augmentation en volume des TG dans cet organe.

Le pancréas murin est aussi touché par la délétion constitutive de la seipine. Les souris Bscl2
KO ont un défaut majeur de sécrétion d’insuline et une hyperplasie des cellules 3 apres
perfusion de glucose, associé a une chute importante de I'expression de PPARy (Xiong et al.,
2020). Ce facteur de transcription est essentiel a I'expression de GLUT2 dans les cellules B.
Ainsi, le défaut d’expression de PPARy entrainerait une prolifération compensatrice des
cellules B pour essayer de contrer l'insulinopénie. De plus, la délétion hétérozygote de la
seipine induit une diminution de plus de 30% de son expression dans les cellules [3 associée a
une tendance a la diminution de la production d’insuline. Ces résultats originaux suggerent
qu’il y aurait un effet autonome de la seipine dans les cellules 3 des flots de Langerhans. Pour
aller plus loin, une délétion Bscl2 spécifique dans le pancréas murin permettrait de conclure
guant au réle autonome de la seipine dans cet organe.

Les souris Bscl2-KO présentent une cardiomyopathie diabétique caractérisée par une
insulinorésistance cardiaque, une hypertrophie ventriculaire gauche et une dysfonction
diastolique (Joubert et al.,, 2017; Zhou et al.,, 2019). La premiere étude propose que la
cardiomyopathie soit le résultat d’'une glucotoxicité cardiaque du fait de I"hyperglycémie
chronique. Dans cette étude, la correction de I’hyperglycémie par un inhibiteur de SGLT2 - la
Dapagliflozine - corrige le phénotype cardiaque (Joubert et al., 2017). La deuxiéme étude
propose que la dysfonction cardiaque soit liée a une activation chronique de I’oxydation des
lipides dans le cceur, elle-méme une conséquence de la lipolyse incontrolée dans le TA. Dans
ce modele, I'inhibition de la lipase du TA (ATGL) améliore le phénotype lipodystrophique et
en conséquence, corrige la dysfonction cardiaque (Zhou et al., 2019). Ces deux études
suggerent donc que le phénotype cardiaque observé résulte des conséquences de I'absence
de TA et non pas de I'absence directe de seipine dans le cceur.

Enfin, il a été montré que les souris Bsc/2 KO présentent également un phénotype rénal (Liu

et al., 2018). Les reins présentent des lésions glomérulaires et des podocytes, ainsi qu’un
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dépot ectopique de lipides associé a une accumulation de produits de glycation avancée. La
greffe ectopique de TA chez ces souris améliore la dysfonction rénale, suggérant que le

phénotype est lié a la disparition du TA et non a un réle autonome de la seipine dans le rein.

En conclusion, les conséquences de la déficience en seipine observées sur les organes autres
gue le TA suggérent que c’est la lipodystrophie qui conduit au dépot ectopique de lipides et
donc a l'altération de la fonction de ces organes. Seuls le pancréas et les muscles ont montré
un phénotype différent; ce qui nécessite des études complémentaires pour préciser le réle de

la seipine dans ces deux organes.

La correction de la lipodystrophie totale : quelles

approches thérapeutiques ?

En absence de seipine, I'atteinte majoritaire reste celle du TA, bien que d’autres organes en
subissent les conséquences. Pour améliorer le phénotype des souris lipodystrophiques, il
faudrait donc se pencher sur des stratégies qui permettent de pallier la disparition du TA. Pour
cela, trois études ont utilisé une approche différente pour corriger le défaut de TA et les
troubles métaboliques associés :

1) La premiere étude a consisté a nourrir pendant 9 semaines des souris Bsc/2-KO avec
des aliments enrichis en Pioglitazone ( TZD agoniste de PPARy qui permet de stimuler
la différenciation adipocytaire) (Prieur et al., 2013). Les résultats sont majeurs puisque
les souris traitées présentaient 30% d’augmentation de la masse de TA et une
augmentation tres significative des niveaux de leptine et d’adiponectine. En
conséquence, les souris ont normalisé leurs niveaux de glucose plasmatique et
répondu favorablement au test de tolérance a I'insuline. De plus, le poids des foies et
leurs taux de TG étaient trés diminués; ce qui signifie une nette amélioration de la
stéatose hépatique. En comparaison, une publication rapporte les effets d'un
traitement de Rosiglitazone chez un patient BSCL2 (Victoria et al., 2010). Aprés un an,
ce patient présentait une diminution de I’"hémoglobine glyquée, une diminution de
I'insulinémie, une augmentation de la sensibilité a I'insuline et une diminution des TG
plasmatiques. Ces données confirment celles observées chez les souris Bscl2-KO
traitées, sauf qu’il n’y a pas eu d’augmentation de la masse de TA chez le patient
lipodystrophique malgré une augmentation de la leptinémie. L'effet des TZD chez ce
patient pourrait alors s’expliquer par leur action sur le TA résiduel. Cependant, une
autre étude suggere une faible efficacité des TZD dans la prise en charge des
lipodystrophies partielles (Luedtke et al., 2012). D’autres études sont donc nécessaires
pour valider I'effet thérapeutique des TZD chez les patients BSCL2.
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2) La deuxiéme étude avait pour but de traiter des souris Bscl2-KO par des injections
intrapéritonéales de leptine recombinante (Liu et al., 2018). Ce traitement a permis de
diminuer fortement et rapidement (en 3 jours) la prise alimentaire des souris. Aprés 2
semaines de traitement, une nette amélioration de la tolérance au glucose et de
I'insulinosensibilité ainsi qu'une augmentation de la leptine circulante ont été
observées. Cependant, il n'y a pas eu d’élévation de I'adiponectine circulante,
suggérant que les effets de la leptine passent uniquement par la diminution de la prise
alimentaire sans augmentation de la masse de TA.

3) Enfin, la derniére étude a consisté en la transplantation d’environ 900 mg de TA en
sous-cutané chez des souris Bsc/2-KO de 6 semaines (Wang et al., 2019). Quatre mois
apres la transplantation, le TA était fonctionnel et a permis de restaurer totalement
les paramétres métaboliques altérés chez les souris non transplantées. Les taux de
leptine étaient revenus a un niveau physiologique et la stéatose hépatique, ainsi que

I'insulinorésistance et la dyslipidémie étaient grandement améliorées.

En conclusion, les différentes approches thérapeutiques utilisées chez les souris
lipodystrophiques, c’est-a-dire la stimulation par les TZD ou la greffe de TA, ou encore la
diminution de la prise alimentaire, nous indiquent que bien pallier 'absence de TA permet de

restaurer les conséquences métaboliques altérées.

