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ABSTRACT

In a context of nutritional plethora, adipose uessoverloading may result in fat
“spillover” to non-fat tissues, with subsequenbtipxic effects. This ectopic fat accumulation
has deleterious metabolic consequences, leadinghdodevelopment of the metabolic
syndrome associated with obesity. Thus, it seanmoitant to understand the molecular
mechanisms controlling adipose tissue storage d&gmc

Caveolin-1 cooperates with the recently describasinc protein family to form
membrane caveolae, flask-shaped invaginationseopliisma membrane that are particularly
abundant adipocytes and endothelial cells withipask tissue. Caveolin-1 deficiency leads
to lipoatrophy in transgenic mice models as welhasan subjects, suggesting a critical role
in the control of lipid storage. Studies @av-1 deficient mice modelGavl (-/-) mice) also
revealed important defects in the cardiovasculaction, characterized by microvascular
hyperpermeability and cardiac hypertrophy. Speaiexpression oCavl in endothelium
(CavlRC mice) allows rescuing of cardiovascular abnditres.

To address the contribution of endothelial cavedliexpression to the lipoatrophic
phenotype, we compared metabolic phenotypes oliserv€avl deficient with those of
CavlRC and control mice. As expecté&chvl (-/-) mice present reduced adiposity compared
to control mice, phenotype still persistent afted@helial caveolin-1 reexpression. These
results bring out the crucial role of adipocyte emain-1 expression in lipid storage
mechanisms. This study also revealed an increasétiration of non-inflammatory
macrophages in caveolin-1 deficient adipose tissampared to control. Macrophage
infiltration is completely normalised iCavl RC mice, underlining the implication of
endothelial caveolin-1 expression in vascular paiigy toward macrophages.

The persistent lipodystrophic phenotypeG#vl RC mice established the key role of
adipocyte caveolin-1 in the control of adiposeugessipid storage capacity. To investigate the
underlying molecular mechanisms, we chose an opeesgion approach of caveolin-1,
cavin-1 and cavin-3 in 3T3-L1 adipocytes. All thresl lines contained a higher number of
caveolae, and displayed ameliorated maximal ins@#ponse which is known to occur in
caveolae. Only caveolin-1 overexpression, but rmtirel or -3, leads to lipid droplet
expansion botlm vitro andin vivo, suggesting that caveolin-1 control on lipid stgaccurs
outside of caveolae. In agreement, larger lipidpbts were found in cells expressing a
caveolin-1-perilipin-GFP fusion construct, in whieltogenous caveolin-1 strictly localized
onto lipid droplets. Together our data demonsteatpecific role of lipid droplet caveolin-1
pool, independent of caveolae to modulate lipidotbexpansibility.

Keywords : lipid storage, caveolin, adipocyte, endothelilipid droplet
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AVANT PROPOS

La prévalence de lI'obésité a considérablement antgmees derniéres années dans
tous les pays industrialisés, conduisant TOMS édasidérer comme une épidémie qu'’il faut
prévenir et traiter (World Health Organization, 2D1Ainsi, 2,8 millions de personnes sont
décédées du fait de leur surpoids ou de leur @bésgit2010. Cette pathologie concerne plus
de 13 % des adultes en France (Charles et al.,)R00I8 constitue un véritable enjeu de
santé publique puisqu’elle accroit fortement lgues de mortalité et de morbidité lié aux
complications métaboliqgues qui lui sont associéemme le diabéte de type 2, les
dyslipidémies, les complications cardiovasculagees cancers.

En termes cliniques, I'obésité se définit par ungmaentation de la masse adipeuse
dans des proportions telles que l'indice de masgaocelle (IMC = poids/taille?) est supérieur
a 30 kg/mz. Le tissu adipeux constitue la seuleruslipidique de I'organisme mobilisable a
long terme, et occupe de ce fait une place prépant dans le contrdle de la balance
énergeétique chez les mammiféres. Au cours desatemannées, de nhombreuses données ont
suggéré un lien entre cette accumulation ectopidgiipides et le développement des
complications métaboliques (Virtue and Vidal-Pu2§10). Ainsi, il existe des différences
considérables entre les individus obéses au ratgt@ccumulation lipidique dans les tissus
non-adipeux : certains individus obeses morbidésst-@-dire dont l'indice de masse
corporelle est supérieur a 40, ne présentent pasyddrome métabolique (résistance a
l'insuline, diabéte, dyslipidémie, hypertensionathérosclérose) (Karelis et al., 2005). En
d’autres termes, certains sujets obéses réussigsgraonscrire 'accumulation excessive de
lipides au niveau de leur tissu adipeux tandis djaatres développent des dépbts ectopiques
de lipides, généralement au niveau du foie, desciesisou du pancréas. Ces dépbts
ectopigues sont a I'origine de la résistance &liiimevia des phénomenes de lipotoxicité. En
conséquence, le paradigme émergeant dans le cerdext maladies métaboliques met en
exergue la notion de lipotoxicité sélective seleieu des dépots lipidiques : I'accumulation
de lipides au sein du tissu adipeux, spécialisés daatte fonction et présentant de fortes
capacités de stockage, jouerait ainsi son réleeptetir tandis que la fuite des lipides vers
d’autres tissus non-adipeux (foie, muscle et pa®réerait préjudiciable et favoriserait le
développement des complications métaboliques aemail'obésité.
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Ainsi, la capacité d’'un individu a accroitre sa s@adipeuse pour stocker I'exces de
lipides détermine I'apparition des complicationstabéliqgues. Dans ce contexte, il apparait
important de comprendre les mécanismes qui limitantapacité de stockage du tissu
adipeux. Nous nous sommes particulierement intésess une famille de protéines, les
caveolines, ainsi qu’'a des protéines qui leur smsociées, les cavines, qui semblent étre

impliquées dans le stockage lipidique adipocytaire.

Ce travail de these a pour objectif de détermiesr rhécanismes moléculaires par
lesquels les cavéolines et les cavines, protéirestrdcture des cavéoles, peuvent réguler la
capacité de stockage lipidique adipocytaire. Patnoduire ce travail, nous présenterons le
tissu adipeux, et plus particulierement la goutteldipidique, organite spécialisé dans le
stockage des lipides. Nous nous intéresserons gpauite aux structures membranaires
cavéolaires, et plus particulierement aux protéosaolines et cavines qui en constituent le
squelette protéique, ainsi qu’a la fonction de icesginations membranaires. Enfin, nous

soulignerons l'importance des cavéoles dans ldsofmjies humaines.
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1. Le tissu adipeux, organe spécialisé dans le stocleades lipides

La capacité a stocker les nutriments, nécessaive fournir I'énergie pendant les
périodes ou la demande énergétique excéde l'apmdrique, est une fonction vitale
essentielle, déja présente chez les organismesliutagres. Le stockage des lipides dans un
tissu dont la fonction est entierement dédiée gektion et au stockage des lipides est apparu

au cours de I'évolution chez les oiseaux et les midanes.

Les mammiferes possedent deux types de tissu ad({@@) : le TA blanc et le TA
brun qui présentent une morphologie et des fonstidistinctes. Le premier permet le
stockage de I'énergie sous forme de triglycéridas)( tandis que le second joue un réle dans
la thermorégulation, en dissipant I'énergie soumtde chaleur. Dans ce manuscrit, le terme
tissu adipeux se réfere au tissu adipeux blanaeQugtte fonction primaire de stockage des
lipides, le TA blanc est également doté d’une fraumcsécrétoire. Ainsi, la démonstration que
le tissu adipeux était capable de produire de pdirle a véritablement établi la nature
endocrine de I'adipocyte (pour revue, (Galic et 2010)). De nombreux facteurs sécrétés par
le tissu adipeux (hormones, facteurs de croissaogmkines, stéroides ou facteurs du
complément) se révélent importants dans le maintdenl’homéostasie énergétique de
'ensemble de l'organismeia des effets paracrines et/ou autocrine. La sécrémrces
facteurs étant souvent dérégulée au cours de liébésur production a ainsi été associée au
développement de complications métaboliques liédsobésité (pour revue, (Deng and
Scherer, 2010)).

D’un point de vue morphologique, le tissu adipelanb est un organe mal délimité
puisqu’il se constitue de plusieurs panicules adipgont la masse peut représenter entre 8 a
20 kg du poids total d’'un sujet normal, et pewtiatire des proportions considérables chez un
individu obese (jusqu’'a 100kg de tissu adipeux).tiseu adipeux blanc est distribué sur
'ensemble du corps avec deux sous-types principi@uttssu adipeux sous-cutané et le tissu
adipeux viscéral, qui présentent des caractérissiqunétaboliques différentes. Une
accumulation de tissu adipeux sous-cutané, locabisé la peau mais en dehors de la cavité
abdominale, n'est pas associée a des désordrebatig@tes. En revanche, I'accroissement du
tissu adipeux viscéral, localisé dans la cavitéoafidale, est considéré comme un facteur de

risque important dans I'apparition du syndrome inéligue (Despres and Lemieux, 2006).
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Outre les adipocytes qui composent majoritairenheritssu adipeux, d’autres types
cellulaires y sont également représentés commprédipocytes, les cellules endothéliales,

et les cellules immunitaires qui constituent lafi@an stroma-vasculairdigure 1).

Cellules endothéliales
Fraction Fibroblastes
stroma-vasculaire
(SVF) Macrophages
Lymphocytes
Adipocytes

Tissu conjonctif fibreux

Figure 1 : Composition cellulaire du tissu adipewblanc

Le tissu adipeux blanc est divisé en lobules eé®udrune fine paroi de tissu
conjonctif fibreux. Ce tissu est composé majortaient d’adipocytes, mais
contient également des fibroblastes, des cellubelmtbéliales et des cellules
immunitaires qui forment la fraction stroma vasaela

1.1. Composition cellulaire du tissu adipeux

1.1.1. Les cellules de la fraction stroma-vasculaire

1.1.1.1. Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales contrdlent le passage rdgriments, des solutés et des
hormones du flux sanguin vers I'espace extracetkildEn accord avec ses fonctions de

stockage et de sécrétion, le tissu adipeux présiemie un réseau capillaire dense (Bouloumie

et al., 2002).

Le développement du tissu adipeux est dépendartadgiogénese. En effet, le

traitement de souris obeses par des agents antiggmigues induit une réduction
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significative de la masse adipeuse en lien avetinanution de la vascularisation du tissu

(Rupnick et al., 2002). La néovascularisation agpatonc comme un processus crucial pour
'adipogenése et I'expansion du tissu adipeux. fet,eles vaisseaux permettent un apport
d’oxygéne, de nutriments, d’hormones, de cellusunitaires ainsi que de cellules souches
dérivées de la moelle osseuse permettant un reagmidissulaire adaptée aux conditions

nutritionnelles et hormonales (pour revue, (Ca®722p

L’expansion rapide de la masse adipeuse en répansa exces calorique peut
entrainer des zones de micro-hypoxie au niveausdu adipeux (Hosogai et al., 200Cette
hypoxie est un facteur important qui va stimulecraissance et le remodelage vasculaire. En
effet, ces conditions hypoxiques se traduisent pae induction de molécules pro-
angiogéniques par les adipocytes (adiponectine;IPMEGF, TNF, leptine) ainsi que de
métalloprotéinases de la matrice extracellulaglgs que MMP2 et MMP-9) (Hosogai et al.,
2007; Lolmede et al., 2003). Les cellules endosihédi vont pour leur part sécréter des

molécules maintenant la viabilité des adipocyteg€glet al., 2005).

Les conditions d’hypoxie liées a I'hypertrophie daelpocytes s’accompagnent d’une
induction du facteur HIF-lalphahypoxia-inducible factor lalpha régulateur clé de
'expression de nombreux génes induits en répondgypoxie. De maniére surprenante, la
surexpression de ce facteur de transcription dpéeifnent au niveau du tissu adipeux de
souris n’induit pas l'expression de facteurs prgiagéniques mais stimule fortement
'expression des protéines de la matrice extraleetkl (MMPs, collagenes) (Halberg et al.,
2009). La fibrose du tissu adipeux qui en résudteassociée a une inflammation localisée et a
une résistance a l'insuline. En conséquence, I'kigpau tissu adipeux pourrait étre un

événement clé a l'origine du dysfonctionnementeléssu au cours de I'obésité.

Une autre fonction essentielle des cellules endiataé concerne le recrutement
coordonné des cellules immunitaires dans les tigsusours de I'inflammation, I'activation
des cellules endothéliales consiste en une castmdignalisation conduisant a la production
de molécules d’adhésion cellulaires, de chémokieedge cytokines qui activent les cellules
immunitaires et les guident vers les tissus (pawue (Cook-Mills and Deem, 2005)).
L'infiltration des tissus par les leucocytes ciamtls est un processus comportant trois étapes :
une premiére étape deodling» des cellules immunitaires le long de I'endoth@ljsuivie de
leur attachemenvia des molécules d’adhésion et enfin leur transmignafiu travers de

'endothélium. Chez la souris soumise au régimes,guae surexpression spécifique de la
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molécule d’adhésion ICAM-{inter-cellular adhesion molecule}h été détectée dans le tissu
adipeux, en lien avec une infiltration accrue diéutes immunitaires dans ce tissu (Brake et
al., 2006).

1.1.1.2. Les cellules immunitaires

Les cellules immunitaires représentent une larggpation de la fraction stroma-
vasculaire du tissu adipeux de sujets sains, leanbne pouvant varier en fonction de la
localisation du tissu (Bornstein et al., 2000) edt maintenant clairement établi qu’au cours
de l'obésité, il existe un profond remodelage fese incluant un remaniement de la
composition cellulaire. Plus particuliéerement, Bsiié se caractérise par une infiltration

macrophagique accrue qui reflete un état chronitjnammation de bas grade.

1.1.1.2.1. Les cellules de I'immunité innée

Les cellules de I'immunité innée, comme les neuiileg ou les macrophages, sont
impliquées dans la premiére réponse immunitairespé@cifigue mise en jeu en présence d’un
organisme pathogén®ans le contexte de l'obésité, les macrophages Issncellules de
limmunité innée qui ont été les plus étudiées dansssu adipeux. lls sont plus abondants
dans le TA viscéral que dans le TA sous cutané ¢€lemet al., 2006) et leur infiltration
augmente de maniere proportionnelle a la quaritdet de tissu adipeux au cours de I'obésité
(Curat et al., 2004; Weisberg et al., 2003).

Les macrophages constituent une population celulaétérogene dont le phénotype
peut varier en fonction des stimuli auxquels ilatssoumis. Dans une étude mei@eitro,
deux états d’activation ont été décrits pour lesnmghages (Lacy-Hulbert and Moore, 2006).
La stimulation par des cytokines pro-inflammatoicesnme le TNE (activation classique) va
conduire a des macrophages ayant un fort potanflammatoire (macrophage de type M1).
En revanche, une stimulation par des cytokinesgejle I'interleukine-4 ou I'interleukine-13
(activation alternative) induit la différenciatiode macrophages au faible potentiel
inflammatoire, jouant un réle dans le remodelagta e€paration tissulaire (macrophage de

type M2) (pour revue (Mosser, 2003)).

Chez des souris rendues obéses par régime grasxp@sences d’immunomarquage
sur coupes de tissus adipeux utilisant des anscdipgés contre différents marqueurs de

surface de macrophages M1 (CCRat) M2 (CD11c+) ont révélé que les macrophages
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recrutés présentent un profil plus inflammatoire galui des macrophages résidents chez des
souris non obéses se traduisant par une augmentiida proportion de macrophages type
M1 au dépend des macrophages type Kl2meng et al.,, 2007)Des expériences
complémentaires de cytométrie en flux, d'immunofeszence et de mesure d’expression
génique ont révélé que les macrophages résidentsslu adipeux sont répartis entre les
adipocytes, et expriment des génes caractéristidad&®tat M2 (Ym1, arginasel et IL-10)
(Lumeng et al., 2008). Les macrophages M1 nouveigrmfiltrés se distribuent en couronne
autour des adipocytes en et sécretent des cytokiresflammatoires comme le TNFet

MCP-1 (monocyte chimoattractant protein)-figure 2).

IL-10
/" Arg1
& s
»
> p f
D L.
N Regime Gras
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° e

@ Macrophage M2
4 Macrophage M1

Figure 2 : Infiltration macrophagique du tissu adipeux au cours de I'obésité.

Le tissu adipeux des souris hon-obéses contienndesophages résidents de phénotype
non-inflammatoire (M2). Ces macrophages exprimesatdénes codant pour I'lL-10 et
'arginase-1 (Argl). Lorsque ces animaux sont seuiniun régime gras, les adipocytes
hypertrophiés sécretent la chémokine MCP1 qui inguiecrutement des macrophages
M1. Ces macrophages pro-inflammatoires sécrétestagéokines comme [I'IL-6, le
TNFa et MCP1. lls forment des structures en couronreuades adipocytes. D'apres
(Lumeng et al., 2007).

Le mécanisme par lequel les macrophages sont ésceut niveau du tissu adipeux
impliquerait la sécrétion de molécules chémoataratets par le tissu adipeux lui-méme. Plus
particulierement, la molécule chémoattractante MCPar liaison a son récepteur CCR2, ont
été impliqgués dans le recrutement de monocytesfiphages dans plusieurs modeles
d’inflammation (Charo and Taubman, 2004). CCR2reést fortement exprimé dans les tissus

adipeux d’obéses humains et de rongeurs (Bruuh,e2005; Sartipy and Loskutoff, 2003).
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De surcroit, I'expression et les concentrationsutantes de MCP-1 sont significativement
augmentées dans divers modéles d'obésité de rand&anda et al., 2006). L'analyse
phénotypique des tissus adipeux de souris tranggésnidéficientes pour CCR2 (Weisberg et
al.,, 2006) ou surexprimant spécifiguement au nivehu tissu adipeux la molécule
chémoattractante MCP-1 (Kanda et al., 2006) ontecteent démontré le réle de MCP-
1/CCR-2 dans le recrutement des macrophages dudipeux ainsi que I'état de résistance

I'insuline en résultant.

A l'instar de ces travaux, de nombreuses étudesugnéré que le développement de
la résistance a linsuline généralement associéebasité pouvait directement étre relié a
I'état chronique d’inflammation de bas grade ob&atans les tissus adipeux d’obéeses (Xu et
al., 2003).L’adipocyte sécrete un certain nombre de cytokoteshokines (TN&, IL-6, IL-
1, MCP-1 etc...) et d’adipokines (leptine, adiponeetet résistine) qui peuvent moduler la
signalisation insuliniqgue (pour revue (Rajala amhe3er, 2003)). Au cours de I'obésité, la
proportion de macrophages infiltrés dans le tistipeaux de souris peut atteindre jusqu’a 40
% de la population cellulaire totale (Weisberglet2006)contribuant ainsi significativement
a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires peiuivent donc directement moduler le
métabolisme adipocytaire et I'état de résistandénsuline. Enfin, de nombreuses kinases
activées lors d'une réponse inflammatoire jouenssauun rble important dans le
développement de linsulino-résistance. En effetydlidation des géenes codant les kinases
PKC- (Protéine Kinase ®), IKK-a et $ (inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase
subuni} et JNK €-Jun N-terminal kinagechez des souris entraine une protection contre le
développement d’une insulino-résistance en répanseégime gras (Arkan et al., 2005;
Hirosumi et al., 2002)Enfin, les acides gras libres pourraient directenaetiver le récepteur
TLR4 (Toll-like receptor 4 - impliqué dans la réponse pro-inflammatoire paison du
lipopolysaccharide (LPS) - au niveau des adipocy®&s et al., 2006). Cette étude suggere
ainsi que les acides gras libres, augmentés as cume surcharge nutritionnelle, pourraient
directement induire une réponse immunitaire inné&elipgison au récepteur TLR4, agissant
comme des signaux de danger en utlisant les méroess de signalisation que les
pathogenes exogenes pour initier I'inflammation. M@aniere concordante, I'administration
d'un régime gras chez des rongeurs a pour effatdire une endotoxémie s’accompagnant
d’'une augmentation de LPS au niveau du microbintestinal (Erridge et al., 2007). La
perfusion de LPS chez des souris se traduit parinfiteation macrophagique accrue et le

développement d’'une résistance a l'insuline chezacémaux (Cani et al., 200Qes travaux
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ont ainsi révelé limportance du microbiote inteati dans le développement des

complications liées a I'obésité.

De la méme maniere que chez les patients obesegbserve également une
infiltration macrophagique au niveau du tissu adipesous-cutané accompagnée d'une
expression accrue de cytokines pro-inflammatoirdsezc les patients séropositifs
lipodystrophiques, présentant une réduction impbetale leur masse adipeuse (Johnson et
al., 2004; Lagathu et al., 2007). Une étude memés te modéle lipoatrophique murin aP2-
NSREBP1c a également révélé une infiltration masdiv macrophages dans tous les dépbts
adipeux, formant des dépbts en forme de couronteumaues adipocytes (Herrero et al.,
2010). Cependant, les traitements anti-inflammeasoine permettent pas corriger I'état de
résistance a l'insuline chez ces animaux, suggépagices macrophages infiltrés ne sont pas
impliqués dans la pathogénese de la résistandesallne. En effet, les macrophages infiltrés
dans les tissus adipeux lipodystrophiques préseds profils d’expression génique et des
marqueurs de surface tres différents de ceux pigskams les tissus adipeux obeses et jouent

probablement un réle important dans le remodelagigsdu adipeux.

1.1.1.2.2. Les cellules de 'immunité adaptative

Contrairement a I'immunité innée, le développenttnhe immunité adaptative vis-a-
vis d’'un (ou plusieurs) antigéne(s) découle deeleonnaissance de celui (ceux)-ci par des
lymphocytes B ou T, dotés de récepteurs spécialisiesaction qui entraine leur prolifération

et leur différenciation en lymphocytes B et T eférs.

La présence de lymphocytes T résidents dans lédnastroma vasculaire des tissus
adipeux inguinaux et périgénitaux a été mise edetde en premier lieu chez la souris non-
obese (Caspar-Bauguil et al., 2005). Puis, I'acdatimn de lymphocytes T associés avec des
macrophages dans des structures en forme de ceuanhour des adipocytes a été clairement
mise en évidence dans des modeles d’obésité géadtig induite par un régime (Wu et al.,
2007). Trois études parues simultanément dansvizer&lature Medicine ont par la suite
démontré que ces lymphocytes T sont activementégglans le tissu adipeux et contribuent
a l'installation de I'état inflammatoire au cours kbbésité (Feuerer et al., 2009; Nishimura et
al., 2009; Winer et al., 2009). Les lymphocytes Qhuxiliaires » CD4+ (Th pounelpen
peuvent moduler I'activité des autres cellules imitaires conduisant & une réponse pro-

inflammatoire (Thl)via l'activation de la phagocytose ou a une réponsednai® (Th2) en
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stimulant l'activité des lymphocytes B. Au cours Kabésité, une augmentation du ratio
lymphocytes T cytotoxiques CD8+ sur CD4+ précentdiltration macrophagique (Feuerer et
al., 2009; Nishimura et al., 2009; Winer et al.020 De plus, la déplétion du tissu adipeux en
lymphocytes T CD8+, qu’elle soit génétique wia des anticorps spécifiques, permet de
réduire linfiltration macrophagique et I'inflammah du tissu adipeux (Nishimura et al.,
2009). Ces données suggerent que les lymphocyt€®8+ pourraient initier la cascade
inflammatoire conduisant a la résistance a I'immildu tissu adipeux. Par ailleurs, chez les
souris RagX-/-), dépourvues de lymphocytes, soumises a uimeegras, un transfert de
lymphocytes T CD4+ permet de normaliser I'intolé@@mu glucose (Winer et al., 2009). Les
signaux Th2 jouent un rdle clé dans cet effet, Wiesgqggére une régulation des macrophages
résidents du tissu adipeux. Enfin, une diminutionndmbre de lymphocytes T régulateurs
CD4+ (dont la fonction principale est de réprimactivité des cellules de I'immunité) a été
observée au cours de I'obésité (Feuerer et al9;200ner et al., 2009). Des expériences de
gain et de perte de fonction ont clairement déndonitinfluence des lymphocytes T
régulateurs sur I'état d’inflammation du tissu adip. Ces trois études révelent ainsi une
altération de I'équilibre entre les signaux Th1TéR au cours de lI'obésité conduisant a
linfiltration de macrophages de phénotype M1 dirdlammation du tissu adipeuXigure

3).

Des travaux récents on par ailleurs révélé le ddterminant des lymphocytes B,
impliqués dans la réponse immunitaire humorales dagctivation des lymphocytes T et des
macrophages chez la souris obése (Winer et all)2®&n effet, les souris déficientes en
lymphocytes B soumises a un régime gras présententsensibilité a l'insuline améliorée
comparée a des souris contrbles, suggérant undedldymphocytes B dans la résistance a
l'insuline induite par I'obésité. En accord, uneanulation de lymphocytes B sécrétoires a
éte observée chez la souris soumise au régime Qmgplus, les lymphocytes B semblent
exercer leurs effets déléteres sur les paramé@sbwliiquevia les lymphocytes T. En effet,
la reconstitution d’une population de lymphocytegh&z la souriRagX-/-) n’'altére pas la
sensibilité a I'insuline chez ces animaux. Enfandiminution de I'expression des marqueurs
M1 dans le tissu adipeux des souris déficientelyrmphocytes B suggére I'existence d’'une
coopération entre les lymphocytes B et T conduisafccumulation de macrophages pro-

inflammatoires au cours de 'obésifég(re 3).
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Figure 3 : Altération de la composition cellulairedu tissu adipeux au cours
de I'obésité

Le tissu adipeux non obése contient des macrophd@est une majorité de
lymphocytes Th2 et Trégulateurs qui sécretent deggokimes non
inflammatoires et maintiennent ainsi I’homéostaglacido-lipidique et la
sensibilité a I'insuline du tissu adipeux. Au codesl'obésité, le tissu adipeux
est progressivement infiltré par des lymphocytesq® vont activer les
lymphocytes Thl et TCD8+ devenus majoritaires ain skl tissu. Ces
lymphocytes T vont stimuler d’'une part la convensites macrophages M2 en
macrophages M1 pro-inflammatoires, et d’autre partrecrutement des
macrophages dans le tissu adipeux.

1.1.2. L’adipocyte, une cellule adaptée au stockage qedels

L'unité cellulaire fonctionnelle du tissu adipeustela cellule adipeuse, cellule

extrémement différenciée qui présente une pladtatiune morphologie unique.

Lorsque les apports caloriques excedent les dépelesdissu adipeux va pouvoir
accroitre sa capacité de stockage. D’'une part,pEhlasie du tissu adipeux permet
d’augmenter le nombre d’adipocytem la différentiation de préadipocytes, précurseuja dé
présents dans le tissu adipeux. D’autre part, pamacanisme d’hypertrophie, la taille de
'adipocyte peut varier d’'un facteur 10 (de 10 &) en fonction du statut nutritionnel de
l'organisme. L’expansion du tissu adipeux combinenal a la fois des mécanismes
d’hypertrophie et d’hyperplasie cellulaires. Il ddmcependant que la mise en ceuvre de ces
différents mécanismes dépende de la localisatiordé&hdt adipeux. En effet, une étude

récente menée chez ’homme montre plutét une hyypdnie des adipocytes du TA viscéral
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tandis que l'expansion du TA sous-cutané sera platinsécutif a des mécanismes
d’hyperplasie lors d’un gain de poids consécutiing surcharge nutritionnelle (Tchoukalova
et al., 2010).

Des travaux élégamment menés par I'équipe de PerAont permis d’'apporter des
données concrétes concernant la plasticité duddgeux. Les essais nucléaires effectués par
plusieurs pays dans les années 1955 a 1963 poniséaau point de bombes nucléaires ont
conduit au rejet massif d’éléments radioactifsraglee durée de vie qui ont été incorporés par
les organismes vivants. Ainsi, la mesure G incorporé dans 'ADN génomique des
adipocytes a cette période a permis d’'établir quéulrée de vie d’'un adipocyte humain était
de dix ans (Spalding et al., 2008) et que durarnage de temps, son contenu en triglycérides
est renouvelé six fois (Arner et al., 2011). Enreukétat d’obésité ne change ni la demi-vie
des adipocytes, ni leur taux de mortalité. Ainsiypertrophie adipocytaire n’'induit pas plus
d’apoptose dans les adipocytes.

La taille de I'adipocyte est le reflet direct densmntenu en triglycérides : en lien avec
sa fonction principale de stockage de I'énergiesdoume de lipides, I'adipocyte posséde un

organite spécialisé qui occupe la quasi-totalit€ytoplasme : la gouttelette lipidique (GL).
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1.2. La gouttelette lipidique, un organite dynamique

Les gouttelettes lipidiques sont des organitesagafiulaires de stockage, présents
chez certains procaryotes et chez tous les euemrydiurphy, 2001). En effet, toutes les
cellules eucaryotes, de la levure aux cellules @anmiferes, ont développé la capacité
potentielle d’accumuler des lipides et de formes deuttelettes lipides en réponse a un afflux
massif d’acides gras. Cependant, la compositidditjpe des GLs varie en fonction du type
cellulaire. Par exemple, les GLs adipocytaires $@&# riches en triglycérides tandis que les
cellules stellaires hépatiques et macrophages gpusteckent respectivement des esters de

rétinol et des esters de cholestérol (Brown etlalf9; Senoo, 2004).

La GL de l'adipocyte blanc se distingue par sacstme uniloculaire, sa taille, et sa
composition moléculaire. Longtemps considérées centes agrégats inertes de lipides
neutres, les GLs sont a présent vues comme desitegaynamiques, impliqués dans la
maintenance de I’homéostasie lipidique cellulatrdiestockage énergétique.