La surexpression de la seipine dans le tissu adipeux reproduit la

lipodystrophie des souris Bscl2 KO

En 2012 Cui et al., les mémes ayant créé le premier modele de souris Bsc/2 KO, ont créé un
nouveau modele murin en surexprimant la seipine dans le TA (Cui et al., 2012). Pour ce faire,
ils ont utilisé le promoteur aP2 et fait surexprimer la forme courte de la seipine humaine, a
398 acides aminés, car c’est elle qui possede le plus d’homologie (88%) avec la forme murine.
La surexpression de la seipine dans le TA entraine une diminution significative de la taille des
adipocytes ainsi qu’une perte de masse adipeuse importante. L'étude de certains genes révele
une augmentation de la HSL reflétant une lipolyse augmentée dans le TA. En conséquence, il
y a une accumulation de lipides dans le foie. Néanmoins, les souris ne développent pas de
complications métaboliques. L'étude est intéressante puisqu’elle a mis en évidence que
I’'absence comme la surexpression de la seipine, altére le stockage des lipides dans les
adipocytes. La présence de la seipine est donc finement régulée et cette régulation

stoechiométrique est importante pour l'intégrité et la survie des adipocytes.
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b. Centralité du réle de la seipine dans l'adipocyte

Ré-expression de la seipine adipocytaire

Comme nous l'avons vu, la délétion totale de la seipine entraine un phénotype adipeux et
métabolique sévere chez la souris et le rat. Afin de savoir si la déficience en seipine dans les
adipocytes est bien a I'origine du phénotype BSCL2, Gao et al ont ré-exprimé la seipine
spécifiguement dans les adipocytes du TA (Gao et al., 2015). Pour cela, des souris exprimant
le gene Bscl2, placé sous le contréle du promoteur aP2, ont été croisées avec des souris Bscl2
KO. Ainsi, ces souris exprimant de nouveau la seipine dans les adipocytes de fagon spécifique
ont retrouvé des niveaux identiques de TA ainsi que des taux de leptine et d’adiponectine
comparativement aux souris sauvages. L’insulinorésistance, la dyslipidémie et la stéatose
hépatique se sont améliorés au profit d’'un phénotype métabolique comparable aux souris
sauvages.

Au final, la preuve de concept apportée par ce modele murin indique que c’est bien I'absence
de seipine dans les adipocytes qui est majoritairement a l'origine des conséquences

métaboliques observées chez les souris Bscl2 KO.

Délétion adipo-spécifique de la seipine

Pour cibler spécifiquement les conséquences de la délétion en seipine dans I'adipocyte, deux
modeles murins ont été développés. Le premier modeéle a été construit avec une délétion de
la seipine par une CRE constitutive dont la transcription est sous le contréle du promoteur du
géne aP2 (Liu et al., 2014), et le second modele sous le contréle du promoteur de
I’adiponectine (Mcllroy et al., 2018). Dans ces deux modeles, on note une perte partielle et
progressive du TA, marquée par une hypertrophie et une hyperplasie des adipocytes. La perte
de TA apparait dés I'age de 6 semaines chez les souris du modele de Mcllroy et a partir de 6
mois chez celles du modeéle de Liu, provoquant ainsi dans les deux cas une diminution de
I’expression de PPARy et de I'adiponectine circulante. Le TA des souris du modele aP2 montre
également une augmentation de I'inflammation et du stress du RE, ainsi qu’une modification
de la composition lipidique avec une augmentation des TG, PC (PhosphatidylCholine), PE
(PhosphatidylEthanolamine) et céramides, associée a une élévation des PA.

La différence importante de temps avant de la perte du TA (6 semaines vs. 6 mois) entre les
deux modeles murins peut s’expliquer par le promoteur choisi. En effet, une étude a comparé
I’efficacité des promoteurs aP2 et adiponectine dans le TA et a montré une meilleure efficacité
de I'expression spécifique du promoteur adiponectine pour I'expression de la CRE (Lee et al.,
2013). Malgré son expression nettement présente au TA, I'induction de la CRE n’a pas lieu

dans tous les adipocytes sous le controle du promoteur aP2 (Jeffery et al., 2014).
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De maniére intéressante, les deux modeles se distinguent par I'apparition des complications
métaboliques. Dans le modele aP2, on retrouve un diabéte insulinorésistant marqué ainsi
gu’une stéatose hépatique, comme dans les modeles de BSCL2 KO total. Six semaines de
régimes gras accentuent I'insulinorésistance et la stéatose hépatique de ces souris. Dans le
modele adiponectine, les complications métaboliques sont moins marquées. Sous régime
normal, ces souris développent une stéatose hépatique et leur tolérance au glucose tend a
étre diminuée. Sous régime gras, la tolérance au glucose est altérée.

Ces deux modeéles permettent de conclure sans équivoque que I'absence de seipine dans les
adipocytes matures ou a un stade déja avancé de la différenciation entraine une perte de
masse du TA et altére ses propriétés. Le role de la seipine ne se limite donc pas a son
implication dans la différenciation adipocytaire, elle joue un réle dans le maintien des

adipocytes matures.

La délétion inductible

Pour aller plus loin dans I'exploration du réle de la seipine dans |'adipocyte mature, des
chercheurs ont généré un modele de souris présentant une délétion adipocyte-spécifique
inductible dans des adipocytes déja différenciés, dans un TA sain. Pour ce faire, le gene BSCL2
a été floxé et les souris Bscl2f ont été croisées avec une souris qui exprime la CRE sous le
contréle du promoteur de I'adiponectine et inductible par le tamoxiféene (AdipoQ-CRE-ERT2)
(modele Ad-mKO) (Zhou et al., 2015) (Figure 29). Chez les souris Ad-mKO, la perte du TA (54%
pour le TA gonadal et 45% pour le TA sous-cutané), est progressive jusqu’a 3 mois apres
I'induction de la délétion (par gavage enrichi en tamoxiféne pendant 5 jours). Les adipocytes
sont dysmorphiques, certains étant hypertrophiques et d’autres hypotrophiques en
association a une augmentation de leur mortalité. Sous régime HFD, les souris Ad-mKO ont
une résistance a I'obésité, mais I'état du TA se dégrade vite et la stéatose hépatique augmente
significativement. A 10 semaines, il y a une résistance a I'insuline hépatique mise en évidence
par une diminution de la capacité de I'insuline a activer la phosphorylation de la protéine AKT
sur la Sérine 473. Par ailleurs, la lipolyse basale adipocytaire est augmentée et le « browning »
du TA se met en place dés 12 jours de traitement au tamoxiféne. Il y a une augmentation des
génes exprimant ce phénotype : UCP1, FABP3, Cox8b (Cytochrome C oxidase subunit 8b),
CIDEA (Cell Death Inducing DFFA Like Effector A), et donc une augmentation de la 3-oxydation

des acides gras.
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Figure 29 : Organisation génétique de la déficience en seipine dans les adipocytes du
tissu adipeux des souris Ad-mKO

Cependant, sur ce modele, le phénotype reste moins séveére que dans les modéles de Liu et
Mcllroy. Une étude issue du laboratoire de Ronald Kahn donne une explication possible a ce
constat (Sakaguchi et al., 2017). IlIs ont croisé les souris AdipoQ-CRE-ERT2 avec une souris
Insulin Receptor'®* /%X ce qui induit une lipodystrophie en quelques jours seulement apres le
traitement au tamoxifene. Cependant, dans la quinzaine de jours qui suit la délétion initiale
au tamoxiféne, la masse de TA ré-augmente. Ces données suggerent que de nouveaux pré-
adipocytes sauvages se sont multipliés et se sont différenciés venant ainsi remplacer les
adipocytes délétés pour I'IR et IGFR qui ont été perdus. Ainsi, avec une souris AdipoQ-CRE-
ERT2, il est utile de traiter régulierement les souris pour pouvoir maintenir la délétion dans la

majorité des adipocytes du TA.
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Mise en contexte et objectifs de la these

L'ensemble de ces travaux démontre que la seipine est indispensable au maintien et a
I’homéostasie de I'adipocyte mature. En son absence, les adipocytes entrent dans des
processus de stress cellulaire qui affectent leur fonction et leur intégrité. La lipodystrophie
due a 'absence de seipine est responsable en partie des complications métaboliques de la
BSCL (insulinorésistance et stéatose hépatique notamment), méme si dans certains modéles,
un régime gras est nécessaire pour révéler les effets métaboliques néfastes.