1.2.1. Structure

La structure générale d’une GL consiste en un aedipides neutres entouré d’'une

monocouche de phospholipides sur laquelle desipest&ont ancréefiqure 4).
_ II_DC PCJ Phospholipides
P o 0 // ySO-
e _ Cholestéral lbre

TG 2 98
2[7‘1'77} ﬁl ség 0 Protéine

Figure 4 : Structure de la gouttelette lipidique

La gouttelette lipidique est constituée dun ccew lipides neutres, composé
majoritairement de triglycérides (TG) et de chtded estérifié (EC), entouré d'une
monocouche de phospholipides. De nombreuses pestéomt ancrées a la surface de la
gouttelette lipidique.
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1.2.1.1.Composition lipidique

Dans l'adipocyte, le cceur de la GL se compose diaagrité de triglycérides, et de
cholestérol estérifie. Récemment, I'équipe de Cieléha également montré que le
diacylglycérol (DAG), précurseur a la fois des TGdes phospholipides, était présent en

guantité non négligeable au niveau des GLs (Kueescét al., 2008).

Les analyses par spectrométrie de masse ont mamér&€omposition originale de la
membrane des GLs avec un enrichissement spéciiqugholestérol libre (non estérifi€) et
une composition phospholipidique différente deecelll réticulum endoplasmique d'ou elles
sont censées émaner (Blouin et al., 2010; Prattak, 2000; Tauchi-Sato et al., 2002). Les
phospholipides qui composent la membrane des deiitt® lipidigues sont par ordre
d’abondance la phosphatidylcholine (PC), la phosgyléthanolamine (PE) et le
phosphatidylinositol (P1). Comparée aux membraotdds, la monocouche phospholipidique
qui entoure la GL est particulierement enrichidysoPC, lysoPE et en PC, et contient moins
de sphyngomyéline et d’acide phosphatidique (Bartal., 2007; Tauchi-Sato et al., 2002).
Cette composition particuliere en phospholipidesiejun réle important pour I'étanchéité de
la GL. En effet, dans les adipocytes 3T3-L1, unminution de I'expression de I'enzyme
PEMT (PE N-methyltransférase) qui convertit lesd?EPC est corrélée a une augmentation
de I'hydrolyse basale des TG (Horl et al., 20119. @us, des défauts du stockage lipidiques
en l'absence de cavéoline-1 ont aussi été reliégn@ altération de la composition
phospholipidique de la membrane de la GL, notammem diminution relative des
phosphatidylsérinegBlouin et al., 2010). Enfin, la composition phosppidique de la
surface des GLs semble aussi déterminante pourctalescenceEn effet, des expériences
de reconstitutionn vitro de gouttelettes lipidiques contenant des lipidegtnes mixés a
différents ratios de phospholipides montrent que peopriétés de surfactants de certains
phospholipides de surface, et particulierementRIgs pourraient prévenir un tel processus
(Krahmer et al., 2011).

1.2.1.2.Protéines de structure

1.2.1.2.1. Les protéines de la famille PAT

Les premieres protéines identifiees comme étamicées aux gouttelettes lipidiques

sont les membres de la famille PAT qui incluentzckes mammifére$érilipine, ADRP
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(adipose differentiation-related protginT IP47 tail-interacting protein of 47 KDg et plus
réecemment S3-12 et OXPAT, la protéine PAT des sisstydatifs. Les protéines de la famille
PAT constituent les protéines de structure majeudes GLs (Londos et al., 1999).
Récemment, ces protéines ont été renommées peedi@t numérotées de 1 a 5 (Kimmel et
al., 2010). ADRP/périlipine-2 et TIP47/périlipinesdnt exprimées de maniere ubiquitaire,
tandis que l'expression de périlipine-1 et S3-1@lipéine-4 est restreinte aux adipocytes
(Greenberg et al., 1991) et aux cellules stéroidioges (Servetnick et al., 1995).

Il existe trois isoformes de la périlipine-1, piihe-1A -1B et -1C, générés par
épissage alternatif. Les séquences des périlipinetl-1B sont homologues pour leurs 405
premiers acides aminés et different dans leur eattiterminale. La périlipine-1C est
l'isoforme le plus court, et son expression estregste aux cellules stéroidogéniques. La
périlipine-1A posséde de nombreux sites consensymhdsphorylation par la protéine kinase
A (PKA), qui jouent un réle majeur dans le mécargsde la lipolyse. La périlipine-1 est
spécifiguement et trés fortement exprimée dansad@socytes et est reconnue comme étant
une protéine régulatrice majeure du métabolismditjpe adipocytaire. En effet, 'absence de
périlipine-1 impacte séverement la fonction de risdtion des lipides en augmentant la
libération des acides gras dans des conditionddsasan stimulées (Tansey et al., 2001).
Inversement, I'expression ectopique de cette pretédans des fibroblastes a pour
conséguence une augmentation significative du oanéa triglycérides intracellulaire due a
la diminution de la capacité de mobilisation desdis dans ces cellules (Brasaemle et al.,
2000). Ainsi, la périlipine-1 jouerait un rbéle deutlier protéique vis-a-vis de l'action de
dégradation des lipases cytoplasmiques. De maimtnessante, dans les adipocytes isolés a
partir du tissu adipeux des souris invalidées gaupérilipine-1, la périlipine-2 devient la
protéine majoritaire du manteau des GLs (Tansegl.et2001). La comparaison de GLs
entourées uniqguement de périlipine-1 ou -2 montre lg périlipine-2 ne peut se substituer
totalement a la périlipine-1 qui seule joue un ri@tecteur contre la lipolyse. Cette
différence revét une importance particuliere sconsidere les effets lipotoxiques des déepots
ectopiques de lipides dans les tissus non-adipBexplus, le réle de la périlipine-1 ne se
limite a celui de bouclier protéique puisqu’ellatamgalement comme une protéine d’ancrage
coordonnant I'acces des lipases cytoplasmiquegautelette lipidique (cf. § 1.2.2.4.2).

ADRP/Périlipine-2 est induite au cours de la ddfériation adipocytaire, pour étre

finalement remplacée par périlipine-1 dans les @adifes matures (Brasaemle et al., 1997).
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En accord, ni la différenciation adipocytaire nililaolyse ne sont altérées chez les souris
déficientes pour ADRP/Périlipine 2 (Chang et a00&).

TIP47/périlipine-3 et S3-12/périlipine-4 ont la pawlarité d’étre cytosoliques lorsque
le contenu en lipides des cellules est stableolutaji’acides gras a longues chaines, qui induit
la formation de nouvelles GLs, va induire leur slacation a la surface des GLs naissantes.
En effet, dans les adipocytes, TIP47/Périlipinet358-12/Périlipine-4 sont localisées a la
surface des GLs de petite taille, tandis que ldip@e-1 entoure les GLs de grand diamétre
(Wolins et al., 2005).

1.2.1.2.2. FSP27 détermine la structure uniloculaire des gtrites
lipidiques

La protéine FSP27dt specific protein of 27 KDaa été déecouverte lors d’'une étude
visant a identifier des génes induits au coursadiifférenciation adipocytaire (Danesch et al.,
1992). FSP27 est associée aux GLs dans les adgsotyancs ainsi que dans les foies
stéatosés des souris Ob/Ob (Brasaemle et al., 20&@$usue et al., 2008; Puri et al., 2007).
Des homologies partielles de séquence (20% a 408¢)la périlipine-1, correspondant a des
régions de 20 a 30 acides aminés, ont été détestiéds géne de FSP27, établissant FSP27
comme unéona fideprotéine de la GL (Puri et al., 2008). De plushieau d’expression de
FSP27 est corrélé a la taille des GLs. En effesusaxpression augmente le diametre des GLs
et la quantité de TG stockée dans les adipocyt&sL3T tres probablement du fait d’'une
diminution de I'oxydation des acides gras (Puralet 2007). A l'inverse, les adipocytes des
souris déficientes pour FSP27 présentent des Glslonulaires (Nishino et al., 2008). En
effet, une étude récente a démontré I'implicatienF6P27 dans un mécanisme de transfert
des lipides conduisant a la formation de GLs dendgataille (Gong et al., 2011) (cf. §
1.2.2.3.3). La fragmentation des GLs qui a pourséguence une augmentation de l'interface
lipidique avec le cytoplasme favoriserait 'accés dipases a leurs substrats. En accord avec
cette hypothese, les souris déficientes pour F®REEntent une lipolyse accrue en réponse a
une stimulationp-adrénergique avec pour conséquence des animanggémiques plus
minces que leurs contrbéles (Nishino et al., 20@8¥in, chez 'homme, une mutation sur le
géne codant pour FSP27 a été associée a un syndeiifodystrophie (Rubio-Cabezas et
al., 2009). Ces données démontrent le role maje3P27 pour la formation ou le maintien

de la structure uniloculaire de la GL, caractéyisti des adipocytes blancs.

28



1.2.2. Dynamique des gouttelettes lipidiques

1.2.2.1. Biogénése des gouttelettes lipidiques

Plusieurs modeles ont été proposés pour expliquarrdcessus de formation des
gouttelettes lipidiques (Murphy and Vance, 199%eigh, 2007; Waltermann et al., 2005;
Zweytick et al., 2000), mais aucune donnée expériale ne permet de favoriser 'un ou

l'autre de ces modeles.

Selon le modéle le plus largement admis, la GLosmérait au niveau du réticulum
endoplasmique (RE) suite a une accumulation deldfpineutres entre les deux feuillets
membranaires. Cette accumulation conduirait au dgemmement de la GL, le feuillet
cytoplasmique de la membrane du RE formant la mangbde la nouvelle GL (Murphy and
Vance, 1999). Dans une variation de ce méme moteIEL ne serait jamais totalement
isolée, mais resterait en continuité avec le REoftaran, 2008)f{gure 5). Cependant, le fait
gue des protéines transmembranaires (telles quemiglgcules du complexe majeur
d’histocompatibilité¢ de type 1) ou des protéines Rl dont le domaine N-terminal est
normalement intraluminal (comme la calnexine ou)B&i® retrouvent a la surface des GLs a
conduit I'équipe de H. Ploegh a proposer un moddternatif. Selon ce dernier, les GLs
pourraient se former a partir des deux feuilletsRki par excision d’'une bicelle (Ploegh,
2007). La membrane du RE serait alors pour pantieueée du feuillet interne du RE, et pour
autre partie du feuillet externe, son excisionsiant alors un pore transitoire au niveau de la

membrane du RHiQure 5).

L’idée que les GLs soient générées au niveau die®RREppuyée par le fait que les
enzymes de la voie de synthése des TG peuventogalsées a la surface de cet organite
(Buhman et al., 2001). Ces deux modeles permeéigalement d’expliquer qu’un certain
nombre de protéines se retrouvent a la fois auanivkl RE et a la surface de la GL (Brown,
2001).

Cependant, les résultats de lipidomique montreatlgunature des phopholipides de la
monocouche de la GL difféere de celle de la membdanBE (Tauchi-Sato et al., 2002). Cette
différence pourrait s’expliquer par un remodelage phospholipides durant la formation des
GL. Notamment, au début de la différenciation adypaire, le ratio PC/PE des cellules
décroit de maniere concomitante avec la formati@s &L (Horl et al.,, 2011). Cet

enrichissement en PE, phospholipides coniquesygibétre nécessaire pour l'induction de la

29



courbure de la membrane et le bourgeonnement d&l_laPar la suite, ces PE vont étre

convertis en P@iala PEMT.
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Figure 5 : Modeéles de la biogénese des gouttelettgsdiques (GL)

Selon I'hypothése classiquement admise, I'accunamuatle lipides neutres entre les
deux feuillets de la membrane du réticulum endopiqge (RE) induit le
bourgeonnement du feuillet cytoplasmique et conduitla formation d'une GL
individualisée (). Dans une variation de ce ménméte, la GL resterait associée au
RE (ll). Alternativement, la GL pourrait étre form@ar le bourgeonnement des deux
feuillets du RE, leur excision laissant un porasieire dans la membrane du RE (ll1).

)

1.2.2.2. Accumulation de lipides neutres dans latgtette lipidique

Les acides gras stockés dans les gouttelettesgligidl proviennent généralement de
sources exogenes dans la plupart des types cedkyl@xcepté dans le foie et le tissu adipeux
des rongeurs qui possedent une capacité remarqdablgogenesale novoa partir de
précurseurs glucidiques. Ainsi, I'extraction d'asigiras du compartiment sanguin, ou ils sont
associés aux lipoprotéines, constitue la princigadarce de lipides utilisés soit pour les
besoins cellulaires soit pour le stockage (pouuneefHavel, 1997)). L’entrée des acides gras
libres, faisant suite a [I'hydrolyse par la lipof@ioe lipase des lipoprotéines riches en
triglycérides au niveau de I'endothélium, constituee étape critique pour leur utilisation

ultérieure par certains types cellulaires tels gemyocytes ou les adipocytes. Les acides
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gras sont ensuite transportés a travers la membptammique de l'adipocyte via des
transporteurs membranaires tels que FAT/CD36, mtiacellulaires comme aP2/FABP
(Frohnert and Bernlohr, 2000). De maniere alteweattertains acides gras peuvent provenir
de I'endocytose de lipoprotéines telles les liptgires de faible densité (ou LDL) dans les
cellules qui expriment le récepteur LDL (Andersadrale, 1977). Les processus contrélant la
disponibilité des acides gras sont étroitement l&sgpar les conditions nutritionnelles et

hormonales.

Les acides gras intracellulaires ont besoin d'égBvés (ajout d'un groupement
coenzyme A) pour une utilisation ultérieure pacd#lule. Leur stockage potentiel sous forme
de triglycérides fait suite a l'estérification deis acides gras sur une molécule de glycérol
(figure 6). Les acides gras destinés a l'oxydation sontgégi directement apres leur
activation vers cette voie métabolique. A l'inverées acides gras qui seront stockés ou
utilisés pour la synthése de phospholipides menaines suivent une voie métabolique
commune qui diverge tardivement au niveau de lahgge de diacylglycérols : soit une
nouvelle estérification les conduira vers leur ktme sous forme de triglycérides, soit ils
seront orientés vers la voie de synthése des phbigigles. Ainsi, le stockage de I'énergie et
la syntheése de phospholipides sont des voies nl&abs étroitement liées.

GL

Acyl CoA

AGPAT ‘ !'!

Réticulum Endoplasmique

Figure 6 : Voie de biosynthese des Triglycérides

L’'acide lysophosphatidique (LPA) est synthétisé plar glycérol-3-phosphate
acyltransférase (GPAT) a partir de glycérol-3-pladép (G3P) et d’'un acide gras activé,
c'est-a-dire lié au Coenzyme A (CoA). Le LPA est nduveau estérifieé par
l'acylglycérophosphate acyltransférase (AGPAT) péarmer I'acide phosphatidique
(PA). Le PA est ensuite déphosphorylé en diacylgiyc (DAG). La diacylglycérol
acyltransférase (DGAT), localisée au niveau du BREl@la GL, va catalyser la derniére
étape de synthese des triglycérides (TG).
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1.2.2.3. Croissance des gouttelettes lipidiques

A l'état postprandial, I'élévation des taux plasimaes d’insuline va favoriser le
stockage lipidique au niveau du tissu adipeux, e’'part en inhibant la lipolyse (Elks and
Manganiello, 1985; Eriksson et al., 1995) et d'aytart en favorisant I'entrée des acides gras
dans I'adipocyte (Ong et al., 1988; Picard et199). Dans I'adipocyte, les acides gras sont
estérifiés sous forme de triglycérides pour étoelgis dans la gouttelette lipidique qui doit
donc adapter sa taille au statut nutritionnel degnisme.

Différents mécanismes peuvent rendre compte derbasement des gouttelettes
lipidiqgues dans des conditions ou le stockage ilipie est stimulé. Dans le modele décrit
précédemment ou la GL reste en contact avec lel&Elipides néosynthétisés peuvent
diffuser librement vers la GL. Cependant, si la €dt détachée du RE, un transport des
lipides vers la GL doit étre envisagé. En I'absedeeprotéines décrites pour le transport
cytosolique des lipides neutres, quatre mécanigraegent expliquer la croissance des GLs :
la fusion des GLs dépendante des protéines SNARESynthese des triglycéridas situ
directement a la surface de la GL, le transfert lg@des neutres impliquant la protéine

FSP27, et la coalescence des gouttelettes lipidifjgere 7).

1.2.2.3.1. Mécanisme de fusion dépendant des SNAREs

Les mécanismes de fusion veésiculaires sont bieactéaisés et font appel au systeme
des SNAREgSoluble N-etylmalmeimide-sensitive fact@ttachement proteifReceptol) : la
liaison d'un v-SNARE (pouresicula) et d’un t-SNARE (poutarge? forme un complexe
induisant une déformation membranaire et la fusies vésicules (pour revue (Chaineau et
al., 2009)).

Des expériences de microscopie confocale en teégbslans des adipocytes 3T3-L1
ont révélé I'existence d’'un processus de fusionGles dépendant des microtubules (Bostrom
et al., 2005). Par la suite, le méme groupe a éélelprésence des SNAREs SNAP-23,
syntaxine5 et VAMP4 a la surface des GLs (Bostrérale 2007). Des expériences de co-
immunoprécipitation ont montré que ces protéinas/pient s’associer en complexe. La mise
sous silence de chacune de ces protéines a |'adgetits ARNs interférents a pour
conséquence une diminution de la taille des GLggéwant un rbéle fonctionnel de ce
complexe dans la fusion des GLs. Toutefois, cettthodologie ne permet pas d’exclure que

ces observations soient la conséquence d’une petioin globale du trafic vésiculaire dans
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Figure 7 : Mécanismes de la croissance des gouttéds lipidiques

La fusion des GLs par des processus dépendangsatémes SNARES est un processus
peu fréquent. La croissanda situ des GLs nécessite la présence de la DGAT2
(diacylglycérolacyltransferase 2) synthétisantli€sa leur surface. Des enzymes activant
les acides gras comme ou ’ACSUBr{(g chain acyl CoA synthetasg@i remodelant les
phospholipides comme les lysophosphatidylcholindtimsférase 1 et 2 sont également
présentes a la surface de ces organites. Une wcmtihfin de la composition
phospholipidique de la GL, conduisant & un enrgghsent des phospholipides a faible
pouvoir surfactant peut conduire la coalescenceadesset donc a la formation de GLs de
grande taille. Enfin, il a récemment été démontné ¢p protéine FSP27 permet la
formation de points de contact entre les GLs etdontransfert de lipides neutres vers la
GL de plus grande taille.

les cellules. Des études ultérieures de microscipiavo ont par ailleurs montré que ce
mécanisme de fusion est peu fréquent (Kuerschnal,2008; Wolins et al., 2005). D’autre
part, des expériences de microscopie électronigaetgative menée sur des fibroblastes ont
montré que l'incorporation des TG dans des GL pstantes n'était pas modifiée apres une
dépolarisation des microtubules (Cheng et al., R008s mécanismes de fusion dépendant

des SNAREs ne semblent donc pas primordiaux darreissance des gouttelettes lipidiques.
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1.2.2.3.2. Synthése des triglycérides a la surface des getttsllipidiques

La synthése locale de lipides neutres au niveadad&L apparait comme un
mécanisme simple et direct pour la croissance des G

Grace a l'utilisation d’'un lipide fluorescent dates modele adipocytaire 3T3-L1,
'équipe de C. Thiele a pu mettre en évidence ymhgse de TG directement a surface des
GLs (Kuerschner et al., 2008). En effet, lors dapport en acide oléique, cette équipe montre
la translocation de la DGAT2 (diacylglycerol acslisferase-2) du RE vers la GL, et la
synthése de TG a partir de DAG stockés au niveacet®rganite. De plus, la fraction de
DGAT2 associée aux GLs a une activité enzymaticgeuboup plus importante que celle
localisée au niveau du RE. Ces résultats sont aésfpar une publication récente qui montre
gue dans les cellules COS7, un mutant DGAT2 praseinquement au niveau des GLS, mais

non présent au niveau du RE, permet la synthes€@e@VicFie et al., 2011).

La synthése de TG a partir de DAG requiert desescptas activés, c’est a dire liés au
coenzyme A (CoA), qui sont synthétisés par la fendes acyl-CoA synthétases. Plusieurs
isoformes d’ACSL lpng-chain acyl-CoA synthetasg-8nt été détectés a la surface des GLs
dans les adipocytes 3T3-L1 (Brasaemle et al., 20P4) ailleurs, TACSL3 est également
présente sur les GLs dans une lignée d’hépatobytesins (Huh7) (Fujimoto et al., 2004), et
une activité acyl-CoA synthétase a pu étre détesiédes GLs isolées a partir de ces cellules,
appuyant I'hypothése d'une synthése des TG in aitla GL (Fujimoto et al., 2007).
Cependant, le fait que le stock de TG cellulairaidue lorsque 'ACSL3 est inhibée suggere
également un réle dans la recapture des acidedigéads par la lipolyse basale. En accord,
dans les adipocytes 3T3-L1 'ACSL3 est présenta sufface des GLs uniquement dans des

conditions de lipolyse stimulée (Brasaemle et24104).

Enfin, la croissance de la Glia une synthése des Ti@ situ nécessite un couplage
avec une synthese de la membrane phospholipiditiae.phosphatidylcholine (PC),
phospholipide majoritaire de la GL, peut étre sghifieevia 3 voies : le Kennedy pathway
permet une synthéske novg le Lands pathwayermet un remodelage de la composition en
acide gras des PC, et enfin la voie impliquantZigne PEMT convertit les PE en Pliy(re
8). Dans les celluleBrosophila Schneider £S2), les enzymes clés de la synthds@&ovode
la phosphatidylcholine sont localisées a la GL (@ual., 2008). Dans ce méme modéle, les
auteurs ont récemment démontré la translocationad€CT (pour CTP:phosphocholine

cytidylyltransferasg enzyme limitant pour la synthése des phosplddmgi a la surface des
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GLs en croissance qui en conséquence augmentdoie|&ctivité de I'enzyme (Krahmer et
al., 2011). Le recrutement de CCT a la GL et smivaion en réponse a une charge d’acide
oléigue ont aussi été confirmés dans plusieurgégrecellulaires murines. Par ailleurs, deux
enzymes du remodelage des phospholipides, LPCAT-12e(lysophosphatidylcholine
acyltransférase) sont aussi présentes a la sutésc&Ls ou elles catalysent la synthése de PC
a partir de LPC (Moessinger et al., 2011).

Chol Etn
lv CK EK l
P - Chol P - Etn
FSF-:-iP i CCT ECT K SP—:J
CDP - Chol CDP - Etn
DAG i CPT EPT k DAG

PE
PC o«

T PE
LPCAT LPEAT
P% %m
PLA2 PS PLA2
LPC LPE

Figure 8 : Voies de biosynthése et de remodelagesdghospholipides

Chez les mammiféres, IKennedy pathwayrouge) permet la synthésie novode
phosphatidylcholine (PC) et de phosphatidyléthanola (PE) a partir de choline
(Chol), d’éthanolamine (Etn), et de diacylglycé(DIAG). Ces phospholipides peuvent
étre remodelés au niveau de leurs tétes polaireda voie d’interconversion des
phospholipides (vert), ou au niveau de leurs adiplasvia le Land’'s pathwaybleu). P-
Chol, phosphocholine; CDP-Chol, cytidine diP-Ch&:Etn, phosphoéthanolamine;
CDP-Etn, cytidine diP-Etn; PS, phosphatidylséribPC, lysoPC; LPE, lysoPE; CK,
Chol kinase; CCT, Chol cytidylyltransférase; CPThoCphsophotransferase; EK, Etn
kinase; ECT, Etn cytidylytransferase; EPT, Etn phatransferase; PSS1, PS synthase
1; PSD, PS décarboxylase; PEMT, PE methyltransera8CT, CTP: P-Chol
cytidyltransferase; PLA2, phospholipase A2; LPCAIRC acyltransferase; LPEAT,
LPE acyltransferase.

1.2.2.3.3. Croissance par transfert de lipides neutres

Récemment, deux études ont mis en évidence l'iaipdic de la protéine FSP27 dans
un mécanisme de transfert de lipides entre unelusigoirs gouttelettes lipidiques (Gong et
al., 2011; Jambunathan et al., 2011). La premiardeéa révélé que la protéine FSP27 se
concentre au niveau de sites de contacts entre @eax(Gong et al., 2011). De plus, des
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expériences de photoblanchiment de gouttelettédidies ont révélé un échange rapide de
lipides neutres des gouttelettes de petite tadies Ves plus grosses gouttelettes dépendant de
la présence de FSP27. Cette étude suggére quenkfett de lipides s’effectuerait via la
formation d’'un pore entre deux ou plusieurs gosttes lipidiqgues. Dans une étude parue peu
apres, il a été démontré que ce processus dedradsflipides est précédé d’'un regroupement
des GLs (Jambunathan et al., 2011). Des expériateesicroscopie confocale menées dans
des cellules COS7 transfectées avec différenteSopsrde la protéine FSP27 ont permis

d’identifier les différents domaines protéiques liggeés dans chacune de ces deux étapes.

1.2.2.3.4. Coalescence des gouttelettes lipidiques

D’'un point de vue physique, la coalescence est h@dnh@meéene par lequel deux
substances identiques dispersées dans un milieiddicse réunissent afin de minimiser la

surface de contact avec le milieu.

Ce mécanisme énergétiquement peu couteux poultraitnéis en jeu lors de la
croissance des gouttelettes lipidiques. En effdtisieurs publications parues récemment ont
mis en évidence un lien entre la composition pholgpidique et la taille des gouttelettes
lipidiques (Fei et al.,, 2011; Horl et al., 2011;akmer et al., 2011). En particulier, une
analyse génomique a large spectre chez la levuperais l'identification de plusieurs
mutants présentant des gouttelettes de trés gtaillde(Fei et al., 2011). Pour une majorité,
les genes mutés sont impliqués dans le métaboliemg@hosphatidylcholines (PC). En effet,
les PC sont des phospholipides possédant un inmpgstauvoir surfactant (Krahmer et al.,
2011). De ce fait, la diminution de la proportione dPC au profit des
phosphatidyléthanolamines (PE) et de I'acide phatgigue (PA), phospholipides fusogenes,
favorise les processus de coalescence et la famdé GL de grandes tailles (Krahmer et al.,
2011). Ainsi, les gouttelettes lipidiques émanant RE, compartiment membranaire plus
riche en PA que les GLs, pourraient coalescer lgegouttelettes lipidiques préexistantes et

ainsi accroitre leur volume.
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1.2.2.4. Mobilisation des réserves lipidiqueslipalyse

La lipolyse est la réaction biochimique qui indiet catabolisme des triglycérides
stockés dans la GL en acides gras et glycérol. €eanisme est mis en jeu durant les
périodes de jeune ou d’exercice physique pour fodle I'énergie aux tissus comme le foie,
le muscle squelettique, les reins et le cceur. Leaméme d’activation de la lipolyse le mieux
décrit est la voie dépendante de ’Adénosine MowsBhate cyclique (AMPc). Cette voie est
initiée par la liaison des catécholamines aux riéxepp-adrénergiques. Ces récepteurs sont
couplés a une protéine G stimulatrice qui va aciiaelénylate cyclase, enzyme membranaire
catalysant la synthese d’AMPc. L’augmentation dedacentration cellulaire en AMPc qui

en résulte va permettre I'activation de la pradimase AMPc dépendante (PKA), qui régule

plusieurs acteurs de la cascade lipolytidigu(e 9).
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Figure 9 : Mécanisme d’activation de la lipolyse

Les catécholamines se lient aux réceptfesirénergiques couplés a une protéine G
stimulatrice (Gs) qui active I'adénylate cyclaseCjAenzyme convertissant I'ATP en en
AMPc. L’élévation de la concentration intracellubaen AMPc active la protéine kinase
AMPc-dépendante (PKA). La PKA va phosphoryler lailjpéne-1 (PERI) et la lipase
hormono-sensible (LHS) qui vont alors interagir. alitre part, la périlipine-1
phosphorylée va relarguer la protéinemparative gene identification 58GI58),
cofacteur de Bdipose triglyceride lipas¢ATGL). Sur la GL, la liaison de CGI58 a
'ATGL va activer cette derniére et permettre leempiere étape d’hydrolyse des
triglycérides (TG) en diglycérides (DG). Ces DG wansuite étre hydrolysés en
monoglycérides (MG) puis en acides gras et glycpaolles actions consécutives de la
LHS et de la monoglycéride lipase (MGL).
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1.2.2.4.1. Les lipases

La lipolyse repose sur des hydrolases spécifigwesnmunément appelées lipases.
Actuellement, trois enzymes ont été impliquées déuyslrolyse compléte des TG : TATGL
(pour <adipose triglycéride lipasg, la LHS (lipase hormono-sensible), et la MGL

(monoglycéride lipase).
* L’ATGL induit la dégradation sélective des TG

Découverte en 2004 par 3 groupes de maniére indaptn (Jenkins et al., 2004;
Villena et al., 2004; Zimmermann et al., 2004) teenzyme catalyse de maniere spécifique
la premiere étape de I'hydrolyse des TG en DAG atles gras. En effet, son activité
d’hydrolyse des DAG est 10 fois moins élevée quer pes TAG, et presque nulle pour les
autres substrats lipidiques (Zimmermann et al.,420Cette enzyme est ubiquitaire mais

exprimée trés fortement dans le TA blanc et brun.

L’activité de 'ATGL est augmentée de maniere digative par l'interaction avec une
protéine activatrice appelée CGlI5®Mmparative gene identification p8Lass et al., 2006).
La stimulation maximale est obtenue avec des cdrat@ns équimolaires de I'enzyme et de

son co-activateur. L’'activité de 'ATGL est dongu#ée par la disponibilité de CGI58.

Le phénotype des souris déficientes pour 'ATGL ligme le réle majeur de cette
enzyme dans la lipolyse adipocytaire (Haemmerlalet2006). La masse adipeuse de ces
souris transgéniques est significativement augmeenéd leur taux d’acides gras libres
plasmatique est réduit. Ce phénotype s’explique yver diminution de 80% de I'activité
d’hydrolyse des TG mesurée dans les adipodytestro. De plus, ces souris ne parviennent
pas a maintenir leur température corporelle a jeuspnt particulierement sensibles au froid.
En I'absence d’ATGL, les TA blancs et bruns ne sdobc pas en mesure de mobiliser

suffisamment d’acide gras pour maintenir ’lhomésisténergétique de I'organisme.
* Lalipase hormono-sensible

La lipase hormono-sensible (LHS) est induite pgelme et son activité, stimulée par
les hormones cataboliques, a été découverte dad®\Iblanc au début des années 60
(HOLLENBERG et al., 1961). Elle est capable d’hygser de nombreux substrats comme
les TG, les DAG, MAG (monoacyl glycérol), les estee cholestérol ainsi que les esters de

rétinol. Cependant, ces données mesurgesitro montrent que la LHS a une activité
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hydrolase 10 fois plus importante pour les DAG goer les TG (Fredrikson et al., 1981;
Yeaman et al., 1994). Sa distribution tissulair¢ ssilaire a celle de I'ATGL, avec
'expression la plus forte détectée dans les TAnddaet bruns. L’activité de la LHS est
régulée directement par la PKA (Stralfors and Bejé, 1983). Cette phosphorylation

augmente d’environ 2 fois son activité.

De maniere inattendue, les souris déficientes [@UHS ne sont pas obéses (Osuga et
al., 2000). Au contraire, leur masse de TA est itédet elles sont résistantes a I'obésité
induite par un régime gras (Harada et al., 2003stQ’ailleurs ce trait phénotypique qui a
démontré que la LHS ne pouvait catalyser I'étapedégradation des TG en DAG, et a
conduit a la recherche d’autres lipases et a ladéote de 'ATGL. Ce phénotype adipeux
s’explique par différents mécanismes, notammentsynéhése reduite des TG et une nécrose
des adipocytes. Cependant, 'accumulation de DA@Gsda TA de ces souris a permis de
confirmer le réle limitant de la LHS pour I'hydraly des DAGn vivo (Haemmerle et al.,
2002).

* La monoglycéride lipase

La monoglycéride lipase (MGL) a été isolée poypramiére fois a partir de TA de rat
(Torngvist and Belfrage, 1976). Son activité spquaé pour les MAG est constitutivement
élevée dans les adipocytes. Actuellement, aucummédo n'indique que l'expression ou
I'activité de la MGL soit régulée hormonalementpar le statut énergétique de la cellule.

Récemment, I'équipe de R. Zechner a généré unassdéficiente pour la MGL
(Taschler et al., 2011). Comme attendu, ces squésentent une diminution de l'activité
d’hydrolase des MAG, et une augmentation conconetales MAG dans le tissu adipeux.
Cette diminution de I'hydrolyse des MAG est patéglent compensée par la LSH.
Cependant, les taux plasmatiques de glycérol atidBa gras sont réduits chez ces souris,

indiquant un défaut de lipolyse.

1.2.2.4.2. Réles de la périlipine-1 dans la régulation dedal{se

En I'absence de stimulation hormonale, la périgpinjoue un rdle protecteur a la GL
en limitant I'accés des lipases (cf. 8. 1.2.1.2009.plus, elle lie CGI58 empéchant ainsi la co-
activation de 'ATGL (Yamaguchi et al., 2004). De fait, la lipolyse basale est augmentée
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dans le TA blanc des souris déficientes pour |dipiée-1, et ces animaux sont plus minces

gue leurs contrbles sauvages (Martinez-Botas ,e2@00; Sztalryd et al., 2003).

En réponse a une stimulatifpadrénergique, la périlipine-1 est phosphorylée Gur
résidus sérine par la PKA (Miyoshi et al., 20073.LIHS va alors pouvoir lier la périlipine-1
phosphorylée et ainsi accéder a la GL. La phospdtiop de la LHS par la PKA et sa
translocation a la GL augmentent son activité defbd dans le TA blanc (Lass et al., 2006).
La périlipine-1 ainsi phosphorylée libére CGI58cteactivateur de 'ATGL (Granneman et
al., 2007; Granneman et al., 2009; Subramanianl.et2@04) {igure 9). La périlipine
phosphorylée permet donc I'ancrage des lipasesGlJaet de ce fait constitue une protéine

régulatrice majeure dans le processus de lipolyseilee.

1.2.2.5. La gouttelette lipidique, un organite grotége des effets lipotoxiques

des acides gras

Les acides gras sont des substrats essentiel$gogouaduction d’énergie et la synthése
des lipides membranaires et des molécules de sgtiah lipidique. Cependant, de part leurs
propriétés détergentes, les acides gras libresepe@xercer des effets déléteres en perturbant
l'intégrité des membranes biologiques, en modifiBibméostasie cellulaire ou encore
induisant la production de dérivés lipidiqudsaltération de ces différents parameétres
cellulaires peut ainsi se traduire par une inductio stress du réticulum endoplasmique et de
linflammation, des dysfonctionnements mitochondxiaou encore la mort cellulaire (pour
revue (Shulman, 2000)). Collectivement, ces effiégigteres sont regroupés sous le terme de
lipotoxicité (Unger et al., 2010).

Les acides gras peuvent exercer leurs effets diremit par un « effet ligand » (par
exemple en se liant aux récepteurs nucléaires PPAR} aussvia I'action des différents
intermédiaires de la voie de biosynthése des tréglges (MAG, DAG) ou encore de maniére
plus globale via les différents dérivés lipidiques associant lesidex gras
(glycérophospholipides, sphingolipides, hormonesitamvines...). Ainsi, les effets
lipotoxiques observés suite a une surcharge lip&igésultent d’effets pléiotropiques
complexes plus ou moins bien étudiés. De nombseéBales se sont ainsi concentrées sur
les effets lipotoxiques des DAG et des céramidesonnus comme tres actifs pour réguler
négativement la voie de signalisation insuline (pavue (Holland and Summers, 2008)).
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Parmi les mécanismes moléculaires évoqués, plssiétudes rapportent que les effets
déléteres des DAG passeraient par une activatisnRkC (Protéine Kinase C) qui, en
phosphorylant les protéines IRSssulin Receptor Substratenhiberaient la propagation du
signal insuline (Samuel et al., 2010). Cependantnpte tenu des effets métaboliques
distincts des différents isomeres de DAG et de ledalisation dans divers compartiments
cellulaires, ces mécanismes moléculaires restest discutés (pour revue (Zechner et al.,
2012)). Les céramides, pour leur part exercerdgems effets négatifs sur la voie de I'insuline
via l'inhibition de la PKB (Protéine Kinase B) suitd’activation de la PKC atypique PKC
(Powell Mol cell Biol 2003). Il est toutefois impant de noter que les effets lipotoxiques des
acides gras en général ne se limitent pas a laatowm de ces deux intermédiaires.
Notamment, I'accumulation de dérivés d’acides gramduit également a I'accumulation

d’oxyde nitrique (NO) et d’especes réactives dgygene (ROS) aux effets cytotoxiques.

Le stockage des acides gras au sein d'un orgapéeiadisé comme la gouttelette
lipidique revét donc un caractere fondamental aules effets délétéres que peuvent induire
les acides gras libres. Leur liaison a des proséamaperonnes telles que celles de la famille
des FABPs est ainsi utilisé pour limiter les effgpotoxiques des acides gras. Ainsi, la
double invalidation chez la souris des génes codank protéines FABPs exprimées dans
'adipocyte, aP2 et mall, conduit a une résistand®beésité associée a des altérations du
transport lipidique cellulaire et systemique démami le réle de ces protéines chaperonnes
dans I'homéostasie des acides gras (Maeda et0fl5)2Cependant, ce processus de liaison
des acides gras peut difficlement étre régulé extpt essentiellement d’exercer un rdle
tampon au niveau cellulaire. A Tlinverse, l'estidtion des acides gras au glycérol,
permettant leur stockage sous forme de triglycéridertes, est ainsi utilisée par les cellules
pour détoxifier les acides gras libres par un dop@lmétabolique. Cette adaptation cellulaire
visant a limiter les effets toxiques des acidess gran-estérifiés repose sur une régulation
précise de la balance stockage (estérificationadietes grasys lipolyse (hydrolyse des TG)
permettant a la fois de pourvoir aux besoins éniguges de I'organisme en limitant
'augmentation des concentration d'acides gras esigérifiés. Ceci est corroboré par les
modeéles animaux ou les fonctions de stockage dipdiyse sont altérées. Aindies souris
Atgl (-/-), qui stockent de grandes quantités de TG damuscle squelettique et le foie, sont
plus sensibles a l'insuline que leurs controlesefdmerle et al., 2006PRarallélement, une
lipolyse basale diminuée, comme c’est le cas chszsburis transgéniques surexprimant la

périlipine-1 au niveau du tissu adipeux, améliaesénsibilité a lI'insuline sous régime gras

41



(Miyoshi et al., 2010).De ce point de vue, la périlipine-1, dont I'expiess est
essentiellement adipocytaire, joue un réle crue@bhmment en régulant I'accés des lipases
cytoplasmique a la GL, limitant ainsi la fuite desdes gras dans des conditions basales (cf. §
1.2.2.4). Les autres membres de la famille pénépiqui forment le manteau des GLs non
adipocytaires, ne peuvent pas se substituent toggilea la périlipine-1 dans cette fonction, et
les adipocytes déficients pour la périlipine-1 présnt de ce fait une lipolyse basale élevée
(Tansey et al., 2001). De maniere surprenante,éldipne-1, pourtant décrite comme
spécifigue de l'adipocyte, est expriméle novodans les hépatocytes humains stéatosés
(Straub et al., 2008), ce qui pourrait constituernsécanisme de défense ayant pour but le
maintien des lipides sous forme de TG inertes danSL. De méme, il a été récemment
démontré que la périlipine-1 est exprimée danfdesde Langherans chez le rat, la souris et
’homme (Borg et al., 2009). De plus, dans la lgnde cellule beta INS-1 exposée au
palmitate, une surexpression de perilipine-1 indog augmentation de I'accumulation de TG
et une diminution de la lipolyse, permettant le mtian de la sécrétion d’'insuline en réponse
au glucose. Le stockage des acides gras sous ftertriglycérides au sein d’'une gouttelette
lipidique entourée d'un manteau protéique limitdisicces des lipases cytoplasmique

constitue donc une protection efficace contre tet<lipotoxiques des acides gras libre.

1.2.2.6. Mort d’'une gouttelette lipidique : le pessus de lipophagie

Sans remettre en question limportance des lipasg®plasmiques dans la
mobilisation des stocks lipidiques, un autre preassde dégradation de la gouttelette
lipidique a été recemment décrit et appelé lipophé8ingh et al., 2009). Il est bien connu
gue l'autophagie est un mécanisme clé dans le leggycdes organites cellulaires
endommagés qui sont séquestrés dans des autopimgopais dégradés aprés fusion avec
des lysosomes. La lipophagie utilise la machinatiiophagique pour dégrader la GL, les
lipides étant ainsi hydrolysés par les lipases dgstales. Ce processus de lipophagie a
initialement été mis en évidence chez des sowsgeniques ou des genes clés du processus
autophagique (atg5 ou atg7) avaient spécifiquerdninvalidés dans le foie : ces études ont
permis de démontrer l'importance de la lipophagiansd le métabolisme lipidique
d’hépatocytes dans des conditions de jelne, dasguddles lactivité des lipases
cytoplasmiques est réduite (Singh et al., 2009)s @pproches similaires d’invalidation
spécifigue des génes atg dans le tissu adipeux pas permis, en revanche, de mettre en
évidence de lipophagie active dans les adipocytes :effet, I'inhibition du processus
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d’autophagie interféere avec la différenciation adiytaire (Baerga et al., 2009). Etant donné
gue l'invalidation simultanée des deux principdipases cytoplasmiques adipocytaires (HSL
et ATGL) diminue l'activité lipolytique de 90%, dst peu probable que I'autophagie joue un
réle primordial dans la mobilisation des lipidesnsld’adipocyte (Schweiger et al., 2006).

Cependant, on ne peut exclure que ce processusemessubstituer a une lipolyse déficiente.
En effet, nous avons montré une autophagie actares dles adipocytes isolés de souris
invalidées pour le géne de la cavéoline-1, animaugapables de mobiliser leurs lipides en
réponse a une stimulation adrénergique (Le Lay.eP@10). Qui plus est, 'autophagie peut

aussi étre activée dans des macrophages chargdsrd’de cholestérol et contribue ainsi au
processus d’efflux de cholestérol (Ouimet et abl1D). Ainsi, de plus en plus de données
laissent a penser que la mobilisation des lipidas gutophagie pourrait jouer un rble

physiologique important dans plusieurs types calles, nécessitant la caractérisation plus

avant de ce mécanisme.

1.2.3. Interaction de la GL avec les autres compartimeedtulaires

Plusieurs études protéomiques réalisées a partjoditelettes lipidiques adipocytaires
purifiées (Brasaemle et al., 2004) ou isolées dirpdiautres types cellulaires (pour revue
(Zehmer et al., 2009)) ont permis la mise en éwdeatiun panel de protéines bien plus large
gu’attendu qui constitue le protéome de la GL. ©lds protéines de la famille périlipine, ces
études ont révélé la grande diversité des prot@sssciées aux GLs qui ne s’apparentent pas
uniqguement au métabolisme lipidique. Ainsi, des é@uooles de signalisation (PKC,
caveolines, Ras), des protéines impliquées damsafie membranaire (Arf, Rab, protéines
Rho), des protéines constituantes du cytosquefatténe, filamine A, chaine lourde de la
myosine) ainsi que des chaperonnes ont été idmtidans les différentes analyses. Ces
observations ont contribué a mettre en exergued@sdynamique des GLs et suggérent une

communication active de ces organites avec legagtmpartiments cellulaires.

1.2.3.1.Association avec les mitochondries

Le lien fonctionnel entre GL et mitochondrie apfgvident, dans la mesure ou la
mitochondrie utilise les acides gras issus de palyse pour générer de I'ATP pdr
oxydation. La grande proximité entre les GLs etng®chondries a été bien documentée, et

tres souvent confirmée par des images de microscadectroniqgue montrant des
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mitochondries tout autour de la GL (Himms-Hageralet 2000; Mottillo et al., 2007). De

plus, cette proximité entre les GLs et les mitoch@s est accrue durant la lipolyse.

Dans les cellules cardiaques, cette associatiomseepsur la périlipine-5 (dont
I'expression est restreinte aux tissus oxydatits)pgut recruter la mitochondrie a la surface
des GLs lorsque la lipolyse est activée. Le domdm@0 acides aminés responsable de cette
interaction n’est pas présent sur les autres pigrds (Wang et al., 2011a). Il est donc peu
probable que les périlipines exprimées dans I'adifeo soient impliguées dans le méme

mécanisme.

1.2.3.2. Interaction avec les cavéoles

La membrane plasmique d'un adipocyte est couvestede petites invaginations
membranaires de 50 a 100 nm de diametre appeleésles, dont le manteau est formé par
les protéines cavéolines. L'association des canéslavec les GLs a été démontrée aussi bien
in vitro (Fujimoto et al., 2001; Ostermeyer et al., 2001;d?@l., 2001) quh vivo (Fernandez
et al., 2006), et apparait comme un phénoméne&g£hgul effet, dans les adipocytes 3T3-L1,
notre groupe a montré que l'ajout de lipides (chi@ol ou acide oléique) induit la
translocation de cavéoline-1 a la GL par un mécamis’apparentant a de I'endocytose
cavéolaire (Le Lay et al., 2006). De plus, le faie les cavéolines s’'associent aux GLs au
cours de la différentiation adipocytaire et seesitupréférentiellement sur les GLs de grande

taille (Blouin et al., 2008) suggéere une foncti@s @avéolines dans la croissance des GLs.

Récemment, des expériences de FRFteéze-fracture immunogold labellipgnt
confirmé la présence des cavéolines non seulemargwrface de la GL mais également dans
le cceur de lipides neutres (Robenek et al., 2@4dja observée en 2002 par le groupe de T.
Fujimoto (Tauchi-Sato et al.,, 2002), la présencecdde protéine amphiphile dans un
environnement hydrophobe questionne, et ce résidtaiande a étre confirmé par d’autres

méthodes.

Bien que les GLs soient des organites potentigfgnprésents dans tous les types
cellulaires, la GL de l'adipocyte apparait commeutbment spécialisée, tant par sa
morphologie que par les protéines spécifiques guisbnt associées. La GL adipocytaire
présente une structure uniloculaire unigue, et peqrés de 95% du cytoplasme. La protéine
FSP27, fortement exprimée dans les adipocytesrndiéte la morphologie uniloculaire de la

GL adipocytaire. Une autre protéine spécifiquepédailipine-1, joue un réle majeur dans la
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régulation fine de la lipolyse. A I'état basaleetlonstitue une barriére protectrice pour la GL,
et va activement participer au recrutement deséipdorsque la lipolyse est activée. Enfin, la
cavéoline-1, protéine de structure des cavéoles,passocier de maniére réversible aux GLs
au cours de la différenciation adipocytaire, ouréponse a une charge d’acides gras. La
présence de caveoline-1 a la surface des GLs aelgnaille suggere une fonction dans la

croissance des GLs, mais le mécanisme impliqué eeétucider.
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2. Les cavéoles

Les cavéoles constituent un sous-type de radeaidigues (communément appelés
rafts), domaines membranaires particulierementesdn cholestérol et en sphingolipides qui
capables de ségréger un certains nombre de maédelsignalisation (Simons and lkonen,
1997). Cette composition lipidique particuliérerl@onfére une résistance aux détergents et
cette propriété est utilisée pour isoler les mioradines lipidiques résistants aux détergents
(ou DRMs poumDetergent Resistant Membrahekes membranes totales. Les cavéoles ont été
pour la premiére fois mises en évidence par Paad53 (Palade, 1953), et définies comme
des invaginations de la membrane plasmique de 500anm de diametre. En réalité, les
cavéoles peuvent également étre rassemblées dtesose avoir une forme tubulairig(ire
10). Ces domaines lipidigues membranaires sont pteskams la plupart des types cellulaires
mais sont particulierement abondants dans leslesllausculaires, les cellules endothéliales
et les adipocytes dans lesquels ils représenteqtija 30% de la surface cellulaire (Razani et
al., 2002c).

Figure 10 : Morphologie des cavéoles

Les cavéoles sont classiqguement décrites commstidesures membranaires en forme
d’'oméga (a). Cependant, elles peuvent égalemenitexdane forme tubulaire (b) ou
étre assemblées en rosettes (c). Dans les adipp&ysecavéoles sont particulierement
abondantes et trés proches de la gouttelettediped(d). Echelles: (a) et (b) 20nm ; (c)
30nm. D’aprés (Predescu et al., 2003) (a) et (Barton and Simons, 2007) (c).
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Dans les années 1990, lidentification des cavéslinune famille de protéines
nécessaires pour la formation des caveéoles, a pefavancer dans la compréhension du réle
de ces structures (Kurzchalia et al., 1992; Rothbetrr al., 1992). Plus récemment, de
nouvelles protéines partenaires des cavéolinestérdécouvertes et rassemblées sous le nom
de cavines. Leur interaction avec les caveéolingmiagt importante pour la formation et la

fonction des cavéoles.

2.1.Les protéines de structure des cavéoles

2.1.1. Les cavéolines

A la membrane plasmique, les cavéolines forment aiggpmeéres de haut poids
moléculaire qui constituent le manteau des cavedlesxiste 3 isoformes de cavéolines

differemment exprimés selon les types cellulaires.

Caveéoline-1 est une protéine de 178 acides amirgseipte dans la plupart des types
cellulaires, et trés fortement exprimée dans ldhiles endothéliales, les adipocytes, les
cellules épithéliales et les cellules musculairesek (Scherer et al., 1994). Deux isoformes,
caveoline-kt et caveoline-f, sont générés par épissage alternatif, cavéolinethnt

l'isoforme majoritaire.

Caveéoline-2 présente le méme profil d’expressioa cavéoline-1, avec laquelle elle
interagit pour former des hétéro-oligomeres (Sahetral., 1996). L'expression de cavéoline-
2 seule ne permet pas d’induire la formation detobes. De plus, en I'absence de cavéoline-
1, cavéoline-2 est retenue dans I'appareil de Gulgg dégradéeia le protéasome (Mora et
al., 1999; Parolini et al., 1999; Razani et alQP0

Cavéoline-3 est I'isoforme spécifique des cellulerasculaires. Sa structure et sa
fonction sont comparables a celles de cavéolingaléoline-3 a la capacité de former des
cavéoles, et n'est dépendante de caveéoline-1 ni gmu transport a la membrane ni pour la

formation d’oligomeres (Li et al., 1998).
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2.1.1.1. Structure

Les cavéolines présentent une structure en épingleveux avec les extrémités N- et
C-terminales cytosoliques, et un domaine membrargui est inséré entre les feuillets des
membranes plasmiques ou de l'appareil de Golgi. é6lave-1 possede un domaine
scaffolding(CSD) d’environ 20 acides aminés (82-101) qui parson interaction avec les
autres cavéolines mais aussi avec de nombreuges ubtéines telles que des kinases de la
famille src (Sargiacomo et al., 1993), des protife (Lisanti et al., 1994) ou eNOS
(endothelial nitric oxide synthaséGarcia-Cardena et al., 1996&putefois,certains auteurs
considérent que le CSD des cavéolines pourrait iggéré dans la membrane plasmique
(Arbuzova et al., 2000). En effet, une partie dubG®ntient également un site consensus
pour la reconnaissance et la fixation du choleb{®b101), et le peptide correspondant a ce
domaine est inséré dans la membrane plasmique dEgtaal., 2005)Les résidus 101-126
sont amphiphiles et par conséquent intégrés darsctauche lipidique de la membrane
plasmique. A [l'extrémité C-terminale, trois résidugstéine sont palmitoylés. Ces
palmytoylations ne sont pas nécessaires pour tliegedans la membrane, mais jouent un
réle de stabilisation (Dietzen et al., 199%gfre 11).
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Figure 11 : Structure des caveéolines et des cavésle

A. La cavéoline-1 présente une structure en épiagibeveux avec les extrémités N- et
C-terminales cytoplasmiques. Elle possede différeiaimaines permettant son insertion
dans la membrane plasmique, son interaction aveautrd’s protéines et son
oligomérisation. B. Les cavéoles constituent urssgpe de radeau lipidique, domaines
membranaires enrichis en cholestérol et en sphpides. Les oligomeéres de cavéolines,
associés aux protéines cavins, forment le mantesgaléoles.
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Cavéoline-1 peut-étre phosphorylée sur Tyrl4 esufamilles de tyrosine kinases Src
ou Abl (Lee et al.,, 2000; Sanguinetti and Masti2R03). Cette phosphorylation a lieu en
réponse a des facteurs de croissance, des stiomgddtormonales ou encore un stress oxydatif
et joue un rbéle majeur dans les processus d'endseyt(cf. § 2.3.2). Une autre
phosphorylation, moins bien caractérisée peut aiir sur la Ser80. La mutation de cette
serine en alanine augmente la capacité de caveblandier le cholestérol (Fielding et al.,
2004). En revanche, une mutation phospho-mimétdpieette sérine en acide glutamique
provoque la rétention de cavéoline-1 dans I'appdeigolgi (Kirkham et al., 2008; Schlegel
et al., 2001). Cette phosphorylation sur sérinergaituainsi jouer un roéle important pour le

transport des cavéolines de I'appareil de Golgs V@membrane plasmique.

2.1.1.2. Fonction des cavéolines au sein des cawvéol

L’expression des protéines cavéolines est détenmterdans la formation des cavéoles.
En effet, les cellules n’exprimant pas cavéolingeht dépourvues de caveéoles (Drab et al.,
2001) et I'expression de cavéolinaté novodans des cellules suffit a induire leur formation
(Fra et al., 1995). Cependant, la surexpressiocagiéoline-1 dans cellules endothéliales n'a
pas d'effet sur le nombre de cavéoles (Bauer et2805), suggérant I'existence d’autres
facteurs limitant récemment identifies et nommeésines (cf § 2.1.2). Cavéoline-2 en
revanche ne semble pas requise pour la formatisrcaecoles (Razani et al., 2002b), méme
si la co-expression de cavéoline-1 et cavéolin®2duait a la formation de cavéoles plus
uniformes (Li et al.,, 1998), plus profondes (Fujimcet al., 2000), et plus abondantes

(Lahtinen et al., 2003) comparée a I'expressionaleoline-1 seule.

Les cavéolines jouent probablement un role en deldes cavéoles. En effet, les
caveolines sont localisées dans différents podtadallulaires, au niveau de l'appareil de
Golgi (Gkantiragas et al., 2001), du réticulum guldemique (Smart et al., 1994) ainsi qu’au
niveau des gouttelettes lipidiques (Fujimoto et 2001; Le Lay et al., 2006; Ostermeyer et
al., 2001; Pol et al., 2001). De plus, certaingesypellulaires comme les lymphocytes ou les
neurones expriment cavéoline-1 et sont dépourvaesdéoles. En accord, les cavéoline-1 et
-3 exprimées dans les lymphocytes et les macroghlgens se localisent uniguement au
niveau de l'appareil de Golgi, et pas a la membmaasmique (Harris et al., 2002). Enfin,
I'animal modeleCaenorhabditis eleganexprime un isoforme de cavéoline-1 ne permettant

pas la formation de cavéoles (Kirkham et al., 2008)
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2.1.2. Les cavines, nouvelles protéines associées auxlesveé

Les cavéolines ont longtemps été considérées caméoessaires et suffisantes pour la
formation des cavéoles, mais récemment une noufethdélle de protéines associées aux
cavéoles a été mise en éevidence. La localisatidATdRF (wlymerase and transcript release
factor) dans les cavéoles est connue depuis 2001 (Vettah, 2001), mais c’est seulement
en 2008 que deux publications ont démontré ledél®TRF/cavine-1 dans la formation et la
stabilisation de ces structures (Hill et al., 20083 and Pilch, 2008). Peu apres, par
homologie de séquence, trois autres protéines i@gso@ux cavéoles ont été mises en
evidence (Bastiani et al., 2009; Hansen et al.92McMahon et al., 2009). En conséquence,
ces quatre nouvelles protéines impliquées danertadtion des cavéoles ont été regroupées
dans la méme famille : les protéines cavines. @eseailes données apportées par I'étude des
protéines cavines concernant la structure et Iestifins des cavéoles ont fait I'objet d’'une

revue a laquelle j'ai contribué ((Briand et al.12@) /Annexe II).

2.1.2.1. Structure des cavines

Les cavines 2 a 4 ont été mise en évidence par logeade structure avec cavine-1.
En effet, les cavines partagent une structure preEn@mmune et sont caractéerisées par leur

domaine N-terminal conservé (Gustincich et al.,%9Qu et al., 2001)figure 12).

1 47 53 75 136 152 166186 193 219 233249257 297 339 357
- LR s NLSwm LR 'NLS m LR * 392 Cavine-1
22 4853 100 323 351 387 405 .
LR ﬁ 418 Cavine-2
32 53 140 174 213 246
—_ - 260 Cavine-3
131 149 321 339

362 Cavine-4

Figure 12 : Structure des protéines cavines humaise

Chez 'homme, toutes les cavines présentent plissgguences PEST c'est-a-dire riches
en proline et en acide glutamique. Les cavines3lpassédent également des séquences
riches en leucine (LR). En revanche, seule la eatinposséde deux séquences de
localisation nucléaire. D'aprés (Bastiani et al02)
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Les cavines 1 a 3 contiennent au moins un domahe en résidus leucinée(icine
zipped. Des expériences de mutagénese dirigée ont mgoéce domaine est nécessaire
pour la localisation cavéolaire de cavine-2 et mean8 dans des fibroblastes humains
(McMahon et al., 2009). Toutes les cavines posdeaulesieurs domaines PEST, c'est-a-dire
riches en proline, acide glutamique, sérine etothirée, qui pourraient jouer un réle dans leur
dégradation protéolytique (Bastiani et al., 20@3s protéines sont capables de lier les PS et
présentent de nombreux sites de phosphorylatioroysich et al., 2004). En patrticulier,

cavine-2 et cavine-3 sont des substrats de laipeokinase C (PKC) (Mineo et al., 1998).

En raison de nombreuses modifications post-tradocélles, le poids moléculaire des
cavines n’est pas déterminé de maniere formells.dawines apparaissent souvent en bandes
multiples dans les Westerns Blots, mais on estemnes|poids moléculaires a 55 KDa pour

cavine-1, 72 KDa pour cavine-2 et 43 KDa pour ceadret cavine-4.

2.1.2.2. Fonctions des cavines au sein des cavéoles

Des 2001cavine-1PTRF a été identifiee comme étant une protéinéalaire, et une
corrélation entre I'expression de cavéoline-1 etaeine-1 et 'abondance de cavéoles a été
observée (Vinten et al., 2005; Voldstedlund et2001). En effet, le profil d’expression de
cavine-1 recouvre ceux de cavéoline-1 et cavédirsrec I'expression la plus forte observée

dans le TA et le poumon (Vinten et al., 2001).

La présence de cavine-1 dans les cavéoles a d&guienfirmée par des méthodes de
microscopie confocale ou électronique, ainsi quedpa méthodes biochimiques. En réalisant
des expériences de FREfluorescence resonnance energy tran$fédquipe de R. Parton a
pu démontrer la proximité entre cavine-1 et cavénli & la membrane plasmique (Hill et al.,
2008). Cependant, le fait qu’'un désassemblage aesoles réduit cette interaction suggére
une liaison indirectevia des lipides membranaires (Liu and Pilch, 2008). d@&mtord,
caveoline-1 et cavine-1 ne co-précipitent plusdoesles caveéoles sont solubilisées. Cette
interaction pourrait impliquer les phosphatidyleés. En effet, la capacité de cavéoline-1 a

former des domaines membranaires riches en PSdggténtréen vitro, et cavine-1, comme

les autres cavines, peut lier aussi ces phospbespi

Différentes stratégies ont été mises en ceuvre ¢tailtir le réle de cavine-1 dans la
formation des cavéoles. Dans les cellules PC3exgpiiment fortement cavéoline-1 mais pas

cavine-1, I'expression de cavine-1 suffit a généles cavéoles (Hill et al., 2008). Cavine-1
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est donc un facteur limitant pour la formation @s structures. D’autre part, la mise sous
silence de cavine-1 grace a un petit ARN interfedams des fibroblastes 3T3-L1 induit une
diminution drastigue du nombre de cavéoles et wareed’expression de cavéoline-1. Ces

résultats ont conduit a attribuer a cavine-1 ua d@ stabilisation des cavéolégifre 13).