Néanmoins, la fonction cellulaire de la seipine dans I'adipocyte mature était encore inconnue
au moment ol j'ai démarré ma thése. Comme nous I'avons vu, différentes implications de Ia
seipine avaient été étudiées dans des modeles cellulaires non adipocytaires : réle dans la
biogéneése des GL ; synthese des TG ; échanges calciques. Les études sur la fonction de la
seipine étaient grandement limitées du fait de I'absence d’un anticorps spécifique. De ce fait,
les études mécanistiques ont été effectuées dans un contexte de surexpression d’une seipine
taguée. Or comme nous |I'avons vu, la surexpression de la seipine entraine chez la souris une
réduction des dépots adipeux, une lipolyse accélérée et une stéatose hépatique. Il était donc
indispensable de pouvoir identifier la seipine sous contréle de son promoteur endogéne et
dans le contexte d’un adipocyte. Pour ce faire, I’équipe a utilisé le systeme CRISPR/CAS9 dans
la lignée pré-adipocytaire 3T3-L1 pour insérer un tag hémagglutinine (HA) au niveau C-
terminal et ainsi obtenir des cellules qui expriment la seipine-HA (3T3-S-HA) sous contrdle du
promoteur naturel du gene Bscl2. Pour pouvoir étudier I'effet de la déficience en seipine dans
I’adipocyte mature, nous avons généré un modele in vitro en utilisant un siRNA dirigé contre
I’ARNm de la seipine dans les adipocytes 3T3-L1, et un modéle in vivo de souris Bscl2'¥'°x que
nous avons croisées avec des souris AdipoQ-ERT2-Cre afin d'obtenir une délétion adipo-
spécifique et inductible (par injection de tamoxifene) de la seipine (iATSKO). Ces outils nous

ont permis d’étudier la fonction de la seipine dans I’adipocyte mature.
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Résultats
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Partie 1 : La seipine est localisée aux sites de contact entre le réticulum

endoplasmique et la mitochondrie afin de controler I’apport de calcium

mitochondrial et le métabolisme des adipocytes

1- Résumé

Dans cette étude, afin de mettre en lumiére le réle de la seipine dans I’homéostasie du calcium
et des mitochondries, nous avons associé différents modéles d’étude en plus des souris
iATSKO. En effet, in vitro nous avons étudié également les conséquences précoces de la sous-
expression de la seipine dans les adipocytes 3T3-L1, grace a un siRNA. Par ailleurs, cette étude
s’est faite en collaboration avec le groupe d’Elina lkonen en Finlande, qui travaille sur la
seipine. lls ont particulierement apporté leur expertise sur de la microscopie a super-
résolution et des analyses du calcium dans la lignées A431 (carcinome de I'épiderme humain)
et de lymphocytes de patients BSCL2. Ces derniers nous ont permis dans I'étude de mettre en
évidence que la morphologie et le fonctionnement des mitochondries sont altérés en absence
de seipine. Comme la seipine est une protéine ancrée dans la membrane du RE, nous avons
voulu comprendre comment la déficience en seipine pouvait altérer les propriétés des
mitochondries. Ainsi, dans les A431 et dans les 3T3-L1 différenciées, nous avons démontré
que la seipine est enrichie au niveau des jonctions du RE et de la mitochondrie qu’on appelle
les MAMs (Membranes du RE Associées aux Mitochondries). Dans un deuxiéme temps, nous
avons mis en évidence qu’au niveau des MAMs, la seipine est a coté de protéines impliquées
dans la régulation des échanges de calcium entre le RE et la mitochondrie : la pompe calcique
SERCA2 et le récepteur a I'IP3 (IPsR) au niveau du RE, ainsi que le canal calcique VDAC a la
mitochondrie. La présence de la seipine dans cette région du RE est notamment favorisée par
le jeline, alors qu’en période nourrie, la seipine est plutét localisée au niveau des sites de
contact des gouttelettes lipidiques. Dans les fibroblastes A431 et les adipocytes 3T3-L1, la
délétion précoce de la seipine induit une altération du passage du calcium du RE vers la
mitochondrie, sans pour autant altérer les stocks du RE. Cette diminution d’entrée du calcium
dans la mitochondrie est associée, dans les adipocytes 3T3-L1 et ceux issus des souris iATSKO,
a une diminution des métabolites du cycle de Krebs et de la production d’ATP. Par ailleurs,
précocement chez les souris iATSKO il y a, comme chez les patients BSCL2, des dysfonctions
mitochondriales importantes. Cette étude suggére donc que la seipine participe au
métabolisme mitochondrial en régulant notamment I'entrée de calcium via sa présence dans

les MAMs, et selon le statut nutritionnel de la cellule.
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Summary

Deficiency of the ER protein seipin results in generalised lipodystrophy by incompletely
understood mechanisms. Here, we report mitochondrial abnormalities in seipin deficient
patient cells. A subset of seipin is enriched at ER-mitochondria contact sites (MAMs) in human
and mouse cells and localizes in the vicinity of calcium regulators SERCA2, IP3R and VDAC.
Seipin association with MAM calcium regulators is stimulated by fasting-like stimuli, while
seipin association with lipid droplets is promoted by lipid loading. Acute seipin removal does
not alter ER calcium stores but leads to defective mitochondrial calcium import accompanied
by a widespread reduction in Krebs cycle metabolites and ATP levels. In mice, inducible seipin
deletion leads to mitochondrial dysfunctions preceding the development of metabolic
complications. Together, these data suggest that seipin controls mitochondrial energy
metabolism by regulating mitochondrial calcium influx at MAMs. In seipin deficient adipose
tissue, reduced ATP production compromises adipocyte properties, contributing to

lipodystrophy pathogenesis.

Keywords: Seipin — MAMs — Adipocyte -Mitochondria dysfunction -Calcium handling



Introduction

Seipin is an endoplasmic reticulum (ER) transmembrane protein highly expressed in the
adipose tissue and in the brain'. Biallelic null mutations in BSCL2, the seipin-encoding gene,
are responsible for a rare and severe primary adipocyte dysfunction syndrome, Berardinelli-
Seip congenital lipodystrophy (BSCL), characterised by a lack of adipose tissue and severe
metabolic complications (i.e. insulin resistance, diabetes, hypertriglyceridemia, liver
steatosis)?. Seipin-deficient (SKO) mice are lipoatrophic and develop diabetes and liver
steatosis*>. In addition, SKO mice are intolerant to fasting, display metabolic inflexibility and
impaired thermogenesis®’ and develop diabetic cardiomyopathy®. Seipin deficiency in the
developing adipocyte, using Adiponectin-Cre constructions’ or AP2-Cre mice!?, leads to
lipodystrophy. Finally, inducible seipin deficiency obtained through ERT2-Adipoq-CRE-
dependent recombination leads to progressive white adipose tissue (WAT) loss associated with
increased basal adipocyte lipolysis!!. Although these studies highlight a critical role of seipin
in mature adipocytes, its function therein remains largely unknown.