Cavine-2SDPR a été identifiée par deux groupes distinctsyedpart comme une
protéine liant les phosphatidylsérines (Burgenemlet 1990)et d’autre part comme une
protéine induite durant une privation en sérum (BDpobur serum deprivation protein
responsg (Gustincich and Schneider, 199B)association de cavine-2 avec les cavéoles a été
mise en évidence des 1998 (Mineo et al., 199829, le groupe de B. Nichols a montré
gue cavine-2 est impliquée dans la formation deealas (Hansen et al., 2009). En effet, une
diminution de I'expression de cavine-2 induit unertp de I'expression de cavine-1 et
caveoline-1, avec pour conséquence une diminuttomambre de cavéoles. Ceci implique
une interdépendance de ces trois protéines pdarrd@tion des cavéoles. La surexpression
de cavine-2 ne permet pas d’augmenter le nombreadéoles, mais induit la formation de
tubules a la membrane plasmique. Cavine-2 pouwtmt jouer un rbéle déterminant dans la

morphologie des cavéolefigure 13).

Des études de protéomique menées sur des frachoislaires ont permis de détecter
pour la premiere foisavine-3SRBC &dr-related gene product that binds to c-kinadans
ces structures (Aboulaich et al., 2004; McMahomlgt2006). Cette localisation, confirmée
par la suite par immunofluorescence, nécessit@iassion de cavéoline-1 (McMahon et al.,
2009). Cavine-3 est associée aux cavéoles inteéaslj et le trafic intracellulaire de
caveoline-1 est limité en I'absence de cavine-3 f@sultats suggerent un réle potentiel de

cavine-3 dans la régulation de la mobilité des okegfigure 13).

Cavine-4MURC4, lisoforme des cavines spécifique du musgeésente une
localisation intracellulaire similaire a celle devéoline-3 (Ogata et al.,, 2008). Cette
distribution intracellulaire est modifiée dans hagscles de patients présentant une mutation
sur le géne codant pour cavéoline-3 (Bastiani et2809). Aucune expérience de perte de
fonction n’a jusqu’a maintenant permis de détermgie€avine-4 joue un réle limitant pour la

formation des cavéoles musculaires.

Les différentes expériences ou I'expression detneava été modulée ont permis de
mettre en exergue la forte interdépendance deroésimes pour leur stabilité. En effet, dans

des lignées cellulaires déficientes pour cavinkd expressions de cavéoline-1, cavine-2 et
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cavine-3 sont diminuées (Bastiani et al., 2009). jgarticulier, cavéoline-1 va étre
ubiquitinylée puis dirigée vers le systéme lysosoma elle sera dégradée (Hayer et al.,
2010b). De la méme maniére, I'expression de cavédliet cavine-1 est réduite en I'absence
de cavine-2 (Bastiani et al., 2009). Enfin, I'exggi®n des cavines -1 a -3 est réduite de
maniere drastique dans les souris déficientes mawréoline-1 (Liu and Pilch, 2008).
L’association de cavéoline-1 et des cavines dasd®éoles semble donc étre un facteur

important pour la stabilité de ces protéines.

Stabilisation
des cavéoles

Surexpression de Surexpression de
Cavine-2 Cavine-3

Déformation Régulation de la
des cavéoles mobilité des cavéoles
(tubules)
k Oligomeres de cavéoline-1 © Cavine-2 — Microtubules
@ Cavine-1 @ Cavine-3

Figure 13 : Fonctions des protéines cavines au salas cavéoles

Le complexe des cavines s’associe aux caveolegiimées au niveau de la membrane
plasmique. La surexpression des cavines modifiguantité, la morphologie et la

dynamique des cavéoles. La surexpression de cavinduit la formation de tubules

tandis que la surexpression de cavine-3 augmenteokilité des cavéoles. D’aprés
(Briand et al., 2011a).
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2.2.Formation des cavéoles

Une étude récente menée par le groupe d’A. Helenpermis d’établir les différentes

étapes de I'assemblage des cavéoles (Hayer 20aD) figure 14).
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Figure 14 : Modele d’assemblage des cavéoles

Les cavéolines subissent deux étapes d’oligomiénisasuccessives au niveau du
réticulum endoplasmique (RE) puis de l'appareilGlagi. L'adressage des cavéolines
vers la membrane plasmique est un processus dépethdaholestérol. Deux modeles

sont présentés pour l'assemblage des cavins. Lemiscgourraient stabiliser les

invaginations cavéolaires (1), ou permettre la ftion des cavéoles invaginées a partir
de domaines membranaires plats associées aux iceeg@R). D’'apres (Hayer et al.,

2010a).
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Les cavéolines sont synthétisées dans le RE os atleptent leur conformation en
épingle a cheveux (Monier et al., 1995) (Moniealet 1995). Elles vont alors former dans le
RE des oligomeéres de bas poids moléculaire (7 ¢iaesd qui sont dirigés vers I'appareil de
Golgi via des veésicules COPII ou une seconde étape dangofoérisation de ces protéines
(144 cavéolines) a lieu. Les caveéolines vont éalnpioylées dans I'appareil de Golgi puis
adressées a la membrane plasmique. Il a par ailitgérétabli que le contenu en cholestérol
des cellules est limitant pour le trafic de cavé®ll de I'appareil de Golgi vers la membrane

plasmique (Pol et al., 2005). Le complexe des e&mvest ensuite recrute.

Les cavines sont constitutivement associées daogtdsol sous forme d’oligoméres
comprenant 60 a 80 cavines (Bastiani et al., 2008)complexe est recruté a la membrane
plasmique par cavéoline-1, selon un processus dépérme la cavine-1. En revanche, les
cavines ne s’associent pas aux cavéolines dangalejp de Golgi. Ceci implique que la
cavine-1 reconnait et s’associe avec les cavéotipésifiquement au niveau de la membrane
plasmique, ou plus précisément au domaine lipidigarticulier de la membrane plasmique

géneéré par les oligomeéres de caveéolines.

2.3.Fonctions des cavéoles

La genese de modéles de souris déficientes paénie de la cavéoline-1 a permis de
mettre a jour I'implication des caveéoles dans delm@ux processus physiologiques. En effet,
'absence de cavéoles dans tous les tissus nonufaiurss conduit a deux phénotypes
majeurs : un phénotype adipeux caractérisé patipo&rophie associée a une hyperlipémie
(Razani et al., 2002a), et un phénotype cardiovaseulié a un disfonctionnement
endothélial (Drab et al., 2001; Razani et al., 3qUableau 1).

2.3.1. Les cavéoles constituent des plateformes de sgatiain

2.3.1.1. Ségrégation des protéines de signalisdtos les cavéoles

La capacité de cavéoline-1 a lier des protéinesigealisation et a réguler leur activité
a été I'objet de nombreuses études. Le site daotem de cavéoline-1 avec ces protéines,
appelé CSD pourcaveolin scaffolding domainsest situé en N-terminal et inclut le domaine

d’oligomérisation (Wanaski et al., 2003). Certaird=s protéines se liant a cavéoline-1

56



Phénotypes

Références

Perte des structures cavéolaires
Absence de cavéoles dans tous les tissus non-raussul
Déficience quasi-totale des protéines associéesaréoles (cavéoline-2 et cavines)

(Drab et al., 2001) / (Razani et al., 2001)
(Drab et al., 2001) / (Hill et al., 2008)

Dysfonction métabolique des tissus adipeux
Lipoatrophie, résistance a I'obésité induite pgime gras, hyperlipémie
Sensibilité diminuée a la stimulatifgradrénergique
Remodelage tissulaire: infiltration macrophagiqualgophagie constitutivement active
Dysfonction mitochondriale

(Razani et al., 2002a)

(Cohen et al., 2004) / (Mattsson et al., 2010)
(Briand et al., 2011b) / (Le Lay et al., 2010)
(Wernstedt, | et al., 2012)

Dysfonction endothéliale
Production accrue de NO consécutive a I'activatiedeNOS
Diminution du tonus vasculaire
Hyperpermeéabilité vasculaire
Hypertrophie cardiaque et hypertension pulmonaire
Altérations de la réponse angiogénique

(Drab et al., 2001)

(Drab et al., 2001) / (Razani et al., 2001)
(Schubert et al., 2002)

(Zhao et al., 2002) / (Cohen et al., 2003b)
(Woodman et al., 2003)

Autres phénotypes
Sensibilité a la tumorigénése
Altérations de la glande mammaire et de la laatatio
Altérations urogénitales (hypertrophie désicules séminales)

(Razani et al., 2001) / (Capozza et al., 2003)
(Park et al., 2002)
(Woodman et al., 2004)

Tableau 1 : Phénotypes observeés chez les sourisidiéhtes pour le gene de la cavéoline-1
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possedent les séquences consedsuUBXXXXdD ou Dxxxxdxxd, ou ® représente un acide
aminé aromatique. Ces séquences sont appelées @BDgveolin binding domaiCouet et

al., 1997). Il est communément admis que la liaidda cavéoline-1 a, de maniére générale,
un effet inhibiteur sur les protéines de signalisat Notamment, des récepteurs tyrosines
kinases comme I'EGFRepidermal growth factor receptp(Couet et al., 1997) ou le PDGF
(platelet-derived growth factor recep)afYamamoto et al., 1999) sont des cibles connees d
cavéoline-1, régulées négativement par leur intera@vec le CSD. Néanmoins, toutes les
protéines liant cavéoline-1 ne possedent pas de&aitsensus, et la liaison a cavéoline-1 n’est

pas systématiquement inhibitrice (Czarny et al99)9

Les cavéoles sont considérées comme des platefomeessignalisation. La
compartimentation a la fois spatiale et temporeédle protéines de signalisation au sein de ces
domaines facilite les cascades de signalisatiotamNment, plusieurs acteurs de la voie de la
lipolyse tels que les récepteurs et B-adrénergiques, les protéines G et I'adénylateasycl
sont localisés dans les cavéoles. Dans les adgmdyiuns déficients pour cavéoline-1, la
production d’AMPc est réduite en réponse a un aeffi-adrénergique (Mattsson et al.,
2010). Une régulation des voies de signalisatiartinternalisation des cavéoles a également
été proposée (Echarri and Del Pozo, 2006; Partoal.etl994). Toutefois, ces processus
restent discutés au vu de la faible mobilité destegctures, ancrées au cytosquelette d’actine

et aux filamines (Stahlhut and Van Deurs, 2000).

La forme invaginée des cavéoles pourrait jouerd@ important dans le recrutement
de protéines. Une publication récente reporte s$texice d’'un autre sous-type de radeau
lipidique, contenant des oligomeres de caveolimadis n’étant pas invaginé. L'analyse
protéomique de ces domaines membranaires a rénéléamposition restreinte par rapport a
celle des cavéoles invaginées (Zheng et al., 2Q%l yecrutement des cavéolines dans les
caveoles, dépendant de I'expression de cavine-ldifimola capacité d’interaction de
caveoline-1 avec d’autres protéines. Le désassgmhdes cavéoles pourrait donc étre un

moyen de réguler des voies de signalisation.

Il faut noter que certains biais techniques renddifficile la caractérisation du
protéome des cavéoles. En effet, les préparatiensagdtions résistantes aux détergents ne
contiennent pas uniquement des cavéoles mais Hdrisedes radeaux lipidiques. D’autre
part, la déplétion des cellules en cholestérolisag pour désassembler les cavéoles, affecte
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de nombreux autres processus cellulaires. Centé@gudtats obtenus avec ces techniques n’ont
ainsi pas été confirmés par microscopie électraniquui reste le seul moyen d’identifier
formellement ces structures. Toutefois, I'étude aisnaux déficients pour cavéoline-1 vient
confirmer I'implication des cavéoles dans les psscs de signalisation cellulaire (Le Lay et
al., 2009).

2.3.1.2. L’exemple de la NO synthase endothéliale

Les souris déficientes pour le géne de la cavédlif@avl (-/-)) présentent un défaut
du tonus vasculaire et une hyperperméabilité desllaiees sanguins, ainsi qu’une
hypertrophie cardiaque et une hypertension pulmen@drab et al.,, 2001; Razani et al.,
2001b). Ce phénotype peut étre rétabli en admamstdes inhibiteurs de la NO synthase
endothéliale (Wunderlich et al., 2008a; Wunderkthal., 2008b), en croisant ces souris avec
des animaux déficients pour eNOS (Zhao et al., gGi®encore en réexprimant cavéoline-1
de maniére spécifique dans les cellules endotkéli@ouris cavl RC) (Yu et al., 2006a). Ceci
implique que la dérégulation d’eNOS en l'absencelaleavéoline-1 endothéliale est a

I'origine de ces défauts cardiovasculaires.

La NO synthase endothéliale est une enzyme meniteama catalyse la production
d’oxyde nitrigue (NO)via I'oxydation de 'arginine en citrulline. Le NO jous r6le majeur
dans l'angiogéneése, la perméabilité vasculaireaesda régulation de la pression artérielle.
Classiquement, eNOS est activée en réponse a ghardé calcique, induite par exemple par
le VEGF. Le calcium va alors se lier a la calmoaeliet ce complexe va interagir avec eNOS
pour activer la synthése de NO. Par ailleurs, tesst mécanique induit par une pression

sanguine élevée peut également activer eNOS indéapenent de la calmoduline.

La NO synthase endothéliale est localisée dansalesoles (Shaul et al., 1996) ou elle
interagit avec le CSD de cavéoline-1, cette intevacayant un effet inhibiteur (Feron et al.,
1996; Garcia-Cardena et al., 1996a). En conséquésmsynthese de NO basale est accrue
dans les cellules endothéliales des souris défesepour cavéoline-1 (Drab et al., 2001;
Razani et al., 2001). Une étude récente a démautécette inhibition repose sur la F92 du
CSD. En effet, la cavéoline-1 mutée F92A interagijours avec eNOS mais leffet
inhibiteur de cette interaction est perdu (Bernatcket al., 2011). Lors d’'une décharge
calcique, la calmoduline va agir comme un compdtitdlostérique et détacher le complexe
caveoline-1/eNOSfigure 15).
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Paradoxalement, bien que la liaison d’eNOS a laéalave-1 soit inhibitrice, la
localisation d’eNOS dans les cavéoles peut étraiseqpour son activation. Notamment, le
récepteur au VEGF est localisé dans les cavéolass [es cellules endothéliales issues de
souris déficientes pour caveoline-1, la productierNO en réponse au VEGF est diminuée en
raison d’'une activation partielle de I'enzyme (Seawx et al., 2004). La cavéoline-1 va donc
a la fois inhiber eNOS en 'absence de stimuluwbriser son activation en maintenant les
acteurs de la cascade de signalisation au seicasésles. De ce fait, les cavéoles participent

au contrble de la perméabilité vasculaire et deéasion artérielle.
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Figure 15 : Activation de la NO synthase endothélla en réponse au VEGF

Dans les cavéoles, la NO synthase endothéliale $N&3t maintenue dans un état
inactivé par sa liaison a cavéoline-1 (Cav-1). laasbn du VEGF sur son récepteur
(VEGFR), localisé dans les cavéoles, va induirdéddhtes voies de signalisation

conduisant a l'activation d'eNOS. Le VEGFR va aetiVa phospholipase C (PLC) qui

clive le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate @Ifen inositol-3-phosphate (IP3) et

diacylglycérol. L’IP3 va diffuser dans le cytoplasmpour lier son récepteur (IP3R) situé
au niveau du réticulum endoplasmique, provoquaataugmentation de la concentration
en calcium intracellulaire. En conséquence, la odlrfine (C) complexée au calcium va
s'associer avec eNOS et |'activer, la libérant aie isteraction avec cavéoline-1. D'autre
part, le VEGFR active la protéine kinase B qui @gphoryler eNOS et augmenter son
activation. L'eNOS activée produit du NO et deitaulline a partir d’arginine et d’0O2.
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2.3.1.3. L'exemple de la signalisation insulinique

De maniere générale, les cavéolines sont consgl&@émme des inhibiteurs des
protéines avec lesquelles elles interagissent. Camiare surprenante, la signalisation

insulinique semble étre la seule voie régulée pasitent par les caveéolines.

L’action de l'insuline est initiée par sa liaisors@n récepteur conduisant a I'activation
de ce dernier par autophosphorylation. Une foisvéctle récepteur a linsuline (RI)
phosphoryle différents substrats parmi lesquelspteséines de la famillénsulin receptor
substratelRS1/2/3/4 (pour revue (Pessin and Saltiel, 2000Bs IRS recrutent alors a la
membrane plasmique la sous-unité régulatrice deplaosphatidylinositol-3 kinase (PI3
kinase) qui catalyse la synthése de phosphatidstivle3,4,5-triphosphate (PIP3).
L’augmentation de la concentration en PIP3 quiésulte a pour conséquence le recrutement
a la membrane plasmique de la protéine kinase éndigmte des 3-phosphoinositides (PDK1)
qui est alors activée. Cette derniére va activepri@éine kinase B (PKB) jouant un réle

important dans les effets de I'insuline sur le $gzort du glucose.

Un des moyens d'évaluer l'action de [linsuline ede mesurer l'état de
phosphorylation de ses substrats intracellulaids gu’'IRS1/2 ou PKB. Les défauts
d’activation de ces molécules ont pour conséquaneencapacité de l'insuline a exercer ses
fonctions métaboliques dans le muscle squelettiuéie, ou la tissu adipeux (pour revue
(Biddinger and Kahn, 2006)). Par une approchesatili la transfection de cavéoline-1 ou -3
dans des cellules HEKhgman embryonic kidngyil a été montré que I'expression de ces
isoformes de cavéoline était suffisante pour irelda phosphorylation d'IRS1 aprés une
stimulation par I'insuline (Yamamoto et al., 1998fs résultats ont introduit le concept selon

lequel la cavéoline contribue a l'activation duagteur a l'insuline.

Dans les adipocytes, la localisation subcelluldirgécepteur a I'insuline a fait I'objet
de plusieurs études aux résultats divergents. Regeg s'appuyant sur des techniques de
microscopie électronique, d’isolement biochimiges davéoles et d'immunoprécipitation de
la cavéoline-1 avec le Rl ont apporté des argumamfaveur de la localisation du Rl dans les
caveoles (Gustavsson et al., 1999; Kimura et @022Nystrom et al., 1999; Yamamoto et al.,
1998). Néanmoins, deux études utilisant des osititslaires ne permettent pas de conclure a

une localisation cavéolaire du Rl (Mastick et 4B95; Souto et al., 2003). Ces resultats
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divergents pourraient étre conciliés par I'obseoratiu Rl au niveau du col des caveéoles et

non pas dans la partie invaginée (Foti et al., 2007

L’analyse des modéles murins déficients pour cavéd a permis d’avancer dans la
compréhension du réle des caveéolines dans la sgtiah insulinique. Les sourSavl(-/-)
sont dépourvues de cavéoles dans tous les tissusimsculaires et développent avec I'age un
phénotype lipoatrophique (Razani et al., 2002ays¢yo'elles sont placées sous régime gras
pendant 9 mois, ces souris transgéniques dévelboppenrésistance a l'insuline caractérisée
par une hyperinsulinémie postprandiale. Par adleume mutation non-sens homozygote sur
le gene de la cavéoline-1 chez ’'homme a pour cpresgce une lipodystrophie associée a une
résistance a l'insuline tres sévere (cf. § 3.3)phénotype des sour3avl(-/-) peut étre en
grande partie expliqué par un défaut de signatisatnsulinique au niveau adipocytaire
(Cohen et al., 2003). En effet, le niveau d’expmsprotéique du récepteur a I'insuline est
diminué de maniere drastique, sans modificatiomigeau d’expression génique, suggérant
une déstabilisation du RI dans les adipocytesabsénce de cavéoles/cavéoline. Toutefois, le
phénotype lipoatrophique des sou@avl (-/-) n'est pas strictement similaire a celui des
souris transgéniques FIRK@dt specific Insulin Receptor Knock-Quinvalidées pour le

récepteur a l'insuline spécifiguement au niveatisku adipeux (Bluher et al., 2002).

La voie de signalisation insulinique est a ce jlauseule voie de signalisation connue
étant modulée positivement par les cavéolines.eCattion positive s’exerceraitia la
stabilisation du récepteur a linsuline au nivearl ld membrane plasmique et par une

régulation positive des acteurs situés en avalldu R

2.3.2. Latranscytose cavéolaire

Outre la régulation de la NO synthase endothépalecavéoline-1, une autre fonction
des cavéoles apparait importante pour la perméali I'endothélium. Par analogie avec le
processus tres bien documenté d’endocywsies puits de clathrine, de nombreuses équipes
se sont attachées a rechercher un réle des cavdales I'endocytose de molécules
spécifigues (Montesano et al., 1982). L'endocytassvéolaire reste un mécanisme
controversé dans la plupart des types cellularesmment en raison du fait que les cavéoles
sont des structures tres statiques. Cependantiralesux démontrent un réle des caveéoles

dans les phénomenes de transcytose dans les sahdethéliales (Oh et al., 1998).
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Dans les cellules endothéliales, les cavéoles antdpacité de transporter des
molécules du lumen du vaisseau sanguin vers I'espags-endothélial. Ce processus appelé
transcytose comprend I'endocytose dépendante digepteur, le transport vésiculaire et
I'exocytose de la molécule cargo a la membrane s§gad_a transcytose de I'albumivia les
caveéoles est un processus qui a fait I'objet de bwenses études permettant ainsi

I'identification des différents acteurs impliqués.

L’albumine a la capacité de lier les acides grdesehormones stéroidiennes. Dans les
conditions physiologiques normales, I'albumine reutppas étre transportée par la voie
paracellulaire et son transport est principalemefféctué par la transcytose cavéolaire.
Comme l'endocytose dépendante des puits de clathfiandocytose cavéolaire est un
processus hautement régulé. En I'absence de stionyldes cavéoles sont des structures
statigues ancrées au cytosquelette d’actine. lisohiade I'albumine a son récepteur gp60
(glycoprotéine de 60 KDa) localisé dans les cawedlEruppathi et al., 1997) induit le
regroupement des récepteurs et leur interactiosighg avec cavéoline-1 (Minshall et al.,
2000). La protéine kinase Src, liee au CSD de dmed, est activée en réponse a la liaison
de gp60 sur cavéoline-1. Elle va alors phosphorgieréoline-1 sur la Tyrl4, gp60, et la
dynamine-2 (Shajahan et al., 2004a; Shajahan,e2@4b). La dynamine-2 est une GTPase
de haut poids moléculaire située sur le col desaag et impliquée dans la fission des
cavéoles. La phosphorylation de la dynamine-2 paikihase Src permet sa liaison a
cavéoline-1, augmente son activité GTPase et stifaulormation de la vésicule, sa fission et
le transport transendothélial de I'albumine (Shafaét al., 2004afigure 16).

Les souris déficientes pour cavéoline-1 présentemt défaut de transport de
lalbumine, qui peut étre rétabli par la réexpresside cavéoline-1 dans les cellules
endothéliales (Drab et al., 2001; Razani et alQ12(Bchubert et al., 2001). Les défauts de
transport de [l'albumine sont classiguement assocésdes cedemes et a une
hypercholestérolémie. Cependant, les souris cawv@dliKO ne présentent pas ce type de
phénotype. En effet, en raison de I'activité¢ d’eN@&mentée et de la forte production de
NO qui en résulte, la perméabilité vasculaire estwe dans I'endothélium de ces animaux
(Razani et al., 2001). L’'albumine peut étre ala@nsportée par la voie paracellulaire.
Caveéoline-1 exerce donc un contrdle sur la pernfig&@abie I'endothélium a la fois de maniere

directe, en régulant la transcytose de I'albuminéndirectevia la régulation d’eNOS.
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Figure 16 : Transcytose de I'albumine au travers déendothélium

La liaison de l'albumine sur les récepteurs GP60vpgue le regroupement des

récepteurs et leur liaison a la cavéoline-1. Clidison va activer la kinase Src qui va

phosphoryler cavéoline-1, GP60 et la dynamine-2.cBnséquence, les cavéoles sont
internalisées puis migrent vers le p6le basal deellule endothéliale ou I'albumine est

relarguée.

2.3.3. Caveéoles et métabolisme lipidique

Les cavéoles sont extrémement abondantes dandilescyes, et de nombreuses
données relient les cavéoles au métabolisme dédgdipLes donnédn vitro ont montré que
les cavéolines sont capables de lier le cholest@vioirata et al., 1995), les acides gras
(Trigatti et al., 1999), et peuvent s’associer gaxyttelettes lipidiques (Fujimoto et al., 2001;
Ostermeyer et al., 2001; Pol et al., 2001).

L’étude des souris déficientes pour le gene dealeealine-1 est venue confirmer ce
réle de caveéoline-1 et des cavéoles dans le métabmllipidique. En effet, outre leur
phénotype cardiovasculaire, ces souris présenggaierent un phénotype lipoatrophique qui
s’accentue avec I'age et qui se caractérise pamaiedre adiposité, une hyperlipémie et une
résistance a I'obésité induite par un régime hypieitjue (Razani et al., 2002a). L’'analyse
histologique de coupes de tissus adipeux préleweses animaux transgéniques révele des
adipocytes de taille réduite par rapport a descayiigs contréles. De maniére surprenante,
cette lipoatrophie ne s’accompagne ni de dépotspapies de lipides puisqu’aucune stéatose
hépatique n'a été observée chez ces animaux, medrasistance a linsuline en régime

standard. Cependant, 'absence de cavéoline-leréakkn rien la présence de cavéoles au
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niveau musculaire (dépendant de cavéoline-3) cepqurrait expliquer que ces souris ne
présentent pas d’altération du signal insulinidiess mécanismes conduisant a la lipoatrophie
en I'absence de cavéoline-1 restent mal comprigisisel adipeux des souris déficientes pour
la cavéoline-1 présente une morphologie normaleuaoht qu'un défaut de différenciation
n’est pas a l'origine de ce phénotype. Ceci egilde confirmé par le fait que les fibroblastes
isolés a partir des embryons de so@evl (-/-) conservent un potentiel de différenciation
adipocytaire normdh vitro (Cohen et al., 2004; Le Lay et al., 2006). Les ésudles capacités
meétaboligues de ces animaux montrent une l|égereerplypgie mais une absorption
intestinale normale et ne révélent pas de dépemsgéique accrue (Razani et al., 2002a).
Au contraire, le TA brun est méme moins actif cleszsourisCavl(-/-) (Cohen et al., 2005).
Un défaut dans la balance énergétique ne permet pas d’expliquer ce phénotype. Par
conséquent, le phénotype lipoatrophique des sdlangl (-/-) résulterait d’'un défaut de
stockage lipidique, qui conduit a une élévation snas des acides gras libres et des

triglycérides dans le sérum.

L’activité de la PKA est augmentée dans les adifgscy’exprimant pas caveoline-1,
en accord avec les études montrant un role inhibtde cavéoline-1 sur cette kinase (Razani
and Lisanti, 2001). Mais paradoxalement, la phosgation de la périlipine-1 en réponse a
une stimulation lipolytique est réduite de manidrastique dans ces cellules (Cohen et al.,
2004). Des expériences de co-immunoprécipitatiopadir d’adipocytes traités avec un
agonistef3-adrénergique ont montré I'existence d’'un complené par la cavéoline-1, la
périlipine-1 et la sous-unité catalytique de la P#igure 17). Plus récemment, une étude a
révélé l'implication de cavine-1 dans régulationlddipolyse (Aboulaich et al., 2011). En
effet, suite a une stimulatiop3-adrénergique, cavine-1 va étre phosphorylée Bigiqurs
sites par la PKA. De plus, la réponse lipolytiqge@diminuée dans des adipocytes 3T3-L1 ou
'expression de cavine-1 a été spécifiquement iibCependant, ce dernier résultat est
probablement lié a une diminution concomitante 'depkession de cavéoline-1. En accord
avec ces résultats obtenusvitro, les adipocytes isolés a partir du TA des soGas1 (-/-)
présentent une réponse lipolytique altérée lorgjsont soumis a une stimulatigB-
adrénergique (Cohen et al., 2004). La lipoatroglés sourisCavl (-/-) ne peut donc pas
s’expliquer par une activité lipolytique accrue sida TA de ces animaux.

L’'association des cavéolines avec les GLs, déddées un premier temps lors de
'expression de formes mutantes (Pol et al., 200d)dans des cellules non adipeuses

(Ostermeyer et al., 2001), a également été obselarge des adipocytes (Le Lay et al., 2006).

65



Dans les adipocytes des soutlavl (-/-), le contenu en cholestérol des GLs est di@jn

suggérant un réle de cavéoline-1 dans le maintiercahtenu en cholestérol libre de cet
organite (Le Lay et al., 2006). De plus, la tranaton de la cavéoline-1 a la surface des GL
dans la lignée adipocytaire 3T3-L1 est stimulégeeiques minutes par I'ajout de cholestérol
ou d’acides gras. Ce trafic de cavéoline-1 veiGllaen réponse aux lipides est un processus
dépendant de la dynamine et de la protéine kinast @odulé par I'activation de la protéine

kinase Src. Ce processus s’apparente donc a I'gtasec cavéolaire. En accord avec cette
idée, l'addition de cholestérol induit le bourgeement des cavéoles de la membrane
plasmique. La cavéoline pourrait donc étre un parteur de lipides entre le RE, la

membrane plasmique et la Gligire 17). Cependant, si on considéere qu’une molécule de

cavéoline-1 ne peut lier gu’une molécule de chélest (Murata et al., 1995), il s'agirait alors
d’un transport limite.
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Figure 17 : Cavéoles et métabolisme lipidique

Les cavéoles sont impliqguées dans le métabolispididue de I'adipocyte a différents
niveaux. Des transporteurs d’acides gras comme EB36 sont localisés dans les
caveéoles (1). Les cavéolines sont adressées auttelgpdte lipidique (GL) en réponse a
une charge de cholestérol ce qui suggere un rdle ldaransport du cholestérol (2). Une
synthése de triglycérides a été observée au niesiwcaveéoles (3). La cavéoline-1 forme

un complexe avec la périlipine-1 et la PKA. En $ahce de cavéoline-1, la réponse
lipolytique de I'adipocyte est diminuée (4).

Enfin, plusieurs études reportent un réle des dagétans le transport des acides gras.

En effet, des transporteurs d’acides gras comme/€B36 fatty acid translocagesont
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présents dans les cavéoles (Souto et al., 20@8)y€ 17). En conséquence, le transport des

acides gras est diminué dans les fibroblastes emhgjres des sourisa@l (-/-) différenciés

en adipocytes, en lien avec la présence réduiteli26 a la surface des cellules (Ring et al.,

2006). Le groupe de P. Stralfors a par ailleurenlisune synthése de TG de novo dans des
fractions cavéolaires purifiees a partir d’adipesythumains (Ost et al., 2005), suggérant

I'existence d’'une sous-classe de cavéoles qui pibucontenir les enzymes nécessaires a
I'estérification des acides gras en Tiigre 17). Les cavéoles pourraient donc étre le site de

biogénése de nouvelles GLs qui fusionneraient enawec la GL principale de I'adipocyte.

2.3.4. Réponse au stress mécanique

Les cavéolines sont fortement exprimées dans diesesesoumises a des contraintes
mécaniques, comme les cellules endothéliales et deHules musculaires. Plus
particulierement, la surface luminale des cell@edothéliales est soumise a des variations de
pression, ainsi qu’'a des contraintes de cisaillérieinear stress) liées au flux sanguin. En
réponse, la NO synthase endothéliale va étre plooggle et activée, induisant une relaxation
vasculaire. Des tensions mécaniques chroniques également activer la voie des MAP
(Mitogen Activated Prote)nkinases provoquant a terme un remodelage deseaix

sanguins.

Ces réponses vasculaires aigues et chroniquedesdoar un stress mécanique sont
altérées chez les souf@avl(-/-). Bien que la NO synthase endothéliale sdiibge a I'état
basal par cavéoline-1, sa phosphorylation en répansn stimulus mécanique est diminuée
chez les souriavl (-/-). L'activation d’eNOS en réponse a des vaoiasi de pression
sanguine nécessite donc son couplage aux cavé&meglus, une réduction chronique de la
pression sanguine n’induit pas de réduction du dienluminal des vaisseaux chez ces
souris, indiquant un défaut du remodelage vasauléie phénotype vasculaire est totalement
corrigé par la réexpression spécifigue de cavédlimans I'endothélium (souris cavl RC)
(Yu et al., 2006b). Au niveau cellulaire, I'expasit chronique a des tensions meécaniques
provoque une redistribution de cavéoline-1 de lapp de Golgi vers la membrane
plasmique et donc une augmentation du nombre dstew/a la surface des cellules (Boyd et
al., 2003). Ces changements s’accompagnent d’ursgbdéé accrue aux stimuli mécaniques.

L'observation de tres nombreuses cavéoles dangdigles musculaires lisses et

striées a tres t6t conduit a supposer que cesategcpourraient s’aplanir en cas d’étirement
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(Dulhunty and Franzini-Armstrong, 1975). Cette tli€ale «réservoir de membrane», validée
du point de vue biophysique (Sens and Turner, 20@6)écemment été démontrée
expérimentalement. Lors d'un choc hypo-osmotigeegdnflement de la cellule provoque
l'activation de canaux chlore mécano-sensibles @@zt al., 2009). Dans des myocytes
exposes a une solution hypotonique, ces canauxastimés plus rapidement en I'absence de
cavéoles. Les cavéoles constitueraient donc uregvetsle membrane permettant de limiter
l'activation des canaux sensibles aux variationdetesion de la membrane plasmique. En
effet, dans les cellules endothéliales et musasdisses, une tension mécanique ou un choc
osmotique provoguent un désassemblage rapide désles, lié a la perte d’'interaction entre
cavine-1 et cavéoline-1 (Sinha et al., 20figufe 18). Le réassemblage de ces cavéoles est
un processus lent, dépendant de l'actine et deR'AD’autre part, le désassemblage des
caveoles pourrait potentiellement induire le redgey des protéines séquestréees dans les

cavéoles et ainsi moduler la signalisation celtelan réponse au stress mécanique.
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Figure 18 : Désassemblage des cavéoles en réponssteess mécanique

Un stress mécanique aigu induit un désassembla@eraes cavéoles du a une perte
d’interaction entre cavéoline-1 et cavine-1. Legdcdes sont ensuite réassemblées par un
processus dépendant de I'ATP. Ce mécanisme peratetaiber les tensions et d’éviter
la rupture de la membrane plasmique. D'apres (Sétlah, 2011).

On peut envisager que les adipocytes, au mémegtiegdes cellules endothéliales ou

musculaires, sont également soumis a des variatengension membranaire. En effet, la
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taille d’un adipocyte doit s’adapter en permaneaagestatut nutritionnel de I'organisme et

peut donc varier considérablement (d’'un facteursl®)une période tres limitée.

Depuis la découverte des caveoles dans les an®&€s llétude de ces structures
membranaires et des protéines associées a géraxé@re6000 publications scientifiques.
Malgré ces recherches intensives, les multiplestions des cavéoles ne sont pas totalement
élucidées a ce jour, et de nouvelles fonctiongtitécemment révélées a I'instar de leur role
dans la régulation du stress mécanique. Toutd&ssjécouvertes récentes concernant le réle
des caveoles dans la régulation des tensions maegilga et I'implication des protéines
cavines dans la formation et la fonction de casctires ouvrent de nouvelles perspectives de
recherche. Notamment, les cavines constituent ds genes candidats pour les pathologies

humaines dans lesquelles les cavéolines ont d&jangtiquées.
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3. Rodle critique des cavéoles dans les pathologies haimes

Ces derniéres années, des mutations sur les geast oour les caveolines et cavine-

1 ont été détectées dans plusieurs pathologies themme, indiquant clairement

limportance des cavéoles en physiologie humaine.

3.1.Robles controversés des protéines cavéolaires damshcers

Caveéoline-1 joue un réle ambigu dans les cancems tiasens ou elle peut agir a la

fois comme un pro- et un anti-oncogéfigure 19).
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Figure 19 : Réles de cavéoline-1 dans la progressides cancers
Dans les tissus sains, le domaswaffoldingde cavéoline-1 (CSD) interagit avec des
protéines partenaires permettant le maintient dentéostasie normale des tissus. Au
cours de l'oncogenése, ces partenaires suppresietusneurs sont perdus au profit de
partenaires pro-oncogenes. Une mutation sur le thenteansmembranaire (DTM) de

caveéoline-1 provoquant un défaut de localisatiorété@ détectée dans des tumeurs
mammaires chez 'homme. D’apres (Burgermeistel. e2@08).
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3.1.1. Réle deCAV1comme suppresseur de tumeur

Cavéoline-1 a été initialement identifiée comme aite majeure, phosphorylée sur
tyrosine, durant la transformation cellulaire indupar le RSV (Rous Sarcoma Virus)
(Glenney, Jr., 1989). Ceci a conduit a suggérerolm de cette protéine dans I'oncogénese.
Caveoline-1 est trés fortement exprimée dans Idsles hautement différenciées telles que
les adipocytes, les pneumocytes, les chondrocytes eellules musculaires lisses (Campbell
et al., 1999; Hagiwara et al., 2002; Kandror etE95; Schwab et al., 1999). En accord avec

un réle antiprolifératif, 'expression de cavéolbh@ugmente au cours de la différenciation.

La preuve d’une relation inverse entre I'expresslercavéoline-1 et la transformation
des cellules a été apportée des 1995. En effgaiaformation des cellules NIH-3T3 par les
oncogéenes Abl et Ras induit une diminution de lresgion de cavéoline-1 (Koleske et al.,
1995). A l'inverse, la restauration de I'expressiba cavéoline-1 dans ces mémes cellules
suffit a rétablir I'inhibition de contact (Engelmaet al., 1997). L'effet suppresseur de tumeur
de cavéoline-1 a par la suite été confirmé dansddisles de cancer du sein (Fiucci et al.,
2002; Lee et al., 1998), et dans des cultures jmasale cellules épithéliales pulmonaires
(Campbell et al., 1999).

Les mécanismes moléculaires impliqués dans I'edfgi-oncogene de cavéoline-1
reposent sur le contréle du cycle cellulaire et mésanismes de sénescence. Premiérement,
cavéoline-1 régule négativement la progressionydiecellulaire (Galbiati et al., 2001c). En
effet, la transcription de la cycline D1, protéimeluite par les signaux mitogéniques, est
réprimée de maniere indirecte par cavéoline-1 (Hatlial., 2000). D’autre part, I'expression
de cavéoline-1 est induite lors d’'un stress oxydati sa surexpression suffit a induire la
sénescence cellulaire (Dasari et al., 2006; Volental., 2002), premier mécanisme de lutte
contre la transformation cellulaire. A l'inverseslfibroblastes déficients en cavéoline-1 sont
résistants a la sénescence induite par un streskatiix(Volonte et al., 2002). Cependant,
dans le contexte du cancer, 'accumulation de lesllgénescentes peut avoir des effets pro-
oncogenes. En effet, les cellules sénescentestesgcdes métalloprotéinases, des facteurs de
croissance et des cytokines qui favorisent la savise cellulaire et le potentiel métastatique

des cellules tumorales (Bartholomew et al., 2009).

Chez 'hnomme, les génes codant pour cavéoline-2 dCAV]) sont situés sur un
locus frequemment muté dans les cancers du seila, pi®state ou les cancers colorectaux.

Sur la base de cette observatiG#\V1a été proposé comme un gene suppresseur de tumeur
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chez 'homme (Engelman et al., 1998). Lors d’'unslétmenée sur 92 patientes, une mutation
P132L a été détectée dans 16% des cancers dyldayashi et al., 2001)n vitro, ce mutant
est retenu dans l'appareil de Golgi et agit de gr@ndominante négative. Sur une autre
cohorte de patientes, le groupe de M.P. Lisantrdigné la présence de cette mutation dans
19% des cancers du sein, et a identifié 6 nouvellegtions suiCAV1 (Li et al., 2006).
Toutefois, une étude récente menée sur une impertamorte n’a pas permis de détecter de
mutation surCAV1dans ce type de cancer (Patani et al., 2011),ésagggue ces mutations
sont finalement moins fréquentes qu’'estimé aupatav®ans de rare cas, la perte
d’expression de cavéoline-1 peut également étre &€ une hyperméthylation de son
promoteur (Cui et al., 2001; Kunze et al., 2008abkence de cavéoline-1, consécutive a des
mutations fonctionnelles ou a une régulation ng&gatle son expression, pourrait donc

contribuer a I'apparition de cancers chez ’lhomme.

3.1.2. Roéle pro-oncogene de cavéoline-1

Bien que le rdle inhibiteur de cavéoline-1 dandgrénsformation cellulaire ait été
clairement démontrén vitro et in vivo, sa fonction de gene suppresseur de tumeur a été
remise en cause. En effet, des analyses effectugesles tumeurs du pancréas (Suzuoki et
al., 2002), de I',esophage (Ando et al., 2007) aderbstate (Satoh et al., 2003) et du poumon
(Moon et al., 2005) ont révélé qu'une expressioore de cavéoline-1 est corrélée a un

mauvais pronostic vital.

L'idée que le role de cavéoline-1 differe selonstade de la tumeur permet de
concilier ces données contradictoires. Plusiétugles ont montré que la surexpression de
caveoline-1 est corrélée a un accroissement dunfpeitenétastatique des cellules (Shatz and
Liscovitch, 2008). En effet, une étude récenteraatdré que cavéoline-1 favorise I'invasion
tumorale et les métastases en induisant un rengeldia la matrice extracellulaire (Goetz et
al., 2011).

Le modele couramment admis propose que durant temigres étapes de la
tumorigénése, la transformation des cellules par alecogénes induit une diminution de
'expression de cavéoline-1. Ceci permet ainsi ymelifération rapide due a la perte
d’inhibition des signaux mitogéniques. La progresgiu cancer au stade métastatique repose
sur d’autres changements génétiques permettantcallixlies d’acquérir un potentiel de

migration. A ce stade, une forte expression de aael contribue a I'apparition de
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meétastases, associées a un mauvais pronostichatable complexe de cavéoline-1 dans la
progression des cancers résulterait de ses fosctioaltiples et des ses nombreuses
interactions avec les protéines de signalisationngpdulent le comportement des cellules
cancéreuses (Ravid et al., 200fgre 19).

3.1.3. Cavines et cancer

Le lien entre les cavine-2 et cavine-3 et I'appamitde cancers a été établi au début
des années 2000, bien avant que leur fonctioniawdee cavéoles n’ait été mise en évidence.

Des mutations sur le géne codant pour cavine-3étdhtdétectées dans quelques
lignées cancéreuses humaines, mais plus générdlehesmpression de cette protéine est
diminuée dans les lignées de cancer du sein, degeswet des poumons (Xu et al., 2001). Ces
données ont par la suite été confirmées chez I'nerdans les cas de cancer du poumon et
des ovaires. Dans une majorité de cas, la diminut®l'expression de cavine-3 est due a une

hyperméthylation du promoteur (Tong et al., 20168¢tbauer-Muller et al., 2005).

Une analyse de l'expression des genes dérégulés daa lignée de cellules
cancéreuses de prostate humaine (lignée PC-3nmaroarrays> a révélé que I'expression
des cavines -2 et -3 est regulée négativementdersentrée des cellules dans le cycle
cellulaire (Tenta et al., 2007). Chez 'homme, peassion de cavine-2 est inhibée dans les

tumeurs mammaires, rénales et de la prostate (B&i, 011b; Li et al., 2008).

L’étude de cavine-1 dans le contexte du cancertadige a son implication dans la
formation des cavéoles. Les données ont mis ereés@un réle de suppresseur de tumeur.
En effet, I'expression de cavine-1 est réduite dasstumeurs de la prostate (Gould et al.,
2010) et dans les tumeurs mammaires (Bai et allll?0 Dans ce dernier cas, la perte

d’expression de cavine-1 a été reliée a une hygastaéion du promoteur.

A l'inverse de cavéoline-1, I'expression de chacdee cavines réduit le potentiel de
migration des cellules en inhibant I'expressiodaMMP9 (matrix metalloproteinase)Qune
enzyme responsable de la dégradation de la maxicacellulaire (Aung et al., 2011). Cet
effet est conservé en I'absence de cavéoline-ktetianc indépendant de la formation des
caveoles. De plus, cavine-1 semble également jsoierrble de suppresseur de tumeur en
favorisant la sénescence cellulaire. En effet, sopression est augmentée dans les

fibroblastes humains sénescents, et sa surexpnessffit a induire la sénescence cellulaire
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(Bai et al.,, 2011a). Cependant, cette étude ne giepas d'exclure que cet effet soit

secondaire a une augmentation de I'expressionwdliae-1 en présence de cavine-1.

Compte-tenu des réles multiples des protéines tavés dans les processus de
transformation cellulaire et dans la phase méigsiatdes cancers, il existe une corrélation
variable de I'expression de cavéoline-1 avec lepstic de survie suivant le type de cancer.
Les protéines cavéolaires ne semblent donc pasiétbmnnes cibles thérapeutiques pour le
traitement des cancers. En effet, méme si I'expressavéoline-1 et des cavines permet de

limiter la transformation des cellules, cibler gastéines pour un traitement anticancéreux
pourrait favoriser I'apparition de métastases.
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3.2.Les dystrophies musculaires

Les dystrophies musculaires constituent un groupe ndyopathies héréditaires
caractérisées par une dégénération musculairegasige et le remplacement du muscle par
du tissu conjonctif. Ces pathologies présentent tue® grande variabilité clinique quant a
'age d’apparition, au type de muscle impliquéa®togression de la maladie et au mode de

transmission.

Dans le muscle squelettique, la colocalisation deécline-3 avec la dystrophine
(Song et al.,, 1996), protéine impliquée dans la paylwe de Duchenne, a conduit a
rechercher des mutations sur le géne de cavéoli(@A3/3 dans plusieurs pathologies
musculaires chez 'homme. Cette premiére étuderaipele mettre en évidence une mutation
sur le gene de la cavéoline-3 chez 8 patientsnédtdiune myopathie des ceintures (Minetti et
al., 1998). Suite a cette découverte, deux équipeésyeneré des souris déficientes pour le
gene de la cavéoline-3 (Galbiati et al., 2001a;iWa et al., 2000). Ces modéles animaux
ont contribué a élucider les mécanismes moléculaomduisant aux différentes pathologies

musculaires en I'absence de cavéoline-3.

3.2.1. La myopathie de Duchenne

La myopathie de Duchenne est le type le plus cometle plus sévere de dystrophie
musculaire. Il s’agit d'une pathologie récessivéeliau chromosome X, sur lequel de
nombreuses mutations sur le géne de la dystropinih&té découvertes. La dystrophine est
exprimée majoritairement dans le muscle squeletidg@ myocarde et le muscle lisse, et
forme un complexe dystrophine-glycoprotéines aescdystroglycanes et les sarcoglycanes.
Ce large complexe possede a la fois un rble ddlistlon mécanique et de signalisation
puisqu’il permet les interactions entre le cytodgtie, la membrane plasmique et la matrice
extracellulaire. Son absence induit une fragiliténmbranaire, avec pour conséquence une
nécrose des myofibrilles et une perte des fibresculaires qui sont alors remplacées par du

tissu conjonctif.

Chez les patients atteints de la myopathie de Duwheles biopsies musculaires
montrent une expression accrue de cavéoline-3setalaoles plus larges et plus nombreuses
(Bonilla et al., 1981; Repetto et al., 1999). Drgéziences de co-immunoprécipitation et des
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marquages immunofluorescents ont montré que can8licolocalise avec le complexe
dystrophine/glycoprotéines dans les myocytes (Setngl., 1996) flgure 20). Comme la
dystrophine, cavéoline-3 interagit avec [eslystroglycanesvia leur motif PPxY, ce qui
suggere une compétition entre ces deux protéines fgoliaison aux B-dystroglycanes
(Sotgia et al., 2000). Cependant, les mécanismasducgant a une surexpression de caveoline-

3 en I'absence de dystrophine ne sont pas connus.

a m\ n"ﬂfnhs _‘,,rrF ,’-a“"“’" f‘
e T e e e,
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‘/ +l NN

DMD
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Figure 20 : Interaction de cavéoline-3 avec le congxe dystrophine-glycoprotéine

dans les cellules musculaires

Le complexe dystrophine-glycoprotéine permet déerdh matrice extracellulaire au
cytosquelette d’actine. La dytrophine et la cavés8 possedent un domaine WW ou
WW-like permettant leur interaction avec [gslystroglycanes. Les fleches indiquent les
maladies causées par I'absence (-) ou la surexpneés) des protéines du complexe.
DMD, dystrophie musculaire de Duchenne ; LGMinb-girdle muscular dytrophy
DMC, dystrophie musculaire congénitale. D’apreslipiadi et al., 2001b).

3.2.2. Les caveéolinopathies

Les pathologies musculaires liées a des mutatiane ggene de la cavéoline-3 ont été
regroupées sous le terme de cavéolinopathies.dwlinopathies rassemblent 5 phénotypes
différents qui peuvent étre présents chez les mesntbune méme famille. En effet, il n'y a
pas de corrélation entre le génotype et le phéerotigns ces pathologies, puisque la méme

mutation peut conduire a des signes cliniques reiffis. Les pathologies associees a ces
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mutations sont la dystrophie des ceintures de Iiyp€LGMD-1C pourLimb-Girdle Muscle
Dystrophy, la maladie des muscle ondulants (RMD pdrippling Muscle Disease
I'élévation asymptomatique des taux de créatinimade, et plus rarement la myopathie

distale et I'hypertrophie cardiaque.

La LGMD-1C se caractérise par une apparition danpremiere décennie d'une
faiblesse modérée des muscles proximaux, assoaés arampes musculaires. Une analyse
menée en 2008 sur un large échantillon de patibatmostiqués pour une LGMD montre que
CAV3 est mutée dans 1,3 % des cas (Guglieri et al.3)20Dertaines de ces mutations
conduisent a une diminution de 95 % de I'expressiercavéoline-3 (Minetti et al., 1998).
Les études ultérieures ont révelé la variabilité signes cliniques associés a ces mutations.
En effet, la méme mutation peut se traduire selea patients par une élévation
asymptomatique des taux de créatinine kinase (@arlsd al., 2000), une LGMD-1C ou
encore une RMD, une maladie autosomique qui setégise par une hyper-sensibilité des

muscles aux stimuli mécaniques (Betz et al., 2001).

Compte-tenu du rdle majeur de cavine-1 dans ladtiom des cavéoles, des mutations
sur le géne codant pour cavine-1 ont été rechesatiéez des patients atteints de dystrophies
musculaires. Dans une premiere étude, deux musatongéne de cavine-1 ont été trouvées
sur 5 patients présentant des dystrophies musesilairec des symptdomes variés (Hayashi et
al., 2009). Peu aprés, ces mémes mutations onnisEs en évidence chez 11 nouveaux
patients présentant une hypertrophie des musslessli une RMD, et de multiples anomalies
du myocarde (Rajab et al., 2010). Par la suitenalevelles mutations sur cavine-1 ont été
mises en évidences avec la méme variabilité phpiptg que celle observée pour les
mutations suCAV3 (Dwianingsih et al., 2010; Shastry et al., 201I0¢st important de noter
gue les patients mutés sur le géne codant pounedvprésentent également un phénotype

adipeux sévere, lié a I'absence de cavéoline-18(8f3).

Les mécanismes moléculaires impliqués dans le psose de dégénérescence
musculaire observé chez les patients présentantéiigence primaire pour le géne de la
cavéoline-3, ou secondaire consécutive a l'absedee cavine-1, sont multiples et
partiellement caractérisés. Pour toutes les munsiidentifies, la présence de cavéoline-3 au
niveau du sarcolemme est diminuée de maniére guastOr les cavéoles sont essentielles
dans le développement et le maintien de la streachembranaire du muscle squelettique. En

effet, I'analyse par microscopie électronique dadillons musculaires de patients présentant
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une LGMD-1C a révélé que I'absence de cavéolesvaaam du sarcolemme est associée a la
formation de larges vacuoles sous la membrane (Wiee al., 2002). Ces changements
structuraux ont été également reportés chez desnmprésentant une RMD. La diversité des
phénotypes observés chez les patients portant utegion sur CAV3 est probablement liée a

la multiplicité des voies de signalisation régulpas cavéoline-3 dans le muscle.
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3.3.Les lipodystrophies

Les lipodystrophies sont un groupe de maladiestggres hétérogenes caractérisées
par une lipoatrophie compléte, qui affecte tousdé@gbts adipeux, ou partielle qui conduit a
une redistribution anormale du tissu adipeux. Afimdentifier de nouvelles mutations, une
des approches consiste a tester chez 'lhomme des giont la délétion chez I'animal a pour
conséguence un phénotype comparable. Cette staégnduit a rechercher chez 'lhomme

des mutations sur les genes codant pour cavéol@igdur les cavines.

La lipodystrophie généralisée, ou lipodystrophiengénitale de Berardinelli-Seip
(BSCL), est une maladie autosomale récessive caractéerisée par I'absence quasi-totale de
tissu adipeux, avec pour conséquence une résiséaliosuline et une hypertriglycéridémie,
et par une hypertrophie musculaire. Dans 95% deslegéne impliqué est celui codant pour
TAGPAT2 (1-acylglycérol-3-phosphate-O-acyltransfée), une enzyme catalysant la
synthese d’acide phosphatidique, un intermédiasertiel pour la synthese des triglycérides
et des phospholipides (Agarwal et al., 2002). Le#sea genes mutés chez ces patients codent
pour la seipine (Magre et al., 2001), cavéolindim( et al., 2008), ou cavine-1 (Hayashi et
al., 2009). Une seule patiente atteinte de BSChoatozygote pour une mutation non-sens
surCAVla été identifiée a ce jour. Elle présente un ptygmosimilaire a celui décrit chez les
patients mutés pour AGPAT2 ou la seipine. Les d&pdipeux sous-cutanés et viscéraux sont
guasi absents chez cette patiente, avec pour aoerség) de trés faibles taux circulants de
leptine et d’adiponectine. Elle a également déevstoplurant I'enfance une résistance a
l'insuline sévere, un diabéete et une hypertriglid@&mnie. En revanche, malgré une absence de
cavéoles dans tous les tissus non musculaireg patiente ne présente pas de défauts du

systeme cardiovasculaire, ni de phénotype pulmenair

Les mutations hétérozygotes sGQAV1 conduisent a un phénotype plus modéré
puisque ces patients présentent une lipodystroppirtielle associée a une
hypertriglycéridémie (Cao et al., 2008). La premipatiente, porteuse d’'une mutation non-
sens produisant une protéine tronquée dans sa patierminale, est dépourvue de tissu
adipeux sous-cutané sur la partie supérieure dpscet le visage. Elle est résistante a
insuline mais pas diabétique. Le second patiesrtgpune mutation dans une région non
transcrite en 5’, avec un effet potentiel sur ldreade lecture qui n'a pas été démontré. La

lipoatrophie affecte uniquement les membres chgzatient, mais il présente néanmoins une
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résistance a I'insuline sévere et un diabete. @éaqtypes tres différents, et le faible nombre
de patients ne permet pas de conclure quant awségaances fonctionnelles de mutations

hétérozygotes suLAV1chez I'homme.

La mise en évidence de deux mutationsGAVINE-1lassociées a des phénotypes de
lipodystrophie généralisée est venue confirmer glioation des cavéoles dans ces
pathologies chez 'lhomme (Hayashi et al., 2009% @®téines mutées ne sont plus localisées
a la membrane plasmique et n’interagissent plug & caveéolines, ce qui conduit & une
diminution drastique de I'expression de cavéolingt-1du nombre de cavéoles. Le phénotype
de lipodystrophie généralisée est donc probablentiénty la déficience secondaire en
caveoline-1 chez ces patients. Il s’accompagne edluyperinsulinémie modérée et d’une
intolérance au glucose ou d'une hypertriglycériderauivant les patients. Ce phénotype
métabolique modéré, un trait commun aux autregmpatiprésentant des mutations sur le gene
de CAVINE-1(Dwianingsih et al., 2010b; Rajab et al., 2010; styaet al., 2010), apparait

surprenant compte-tenu de la résistance a l'insidévere observée chez les soGasine-1

(-1-).

L’ensemble de ces données illustre bien le rdleeorage la cavéoline-1 et des
cavéoles dans la fonction de stockage lipidiqud Awchez 'lhomme. La forte expression de
cavéoline-1 dans les adipocytes, sa localisatidouawdes gouttelettes lipidiques ainsi que
implication des caveéolines dans le métabolisnpédigue en font de bons candidats pour le
contrble de la capacité de stockage lipidique diysoaytes. Cette idée est appuyée par les
phénotypes adipeux associés a I'absence des moté@veéolaires aussi bien dans les modeles

de souris transgéniques que chez 'homme.
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PRESENTATION DU TRAVAIL

Dans des conditions de surcharge nutritionnellenme c’est le cas au cours de
l'obésité, le tissu adipeux ne parvient plus a lgtodes acides gras excédentaires ce qui
conduit & une accumulation ectopique de lipidessddiautres tissus. Ces lipides sont a
l'origine de phénomenes de lipotoxicité jouant @herdéterminant dans I'apparition des
complications métaboliques associées a I'obésitédhsxe contexte, il apparait important de
comprendre les mécanismes moléculaires qui limigmapacité de stockage maximale du

tissu adipeux.

Plusieurs arguments suggérent un réle importantaesolines dans la régulation et le
maintien de l'intégrité structurale des gouttekettpidiques. L’invalidation du gene de la
cavéoline-1 chez la souris conduit a la formatidandtissu adipeux atrophié, composeé
d’adipocytes de petite taille. De plus, ces som@garviennent pas a adapter leur capacité de
stockage lipidique lorsqu’elles sont soumises arégime hyperlipidique (Razani et al.,
2002a). Ce phénotype lipoatrophique est égalem&sept chez les sour{3avinl (-/-), en
lien avec la diminution drastique de I'expressi@nadvéoline-1 dans les adipocytes (Liu et
al., 2008). L'identification d’'une mutation nulleemozygote chez une patiente souffrant de
lipodystrophie a révélé que la perte d’expressiencdveéoline-1 se traduisait aussi chez
’homme par des défauts de stockage lipidique (Ktral., 2008). Par ailleurs, la cavéoline-1
se redistribue autour des gouttelettes lipidiquassddes adipocytes en culture suite a
I'addition de lipides exogenes (cholestérol, acigess) (Le Lay et al., 2006; Pol et al., 2005),
ainsi que dans des adipocytes matures (Blouin.,e2@D8), selon un processus s’apparentant
a I'endocytose cavéolaire. Enfin, 'absence de clwé-1 autour des gouttelettes lipidiques
adipocytaires induit des changements de leur coitnpoprotéique et lipidique (notamment
des phospholipides et du cholestérol) suggérant darréle déterminant des cavéolines dans
le remodelage de la monocouche phospholipidiqua dmuttelette lipidique (Blouin et al.,
2010; Le Lay et al., 2006). Ainsi, I'expansion de douttelette lipidigue consécutive au
stockage des lipides neutres nécessite un ajustggeemanent du ratio volume/surface qui

pourrait faire intervenir les protéines caveolines.

Caveéoline-1 est une protéine tres abondante datissle adipeux, du fait de sa tres
forte expression a la fois adipocytaire et endadhel Outre le phénotype métabolique, les
souris invalidées pour le ger@gavl présentent aussi des altérations du systeme aarscul

83



lites a des défauts de permeéabilité endothéliatbul®ert et al., 2002). La vascularisation
revét un caractére essentiel dans le contexte wadipkeu de stockage des réserves
énergeétiques sous forme de lipides. Ainsi, un défins I'apport de nutrimentga des
altérations de la perméabilité endothéliale pourréire a l'origine du phénotype

lipoatrophique.