Studies in yeast !2 13 14 and human lymphocytes !> have shown that seipin is crucial for normal
lipid droplet (LD) morphology. Seipin is localized at ER-LD contact sites during LD biogenesis

16 Recently, we

and is needed for the delivery of lipid and protein cargo to nascent LDs
demonstrated that seipin interacts with triglycerides (TGs) and helps the flow of TG to the LD
by maintaining functional ER-LD contacts and counteracting LD ripening !"-!°. Consistently,
seipin interacts with several ER enzymes involved in TG synthesis such as AGPAT2%, lipin1?!
and GPAT3?? and co-operates with Pet10, the yeast ortholog of perilipin 1%3.

In addition to its role in LD homeostasis, Drosophila seipin has been shown to interact with
the sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase pump 2 (SERCA2) and dSeipin mutant fat
cells display decreased ER calcium levels?*. Further studies have showed that the fat bodies of
dSeipin mutant flies also exhibit reduced mitochondrial calcium levels and respiratory ability?>.
Whether seipin regulates ER or mitochondrial calcium metabolism and mitochondrial activity
in other organisms is not known. Furthermore, how seipin regulates ER/mitochondrial calcium
exchange and how its involvement in lipid and calcium handling may be reconciled, have not
been explored.

Here, we investigated the role of seipin in controlling mitochondrial homeostasis starting from
the observation that BSCL2 patients’ cells display abnormal mitochondrial morphology and
function. Using human epidermoid carcinoma A431 and murine pre-adipocyte 3T3-L1 cells,

we determined the sub-cellular localization of seipin and its interaction partners in different



nutritional states. This revealed that seipin is enriched at ER-mitochondria contact sites,
together with calcium regulatory proteins. We also generated mice with an adipocyte-specific
conditional deletion of seipin and found evidence for early and severe alterations of

mitochondrial properties in vivo.

Results

Abnormal mitochondrial morphology and reduced oxygen consumption in BSCL?2 patients’
cells

We have previously reported abnormal LDs in lymphoblastoid cells isolated from
lipodystrophic BSCL2 patients !°. When analyzing the lymphoblastoid cells using transmission
electron microscopy (TEM), we noticed that mitochondrial morphology is also perturbed in 3
out of the 4 BSCL2 patient lymphoblasts studied, as evidenced by dilated and disorganized
cristac and matrix granules (Fig 1A-C), which are signs of mitochondrial injury 2°. No
systematic morphological defects in other organelles, such as the ER, Golgi and endosomal
structures, were observed in the BSCL2 patient lymphoblasts by TEM. The patient cells also
displayed a lower oxygen consumption rate (OCR) compared to controls, indicating
mitochondrial dysfunction (Fig 1D). Decreased OCR was also characteristic to seipin knockout
A431 cells previously characterized by us'®, and this could be corrected by seipin re-expression
(Fig 1E). These findings demonstrate in two different human cell types that seipin deficiency

compromises mitochondrial function.

Seipin is associated with ER-mitochondria contact sites

Given that seipin deficiency alters mitochondrial properties, we investigated whether seipin is
located at the ER-mitochondria contact sites, also known as mitochondria-associated
membranes (MAMs). In A431 cells, using Airyscan imaging of fixed cells with endogenously
GFP-tagged seipin, stably expressing mitochondria-targeted BFP and LipidTOX staining to
visualize LDs, we observed that ~20% of seipin foci were localized juxtaposed to
mitochondria, ~15% next to LDs and ~10% juxtaposed to both (Fig 2A-B). The fraction of
seipin overlapping with mitochondria decreased upon lipid loading with oleic acid, suggesting
that the cellular localization of seipin is metabolically regulated (Fig 2C). When the
localization of endogenously tagged seipin was studied using immuno-electron microscopy
(immuno-EM), we found seipin labelling often at both ER-LD contact sites, as expected !°, and
at ER-mitochondria contact sites (Fig 2D). Stereological analysis revealed a clear enrichment

of seipin at MAMs (Fig 2E). We also performed immuno-EM analysis of previously reported



seipin KO cell lines stably expressing low levels of WT- or BSCL2-associated A212P-seipin-
GFP °, WT-seipin was more enriched at MAMs than the BSCL-associated A212P-seipin (Fig
S1A-B), supporting the notion that seipin localization at MAMs is functionally relevant.

We next assessed the relationship between seipin foci and mitochondria in A431 cells using
live cell Airyscan imaging to simultaneously scan endogenously tagged seipin, mitochondria
and the ER. Whilst seipin was consistently associated with the ER, we found numerous
examples wherein seipin foci appear to be transiently stabilized at sites juxtaposed to
mitochondria (Fig 2F). Although most of the seipin-mitochondria interactions were short-lived
(under 10 sec) (Fig 2G), the mean motility of seipin foci at mitochondria was significantly
decreased compared to seipin foci not associated with mitochondria (Fig 2H). These
observations are in line with our imaging data from fixed cells, showing that a fraction of seipin
specifically localizes at mitochondria-ER contact sites. However, we noted that seipin-
mitochondria interactions are not as long lasting as seipin-LD interactions, which appear to be
stable at least on the minute time scale %27,

To investigate whether seipin associates with mitochondria also in adipocytes, we performed
subcellular fractionations of differentiated 3T3-L1 adipocytes expressing HA-tagged
endogenous seipin. This cell line was generated by CRISPR/Cas9 gene editing and validated
by western blotting, immunoprecipitation and immunofluorescence (Fig S1C-D). Western blot
analysis of subcellular fractions revealed that in 3T3-L1 adipocytes, seipin was present in the
ER and MAM fractions, with a marked enrichment in the MAM fraction (Fig 2I).

To identify seipin interacting proteins, we immunoprecipitated endogenous seipin from 3T3-
L1 cells using HA antibodies and analyzed the products by mass spectrometry. The following
criteria were used: a minimum of five peptides identified in the seipin-HA clone
immunoprecipitation product and no peptide in the control clone precipitation (Suppl Table
1). The list of seipin interacting proteins included SERCA2 and the inositol 3 phosphate
receptor (IP3R), two ER proteins that localize to MAMs 28, Altogether, these data demonstrate
that seipin is enriched at MAMs in both human A431 cells and murine adipocytes and interacts

with the MAM proteins SERCA?2 and IP3R.

Seipin interacts with SERCA2 and IP3R in MAMs and controls mitochondrial calcium
import in A431 cells

In A431 cells, using proximity ligation assay (PLA), which allows quantitative analysis of in
situ interactions at subcellular resolution ', we detected specific signals for seipin/SERCA2

and seipin/IP3R proximity (Fig 3A-B). A substantial fraction (~40%) of PLA foci co-localized



with mitochondrial staining (Fig 3C), suggesting that seipin may interact with SERCA2 and
IP3R specifically at MAMs. Indeed, live cell Airyscan imaging of endogenously tagged IP3R
and seipin in A431 cells revealed dynamic co-localization events at MAMs and also elsewhere
in the cell (Fig S1 E-G). Interestingly, seipin ablation resulted in reduced localization of IP3R
at MAMs (Fig 3D) without obvious changes in IP3R protein levels (Fig S1H). Of note, a
specific PLA signal was also obtained between seipin and voltage-dependent anion channel
(VDACI), a mitochondrial protein interacting with IP3R at MAMs and controlling
ER/mitochondria Ca?* exchange?’ (Fig 3E).