La premiére partie de mon travail de these visétarthiner les réles respectifs de la
caveoline-1 adipocytaire et endothéliale dans Bajon du phénotype lipoatrophique
observé chez les sou@avl(-/-). Pour cela, nous avons mis a profit I'exigte du modeéle de
sourisCavlRC, qui ré-exprime cavéoline-1 spécifiquement daszellules endothéliales sur
un fond génétiqu€avl (-/-) (Yu et al., 2006a). Nous montrons que ndé&eloppement du
tissu adipeux, ni la taille adipocytaire ou endeedéfauts d’expression génique caractéerisant
le phénotype lipoatrophique des souigvl (-/-) ne sont restaurés chez les so@aw1RC.
L’'observation d’un phénotype lipoatrophique peesistdans le model€avl RC nous a
permis d’établir le réle majeur de la cavéolinedipacytaire dans le développement de ce
phénotype adipeux. De maniere intéressante, noossamis en évidence une infiltration
accrue de macrophages non inflammatoires danss$e t@dipeux des sour{Savl (-/-),
corrigée par la réexpression endothéliale de cangdl Ces données ont révélé I'implication
de la cavéoline-1 endothéliale dans la régulatienl’dfiltration macrophagique du tissu

adipeux. Ces résultats ont fait I'objet d’une podiion :

« Distinct roles of endothelial and adipocyte cawdin-1

in macrophage infiltration and adipose tissue metadlic activity »

Nolwenn Briand Soazig Le Lay, William C. Sessa, Pascal Fereiqdle Dugalil.
Diabetes. 2011 Feb; 60(2):448-53

Si les approches de perte de fonction indiquenirecteent que la présence de
caveoline-1 est nécessaire a un stockage lipidiguesct, aucune €étude n’a jusqu’a présent
évalué l'effet d’approches de gain de fonction. g&uit ainsi se demander si, a I'inverse des
modeéles de perte de fonction de cavéoline-1 quraemnt une lipodystrophie, une

surexpression de la cavéoline-1 permettrait d’augerda capacité de stockage lipidique et
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d’obtenir des adipocytes « super-sized », permetkatimiter les phénomenes de lipotoxicité

lies a 'accumulation ectopique d’acides gras déstres tissus.

Dans la deuxiéme partie de mon travail de théaeajhsi mise en place une stratégie
de gain de fonction par surexpression de cavédlieede ses protéines partenaires cavines
dans les adipocytes. Pour ce faire, nous avong@ghésieurs lignées adipocytaires 3T3-L1
surexprimant stablement les protéines de fusioré@ae-1-RFP (Cavl RFP), Cavine-1 GFP
et Cavine-3 GFP. La surexpression de chacune dprog&nes conduit a une augmentation
significative du nombre de cavéoles en lien avee sensibilité a linsuline accrue. Par
contre, seule la surexpression de cavéoline-1 tidddormation de gouttelettes lipidiques de
grande taille, suggérant que le réle de cavl dassolckage serait indépendant des structures
cavéolaires. Afin de confirmer ce résultat chenilizal, nous avons recours a un modele
d’adipogenesén vivo utilisant la propriété des lignées préadipocytaideformer un tissu
adipeuxde novolorsqu'elles sont injectées a des souris Nude tiksgs adipeux néoformeés
surexprimant Cavl RFP présentent des adipocytptudegrande taille que les tissus adipeux
contrbles, confirmant le role critique de cavéolinpour le stockage lipidique adipocytaine

Vivo.

Dans un second temps, nous avons cherché a ceactés mécanismes moléculaires
impliqués dans les effets de cavéoline-1 sur l'aaiggation de la taille des gouttelettes
lipidiques. Nous montrons que ni la lipogenesédatipolyse en réponse a une stimulation par
un agoniste adrénergique ne sont modifiées dangyteses surexprimant cavéoline-1 ou les
cavines. Bien que le nombre de cavéoles a la memlotas adipocytes 3T3-L1 soit augmenté
dans toutes les lignées surexprimantes (Cavl REANE1 GFP ou Cavine-3 GFP), seule la
surexpression de Cavl RFP permet d’accroitre lacitpde stockage lipidique adipocytaire.
Cette observation suggere que l'effet de la suesgion de cavéoline-1 serait indépendant
des structures cavéolaires. Les cavéolines seidenalen grande partie au niveau de la
membrane plasmique, cependant, la goutteletteidipédreprésente un pool non négligeable
de cavéolines dans I'adipocyte. La surexpressiomel’protéine de fusion Cavl-périlipine-
GFP, permettant un adressage spécifique de cagéblaux gouttelettes lipidiques dans des
adipocytes 3T3-L1, reproduit le phénotype de ladgCavl RFP, c’est a dire I'apparition de

gouttelettes de plus grande taille.

L’expansion des gouttelettes peut faire appel arguaécanismes : les processus de

fusion dépendants des protéines SNARES, partieiem@montrés, le transfert des lipides
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neutresvia des sites de contact genérés par la protéine FIR23ynthesen situ des
composants lipidiques de la GL et enfin les pracesse coalescence consécutifs a une
modification de la composition phospholipidique @&dss. Nous avons postulé que cavéoline-
1 modulait la croissance des GLs en régulant uoitipe partenaire impliquée dans un de ces
guatre mécanismes. Nous avons sélectionné deugimestcandidates localisées a la surface
des gouttelettes lipidiques, présentant de nombsesgquences consensus de liaison a
cavéoline-1 et impliquées dans la croissanmcesitu des gouttelettes lipidiques : la
diacylglycérol acyltransferase 2 (DGAT2) et la lghosphatidylcholine acyltransférase 3
(LPCATR3). L’activité des ces enzymes n’est pas @elilorsqu’elles sont co-exprimées avec
cavéoline-1 dans les cellules COS7, dépourvuesadéotes. La DGAT2 et la LPCAT3 ne
semblent donc pas impliquées dans les effets diotine-1 sur la croissance des gouttelettes
lipidiques.

La localisation des cavéolines dans l'adipocytesintien évidemment pas restreinte
aux GLs. En effet, les cavéolines sont présenteswaau de la membrane plasmique ou elles
organisent les structures cavéolaires, ainsi ques dies pools intracellulaires (notamment
dans I'appareil de Golgi et le réticulum endoplagm) qui constituent les lieux de synthése
et d’'organisation des oligomeres de cavéolinesteGatge distribution des cavéolines sous-
entend des roles possiblement divers, notammerstldanodulation de voies de signalisation

dans laquelle les cavéoles ont été formellemenligunges.

J'ai ainsi contribué a une étude visant a étudeemaniére globale les conséquences
de I'absence de cavéoline-1 sur le métabolismeoagipire. L'absence de cavéoline-1 dans
les adipocytes entraine de nombreux défauts d’exfme protéique, pas seulement restreints
au récepteur a linsuline, mais pour la plupars l@& une dégradation protéique accrue
indépendante du protéasome. En accord, nous mentooke induction du processus
d’autophagie en absence de cavéoline-1, révél&agaésence spécifique d’un marqueur des
autophagosomes (LC3-Il) dans des adipocytes deficipour la cavéoline-1 ainsi que la
présence de nombreux autophagosomes dans ledipsunade souri€avl(-/-) . En absence
de caveéoline, la signalisation insulinique ainsieqla réponse lipolytique (induite
normalement en cas de privation énergétique) stidtéas. L'adipocyte, incapable de
pourvoir a ses besoins énergétiques, pourrait diédencher un processus autophagique lui
permettant de contrecarrer cette privation éneaqgétiet qui pourrait ainsi participer a
I'établissement du phénotype lipoatrophique. Cesultéts ont fait I'objet d’'un article en

second auteur dans le journal Autophagy, présenéheexe |.
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Les cavéolines ont longtemps été considérées camégrssaires et suffisante pour la
formation des cavéoles. Depuis 2008, les décowvsrtecessives des protéines de la famille
cavine ont permis d’avancer dans la compréhens®nadstructure et des fonctions des

invaginations cavéolaires. Ces nouvelles donnéedagnl’objet d’une revue a laquelle jai
contribué, présentée en annexe Il.
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RESULTATS EXPERIMENTAUX |

ROLES DISTINCTS DE LA CAVEOLINE-1 DANS LES DIFFERERNS TYPES

CELLULAIRES QUI COMPOSENT LE TISSU ADIPEUX

ARTICLE 1

« Distinct roles of endothelial and adipocyte cavéia-1 in macrophage

infiltration and adipose tissue metabolic activity»

Nolwenn Briand Soazig Le Lay, William C. Sessa, Pascal Ferehdble Dugall

Diabetes. 2011 Feb; 60(2):448-53

BUT DU TRAVAIL

Le défaut d’expression de cavéoline-1 conduit Pphl@notype lipoatrophique sévere,
tant dans le modéle murin des souWiavl (-/-) que chez 'lhomme. Compte-tenu de la trés
forte expression de cavéoline-1 dans les adipomitéss cellules endothéliales, nous avons
voulu établir la contribution relative de ces deyges cellulaires dans I'établissement du
phénotype adipeux des soudavl (-/-). Pour cela, nous avons mis a profit I'existerdu
modéle murin Cavl RC (caveolin-1 reconstitutgd qui réexprime la cavéoline-1
spécifiguement au niveau de I'endothélium sur umdfgénétiqueCavl (-/-). Nous avons
donc comparé le développement du tissu adipeux @tolfil métabolique de souris contréles,
Cavl(-/-) etCavlRC.
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RESULTATS

La lipoatrophie des souriSav-1(-/-) se caractérise par une diminution des poids de
tissus adipeux inguinaux et péri-génitaux accomgagtiune réduction drastiqgue du diametre
adipocytaire mesuré sur des préparations d’adipsdgblés. Malgré ces défauts de stockage,
la morphologie et le développement du tissu adipgparaissent normales. Ces parametres
conservés chez les sou@avl RC sont le signe d’'un phénotype lipoatrophiquesig&ant
malgré la réexpression endothéliale de cavéolineelplus, I'analyse globale de I'expression
génique des adipocyt€3avl RC et contréles par microarrays» révele une diminution de
'expression des genes liés aux processus métaleslign général, plus particulierement au
métabolisme des lipides. L’ensemble de ces donm&es permet de conclure que le défaut de
stockage lipidique observé chez les animaux défisipour le géne de la cavéoline-1 résulte

de I'absence de cavéoline-1 au niveau des adipgacyte

Cette étude nous a également permis de mettreidenée un réle de la cavéoline-1
endothéliale dans linfiltration macrophagique dssti adipeux. En effet, un marquage
fluorescent des noyaux au DAPI, et des adipocytex ain anticorps dirigé contre la
périlipine-1, révéle un ratio noyaux/adipocytes raggté dans le tissu adipeux des souris
Cavl (-/-). Cela signifie que le tissu adipeux de ces animestxenrichi en cellules non
adipocytaires. Compte-tenu des données de laalitker qui décrivent une infiltration de
macrophages dans le tissu adipeux des patiente®b&ss aussi lipoatrophiques, nous avons
voulu tester la présence de macrophages dansleadipeux de ces souris. Des marquages
immunohistochimiques réalisés a l'aide de marquamsme Mac2 et F4/80, protéines
exprimées par les macrophages murins, ont confarpésence de macrophages dans le tissu
adipeux des souriCavl (-/-). De plus, l'analyse par RT-PCReyerse transcription
polymerase chain reactiprquantitative des génes spécifiques de I'état MNFo, IL-6,
MCP1) ou M2 (Mgll, Mrc2, Arginase 1) des macroplsagat montré le caractére non-
inflammatoire de ces macrophages infiltrés. La péession de cavéoline spécifiquement au
niveau de l'endothélium (souri€avl RC) normalise cette infiltration macrophagique
suggérant un réle critigue de I'expression enddlelde cavéoline-1 dans le contrdle de la

perméabilité vasculaire vis-a-vis des macrophages.
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Distincet Roles of Endothelial and Adipocyte Caveolin-1
in Macrophage Infiltration and Adipose Tissue

Metabolic Activity

Nolwenn Briand,! Sonzig Le La}',l William . 5{*5&&,3 Pascal Ferré,! and Isabelle Dugail

OBRIECTIVE—Defective cavenlin-1 expression 15 now recognized
as A canse of lipoatrophic diabetes in patients, due to primary
cavenlin gene mutations or secondary caveolin deficiency cansed
by FrEFoovin gene defects. The goal of this study was to estab-
lish the relative contribution of endothelial cells and adipocyites,
hoth highly expressing cavenlin-l to the lipoatrophic phenotype of
mice with glohal eapeclin-d gene invalidation (Cavl-ROL

RESEARCH DESIGN AND METHOINS—We compared adi
poee Hsme developrnent and metabolic phenotype of wild-bpe
(WT), lippatrophic Cav]-R(), and a mnrine model with specific
rescue of cavenlin-1 expression in endothelial cells [cavealin-1-
reconatitted [Cavl-RO]L

RESULTS—Defective adipose fissue development, reduced
adipoeyte size, and global akeration in adipose tissue gene
expression that characterize lipoatrophic caveolin-1 null mice
were #till observed in Cav 1RO, indicating a prominent role of
adipocyte-derived caveolinin ipoatrophy. We also ohserved that
Cavi-R{ adipose tissue contained an incressed proportion of
infiltrated macrophages compared with control mice, mnatly with
an altermate activation M2 phenaype. In contrast with defective
lipid storage and lipoatrophy, macrophage nfltration  was
nomalEed n Cavl-RO mice, pointing to caveolin-l-depe ndent
endothelium permeahility as the casing factor for adipose tissue
macrophage nfitration in this model.

CONCLUSIONS—This is the first report of a specific role for
adipocyte cavenlin expression in lipid storage. Unr stody also
shows that endotheliim caveolin criically participates in the
comtrol of macrophage extravasation from the blood into adiposs
tissue, therefore establishing distinet roles depending on topol
ogy of cavedolin expression in different cell types of adiposs
fisame. Dhabetes Gl:448—453, 2011

ipoatraphie dalwtes 1= provarcidy & resull of de-
fective mdipose ssue lipad storage resulting in
severe dyslipidemia and neulin reslstance. Mul-
Giple alterations can cause lpoatrophic diabetes,
ard rare ange gene defects have been identified i patients
(1) The recenl discovery of mutalions in the human
cavenlin-I gene in Berardinelli-Seip congenital lpodys-
Lrophy, and muolations in polvimerase T and franscripl re-
lease factor (PTRE/cavin causing secondary deficiency
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of caveolings and generalized lipodystrophy, brings inio
[ocus caveolin proteins in the pathogeny of lpoatrophic
diabebes in humans (2,3,

Caveolins form a conserved family of membrane-
gesociated proteins generated froom theee genes with Hissue-
specifie expression. Caveolin-l and -2 are coexpressed
amd mosly abundant in emndothelial cells, adipocytes, amd
type II prewnocytes, whereas caveolin-3 is restricted Lo
maiscle. A striking trait of caveolins = 10 mduce the for-
mation of caveolae, small (50=000 ) nwvaginated pils on
the: cell surface. Caveolae represent well-defined  nem-
brane suldomains with specific Lipid conposition closely
rielated to lipud ralts, coated with oligomernzed caveolins
ot iheir eyloplazmic face (47 1L s no longer accepied
that caveolins are the only specific proteins required for
caveolas fommation sinee an additional group of struc-
turally related proteins, called cavins, was recently iden-
Lifted (5=7% Despite this recent progress, predse roles of
caveolas sl remmain unclear, Funthermore, il s ool well
established whetlver caveolins can exert functions oulside
of caveolae.

Murine models with targeted gene nvalidation for
caveolin-1 and PTRFcavin are available, and almost pe-
capitulate the human phenotype, developing a lipoatrophic
syndrome with only residual fat at ngher ages, hyper-
lipidemia, and glucose intolerance (6.8). However, phe-
notype allerations o caveolin-! noll nmice appear more
severe than that observed in patients, since they chude
additional vascular abnormaliies. Exageeraied vasoular
relavation, related o increased endothelial mine oscide
synthase actvity, thal detenorates toward pulimonary
dyslunction and cardiac hyvperrophy has been described
in caveolin-I null mice {9,100, Noteworthy, all these al-
terations are rescued by cell-specifle re-expression of
caveolin-1 in endothelium, underdying a prominent role for
thiz protein in the physiology of emdothelial cells (11

The question of whether lipoatrophy could be related o
disrupted cmdothehal ambor adipocyle caveolin expres
sion iz presently unanswered, Adipooyies s owell as on-
dothelial cells highly express caveolin-I, sl a close
interconnection with vascolar network 15 of crocial -
portance for adipose fzsue metabolic functon, paricn-
Lardy nutrient storage, In this study, we took advantage of
a murine model with fssue-specific caveolin deficiency o
disgect the roles of caveolin in fat and endotheliom and
their respective contribution to the lpoatrophic phenoty pe
e in the tolal abeence of caveolin

We show thal a lack of caveolin in adipocyies Bul nol in
endothelial collz accouts for lpoatrophy. Interestingly,
we also observed thal endothelial caveolin regulate mac-
rophage nflraton and extravasaion of manne cells tnlo
mlipose tssue, thus unraveling distineel roles of endothe lial
andd adipocyte caveolins.,

dizbite= dishetessj oumals org
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BEESEARCH DESIGN AND METHODS

Al studies were conduched acoording to Fresuch: guidedines. Caveolin-]
reconsSted (CavI-RC) mioe (11) were geserate don the cavenline] B genetic
backgroamd {10). Mice were ldled =t 6 months of age by cendeal diske asian
Seruzn cytokines amd insafin were messured ming & millipex kit (Millpore)

Adgrose Sasies wore procesoed for immmohsnchemistry = desoribed
{121 Forimmamoldsiofluoressoemes, adipaose tissue seciions wene meubated m
anfigen retrieval solifion |Dako) axd perdigin anfibody {Progen) i FES 2%
FCZE and 1% BSA. Fluorescein isothiocyanate (FITCopugded guined pig an
tiwrly (Jxcksmlmmunoresarch) wes used sl slides were mountsd in
Fhioiroamoaumnd £ | Southe m T alech).

fdgrose and sroma-vascular Factions were solated = desribed pre
viesly {13). Briefly, fai deposs were digesied 0 Krehs-Ringer Dicarbonate
{pH T4) comadnng 1% BE3A and | mgml collsgenase A (Roche) After
trstion (180w mylon mesh ), adipocyte fireefion was washed twice in DMEM
HBCO, Ivitrogen ). Adipocyle diammelers vere meamired wang PerfectInage
10 [Clara Viskon)

Total RNA was extmoted from Foeen slipose tisoe by cosfum chlaride
oenin fugation and amabeed by real@me PCR using My ealiime themmal
oyolor | BieRad) with Mess green qPPCR kit (Ewogente o) s desserihad pra
viousdy {14 Mel curve analysss was ookt o check single prochcts, and
18 5 mRKA wa used for normalizfon

mRNA preper ations {six mic &2 noup) wene weed to obitaan labeled cRNAand
hyhadsed on Agilent microsr s st the Fune Gonal Genom ies Cente r of Zarich
{ETH. Zarich) Expression vahies were imgpromied inlo Gene spring 7.3 (Agilent
Teclmokybes)

Resvulls are presented 2= misms = 5E The data were statistically anaboed
by ANOVA or Student | test

BRESULTS

Caveolin rescoe i endothelbhuon does nol reverse
Lipoatrophy, I 2 ol known whether the lpoatrophac
phenotype deseribed in Cav1-KO mice (11, amd also found

A
WT

Cavl geEra — — =

Cavl=RC
Caﬂ -
Adipocytes  SWF
C BT
0 Caw1 KO
S00
160 g Cav=1 RC
= = 400
B 120 £
E £ 300
@ =
E et T 20017
3 £
o 40 —q00
o 0
Fad Fasted

FIz. 1. Topolegy of caveolin:] expresdon in WT mioe, CavEO, and Cavl-RC. A Wes tern blot aualysis of ¢

in human patienis with caveolin deficiency [2,5), can be
alleviated by endothelivom caveolin re-ex pression, I mourine
adipoese tEsue extracts, caveolin is expressed i both na-
ture adipocyie and endethelial containing stroma-veseolar
cell fractions, whereas 11 s fowd exchsively i the strona-
vascular fracton in emdothellumspecific Cavl-RC nce
(Fig. 1A Caveolin-1 distribuiion m adipose tssoee seclions
wuhicated Cavi labeling of both blood vessel endotlwelivam
and surrounding adipocyies in wild-type (WT) mace and
acomplete absence of sigmal in Cavi-KO adipose tissue. As
expected, Cavl labeling was restricted o blood vessels
and absent from adipocyies in CavI-RC (Fig. LB Blood
levels of glucose, insuling and free faty acids were nol
different between Cav KO and CavERC mdee (Fig, 1O, and
the theee groups of mice have comparable ody weight at
fimonths of age (data not shown), However, suboutaneous
andd perigendital fat in CavI-EO and Cav I-RC s drastically
decressed compared with controls, in both males and
females (Fig, 24 Poor adipose tissue development in
Cav -KO and Cav-RC i associated with a decreased size
of adipocytes on adipose tssoe sections (Fig, 25, con-
freed by divect measurement of adipocyte diameters aftor
collagenase digestion of fal pads (Fig. 200 Thus persistent
reduction of adipocyte Bt storage in Cav RO and Caw 1-KO
nace compared with WT controls bwdicates thal specific
endothelivm caveolin-! rescue 15 meffective 1o normaliee
alipose Ussee growth,

Lipoadrophic  phenotype i caveolin-1 null mice 1=
therefore linked to specific Eilore within adipocyles, To
furiher mvestigate adipoeyie funclion, we assess gobal

Cavi-KO

w4 A * W
=

w

E 14

o

o

210

E 0.8

o

&

= nlz

Fedd Fasied Fed

Ha- 1 asxcpr alter o odln g nase

digestion of adipose tisswe md Fractiomation secording to cell dmsity. SVYF aml foating alipecytes were consddered. Three e pendend cell

preparations are s hown, each obtained Prom slipose G of fonr poscled mice. Time vxposure is different for W {30 &) amd Cavl-BC samples
{5 min b Incomplete recovery of Cavl expression in Cavl RO SVF is likely becans e of the fact that in WT SVF, Cav] expression is mot restric ted oo
endothelial colls (macrophages, Abroblasis) 5 Dnosmen estaining of suboutaneouns inguinal adipose tissoe. Caveclin ] labeling was revealed with
a pebyclonal antibedy (BD Transducdon Laberatories L Seale bar is 20 g ©, capillary himen; Ad, adipocyte. ©: Glycemia, insulinemin, and free
fatty acids level were mspesesd in the postabs orptive state (Qod) or afler an ovemight st in Goonthe-old mice. In each group, 5=10 mice were
mrasiered, (A highquality digital representation of this Bgure i= availalsle o the online jseoe)
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ENDOTHELIAL V& ADIPOCYTE CAVEOLIN-1
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FIz. 2. Persistence of Hpoatmophic plesotypee in oy 1RO miee. A Adipose tssoe weights moperigon ital { dop ) nmd s eheutamneons (ol om) oations

in femmntheold neale and fensale mice. Bars re

i meeam vahies & SE, with at least eight individoal mice in cach groop WT mice were signifi

T

cantly different rom sther groups by ANOYA, P < L0L 8: Hemalun staining of subcutaneacus adipose tssae sections rom sex-matched G moenth
old miee. Seale bar is 20 pow Adipoc yie area quantification was performed using Imaged software. Vahoes are means £ SE obitamed from at least
fve different miee in each group. *Indicates o sigmdfeant difference (P < 008 ve, WT by Studend & test. ©: Measurements of isolated adipoeyie
dinmeters from secmatched Gomonthold mdee. The e of ot eas i 2000 individunl adipos ytes was determined from sealed images using Perfect
Imange 610 {Clara Vision software ). Each pht represents a distribotion of an i dividos] adipocy e popalaton in diameter classos. Ench distri bation
wns btaimed from poodkesd perigendtal aiipose Vs wes of three mice in each group. (A high-qality colr epresentation of this fgure s amilable in

the enline fesue )

changes In gene expression by macroarray experiments
on epididymal adipose ssoe of Cavl-EC and WT mice.
Classification of differentially expressed genes was based
o genar ontology (GO aniotaton using FunN ol soltware
(15% Relevant biological themes, annotating differentally
expressed genes, are indicated by signdficantly overrepre-
sented categornes rom the GO Blological Process ontolo-
gies {Supplementary Fig | oand Supplementary Table 1
The genes upreglated in Cavi-RC adipose tissue were
anrwstated mainky by funetional themes associated with the
cellular membrane and cell signaling (cdl surcface linked
receplor signal transduction, cell sihesion). Mol surpris-
ingly, these pathways connect to a wellestablished role of
caveolin as a general suppressor of signal transdection
More interestingly, downregulated genes were annotated
mestly by thermes related to intracellular metabelizsm siuech
as fransport, metabolic process, generation of precursor
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mwtabolites and energy, and carbohydrate and liped nowet-
abolic process, Thus caveolin absence in adipocyies 1=
shown here to profoundly affect gene expression toward
rediueed metabolic activity, which fits with the persistenee
of lipoatrophie phenotype i Cav I-RC mice.

Endoteliom caveolin deficiency promotes infiliration
of noninflammatery M2 macrophages in adipose
Limsne, Careful rspection of stologieal ages reviealed
that addiional clanges in cellular compesition of the ad-
ipose tssoe were also present in these mdee. DAPT and
perilipin staiping indicated increased nuclel-to-adipocytes
ralio specifically in totally deficient andmals {Cav RO and
nol in Cavl-EC or WT (Fig. 34). Becauwse macrophage in-
fliration i adipose dssue = now wellestablished s a
process related o changes in fat mass (12, 06), we sought
iy examine adipose tssue sections for macrophage
markers, PSS or Mac2 labeling revealed Few positive cells
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FIz. 3. Alwred cellalar composition of adipose dssue in Cav KO butnot Cav 1RO mice. Ingninal adipose tsspe sections of WT mice, Cay 1-KO, and
Cav]l-RC {ail least Bve mice@roup ) were labeked for nuclei with AP and for Hpid deoplet associated protein perilipin (A ) or with macrophage
surfnee markers (0. Batdos of DAPT pesitive noeled to perilipin pesitdve adipocytes am quuantified. Signifeant diffemeoees by Stoadent & test are

marbasd o * L (A high-quality digitnl re

i WT, reflecting the presence of a small proportion of
resident macrophages (Fig, 38). F4SD or Mac2 positive
cells inereased in CavI-KO, indicating thal caveolin-
deficient adipose tisse was infilteated by nacrophages, On
the contrary, specific endothelimon caveolin re-sxpression in
adipose zsue Dmdted macrophage presence with wdentical
FARD or MacZ staining between Cavi-RO and WT (Fig. 387
Therefore, these data suggest a critical role for endotlwelial
caveolin-1 i the control of adipose flissue macrophage
infiltr ation.

We also compared gene expression of macrophage
markers in adipose tissue of the three mice siralns
Emwl (F480) and cd68 expression increased threefold in
Cavl-KO adipose fissue in comparison witlh WT (Fig. 441
Both Emrl and cdfs mBENA expression are normalized in
Cavl-RC. All together, mENA expression and mmumo-
staimng confirm the noreasod presence of nacrophages
in adipose tssue of Cavl-EC mice, which can be re-
versed by specific re-expression of caveolin-1 in endothelal
oells,

Adlipose tssue = nommally hosting a small numlver of
resident macroplages, which display a reparative pheno-
type (M2 or alternative activation) (17}, characterized by
Ll expre e'-z-,inrl of proteins mplicated i tssue renodeling
as arginase-1 (Arp-1), mannose receptor C type 2 (Mre-2)
or macrophage galaciose MNacetyl-galaciosamine-specific
lectins (M- 1. Upon obesity, adipose lissee macrophage
ifiltration creases, and they switch 1o a proinfan-
meatory phenotype (ML or elassical activation) leading to
production of promflanmatory oviokines ke monoeyis

alisdretens cliathe e g onumiad s on g
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cliemoatiractant protein- £ Mep-0, tumor necrosis facior-e
(THF-w ), or inferleukin (ILF6 Relative mENA expression
(Fig. 48 and blood levels (Fig. 400 of macrophage mark-
ers defining MI and M2 states (Fig. 4E) indicated no
change for M1 markers in WT, CavI-K, and Cavi-RC,
whereas M2 markers were increased in Cavl-KO mdee
compared with WT and nonmalized by specific endothelial
caveolin reexpression (Cav-RCL A noticeable exception
1o this scheme = plasminogen activator inhibitor [ (PAL-L)
mENA and blood lewvels (Fig. 400, which remained ele-
vated in Cavl-KO and CavI-BC mice, possibly becanse
PAILL mRNA iz mainly expressed in mature adipocytes
{data not shown), both lacking caveaolin in Cavi-KO and
Cav1-RC mice. Altogether, these daln demonstrate thal
endothelivm caveolin-l specifically regulales exiravaza-
tion of macroplages o adipose Lssue.

DISCISSTON

We zhow here that defective adipese tssue growih and
Lipoatrophy in mdee with global caveolin gene invalidation
cannol be rescued by specific re-expression of caveolin in
endothelial cells. Among nudtiple alterations described so
far in caveolinadeficient mice, like cardiac and pulmonary
defects, Upoatrophy 2 the first phenotype that cannot be
ameliorated by endothelial caveolin rescee. Even a com-
plex phenolype such as progression of atherosclerosis,
potentially involving mteractions between muliple cell
lypes within the vessel wall, was recently shown 1o critd-
cally depend on endothelial caveolin expression ( 18) Thus
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Flz. 4. Macmphage marker analysic in WT mice, Cav]L KO, and Cavl-RC. A, B, and E: mENA were extracted from frosen individual perigendtal
miliprse tisspes (At loast fve mdiee in each group) and usod as templates for cDNA synthesis. mENA were meassursd by real time RTFPCR using
primers validated for POR efcien ey and single prodect amplification. For cach gene, mBNA Jevels were normalized to 185, amd vahoes obtained in
WT miece were set to Lo and B Civculating TLA, MOP- 1, and PAL-1 in fomonthoold mice were measered in serom (5-8 micef@roup . Statistically

signifieant differenees are indicated (5P < 00050

our present observation s the first evidence for a fune-
tional role of caveolin adipooyte, and not endothelial
caveolin in a metabolic phenotype

The reasons why adipocyies remain atrophic in the total
alsence of caveolin-l have not been related to overd
alterations in food intake, nuirient absorplion, or energy
expenditure (8190 They might be linked to global re-
duction in adipocyte metabolic activity revealed here by
gene expression defects in microarray analysis, Accord-
ingly, autophagic degradation was recently reporied in
caveolin-deficient adi pocytes (200, a8 well a8 compromizsed
lipid droplet growth amnd matration defects (210,

A second interesting finding 1= the implication of endo-
thelial caveolin in adipose tissue infiliration by macro-
phages, Indeed, it has been shown that both ranscellular
amd paracellular pathways, which participate in endothe-
lial barrier funciion, mplicate caveolins (9,22 237,
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Macrophage infiliration of adipose tssue 1= linked (o
obesity (12 16) and could play a major role in insulin re-
sistance through proinflanmamatory  cytokine  prodoction.
Previous roports show that macrophage polarity in obesity
iz mainly M1 proinflanumatory, wheress allernatively acti-
vabed M2 macrophages are usually found in lean (243 In
agrecment with a previous report on a different lipo-
dystrophic murine model (25, we show an inereased
number of macrophages in caveolin-l-deficient mice adi-
pose tssue mostly resembling a M2 state. In the com-
plex cascade leading to macrophage recruitment, rescue of
adipose tEswe mewrophage content in CavlRC, despite
persistent lipoairophy, suggests a regulatory role for endo-
thelivnm. In this context, endothelial caveolin-1 thus appears
& a new actor for macrophage entry into adipose tEsue.
Thiz highlights endothelim permeability a8 a potential
farget o control obesity-related macrophage infiliration.

dliahedtess dishetesgjoumal s org
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M BRIAND AND ASSOCIATES

Inconclusion, our present study identifies distinel roles
for caveolin-I, linked 1o is presence m different cell (ypes
within adipose tesee, Al pocyie-derived caveolin iz shown
herve to play a crucial role in lipid storage and global fal
cell funetion, whereas endothelivm-derived caveolin can
moddate tssue cell composition and  pacrophage -
filtration.
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DISCUSSION

Dans cette étude, nous montrons que la réexpredsicavéoline-1 spécifiquement au
niveau de I'endothélium ne permet pas de corrigghénotype lipoatrophique observé chez
les sourisgCav1(-/-). Parmi les nombreux phénotypes induits pattéficience en cavéoline-1,
comme les défauts cardiaques et pulmonaires, legbyige métabolique de ces animaux est
le seul a ne pas étre amélioré par la réexpressidonthéliale de cavéoline-1. Ces travaux
démontrent donc pour la premiere fois un réle flomectel de la cavéoline-1 adipocytaire, et
non endothéliale, dans le phénotype meétaboligueedeanimaux. Le défaut de stockage
lipidiqgue observé chez les soui®avl (-/-) ne résulte pas d'une diminution de la prise
alimentaire ou de I'absorption intestinale, ni dduthépense énergétique accrue. En revanche,
ce phénotype pourrait étre lié a une réductionajedu métabolisme adipocytaire, révélée ici
par des défauts d’expression génique dans les adgdes souri€avl RC. En accord,
nous avons récemment décrit un processus d’autaplaags les adipocytes déficients en
cavéoline-1 (Le Lay et al., 201r(nexe ) ainsi qu’un défaut de croissance et de maturation
des gouttelettes lipidiques en I'absence de cavedli(Blouin et al., 2010).

Une autre découverte majeure de cette étude cantanplication de la cavéoline-1
endothéliale dans la régulation de linfiltrationacnophagique du tissu adipeux (TA). Ce
processus d’infiltration a été largement décritcaurs de I'obésité, et pourrait jouer un role
dans la résistance a l'insuliné la production de cytokines pro-inflammatoires. Heteles
macrophages infiltrés au cours de I'obésité pr&sgmhajoritairement un phénotype M1 pro-
inflammatoire, tandis que des macrophages de typasdnt présent dans le TA des individus
non-obéses. En accord avec une étude précéderliséeéalans un autre modéle de
lipoatrophie murine (Herrero et al., 2010), nousnimans une infiltration accrue de
macrophages de type M2 dans le TA des sdbawl (-/-). Le fait que cette infiltration soit
corrigée chez les sourdavl RC, malgré une lipoatrophie persistante, soulijmgortance
de I'endothélium dans ce processus. La cavéoliapgarait donc comme un nouvel acteur
régulant I'entrée des macrophages dans le TA, @trgid constituer une cible pour le contréle

de l'infiltration macrophagique au cours de I'oliési

En conclusion, cette étude met en évidence les rdiincts de la cavéoline-1 en
fonction du type cellulaire dans lequel elle espremée au sein du tissu adipeux. La
cavéoline-1 adipocytaire joue un role crucial denstockage lipidique adipocytaire, tandis
gue la cavéoline-1 endothéliale peut moduler la pmsition cellulaire du tissu adipeux en
régulant l'infiltration des macrophages.
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RESULTATS EXPERIMENTAUX I

IMPLICATION DE LA CAVEOLINE-1 DANS LE CONTROLE DHA

CAPACITE DE STOCKAGE ADIPOCYTAIRE

BUT DU TRAVAIL

Si les approches de perte de fonction pour le ginéa cavéoline-1 ont clairement
démontré I'importance de cette protéine pour lentien de la capacité de stockage lipidique
adipocytaire, aucune étude n’a jusqu’a présentuévizffet d’approches de gain de fonction.
De telles approches avaient jusqu’ici été freingasla publication de Bauer et al. montrant
gue la surexpression endothéliale de cavéoline-fienmettait pas d’augmenter le nombre de
cavéoles dans un tissu déja trés riche comme lteétlom (Bauer et al., 2005). Ces travaux
suggéraient la présence de facteurs limitant agiiee la cavéoline dans la formation des

cavéoles, recemment identifiés comme les cavinas (gvue, (Briand et al., 2011agnfiexe

).

L’objectif de cette deuxieme partie de mon tradailthése est de rechercher la fonction
biologique que pourraient exercer les cavéolines neau du tissu adipeux, plus
spécifiguement en testant I'hypothese selon lagualsurexpression de cavéoline-1 (combinée
aux cavines) permettrait d’augmenter les capadééstockage adipocytaire et conduire a des
adipocytes «super-sized». Au niveau de I'organisme entier, I'expansion tthsu adipeux
limiterait la fuite des acides gras libres (retrésigénéralement au niveau du foie, muscle,
coeur...) et pourrait ainsi étre bénéfiqgue en termétaboliques en limitant les conséquences

pathologiques de cette « lipotoxicité ».

Pour ce faire, nous avons choisi de mettre en plaoe stratégie originale de
surexpression de cavéoline-1 et de ses protéimgsnpaes cavines dans les adipocytes afin
d’étudier le role de ces protéines dans les proesefisant la capacité maximale de stockage

lipidique adipocytaire.
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MATERIELS ET METHODES

Produits chimiques et anticorpd.’ensemble des produits chimiques, I'insuliree 3tisobutyl-
methyl-1-xanthine (IBMX), la dexaméthasone, l'isofgrénol, la puromycine et I'albumine
bovine sont fournis par Sigma-Aldrich. Les inhibite de protéase « Complete » proviennent
de Boehringer-Roche Diagnostics et I’hygromycindeBPAA. Les anticorps utilisés dans cette
étude proviennent de Cell Signaling (473SerPKB, PiBctin), BD biosciences (Cavéoline-
1), BD transduction Lab (Cavine-1), Santa Cruz {@&B8), Roche (GFP), Clontech (RFP) et
Progen (périlipine-1). Les anticorps secondaireigé&l contre la souris, le lapin, la chévre ou
le cochon dinde proviennent de Jackson ImmunoReked.aboratories. Lesnl1,2-
dioleoylglycerol (DAG), la 1,2- dilauroyl-snglycero-3-phosphocholine (LPC) et le
[14C]Oleoyl-CoA sont fournis par Avanti polar ligd

Culture cellulaire- Les préadipocytes 3T3-L1 et 3T3-F442A (offerts faDr J. Pairault,
Paris, France) sont cultivésDalbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM) a 4,5 g/L de
glucose, supplémenté de 10% de Sérum de Veau (SVilifférenciation adipocytaire des
3T3-L1 est induite par I'ajout d'IBMX (100uM), deedlaméthasone (0,25 puM) et d’insuline
(1pg/uL) pendant 2 jours. Les cellules sont ensuiiéivées en DMEM 4,5 g/L de glucose
supplémenté de 10% de Sérum de Veau Foetal (SVE3. céllules COS 7 sont cultivées en
DMEM 4,5 g/L de glucose supplémenté de 10% de SVF.

Génération des lignées stablelse- plasmide contenant la construction Cavl RFF algtenu

de L. Pelkmans (Tagawa et al., 2005), celui comte@avine-1/PTRF-GFP de R. Luetterforst
(Hill et al., 2008) et celui contenant Cavine-3/lBE8RGFP fourni par R.G Anderson
(McMahon et al., 2009). Ces constructions ont étésslonées dans des vecteurs rétroviraux
pBabe (Addgene) portant un gene de résistance putamycine (Cavl RFP) ou a
I’hygromycine B (Cavine-1 GFP et Cavine-3 GFP).qraduction de virus est obtenue par
co-transfection de ces constructions rétroviraleecaun plasmide codant la protéine
d’enveloppe du Virus de la Stomatite VésiculaireS@y dans des cellules amphotropiques
Phoenix gag-pol (obtenues Gary Nolan, Stanford &hsity). Les surnageants sont utilisés
pour infecter les préadipocytes 3T3-L1 ou 3T3-F443Aprésence de polybrene (4pg/ml).
Les fibroblastes sont ensuite sélectionnés en pecésd’antibiotique (puromycine 4ug/ml ou
hygromycine B 125ug/ml) puis les populations résigts aux antibiotiques sont différenciées
en adipocytes comme décrit précédemment. Pour ehagnée stable, une lignée contréle a
été générée simultanément.

Infection des 3T3-L1 par adénovirgd.a construction adénovirale exprimant caveéolireeété
sous-clonée dans le vecteur adénoviral pshuttle-QMyilent technologies) comme décrit
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préecédemment (He et al., 1998). Les virus sontienpooduits et amplifiés dans des cellules
293QBI, purifiés sur un gradient de chlorure deués puis stockés a -80°C. Les adipocytes
3T3-L1 sont infectés apres 4 jours de différencratdans un milieu DMEM sans sérum
pendant 2h, puis complémenté a 10% SVF pour la best milieux sont changés le lendemain
(DMEM 10% SVF) et les cellules sont utilisées 7phea I'infection

Injection des préadipocytes dans les souris Nudes-études menées sur les souris ont été
approuvees par le comité d’éthique « Charles Damwpour I'expérimentation animale (N°
saisine : Ce5/2011/015). Les souris athymiques /BaMude de 4 a 5 semaines ont été
obtenues de chez Charles River Laboratories puiergées au CEF (Centre d’exploration
fonctionnel du Centre de Recherche des Cordel@rsespectant un cycle jour/nuit, nourries
ad libitum A 6 semaines, les fibroblastes 3T3-F442A somicids en sous-cutané au niveau du
dos ou du sternum a raison de 3.t6llules par site. Aprés 4 semaines, 30% de sexsia
sont ajoutés a I'eau de boisson. Les souris satiapasiées a 14 semaines par dislocation
cervicale, et les tissus adipeux endogénes et maéfosont prélevés

Mesure des surfaces adipocytairekes surfaces adipocytaires sont mesurées sucalgses
histologiques de tissus adipeux, réalisées comrost gigecédemment (Briand et al., 2011b).
Sur chaque image, le nombre d’adipocytes est coaiptipporté a la surface totale de I'image.
Au moins 5 champs pris au hasard sont quantifiéeespondant a une moyenne de 200
adipocytes comptabilisés pour chaque tissu adipeux.

Isolation et mesure des gouttelettes lipidiquéss cellules sont rincées au PBS puis grattées
dans un tampon contenant 25mM de Tris pH 7,4, 100eMKCl, 1mM d’EDTA et 5mM
d’'EGTA. Les lysats cellulaires sont ensuite pladéss une enceinte hermétique et soumis a
une pression de 800 psi d’azote pendant 10 mn.écamdpression rapide induit une lyse des
cellules permettant de maintenir l'intégrité degamites, et particulierement des gouttelettes
lipidiques adipocytaires (Blouin et al., 2010). Cdguots des lysats obtenus sont préleves et
étalés sur une lame et au moins 5 images sontspaisanicroscope optique sur des champs
aléatoires. Les gouttelettes lipidiques isoléed smsurées a I'aide du logiciel Perfect Image
(Clara vision). Au moins 200 goulttelettes lipidigumnt été mesurées pour chaque préparation.
Les graphiques représentent le pourcentage deetgites lipidigues en fonction de leur
diametre en microns. La distribution est présestdes la forme d’'une moyenne + S.E.M pour
chaque classe de diameétre.

Microscopie confocale Les cellules COS7 ou les adipocytes 3T3-L1 sontivéd sur des
lamelles de verre. Aprés ringage au PBS 1X, ldsleslsont fixées dans du paraformaldéhyde
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4% (m/v) pendant 30 mn puis montées dans du mdieunontage contenant du Mowiol
(Calbiochem). Les lamelles sont observées au ndopesconfocal (Zeiss LSM 710).

Microscopie électronique kes adipocytes 3T3-L1 sont fixés dans du tampoondydate 0,1

M (pH 7.4) contenant 2,5% de glutaraldéhyde O,1Mdamt 1h & 4°C puis rincés trois fois a
température ambiante. Les cellules sont ensuitelbées dans le tampon cacodylate
additionné de 1% d’acide tanique pendant 45 mmpéeature ambiante. Les échantillons
sont post-fixés dans un tampon phosphate 0,1M, @¥®@4endant une heure a température
ambiante. Enfin, les échantillons sont déshydratéas des concentrations croissantes
d’éthanol, infiltrées de résine (Epon Araldite, Hwmdgd 812 embedded Kit,
Polysciences/Biovalley) et polymérisés a 60°C. ibetusions sont coupées en sections de 70
nm a l'aide d’'un microtome Leica UCT, placées ses dyrilles et marquées a l'acétate
d’'uranyle. Les images sont obtenues a 'aide d'igrascope électronique a transmission Jeol
100ClI équipé d’'une caméra digitale.

Immunodétection par Western-BletLes tissus adipeux ou les adipocytes 3T3-L1 bmdts
dans un volume approprié de tampon de lyse (50 mMpH 7,4, 0,27 M saccharose, 1 mM
Na-orthovanadate pH10, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 nMylycérophosphate, 50 mM
NaF, 5 mM pyrophosphate, 1% (w/v) Triton X-100, @4 (w/v) 2mecaptoéthanol, et
inhibiteurs de protéased)es lysats totaux sont centrifugés (15 000g, 4°@pat 10 mn) puis
stockés a -80°C jusgu’a utilisation. Les conceirat en protéines sont déterminées selon la
meéthode de Bradford (Bradford, 1976) avec l'albueniovine pour standard. Les échantillons
sont migrés en SDS/PAGE sur des gels de polyacigignransférés sur des membranes de
nitrocellulose (Amersham Biosciences), bloqués&thmpérature ambiante dans du tampon
TBS-T (50mM Tris-HCI pH 7.6, 150mM NaCl 0.1% (v/¥veen-20) additionné de 5% (m/v)
de lait écrémé et incubés avec les différents amnisc Les membranes de nitrocellulose sont
rincées 3 fois 5 mn dans le tampon TBS-T avantel’gtcubées avec I'anticorps secondaire
couplé a la peroxydase. Les signaux sont revéléshamiluminescence (Pierce-Perbio
Biotechnologies) par exposition sur des films aadavgraphiques (Kodak).

PCR quantitative en temps réel*analyse des expressions géniques par PCR quardien
temps réel a été réalisee comme décrit préecédem(Beiaind et al., 2011b). Le géne de
référence 36B4 est utilisé pour normaliser I'expi@s des génes d'intéréts.

Coloration a I'huile rouge- La coloration a I'huile rouge est effectuée das adipocytes 3T3-
L1 apres 10 jours de differenciation. Apres rincageP’BS 1X, les cellules sont fixées dans du
paraformaldéhyde 4% (m/v) pendant 1h puis incultles une solution d’ @il red O»
(Sigma) dilué dans lisopropanol pendant 2 h.
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Dosage des TriglycéridesLes adipocytes 3T3-L1 a 10 jours de différenaratsont lysés
dans du NaCl/y puis les lipides sont extraits selon la méthod8litgh et Dyer (BLIGH and
DYER, 1959). Les triglycérides totaux sont dosésl'@de dun kit commercial
(Triglycérides—TR210, Randox) avec la trioléine pstandard. Les valeurs obtenues sont

normalisées aux quantités de protéines.

Evaluation de la sensibilité a I'insuline Les adipocytes 3T3-L1 sont cultivés dans duemil
DMEM 4,5 g/l de glucose pendant 24h avant 'experée Les cellules sont ensuite incubées

en présence de 100 nM d’insuline pendant 10 mntal/éatre lysées.

Mesure de la capacité lipolytique Les adipocytes 3T3-L1 a 10 jours de différeticrasont
cultivés en présence ou en absence d’isoprotérEhdl M pendant 2 heures. La capacité
lipolytigue des cellules est évaluée de maniéréréntk par le dosage du glycérol dans les

milieux de culture a l'aide d’un kit commercial @krol - GY 105, Randox).

Mesure des activités enzymatiqued.es cellules COS 7 transfectées avec les plasnid
DGAT2, LPCAT3 et Cavl RFP sont lysées dans un tamjpeg 100mM NaCl 10 mM (pH
7,4) contenant un cocktail d’anti-protéases (Roche$ activités enzymatiques sont mesurées
en présence de 50 uM*C]Oleoyl-CoA et du substrat approprié c'est-a-@e® pM DAG
pour l'activité DGAT2 et 200 uM LPC pour la LPCAT®#&Ns un volume final de 200 ul de
tampon Tris-HCI 100 mM (pH 7,4), BSA délipidee 1mg/La réaction, initiée par I'ajout de
de lysat cellulaire (100pg de protéines), est séalia 37°C pendant 10 mn. La réaction est
stoppée par I'ajout de 300 ul de chloroforme/mébhdm2 (v/v) et les lipides sont extraits
selon la méthode de Bligh et Dyer (BLIGH and DYEB59). Les lipides neutres et les
phopholipides sont séparés par chromatographiecauche mince dans deux meélanges de
solvants successifs (CH3CI3/triethylamnie/éthamal/e(35/35/40/9) puis Isohexane/ethyl
acetate (5/1). Les plaques de silice sont ensuipmsges sur un film autoradiographique
(Kodak) pendant 48h. Les signaux correspondanteapeces lipidiques d’intérét sont grattés
sur les plaques de silice. Les échantillons sontamg&s au liquide de scintillation puis

comptés a l'aide d’'un compteur de radioactivité.

Analyse statistique Les résultats sont exprimés en moyenne * S.H.84. valeurs sont
examinées par une analyse de variance (ANOVA) owpdest t de Student. Les valeurs sont

considérées comme statistiquement différentes pp«0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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RESULTATS

Effets de la surexpression des protéines cavéolareur la capacité de stockage lipidique
des adipocytes 3T3-L1

A l'aide de vecteurs rétroviraux, nous avons ét&@blignées adipocytaires 3T3-L1
surexprimant stablement les protéines de fusionlQRivP, Cavine-1 GFP et Cavine-3 GFP.
Nous ne sommes pas parvenus a établir de clonegpsimant Cavine-2 apres sélection a
I’hygromycine. L'ensemble des résultats de valmfatdes lignées stables présentés ci-aprés

ont été obtenus sur au moins trois lignées géenétadifférenciées indépendamment.

Dans un premier temps, nous avons validé I'exppasdes transgenes dans les lignées
stables. Les protéines de fusion sont détectéastdille attendue par Western-Blot dans des
adipocytes 3T3-L1 difféerenciés, a l'aide d’'anticemirigés contre leur marqueur fluorescent
(figure 21A). Des images de microscopie confocale, réaliséedes adipocytes 3T3-L1 a 10
jours de différenciation, montrent une localisatioajoritairement membranaire des protéines
de fusion Cavine-1 GFP et Cavine-3 GFP, en acoged Bimplication de ces protéines dans la
formation des cavéoledidure 21B). La protéine Cavl RFP se localise également a la
membrane plasmique mais peut aussi étre observépivaau de pools intracellulaires,
notamment a la surface des gouttelettes lipidiquastte distribution observée pour les
différentes protéines de fusion est conforme a weaqété précédemment décrit dans la

littérature (Blouin et al., 2010; Hill et al., 2008cMahon et al., 2009).

Nous avons évalué la capacité de difféerenciation cés différentes lignées
adipocytaires tGbleau 2. L'expression des facteurs de transcription iouydis dans le
processus de différenciation adipocytaire comme RECAAT/enhancer-binding protein
a) et PPAR (peroxysome proliferator-activated receptedr ne varie pas entre les lignées.
En accord, les expressions géniques des protefP2stpérilipine-1, cibles de PPARne
sont pas modifiées dans ces lignées. Enfin, naassetvons pas de variations de I'expression
des enzymes de la lipogénése SCBtedroyl CoA desaturase let FAS fatty acid
synthasg ni du transporteur d’acides gras CD36. Ces desmit été confirmées au niveau
protéique pour FAS et CD36 (résultats non présgntésstockage lipidiqgue des adipocytes
3T3-L1 en culture repose sur leur capacité a syis#rédes acides gras a partir de substrats

glucidiques. La FAS étant I'enzyme clé régulanpaoecessus de lipogenese, nous pouvons
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Figure 21 : Validation des lignées stables Cavl RE-Eavine-1 GFP et Cavine-3 GFP

A - Immunodétection des protéines de fusion CavP RFavine-1 GFP et Cavine-3 GFP a l'aide
d’anticorps dirigés contre la RFP ou la GFP. B ocdlisation des protéines de fusion dans les
adipocytes 3T3-L1 a 10 jours de différenciationhéle : 10 um.
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conclure que la capacité a synthétiser les acides @st eéquivalente dans les lignées Cavl
RFP, Cavine-1 GFP et Cavine-3 GFP.

Cavl RFP Cavinl GFP Cavin3 GFP
PPARy 1,11 + 0,07 0,97 +0,49 0,86 + 0,09
CEBPB 1,26 £ 0,29 1,03 +0,46 0,99+0,16
aP2 0,69+0,16 1,00 + 0,32 1,09 £ 0,04
Perilipin 1 1,02+0,10 1,17 + 0,66 1,08 £0,40
FAS 1,13+0,28 1,15+0,48 0,64 +0,16
SCD1 1,27 +0,24 1,32 +0,54 0,90 + 0,63
CD36 0,65+0,17 1,48 £0,32 0,83+0,12

Tableau 2 : Expression de marqueurs de la différemation adipocytaire dans les 3T3 L1
surexprimant Cavl RFP, Cavine-1 GFP et Cavine-3 GFP

Aprés normalisation par rapport au gene de mén&dgl,3les expressions géniques de
chaque lignée sont exprimées par rapport a celleudecontrdle arbitrairement fixé a 1. Les
résultats ont été obtenus sur au moins 3 lignéasréés et différenciées indépendamment et
sont présentés en moyenne + S.E.M.

Compte-tenu de l'interdépendance des cavéolinakegtcavines pour leurs niveaux
d’expression protéique, nous avons évalué I'impadia surexpression de Cavl RFP, Cavine-
1 GFP et Cavine-3 GFP sur les niveaux d’expressiotiogéne des autres protéines de
structure des cavéolefigure 22A). Dans les lignées adipocytaires 3T3-L1 Cavl REP e
Cavine-3 GFP, les expressions endogénes des aaa®eli des cavines ne sont pas modifiées.
En revanche, dans la lignée 3T3-L1 Cavine-1 GFRpfession protéique de cavéoline-1 est
doublée, tandis que celle de Cavine-3 est rédwtemaitie. Afin de déterminer si ces
variations dans l'expression protéique sont la éguence de régulations au niveau
transcriptionnel, nous avons mesuré les niveauxpadéssion génigue des cavéolines et des
autres cavines par RT-PCR quantitative dans lgsoagies 3T3-L1 cavine-1 GFRigure
22B). L’expression génique de caveéoline-1 est augneedéemaniere significative dans cette
lignée, confirmant une régulation de cavéoline-t gavine-1. De plus, I'expression de
cavine-2 est également augmentée dans les adipdCgigne-1 GFP comparé aux adipocytes
3T3-L1 contrdles. En revanche, I'expression génidgi€avine-3 ne varie pas, ce qui suggere
gue la diminution de I'expression protéique de wes3 résulte d’'un défaut de stabilité de
cette protéine dans la lignée surexprimant Cavi@~R. Ces modulations de I'expression des
protéines endogenes dans les adipocytes 3T3-L1n€dviGFP pourraient modifier les
niveaux d’expressions relatifs des cavéolines et davines. Dans les lignées 3T3-L1

contrbles, cavéoline-1 est la protéine cavéolaingllis fortement exprimée, caveéoline-2 et les
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cavines -1 et -2 présentent des niveaux d’expressimparables, tandis que cavine-3 est la
protéine cavéolaire la moins expriméere 22C). Les variations dans I'expression des
cavéolines et des cavines induites par la suresioresde cavine-1 ne modifient pas les

hiérarchies d’expression de ces protéines daredipscytes 3T3-L1 Cavine-1 GFP.
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Figure 22 : Expression des protéines cavéolairesmales lignées stables

A - Expression protéique relative des protéinesokaires endogenes dans les lignées Cavl
RFP, Cavine-1 GFP et Cavine-3 GFP comparées a temtsdles. B - Expression genique
relative des cavéolines et des cavines dans ladigavine-1 GFP. C - Niveaux d’expression
des ARNm codant pour les protéines cavéolaire anlggnées 3T3-L1 contrbles et Cavine-1
GFP. Ces résultats ont été obtenus sur au moingnéeks générées et différenciées
indépendamment.
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Figure 23 : Augmentation de la densité des cavéoldans les adipocytes 3T3-L1 surexprimant
les protéines cavéolaires

A - Images de microscopie électronique illustrantarte densité de cavéoles dans un adipocyte murin
et un adipocyte 3T3-L1 (panneau gauche). Quariificade la densité cavéolaire, c'est-a-dire du
nombre de cavéoles par micrométre de membrane iglasneffectuée sur des images de microscopie
électronique (panneau droit). B - Quantificatianrdveau de phosphorylation de PKB en réponse a
100nM d’insuline, réalisée a partir de 3 expérisrioedépendantes.
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Afin de déterminer I'impact de la surexpression gestéines caveolaires sur le
nombre de cavéoles dans les adipocytes 3T3-L1, amouss quantifié le nombre de cavéoles
par micrometre de membrane plasmique sur des ing@mesicroscopie électroniquégure
23A). Dans les lignées 3T3-L1 controles, la densiteaecoles est équivalente a celle d’'un
adipocyte murin. Dans les lignées 3T3-L1 Cavl RERyine-1 GFP et Cavine-3 GFP, le
nombre de cavéoles est augmenté de maniere saniic En effet, dans ces lignées
adipocytaires, la densité de cavéoles a la memlpksmique est comparable a ce qui peut
étre observée dans les cellules endothéliales, aghelaire le plus riche en cavéoles. En
accord avec les données de la littérature qui d&ariun role positif des cavéoles sur la
signalisation insulinique, la phosphorylation dé’kB sur la sérine473 en réponse a une dose
maximale d’insuline est augmentée dans les ligegesxprimant les protéines cavéolaires par

rapport aux lignées controleiglure 23B).
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Nous avons émis I'hypothése selon laquelle unexpoession de cavéoline-1 dans les
adipocytes 3T3-L1 permettrait d’augmenter la capade stockage lipidique de ces cellules.
La coloration a I'huile rouge (ORO) des lipides ties permet d’observer des gouttelettes
lipidiques (GLs) de plus grande taille dans lepadytes surexprimant Cavl RFP, mais pas
dans les lignées Cavine-1 GFP et Cavine-3 GiikRuré 24A). Afin de confirmer cette
observation réalisée sur des cellules intactegd$ixaous avons mesuré les diametres de GLs
isolées a partir de plusieurs préparations cefkesaiLes résultats, exprimés en proportion de
GLs mesurées en fonction de leur diametre, montreatdistribution gaussienne des tailles
de gouttelettes lipidiquedigure 24B). Ces distributions se superposent pour les diffi&s
lignées 3T3-L1 contrOles, et les lignées CavineAPGet Cavine-3 GFP. Dans la lignée
surexprimant Cavl RFP, la courbe de distributiontdéles de GLs est plus large, et décalée
vers la droite c'est-a-dire vers les GLs de plamdrdiamétre. De ce fait, le diametre moyen
des GLs est significativement augmenté dans la&égdavl RFP (8,87 um) par rapport a la
lignée contréle (5,03 pm)figure 24C). En terme de capacité stockage lipidique,
'augmentation de la taille des gouttelettes ligidis se traduit par une augmentation sensible,
mais non significative, du contenu en triglycériagkss adipocytes 3T3-L1 Cavl RFP par
rapport aux adipocytes controlefiggre 24D). Nous observons également un contenu en
triglycérides plus important dans la lignée comtréés 3T3-L1 Cavl RFP que dans les autres
lignées contrdles. Ceci peut s’expliquer par desatians dans la capacité différenciation,
probablement liées a la sélection plus rapide teges résistants a la puromycine par rapport
aux clones sélectionnés a l'aide d’hygromycine.nAdie nous affranchir de ces variations
dans I'état de différenciation des adipocytes, remens surexprimé cavéoline-1 a 'aide d’un
vecteur adénoviral dans des adipocytes 3T3-L1 @uisjde différenciation. Les adipocytes
sont infectés par un adénovirus exprimant cavédlinees adipocytes contrbles sont infectés
par un adénovirus codant la protéine GFP seulguc@ermet d’évaluer le taux d’infection
entre 60% et 80 %. Cette infection permet de doubl@iveau d’expression de cavéoline-1
dans les adipocytes 3T3-L1 différencifgyre 24E). Les gouttelettes lipidiqgues sont isolées
et mesurées 4 jours aprés linfection. La surexgioes de caveéoline-1 induit bien un
déplacement de la courbe de distribution des GLsles plus grands diametréig(re 24G),
ce qui se traduit par une augmentation signifieatiu diametre moyen des Gligy(re 24F).