As SERCA2, IP3R and VDACI are key ER calcium (Ca*") store regulators, we investigated
whether seipin deficiency alters Ca?* handling. We utilized seipin degron cells, where seipin
can be rapidly depleted upon administration of the plant hormone auxin (indole-acetic acid,
IAA), with >95% reduction in seipin protein content within 30 min '8 (Fig 3F). We transiently
expressed cytosolic or mitochondrial targeted aequorin probes ° and measured the relative
increase in cytosolic or mitochondrial Ca?* in response to stimulation by ATP, histamine and
bradykinin. Whilst IAA administration to control cells did not affect calcium flux into either
compartment, acute seipin depletion decreased Ca®" influx into the mitochondria, but not into
the cytosol (Fig 3G-H). We also employed a parallel approach, using control or seipin degron
cells stably expressing a mitochondrially targeted variant of the CEPIA calcium probe 3! . Also
with this strategy, mitochondrial calcium influx upon stimulus was decreased after acute
depletion of seipin (Fig 3I-J). Moreover, ER Ca?" stores were investigated by a complementary
approach with the cytosolic calcium probe Fura2, measuring Ca?* release into the cytosol upon
SERCAZ2 inhibition with thapsigargin. In the presence of ImM extracellular Ca?*, the cytosolic
Ca®" increase was not altered by seipin removal (Fig S2A-B). Altogether, these data provide
evidence that in A431 cells, seipin interacts with key MAM Ca?" regulators in MAMs, and that

acute seipin deletion impairs mitochondrial Ca?* import.

Acute seipin deletion impairs mitochondrial calcium import and mitochondrial metabolism
in 3T3L-1 adipocytes

We next examined the effects of 3 days BSCL?2 silencing by siRNAs on Ca?" handling in
differentiated 3T3-L1 adipocytes (Fig 4A). We pre-treated the cells with caged-IP3 that can be
photolyzed by a UV-flash, thus specifically activating IP3R (Fig 4B). We monitored the effect
of IP3 activation on cytosolic Ca®" using Fluo4 and on mitochondrial Ca?* using Rhod2. IP3
activation resulted in a higher cytosolic calcium response in siBSCL2 treated cells as compared

to control (Fig 4C). In contrast, mitochondrial calcium import following IP3R activation was



impaired in BSCL2 knockdown cells, suggesting that seipin is required for calcium exchange
between the ER and mitochondria through IP3R (Fig 4D). Of note, at this time point of BSCL2
silencing, expression of adipocyte markers such as adiponectin and PPARy was not altered
compared to control siRNA treated adipocytes (Fig S2C-D). To study if this impairment in
mitochondrial calcium import is due to an alteration in the ER calcium store, we performed
experiments in Ca**-free medium avoiding the contribution of extracellular Ca?*. Photolysis of
caged-IP3 resulted in a similar cytosolic Ca?* release in both conditions, but as in the previous
experiment, the area under the curve was higher in siBSCL2 cells (Fig S2E). Treatment with
thapsigargin, which prevents Ca?" uptake into the ER, evoked a similar Ca*" release in control
cells and siBSCL2 cells, suggesting that seipin deficiency does not directly alter ER calcium
stores (Fig S2E).

Finally, as Ca*" is a key regulator of several mitochondrial enzyme activities, we analyzed
whether seipin deficiency impairs mitochondrial function in 3T3-L1 adipocytes. No significant
difference in OCR was observed between control and BSCL2 depleted cells (Fig 4E).
However, an increase in extracellular acidification rate was found upon seipin depletion (Fig
4F). To further explore the metabolic consequences of seipin deficiency, we measured the
levels of ATP, as well as several metabolites of glucose, including pyruvate, lactate, and
intermediates of the tricarboxylic acid (TCA) cycle. BSCL2 depleted adipocytes show a
significant decrease in ATP levels (Fig 4G). In addition, pyruvate was similar in both cells but
all the Krebs cycle metabolites were decreased in the absence of seipin (Fig 4H). Using '3C
labeled glucose based fluxomic analysis, we found that during a 3 h incubation, the production
rate of all the TCA cycle intermediates measured was decreased in seipin deficient adipocytes

2132 we tested

(Fig 41). As the AMPk is an important player linking energy metabolism and Ca
if seipin deficiency was associated with altered AMPk activation. The effect of seipin knock-
down was independent of AMPk activation, as assessed by the phosphorylation level of AMPk
(Fig S2F). Altogether, these data suggest that seipin is required for calcium import into

mitochondria impacting the activity of the TCA cycle and ATP concentration.

Seipin interacts with MAM calcium regulators in a nutritionally regulated manner in 373-
L1 adipocytes

We next asked whether seipin proximity with the calcium regulating proteins in MAMs is
under nutritional control. As assessed by PLA in differentiated 3T3-L1 adipocytes, seipin

proximity with SERCA2 and IP3R was elevated in serum starved conditions or with B3 agonist



CL 316-243 treatment and decreased by oleic acid loading (Fig SA-B, Fig S3A-B). Oleate
loading also blunted seipin proximity with SERCA?2 and IP3R in A431 cells (Fig S3G-H).

In line with the IP3R/seipin PLA results, seipin/VDAC proximity was elevated upon serum
starvation or CL 316-243 treatment and reduced by oleate loading (Fig 5C, Fig S3C). In
contrast, oleate loading enhanced the proximity of seipin to the LD coat protein perilipin-1 and
this signal was reduced upon starvation or CL316-243 treatment (Fig SD, Fig S3D). Finally,
the nutritional inducers glucose and insulin reduced the proximity of seipin to VDAC as well
as the proximity between VDAC and IP3R, which is classically used to quantify MAMs*? (Fig
SE-F, Fig S3E-F). Together, these data support the idea that the localization of seipin in the
vicinity of the MAM calcium regulatory proteins is promoted by starvation and reduced by

“fed like” conditions.

Inducible seipin removal from adipose tissue results in rapid mitochondrial dysfunction in
vivo

In mice, total seipin KO leads to a nearly complete lack of fat ° and is therefore not a suitable
model to explore seipin function in mature adipocytes in vivo. We thus generated Bscl2'o¥/lox
mice X ERT2-Adipoq-CRE mice, allowing inducible seipin deletion in adipocytes upon
tamoxifen addition (1IATSKO). Indeed, a 5-day tamoxifen treatment led to a dramatic decrease
in Bsc/l2 mRNA in the adipose tissue (Fig S4A). This was accompanied by a decrease in
inguinal fat pad weight from day 14 onwards (Fig S4B). At day 90, iATSKO mice presented
with a decreased body weight (Fig S4C), increased liver weight (Fig S4D), glucose intolerance
(Fig S4E) and insulin resistance (Fig S4F). Histological analysis of inguinal adipose tissue
revealed an abnormal morphology from day 14 onwards and a decrease in adipocyte size at
day 30 (Fig S4G-H). Paradoxically, at day 90 when the total fad pad was largely reduced (Fig
S4B), the adipocyte size was increased (Fig S4G-H), suggesting that the remaining adipocytes
became hypertrophic.

To study the effects of seipin deficiency in vivo on adipose tissue homeostasis in an unbiased
manner, we used 3’-signal recognition particle (SRP) RNA sequencing. This revealed 418
genes differentially expressed in inguinal adipose tissue of IATSKO mice compared to controls
along the time course of 12 weeks upon BSCL2 deletion (Fig 6A). Weighted correlation
network analysis (WGCNA) was used to identify clusters of genes that behaved similarly on
the basis of their expression pattern. We identified six clusters of genes, among which clusters
1 and 2 drew our attention as in these clusters, the IATSKO group stood out from the controls

(Fig 6B, Fig S5). We used gene ontology enrichment (GO) tools to identify the key pathways



affected by the lack of seipin. Cluster 1 contains about 30 genes that were overexpressed in
1ATSKO mice as compared to controls, with one third representing genes related to ER stress
(Fig 6C). Cluster 2c was the largest group, about 200 genes, with reduced expression in
1ATSKO mice. These genes are connected to mitochondria function and the majority are
involved in pyruvate metabolism or TCA cycle (Fig 6C). Multi-scale network analysis using
MEGENA highlighted the existence of 3 more compact modules in Cluster 2 (Fig 6D). The
first sub-cluster contains genes encoding mitochondrial proteins involved in the respiratory
chain, beta-oxidation or TCA cycle. The second sub-cluster contains genes linking TCA cycle
products to lipogenesis: ATP citrate lyase (Acly) that catalyses the conversion of citrate into
acetyl-CoA, and fatty acid synthase (Fas) that catalyzes the synthesis of palmitate (C16) from
acetyl-CoA and malonyl-CoA. GO analysis of the third sub-cluster did not reveal any major
patterns. The decreased expression of TCA cycle and lipogenesis genes was confirmed by Q-
PCR (Fig S6A-C). Of note, the expression levels of genes involved in catabolic processes, such
as fatty acid oxidation (Cptl, PGCla, Perilipin 5) or thermogenesis (UCP1, Elovl3), were
transiently increased at day 14 and then decreased at day 90 in iATSKO mice as compared to
controls (Fig S6A-C).

To test whether the alterations in TCA cycle transcripts were associated with functional
consequences, we measured the levels of TCA cycle metabolites and ATP in inguinal fat pads.
This demonstrated that citrate, succinate and malate as well as ATP levels were all decreased
in the adipose tissue of iIATSKO mice already at 14 days after tamoxifen injection (Fig 7A).
At 30 days, the ATP reduction had become more pronounced and the reduction in TCA cycle
metabolites more widespread, with also fumarate levels decreased (Fig 7B).

In parallel, EM of inguinal adipose tissue revealed changes in mitochondrial morphology
already at 14 days after the induction of Bsc/2 deletion. Mitochondria from iATSKO mouse
adipocytes displayed decreased length and width as well as more prevalent constrictions,
suggestive of increased mitochondrial fragmentation (Fig 7C-F). As AMPk is known to
regulate mitochondrial fission/fusion and ATP production®?, we analyzed its phosphorylation
levels. Similarly, as in 3T3-L1 cells, seipin deficiency was not associated with altered AMPk
activity (Fig S6D).

Finally, we analyzed if seipin deletion affected the compartmentalization of the MAM calcium
regulators in vivo. To this end, we carried out subcellular fractionations of inguinal adipose
tissue isolated from iATSKO and control mice at 14 days followed by Western blotting. This
demonstrated that upon adipocyte seipin deficiency, SERCA2 became depleted in the MAM-

enriched mitochondrial fraction but remained unchanged in the ER fraction and in the total



lysate (Fig 7G). Together, these findings strongly suggest that the lack of seipin rapidly and

profoundly affects mitochondrial properties in mouse adipose tissue.

Discussion

Here we demonstrate that seipin is enriched at ER-mitochondria contact sites also called
MAMs. We found that seipin interacted with MAM enriched proteins critical for ER calcium
homeostasis, SERCA2 that transports cytosolic calcium into the ER lumen and IP3R that
transports calcium from the ER via VDAC into the mitochondria. When seipin was acutely
removed by auxin-inducible degradation, mitochondrial calcium import decreased within a few
hours. The acuteness of this effect strongly suggests that the involvement of seipin in ER-to-
mitochondria calcium flux is rather direct. Moreover, it is not readily compensated for, as in 3
days of seipin silencing, when adipocyte markers (adiponectin, PPARY) were not altered,
mitochondrial calcium influx upon IP3R activation was reduced. This was accompanied by a
widespread reduction in Krebs cycle metabolites and ATP concentration. The activities of three
TCA cycle enzymes, i.e. pyruvate dehydrogenase, a—ketoglutarate dehydrogenase and
isocitrate dehydrogenase are calcium dependent’, as possibly also ATP synthase®. Moreover,
mitochondrial calcium regulates the inner mitochondrial membrane potential that controls ATP
synthase’®. Thus, seipin at ER-mitochondrial contact sites appears to control mitochondrial

calcium influx and this in turn affects the efficiency of the TCA cycle and ATP production.

The dynamic regulation of MAMs by nutrient availability is only starting to emerge?®. In the
liver, starvation increased the extent of MAMSs, promoting mitochondrial fusion, calcium
import and ATP production, while a fed state reduced MAMs and mitochondrial activity®’. Our
observation that starvation increased the proximity of IP3R and VDAC, an indicator of
MAMSs?3, suggests that such a regulation may also apply for adipocytes. Moreover, if seipin
affects mitochondrial energy supply via MAM-associated calcium regulators, one might expect
this to be nutritionally regulated. Indeed, we found that in adipocytes endogenous seipin
favored proximity to SERCA and IP3R under starvation conditions as compared to oleate
loading, when seipin was increasingly in the vicinity of the lipid droplet protein perilipin. The
latter agrees with the recruitment of seipin to ER-LD contacts upon oleate loading in other cell
types!®1819 We also noted that stimuli mimicking fasting conditions (starvation, low glucose
and B3 agonist treatment) promoted the proximity of seipin to VDAC, while “fed-like” stimuli

(lipids, glucose, insulin) reduced it. These results suggest that seipin exerts different biological
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functions according to the metabolic status, by facilitating lipid deposition from ER to LDs
under lipid loading conditions and calcium flux from ER to mitochondria under starvation. We
speculate that seipin controls mitochondrial calcium influx by compartmentalizing MAM

calcium regulators, as seipin deficiency reduced IP3R and SERCA2 enrichment at MAMs.

Work by the Huang lab first demonstrated that in Drosophila, seipin interacts with SERCA?4,
They reported that dSeipin regulates ER calcium stores by interacting with SERCA and that in
dSeipin mutants, the decrease in ER calcium store can be partially rescued by knocking down
the ER-to-cytosol calcium release channel ryanodine receptor (RyR). RyR knockdown also
partially restored fat storage in the mutant flies. The ER calcium reduction in dSeipin mutants
resulted in decreased mitochondrial calcium, thereby compromising the production of citrate
and acetyl-CoA?. Furthermore, they proposed that a dramatic reduction of citrate (to less than
10% of normal levels) is a critical missing component for lipogenesis in dSeipin mutants. In
support of this, citrate supplementation rescued the lipid storage defect in dSeipin mutant fat

cells?.

The role of seipin in ER calcium homeostasis appears to differ between Drosophila and the
two mammalian seipin deficient systems studied here, A431 cells and adipocytes. First, in these
cells, seipin deficiency was not accompanied by alterations in ER calcium stores. Second, we
found seipin to interact with IP3R and to regulate IP3R controlled mitochondrial calcium
influx. Third, we observed a moderate and widespread reduction of TCA cycle metabolites in
seipin deficient mouse adipocytes. However, citrate failed to rescue the lipid storage defect in
seipin deficient human cells (Fig S7TA-B). We also tested the effect of the potent RyR agonist
caffeine in 3T3-L1 adipocytes but did not find any effects on ER calcium efflux, suggesting
that RyR 1is not the main exit route for ER calcium in adipocytes (Fig S7C). Interestingly, a
caffeine-induced Ca?* transport dysfunction was recently reported in seipin deficient

cardiomyocytes’®, speaking for cell type differences in ER calcium homeostasis.

Of note, besides species/cell type differences, some of the alterations may be due to differences
in the timing of events. Our experiments were carried out under acute seipin depletion (hrs-
days), whereas the earlier results are from a constitutive dSeipin mutant system. For instance,
the reduced ER calcium store might develop over time, with reduced ATP levels contributing
to reduced SERCA ATPase activity. The differences between our two models might also be

related to the acuteness of seipin depletion. In A431 cells we did not observe any effect on
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cytosolic calcium response upon 4 h of seipin removal. However, cytosolic calcium was
modestly but significantly increased after ER calcium release in 3T3-L1 cells where seipin had

been silenced for 3 days. This could be a late effect of seipin knockdown.

The characterization of the inducible adipose tissue seipin knockout mouse model allowed us
to reveal mitochondrial dysfunction as an early sign of seipin depletion from mature
adipocytes. This included widespread changes in transcripts encoding mitochondrial processes,
decreased TCA cycle metabolites, reduced ATP concentration and mitochondrial
fragmentation, in line with the notion that fragmented mitochondria produce less ATP¥.
Interestingly, we also observed a transient induction of fatty acid oxidation and thermogenic
genes at 14 days of seipin removal. This agrees with the findings of Zhou et a/ reporting
increased transcripts of thermogenic and beta-oxidation genes at 10 days upon seipin deletion
in a similar mouse model'!. Considering the reduced ATP levels detected in our experiments,
we hypothesize that upon seipin deficiency, the ensuing mitochondrial dysfunction promotes
uncoupling and prevents lipid catabolism from producing ATP. The progressive loss of adipose
tissue observed at later times may result, at least in part, from the severely reduced ATP levels
(50% decrease at 30 days of seipin removal) that may compromise adipocyte properties and
finally cell survival, as previously reported*®. Importantly, the mitochondrial changes are long-
lasting and not limited to adipocytes, as dysfunctional mitochondria are also characteristic to

BSCL2 patient cells.

In summary, this study shows that mammalian seipin is localized at ER-mitochondrial contacts
and associates with ER-mitochondrial calcium regulators IP3R and VDAC in a nutrition-
dependent manner, controlling mitochondrial calcium influx and energy supply in adipocytes.
Further studies are needed to decipher how mitochondrial calcium influx is nutritionally
regulated in adipocytes and how this contributes to regulate mitochondria physiology and

hence metabolic flexibility in this cell type.

Limitations of the study

The present work demonstrates that seipin deficiency impairs ER-to-mitochondria calcium
import and alters mitochondrial properties in A431 cells and adipocytes. In mice, we show that
seipin deficiency also alters mitochondrial properties but cannot demonstrate an alteration of
ER-to-mitochondria calcium import. To our knowledge, such tools to study calcium flux in

vivo, ex vivo or even in primary adipocytes are not readily available. Therefore, evidence for a
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direct involvement of seipin in calcium handling in vivo is currently lacking. In addition, we
provide evidence that seipin deficiency decreases SERCA2 enrichment in MAMs in vivo, but
do not address whether seipin depletion affects the abundance or properties of MAMs more
broadly. Indeed, the study of MAMs in adipose tissue is quite challenging, both by

morphological techniques such as EM and by biochemical strategies, such as fractionation.

Our findings also raise questions on the role of seipin in MAMs in non-adipocyte cells,
especially in tissues where seipin is suspected to play a cell autonomous function. For instance,
it would be interesting to study seipin function in MAM and calcium exchange in pancreatic
B-cells, where calcium handling plays a central role and heterozygous seipin deletion*! is
sufficient to impair glucose stimulated insulin secretion. Finally, the present study leaves open
whether the seipin-regulated mitochondrial calcium import described here is functionally
connected to the known role of seipin in lipid droplet formation. In this context it is interesting
to note that lipid droplets can be generated under starvation conditions in close proximity to

mitochondria, to protect from free fatty-acid induced lipotoxicity*2.

Acknowledgements

This study has been granted from Société francophone du diabéte and the FFRD (sponsored by
Fédération Francaise des Diabétiques, Abbott, AstraZeneca, Eli Lilly, Merck Sharp & Dohme
and Novo Nordisk) and the French National Research Agency (ANR-21-CE14-0024 MAMA).
E.I. acknowledges support from the Academy of Finland (grants 307415 and 324929),
University of Helsinki/HiLIFE Fellowship, Sigrid Juselius Foundation, Jane and Aatos Erkko
Foundation and Fondation Leducq (grant 19CVDO04). E.J. acknowledges support from the
Academy of Finland (grant 1331998). Yoann Combot PhD is funded by the Ministére de
I’enseignement supérieur et de la recherche. We thank Biocenter Finland and HiLIFE light
microscopy, electron microscopy and flow cytometry units. V.T.S. acknowledges support from
the Finnish Medical, Paulo, Alfred Kordelin, Maud Kuistila, Biomedicum Helsinki, and Emil
Aaltonen Foundation. We acknowledge the MicroPICell facility, SFR-Santé, INSERM,
CNRS, UNIV Nantes, CHU Nantes, Nantes, France, member of the national infrastructure
France-Biolmaging supported by the French National Research Agency (ANR-10-INBS-04).
We are most grateful to the Genomics and Bioinformatics Core Facility of Nantes (GenoBiRD,
Biogenouest, IFB) for its technical support. We thank the Institut Clinique de la Souris —
PHENOMIN for establishment of the Bscl2 Lox Lox mouse mutant line. We thank Pr
Offermanns (Max Plank InstituteBad Nauheim, Germany) for the generous gift of the ERT2-

13



AdipoQ-CRE mice. We thank Evangéline Bennana, Cédric Broussard and Frangois Guilloneau
from the 3P5 proteom’IC facility, Université de Paris, Institut Cochin, INSERM, CNRS, F-
75014 PARIS, France. The Orbitrap Fusion mass spectrometer was acquired with funds from
the FEDER through the « Operational Programme for Competitiveness Factors and

employment 2007-2013 », and from the « Cancéropdle Ile-de-France ».

Author contributions

VTS, MH, KV, SL designed and performed experiments in A431 cells. BL, LK performed
immuno-EM. YC and GC designed and performed experiments in 3T3-L1 cells. JR and YC
set-up the PLA in 3T3-L1 cells. YC and SD performed the experiments in iATSKO mice. SLL
performed the EM on adipose tissue. CLM and BC contributed to iATSKO experiments design.
HL performed the bio-informatic analysis of transcriptomic data. HV, IB, EJ performed and
analysed EM experiments in A431 cells and lymphoblasts. CP, MC and OR generated the
metabolite measurement data. CV and JM generated the patient cell lines. IP and KT performed
aequorin and Fura 2AM measurements in A431 cells. EI and XP supervised the project. EI and

XP wrote the paper and all authors commented on the paper.

Declaration of interest

The authors declare no competing interest.
STAR Methods

RESOURCE AVAILABILITY
All unique/stable reagents generated in this study are available from the Lead Contact with a
completed Materials Transfer Agreement.

EXPERIMENTAL MODEL

Cell culture: A431 cells, lymphoblasts and 3T3-L1 adipocytes

A431 cells (ATCC CRL-1555, sex: female) were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) containing 10% fetal bovine serum (FBS), penicillin/streptomycin (100
U/ml each), L-glutamine (2mM) at 37 °C in 5% CO.. Transfections of plasmids into A431 cells
was done using Lipofectamine LTX with PLUS Reagent or Turbofect according to the
manufacturer’s instructions. Cells were delipidated by culturing in serum-free medium
supplemented with 5% lipoprotein deficient serum (LPDS, prepared as described in*’) for
indicated times. For LD induction cells were supplemented with 0.2 mMOA (final

concentration, OA in complex with BSA in 8:1 molar ratio prepared in serum-free DMEM as
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described previously**) for indicated times. For depletion of seipin, IAA was added to the
medium for indicated times, vehicle control was Milli-Q-H>O (1:100).

Epstein Barr-virus transformed lymphoblasts derived from BSCL2 patients S1 (compound
heterozygous missense A212P mutation and truncation mutation), S3, S5 and S9 (homozygous
truncation mutations) have been described ° and were maintained in RPMI 1640 medium
supplemented with 15% FBS, penicillin/streptomycin (100 U/mL each), L-glutamine (2mM)
at 37 °C in 5% COa.

3T3-L1 cells were maintained in medium A (DMEM glucose 4.5g/L, 10% calf serum, 1%
Penicilin/streptomycin, 1% glutamine). Cells were seeded at a density of 20,000 cells/mL in
medium B (DMEM glucose 4.5g/L, 10% FCS, 1% Penicilin/streptomycin, 1% glutamine) and
adipocyte differentiation was induced 2 days after confluence in medium B with 2uM insulin,
500 mM IBMX and 1uM dexamethasone (differentiation media induction, DMI). On day 3,
medium was changed to medium B supplemented with 2mM insulin and from day 6, wells
were switched back to medium B. For siRNA experiments, at day 6 of differentiation in T75
flask, cells are dissociated with TrypleE express (Thermofisher) and resuspended in medium
B (12 mL/Flask). The siRNA mix (20nM siRNA, 2.5 pL Lipofectamine RNAi max,
Thermofisher, 47.5uL of OptiMEM, Thermofisher), is added to a collagen IV precoated well
of ibidi 8 well plate, and 0.25 mL of differentiated adipocyte suspension is added for reverse
transfection. 72 hours after, the assays (calcium or PLA) are performed. siBSCL2 pool are

obtained from Horizon.

Stable A431 cell lines

End-seipin-sfGFP cells have been described '°. End-seipin-GFPx7 cells stably expressing BFP-
KDEL have been described 8. For generation of a stable clone expressing a mitochondrial
marker, these cells were transfected with mito-BFP (Addgene #49151), a gift from Gia Voeltz
4, selected in G418 and a single clone was isolated by limiting dilution. Seipin KO cells stably
expressing WT- or A212P-seipin-GFP have been described . Seipin degron-A and seipin
degron-B cells and seipin degron control cells have been described !8. For the data in Fig 3G-
H and Fig S2A-B seipin degron B and another clone generated with the same strategy was
utilized. For the data in Fig 3I-J, seipin degron control, degron-A and seipin degron-B cells
were transfected with pCMV-CEPIA2mt (Addgene #58218, a gift from Masamitsu lino®') and
a semistable pool was selected using G418 and FACS-sorted FACS with BD Influx Flow
Cytometer (BD Biosciences, USA) at HILIFE Biomedicum Flow cytometry unit, University

of Helsinki, for similar fluorescence level.
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Construction of end-sfGFP-IP3R cells

Endogenous tagging of IP3R was performed as described '%. Briefly, sfGFP (Addgene #56482
a gift from Michael Davidson) was amplified by PCR and integrated into the homology
directed repair (HDR) template to insert into the genomic locus of IP3R type 3 (NM_002224.4)
N-terminus. Recombination templates and sgRNAs are described in Fig SIE. The HDR
template and Cas9 was transfected into end-seipin-sSNAPf cells '® and cells were FACS sorted
with BD Influx Flow Cytometer (BD Biosciences, USA) at HiLIFE Bio- medicum Flow
cytometry unit, University of Helsinki, for GFP fluorescence after transient selection with
puromycin. Single clones were isolated by limiting dilution and homozygous knock-in
validated by genomic PCR. Seipin knockout was performed on top of these cells using
CRISPR/Cas9 as described '° and a single clone was isolated using limiting dilution and

verified by the seipin KO LD phenotype.

Generation of end-seipin-HA cells in 3T3L1-cells

3T3-L1 Cas9 inducible population was first generated. 3T3-L1 cells in 6-well plates were
transduced with Edit-R inducible Lentiviral Cas 9 (MOI 10) encoding blasticidin resistance
gene (Dharmacon, Inc.). The next day, cells were selected with 10 pg.mL™! blasticidin and
passaged in T75 flask. Selection was maintained for 6 days before further culturing or freezing.
The resulting cells were considered the 3T3-L1 Cas9 inducible cell mixed population. Using
CRISPR/Cas9 technology, endogenous seipin was tagged with 3 hemagglutinin tags (HAX3).
Cas9 expression was induced with Doxycycline 1 pg.mL™! final 72 h before a chemically
modified single-strand oligonucleotide donor was electroporated with pre-assembled crRNA +
tractrRNA complexes in 3T3-L1-Cas9 population to insert 3 copies of HA tag into the genomic
locus of seipin C-terminus. (Alt-R CRISPR-Cas9 System and PAGE ultramer DNA oligo
phosphorothioate bond, Integrated DNA Technologies; Amaxa cell line nucleofector kit V
VCA-10003, LONZA). Single clones were isolated by limiting dilution in 96-well plates.
These clones were further tested for heterozygous tagging using genomic PCR. The
heterozygous end-seipin HA cell line was validated by western blot and fluorescence
microscopy for HA signal and proper subcellular localization with antibody against HA (mouse
mAb anti-HA Biolegend#901501 or rabbit mAb anti-HA cell signaling#3724) and by Oil Red
O-staining for adipogenic differentiation. We call these cells S-HA 3T3-L1.
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Animals

Bscl2'°¥19X wag established at the Institut Clinique de la Souris (http:/www.phenomin.fr). Three
clones were ordered from the FEuropean Mouse Mutant Cell Repository
(https://www.eummcr.org/). All three clones were validated by Southern blot (internal Neo

probe) and PCR confirmation of the presence of the 3’ LoxP site. Clone HEPD0757 2 A10

was karyotyped by chromosome spreading and Giemsa staining and microinjected in
BALB/cN blastocysts. Resulting male chimeras were obtained and germ line transmission was
achieved for the tm1a allele (knock-out first with conditional potential). The KO allele (tm1b)
was obtained after breeding tmla animals with a Cre deleter line ¢ and phenotyped by
PHENOMIN-ICS. All data are freely available through the IMPC web site
(https://www.mousephenotype.org/data/genes/MGI:1298392). The cKO Bscl2 allele (tmlc;
Lox/Lox) was obtained by breeding the tmla allele with a Flp deleter line*. Bsc/2'°¥1ox mice
were crossed with ERT2-Adipog-CRE 47 mice to generate Bscl2'¥'o* mice X ERT2-Adipog-
CRE mice. Mice were housed at 21°C with a 12:12 h light-dark cycle with free access to food
and water. CRE activation was performed by 5 days intraperitoneal injection of tamoxifen
resuspend in sunflower oil: ethanol (9:1). For the 3-month group, one intraperitoneal injection
was repeated every month. Glucose tolerance test and Insulin tolerance test were performed
after 6-hours fasting as previously described®. All mice (males, n=8 to 11 per group) were
euthanized in the random fed state between 8 a.m to 10 a.m. The ethics 