La surexpression de cavéoline-1 seule (non cowpkREP), dans des adipocytes 3T3-L1 déja
différenciés, permet bien d’augmenter la taille dgmittelettes lipidiques. L'effet d’'une
surexpression adénovirale dans des adipocytesldfg§éenciés exclut que I'accroissement de

la taille des GLs observé résulte d'un effet sudifBérenciation adipocytaire.
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Figure 24 : La surexpression de caveoline-1 induia formation de gouttelettes lipidiques de
grands diametres

A - Coloration a l'huile rouge des gouttelettesidiques (GL) dans les lignées contrbles et
surexprimant Cavl RFP, Cavine-1 GFP et Cavine-3.®~PMesures des GLs isolées a partir de ces
mémes lignées. Les résultats sont présentés emembage en fonction du diamétre mesuré. C -
Diamétre moyen des GLs isolées a partir de chaignéd stable. D - Contenu en triglycérides des
lignées stables, normalisé aux protéines, a 10sjaler différenciation. E - Immunodétection de
cavéoline-1 dans des adipocytes 3T3-L1 infectésymamdénovirus contréle (Ad Null GFP) ou
exprimant cavéoline-1 (Ad Cavl). F - Diametre adigiaire moyen des GLs isolées a partir
d’adipocytes 3T3-L1 Ad Null GFP et 3T3-L1 Ad Ca\a.- Mesures des GLs isolées a partir de 3T3-
L1 Ad Null GFP ou Ad Cavl.
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Afin de confirmer ces résultais vivo, nous avons utilisé la propriété des lignées pre-
adipocytaires 3T3-F442A de former un tissu adipgennovolorsqu'elles sont injectées a des
souris Nude (Mandrup et al., 1997). Nous avons dgénéré des lignées 3T3-F442A
surexprimant stablement Cavl RFP et Cavine-1 GHR. fibroblastes 3T3-F442A sont
injectés a des souris agees de 6 semafiiesd 25A). Les souris Nude utilisées étant sur un
fond génétique balb/c, résistant au régime gra& 86 saccharose (m/v) sont ajoutés a I'eau
de boisson afin de déséquilibrer la balance éngrgget ainsi favoriser le stockage lipidique
adipocytaire. L’injection sous-cutanée de 30 miliiade fibroblastes au niveau du dos ou du
sternum des souris permet dobtenir un tissu adipagoformé bien différencié et
parfaitement individualisé des tissus adipeux eadeg figure 25B, panneau de droite). Le
poids des tissus adipeux contrdles néoformés estiee 22,4 et 108 mg et représente donc
une proportion significative (entre 12,4 % a 35%3espectivement) de la masse adipeuse
totale des souris injectée$apleau 3. Par ailleurs, il n'existe pas de corrélationrenie
poids des tissus adipeux contrdles néoformés stiface moyenne des adipocytes mesurée
sur des coupes histologiques. Les diameétres mayensdipocytes néoformés (4656 + 1081
pnm?2) sont du méme ordre de grandeur ceux des adgzoendogenes (3624 + 806 pum3).
Chez une méme souris, des adipocytes controles dsuibroblastes 3T3-F442A injectés
dorsalement ou ventralement présentent des surtdipscytaires moyennes équivalentes
(figure 25B). Nous avons donc comparé les tailles des adipsaydntréles et surexprimant
Cavl RFP ou Cavine-1 GFP injectés chez une mémessbine analyse par Western-Blot a
permis de confirmer I'expression des protéinesud#oh dans les tissus adipeux néoformés
(figure 25C). La surexpression de Cavine-1 n'a pas d'impactlswsurface moyenne des
adipocytes mesurée sur des coupes histologidigesdq 25E). En revanche, la surexpression
de Cavl RFP permet d’augmenter significativemerttide des adipocytes dans les tissus
adipeux néoformés chez 6 souris sur 7 injectéésdans plus de 85% des cas. Ces résultats

confirment le rdle critique de cavéoline-1 danstteckage lipidique adipocytaine vivo.

Nude mouse N° 1 2 3 4 5 6

Body weight (g) 259 298 255 286 258 243
Endogenous Subcutaneous (mg) 207 367 254 345 230 251
adipose tissue | perigenital (mg) 304 457 219 418 247 242

Neoformed Dorsal (mg) 50 47 61 22,4 49,1 68
adipose tissue | siernal (mg) 77 66 108 751 418 89
Neoformed / Endogenous (%) 2485 13,71 3573 12,78 19,06 31,85

Tableau 3 : Poids des tissus adipeux endogenes ébformés chez les souris Nude
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Figure 25 : Surexpression de Cavl RFP et Cavine-1RP chez la souris Nude

A - Schéma décrivant le protocole utilisé pour éamération des tissus adipeux néoformés. B - Mesure
des aires adipocytaires moyennes en fonction dédalisation du pannicule adipeux, suite a
I'injection de fibroblastes 3T3-F442A contrbles mireau du sternum et du dos d’un méme animal
(panneau gauche). Morphologie des pannicules axlipéaformés suite a l'injection de fibroblastes
3T3-F442A en sous-cutané (panneau droit). C - Inodétection de protéines de fusion cavl RFP et
Cavine-1 GFP a l'aide d'anticorps dirigés contremarqueur fluorescent sur des lysats de tissus
adipeux néoformés. D - Aires adipocytaires moyenthes tissus adipeux néoformés contrbles et
surexprimant Cavl RFP ou Cavine-1 GFP (panneauhgau€oupes de tissus adipeux réalisées a
partir de tissu adipeux néoformé contrdle ou suimgnt Cavl RFP (panneau droit).
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Dans le but d’évaluer I'impact d’'une surexpressiencavéoline-1 sur la capacité de
stockage lipidique d’'un individu entier, nous avorsulu générer un modeéle de souris
transgénique surexprimant caveéoline-1 sous contidlgpromoteur aP2 spécifique du tissu
adipeux. Nous avons sSupposé que cette surexpreg@onettrait une expansion plus
importante du tissu adipeux en réponse a un régras, avec des effets bénéfiques sur
'ensemble des parameétres métaboliques. Nous agbtenu 4 animaux fondateurs ayant
intégré le transgene aP2-Cavl. Cependant, nouonmsapas pu mettre en évidence de
surexpression suffisante de cavéoline-1 dans e @slipeux de ces animaux, probablement

en raison de la tres forte expression endogenawmbne-1 dans ce tissu.
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Mécanismes moléculaires impliqués dans les effete th cavéoline-1 sur I'expansion des

gouttelettes lipidiques

1. L’'accroissement des gouttelettes lipidigues neli@guas d’'une modification de la

capacité a mobiliser les lipides dans la lignée-BIXavl RFP

Une modification dans la capacité lipolytique deBpacytes 3T3-L1 Cavl RFP
pourrait expliquer I'augmentation de la taille dgsuttelettes lipidiques. En effet, la
cavéoline-1 a la capacité de former un complexe &vaous-unité catalytique de la PKA et
la périlipine-1 (Razani et al., 1999; Razani andahti, 2001). Cette interaction est perdue
dans les adipocyte€avl (-/-) ce qui conduit & une altération de la réponse yipple
(Cohen et al., 2004). Cependant, une publicati@ente montre au contraire une lipolyse
accrue dans les adipocytes déficients en cavédliideshulam et al., 2011). Dans les lignées
stables, nous avons mesuré la lipolyse induitaipagoniste des réceptefiradrénergiques,
l'isoprotérénol. La surexpression des protéinetudmn Cavl RFP, Cavine-1 GFP et Cavine-
3 GFP n’induit pas de modification de la capadpeélitique des adipocytes 3T3-Liigure
26A). D’'autre part, I'expression de la périlipine-1uigoue au niveau de la gouttelette
lipidique un réle protecteur vis-a-vis des lipasgsst pas modifiée dans ces lignéfgufe
26B). Une diminution de la mobilisation des lipides permet donc pas d’expliquer le
phénotype des adipocytes 3T3-L1 Cavl RFP.
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Figure 26 : Mobilisation des lipides dans les ligres stables

A - Réponse lipolytique des adipocytes 3T3-L1 ddles, Cavl RFP, Cavine-1 GFP et

Cavine-3 GFP évaluée par dosage du glycérol damsileeux de culture. Les valeurs de

3 expériences indépendantes sont normalisées pportaau contenu en protéine des
cellules et exprimées en unités arbitraires. Bmimodétection de la périlipine-1 sur des
lysats d’adipocytes dans les lignées stables3-hatin est présentée comme contréle de
dépot.
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2. Détermination du pool cellulaire de cavéoline-1 liogpé dans ses effets sur

I'accroissement des gouttelettes lipidigues

Dans la lignée adipocytaire 3T3-L1, la surexpresgies protéines de fusion Cavl
RFP, Cavine-1 GFP et Cavine-3 GFP a pour conségueme augmentation de la densité des
cavéoles a la membrane plasmique. En revanchee $ausurexpression de cavéoline-1
permet d’augmenter la capacité de stockage lipeligps adipocytes aussi bienvitro qu’in
vivo. Ces données suggerent donc que le role de cagéblidans la croissance des
gouttelettes lipidiques serait indépendant destitras cavéolaires. En dehors des cavéoles,
la cavéoline-1 peut étre localisée dans différgraels intracellulaires. En particulier, la
gouttelette lipidique constitue un pool importarg cdavéolines dans les adipocytes. Nous
avons donc voulu tester si une surexpression déotiae-1 uniqguement au niveau des GLs
permettait de reproduire le phénotype des adipo8yig-L1 Cavl RFP. En I'absence de
séquence consensus identifiée permettant d’adrdsseprotéines a la gouttelette lipidique,
nous avons choisi de surexprimer la cavéoline-Xusion avec une protéine de la GL, la
périlipine-1 figure 27A). Nous avons donc généré a laide d’un vecteurovétl une
nouvelle lignée adipocytaire surexprimant la prueéde fusion Cavl-Péri-GFP, ou « Péri »
désigne une portion centrale de la périlipine-1ltenant les 3 domaines hydrophobes requis
pour sa localisation a la surface des GLs. En |gdeahous avons généré une lignée contrle
surexprimant la protéine de fusion Péri-GFP. L'esgsion endogene des protéines périlipine-
1 et cavéoline-1 reste identique dans ces deuXdigrstablesfigure 27B). Les images de
microscopie confocale confirment la localisatiogafique des protéines de fusion Péri-GFP
et Cavl-Péri-GFP a la surface des gouttelettedidipes figure 27C). Nous avons isolé des
gouttelettes lipidiques a partir de ces deux lignaéipocytaires, et plusieurs images de ces
préparations ont été prises afin de mesurer lesétias des GLs. Ces mesures, présentées ici
en fréquence en fonction du diamétre, font apparaiih second pic dans la lignée 3T3-L1
Cav1l-Péri-GFP, mais pas dans la lignée Péri-GHPesimondant a une seconde population de
gouttelettes lipidiques de grands diameétres (ehel2 um)figure 27D). La surexpression
de cavéoline-1 spécifiguement a la GL permet doaccdoitre la taille des gouttelettes
lipidiques. Ces résultats nous permettent de comctjue I'expansion des gouttelettes
lipidique observée en réponse a une surexpressiorcagéoline-1 repose une fonction

spécifique de caveéoline-1 a la surface de ces dggan
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Figure 27 : Surexpression de cavéoline-1 spécifigument a la gouttelette lipidique

A - Schéma des protéines de fusion Péri-GFP et -@aviiGFP. B - Expression endogene de
la périlipine-1 et de la cavéoline-1. C - Images rdieroscopie confocale montrant la
localisation des protéines de fusion Péri-GFP etlcReri-GFP au niveau des gouttelettes
lipidiques dans des adipocytes 3T3-L1. Echelleund. D - Distribution des diamétres des
gouttelettes lipidiques isolées a partir des lign&E3-L1 Péri-GFP et Cavl-Péri-GFP.
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3. Recherche de partenaires potentiels de cavéolink houttelette lipidigue

La cavéoline-1 localisée en dehors des caveéolesecom sa capacité a interagir avec
de nombreuses protéines et a les réguler. Afineddearcher un partenaire potentiel de
cavéoline-1 a la surface des gouttelettes lipidigqumus avons choisi d’utiliser le modéle
cellulaire COS7. En effet, la cavine-1 n’est paprerée dans ces cellulefiglire 28A)
excluant la possibilité de ces cellules a formes clevéoles méme en présence de caveéoline.
De plus, en présence d’acide oléique, la protémdudion Cavl RFP transfectée dans ces
cellules se localise exclusivement a la surfacegoestelettes lipidiques. En effet, on observe
une colocalisation entre Cavl RFP et la protéindud®mn ADRP-GFP lorsque ces deux
constructions sont co-transfectées dans les celldl@S7 figure 28B). Enfin, nous avons
mesuré les diametres de ces gouttelettes lipidiqpess les avoir isolées selon la méme
méthodologie que pour les adipocytes 3T3-L1. Damsmodele cellulaire COS7, la
surexpression de Cavl RFP ne modifie pas la bligion des diamétres des GLs isolées
(figure 28C). Le partenaire potentiel de cavéoline-1 a la @bette lipidique n’est donc pas

exprimé dans ces cellules.

A ce jour, quatre mécanismes distincts permettantrbissance des gouttelettes
lipidiques ont été décrits (cf. 8§ 1.2.2.3). La @usdes GLs apparait comme un événement trés
rarement observé (Murphy et al., 2010). En revangiesieurs équipes ont décrit un
mécanisme de croissance des Ghssitu lié a la présence d'enzymes de synthése des
triglycérides, comme la DGAT2 (Kuerschner et a00&), et d’enzymes de synthése ou de
conversion des phospholipides a la surface des(kilahmer et al., 2011; Moessinger et al.,
2011). Par ailleurs, des variations dans la contiposphospholipidique de la membrane des
GLs peuvent altérer ses propriétés surfactantamst favoriser leur coalescence (Fei et al.,
2011). Enfin, un mécanisme de transfert de lipdigsendant de la protéine FSP7 & I'origine
de sites de contacts entre des GLs a été récenadenit (Gong et al., 2011).
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Figure 28 : Validation du modele cellulaire COS7 por la recherche de partenaires
potentiels de cavéoline-1 a la gouttelette lipidicg

A - Immunodétection de la cavéoline-1 et de lamwesd dans des adipocytes 3T3-L1 et des
cellules COS7. B - Colocalisation en microscopiafoocale des protéines de fusion Cavl
RFP et ADRP-GFP a la surface des gouttelettes ldan=llules COS7 cultivées en présence
de 100 uM d’acide oléique couplé a la BSA. Echebeum. C - Distribution des diamétres
des gouttelettes lipidiques dans des cellules Cte8isfectées par Cavl RFP ou un vecteur
vide.
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Afin d’identifier des partenaires potentiels de @ahne-1 a la surface de la gouttelette
lipidique pouvant moduler ces mécanismes d’acoeaient des GLs, nous avons recheiché
silico les protéines présentant une ou plusieurs ségsi@arsensus de liaison a cavéoline-1.
Parmi ces protéines, deux sont localisées a lacide la gouttelette lipidique et pourraient
étre impliquées dans les effets de caveéoline-llasuwroissance des gouttelettes lipidiques
(figure 29A). D’'une part, la DGAT2, enzyme de la voie de bidbgse des triglycérides, a
été détectée a la surface des gouttelettes lipdigkiuerschner et al., 2008). D’autre part, la
LPCATS, qui catalyse la synthese de phosphatidyiltbdPC), est potentiellement localisée a
la surface des gouttelettes lipidiques par analagex les LPCAT1 et LPCAT2 (Moessinger
et al.,, 2011). Les cellules COS7 ont été transéscévec des plasmides codant pour DGAT2
ou LPCAT3 en absence ou en présence de Cavl RBEtiMité des enzymes DGAT2 et
LPCAT3 & été mesurée sur des lysats cellulaireprésence de’{C]-oleoyl-CoA et du
substrat approprié. Comme attendu, [lincorporatidioléate radiomarqué dans les
triglycérides est augmentée dans les cellules C&@rimant la DGAT2figure 29B). De la
méme maniéere, la transfection de la LPCAT3 perrtamtginenter la synthese de PC dans ces
cellules figure 29C). En revanche, la co-transfection de Cavl RFP oéiffe pas l'activité
de ces enzymes dans les cellules COS7. Par cardegaes enzymes ne sont probablement
pas impliquées dans les effets de cavéoline-1 aurcdpacité de stockage lipidique
adipocytaire.

L’ensemble de ces résultats nous a permis de negttéxidence un réle de cavéoline-
1 dans les mécanismes d’accroissement des gotgselgtidiques, et ce tamh vitro qu’in
vivo. Nous avons pu établir que ces effets sont ind¥gree des structures cavéolaires, et
reposent sur un role spécifique de caveéoline-1saittace des gouttelettes lipidiques. En nous
basant sur la présence de sites consensus denliaisavéoline-1, nous avons sélectionné
deux partenaires potentiels de cavéoline-1 a latgjette lipidique, DGAT2 et LPCATS3.
L’absence d'effets de cavéoline-1 sur l'activitéads enzymes dans le modele COS7 suggere
gue le mécanisme de croissainteitu des gouttelettes lipidiques n’est pas impliquésdas

effets de cavéoline-1.
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Figure 29 : Co-expression de cavéoline-1 et DGAT21a.PCAT3 dans les cellules COS7

A - Schéma représentant les sites de liaison petemte cavéoline-1 sur la DGAT@iécylglycérol
acyltransferase Ret la LPCAT3 [ysophosphatidic acic acyltransferas¢. B et C - Mesure des
activités enzymatiques de DGAT2 et de la LPCAT3peésence de cavéoline-1 dans des cellules
COS7. L'activité des enzymes est évaluée par lfipo@tion d’acide oléique radiomarqué dans des
triglycérides (TG) ou les phosphatidylcholines (P3s lipides radiomarqués sont visualisés apres

chromatographie sur couche mince puis comptés

121




DISCUSSION

L’effet de la surexpression de cavéoline-1 sur la@issance des gouttelettes lipidiques est

indépendant des cavéoles

En générant 3 lignées adipocytaires exprimant etiadaht Cavl RFP, Cavine-1 GFP ou
Cavine-3 GFP, nous avons montré que la surexpress@ chacune de ces protéines
cavéolaires permet d’augmenter la densité de ceséal la membrane plasmique des
adipocytes 3T3-L1. Cependant, seule la surexpmesseocavéoline-1 permet d’observer un
accroissement des gouttelettes lipidiques, aussiibivitro qu’in vivo. Ces résultats montrent
gue l'effet de cavéoline-1 sur I'expansion des tmettes lipidiques est indépendant des
structures caveolaires.

Plusieurs arguments viennent appuyer l'idée setmudlle cavéoline-1 exerce des
fonctions en dehors des cavéoles. Tout d’abordgdegolines sont présentes dans différents
pools intracellulaires, au niveau de I'appareilG@gi (Gkantiragas et al., 2001), du réticulum
endoplasmique (Smart et al., 1994) ainsi qu’auauwvees gouttelettes lipidiques (Fujimoto et
al., 2001; Ostermeyer et al., 2001; Pol et al.,120@e plus, certaines cellules expriment
cavéoline-1 et sont dépourvues de cavéoles. Pan&ela cavéoline-1 est exprimée dans les
lymphocytes et les macrophages bovins ou ellescsdisent au niveau de I'appareil de Golgi,
mais pas a la membrane plasmique, en accord aafesehce de cavéoles dans ces cellules
(Harris et al., 2002). D’autre part, les neurongsrienent les 3 isoformes de cavéolines mais
sont également dépourvus de cavéoles (pour revasg@vini et al., 1999)). Enfin, I'animal
modele Caenorhabditis eleganexprime un isoforme de caveéoline-1 ne permettast lp

formation de cavéoles (Kirkham et al., 2008).

A l'inverse des cavéoles, dont les nombreuses immesont bien documentées, les roles
fonctionnels de ces pools intracellulaires de chwés sont peu connus. Cependant, certaines
fonctions cavéolaires de cavéoline-1 sont conserdéas les modéles dépourvus de cavéoles.
Notamment, la cavéoline-1 peut interagir avec laspholipase A2 (PLA2Yia son domaine
«scaffolding (CSD) et ainsi inhiber I'activité de cette enzydans les neurones (Gaudreault
et al., 2004). CheZ. elegansl’expression d’isoformes dominants négatifs deecéine-1,
basés sur des mutations impliquées dans les digmusculaires chez I'humain, induit des

défauts de neurotransmission et de locomotion @Pakal., 2007). La cavéoline-1 conserve
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donc ses capacités a interagir avec des protéiadenpires et a réguler des voies de

signalisation en dehors des cavéoles.

Dans cette étude, nous montrons que la surexpresiEocaveoline-1, mais pas des
protéines cavines, induit la formation de goutteketipidiques des grands diametiewitro
et in vivo. En accord, notre groupe a précédemment démoogeédgns une méme cellule
présentant une distribution hétérogene des taikkegouttelettes lipidiques, la cavéoline-1 est
associée aux GLs de plus grands diamétres (Blduah,e2008). De plus, il existe chez les
individus obéses une corrélation significative etabondance de cavéoline-1 a la gouttelette
lipidique et le diametre adipocytaire (Blouin et, #010). Dans notre modéle adipocytaire
3T3-L1 Cavl RFP, la protéine de fusion est présdates tous les pools intracellulaires. En
surexprimant la protéine chimere Cavl-PérilipinéddPGadressée spécifiguement a la surface
des gouttelettes lipidiques, nous observons I'appar d’'une population distincte de
gouttelettes lipidiques de grands diametres. Ceslteds nous ont permis de mettre en
evidence une fonction spécifique de cavéoline-a aurface des gouttelettes lipidiques qui

contribuerait a favorise I'expansion de ces orgamnit

Mécanismes potentiellement mis en jeu par cavéolifke a la surface des gouttelettes
lipidigues

La croissance des gouttelettes lipidiques (GLs) fesite appel a quatre mécanismes
distincts. Premiérement, il a été démontré quedfaud d’expression de différentes protéines
du systéme de fusion vésiculaire SNARE induit lamfation de GLs de taille réduite
(Bostrom et al., 2007). Ces données ont conduitgggérer un rble important des SNARES
dans le mécanisme de fusion des GLs. Cependardbsesvations de GLs dans divers types
cellulaires par des technigues sophistiquées deogsuopie quantitative en temps réel ont
montré que ces évenements de fusion sont peu frisqUdurphy et al., 2010). Plus
récemment, un autre mécanisme de transfert deeiplépendant de la protéine FSP27 a été
décrit (Gong et al., 2011; Jambunathan et al., Rd2és expériences de mutagénése dirigée
ont montré que ce processus se décompose en @ges &equentielles - le regroupement des
GLs puis le transfert des lipides entre GLs - chacimpliquant un domaine distinct de la
protéine FSP27 (Jambunathan et al., 2011). Les diecontact entre GLs sont enrichis en
FSP27 qui pourrakia la formation d’'un pore permettre le transfert dpglés neutres vers la

GL de plus grand diametre (Gong et al., 2011).aburs, il existe également un mécanisme
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de croissance autonoma, situ, des gouttelettes lipidiques, ne nécessitant E@as&dements
de fusion, et reposant sur la présence d’enzymdsodgnthése des lipides a la surface des
gouttelettes lipidiques (Krahmer et al., 2011; Kghner et al., 2008; Moessinger et al.,
2011). En accord, une incorporation directe dggytérides dans les gouttelettes lipidiques a
pu étre observée (Cheng et al., 2009; Kuerschnal.,e2008). Enfin, plusieurs publications
récentes ont mis en évidence le lien entre la casitipn phospholipidique et la taille des
gouttelettes lipidiques (Fei et al., 2011; Horakt 2011; Krahmer et al., 2011). En particulier,
une analyse génomique a large spectre chez laelevyrermis lidentification de mutants
présentant des gouttelettes de trés grande tRdieef al., 2011). Dans la majorité des cas, les
génes mutés sont impliqués dans le métabolismehtesphatidylcholines (PC). En effet, la
diminution de la proportion de PC, phospholipides propriétés de surfactants, au profit des
phosphatidyléthanolamines (PE) et de I'acide phatgigue (PA), phospholipides fusogenes,
favorise les processus de coalescence et la famdg GLs de grandes tailles (Krahmer et
al., 2011). Ces événements de coalescence constitnanécanisme simple du point de vue
physique, reposant sur les propriétés surfactaleés membrane phospholipidique de la GL.

A la surface des gouttelettes lipidiques, la canéel exerce une fonction favorisant
la croissance de ces organites. On peut suppogecefte fonction implique la régulation
d’'un des mécanismes de croissance des GLs préceazteénuité. En effet, la cavéoline-1
conserve ses capacités d’interaction et de régulatie protéines cibles dans les pools
intracellulaires. En conséquence, les effets dmv&oline-1 sur la croissance des gouttelettes
lipidiques adipocytaires pourraient reposer sompratgtion avec une protéine partenaire a la

surface de ces organites.

La protéine FSP27, spécifique des adipocytespeatisée a la surface des gouttelettes
lipidiques (Brasaemle et al., 2004; Matsusue et28l08; Puri et al., 2007) et semble donc
constituer un bon candidat. Les soisvl(-/-) et Fsp27(-/-) ont en commun un phénotype
lipoatrophique, mais la morphologie des adipocytéfere entre ces deux modeles murins
puisqu'on n'observe pas de gouttelettes lipidiquesltiloculaires dans les adipocytes
déficients en cavéoline-1 (Nishino et al., 2008z&a et al., 2002a). Par ailleurs, les images
de microscopie confocale montrent une distributioriforme de cavéoline-1 autour des
gouttelettes lipidiques, semblable a celle de ldipiée-1, tandis que FSP27 se trouve enrichi
au niveau des points de contact entre les goudslipidiques (Gong et al., 2011). Toutefois,

FSP27 est également visible sous forme de struetur@neaux (Jambunathan et al., 2011;
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Nishino et al., 2008). Enfin, la protéine FSP27pnésente pas de séquence consensus de
liaison a cavéoline-1. Il apparait donc peu probajle cette protéine soit impliquée dans les
effets de cavéoline-1 sur I'accroissement des gtaites lipidiques.

Alternativement, cavéoline-1 pourrait favoriseisimthésan situ des triglycérides ou
des phospholipides qui composent les goutteldfieidues et ainsi favoriser leur croissance.
L'enzyme DGAT2, impliguée dans ce processus, pdig Ecalisée a la surface des
gouttelettes lipidiques (Kuerschner et al., 2008)pesente plusieurs sites consensus de
liaison a cavéoline-1. Cependant, la co-expresdmmavéoline-1 avec la DGAT2 dans les
cellules COS7 ne modifie pas I'activité de cetteyeme. Dans la méme démarche, nous avons
choisi d’évaluer I'implication de la LPCAT3 - quatalyse la synthése de phosphatidylcholine
(PC)- dans les effets de cavéoline-1 sur I'expandies GLs. En effet, cette enzyme présente
de nombreux sites consensus pour cavéoline-1 eLR€AT-1 et -2 ont récemment éte
localisées a la surface des GLs (Moessinger et2@lL1). Toutefois, la co-expression de
cavéoline-1 n'a pas d'impact sur l'activité de URCAT3 dans les cellules COS7. En
conséguence, nous ne pouvons pas conclure sutitatipn d’'un mécanisme de croissance

in situdans les effets de cavéoline-1 sur la croissaesdé=d s.

Enfin, la surexpression de cavéoline-1 pourraituirel une modification de la
composition phospholipidique de la GL et induirerleoalescence. En accord avec cette
hypothése, I'analyse lipidomique des GLs isolépardir d’adipocyteavl(-/-) a révélé une
diminution de la quantité relative de PS et de pysspholipides (Blouin et al., 2010).
Plusieurs partenaires potentiels pourraient interv@our modifier les propriétés de la
monocouche phospholipidique. Premiérement, les gitapides peuvent étre remodelés
(Moessinger et al.,, 2011), interconvertis (Horl a&t, 2011) ou encore néosynthétisés
(Krahmer et al., 2011) a la surface des GLs. Patogie avec son réle de stabilisation des
protéines dans les cavéoles, la cavéoline-1 paoyeaimettre I'ancrage d’enzyme catalysant
la synthése de phospholipides a la surface de ldatedette lipidigue. Une diminution
consécutive du ratio PC/PE pourrait alors induirecdalescence des gouttelettes lipidiques
(Krahmer et al., 2011). Nous avons par ailleurssifeé 'ensemble des protéines présentant
une ou plusieurs séquences consensus de liaisavéolime-1 a l'aide des annotations
biologiques proposées paGene Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000figure 30). De
maniére intéressante, un grand nombre de ces mesté&emblent reliées aux processus de

transport des lipides en général, et des phosptietien particulier. Certaines de ces
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Figure 30 : Processus biologiques associés aux moes présentant des sites potentiels de liaison

a cavéoline-1

L'ensemble des protéines présentant des séquenserus de liaison a cavéoline-1 ont été classées
selon les annotations proposées pd&ere Ontology (Ashburner et al., 2000). Un extrait du
diagramme obtenu pour les processus biologiqugeésenté.

protéines étant localisées au niveau du réticulndoplasmique ou de l'appareil de Golgi, la
caveoline-1 pourrait permettre le transfert de phofipides de ces compartiments cellulaires
vers la gouttelette lipidique. Un tel mécanismeres en ceuvre lors de la biogenése d’'une
gouttelette lipidique car la synthése des PE négesau bourgeonnement d’'une gouttelette
lipidique nécessite l'action de plusieurs enzymesalisées au niveau du réticulum

endoplasmique et des mitochondries (Horl et all,120
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De maniére plus directe, la présence de cavéoliadalgouttelette lipidique pourrait
induire un changement des propriétés physiquea deembrane phospholipidique. En effet,
par analogie avec le réle de réservoir de membdgéaet pour les cavéoles a la membrane
plasmique, les cavéolines pourraient moduler Iasid@s mécaniques de la membrane de la
gouttelette lipidique. Il existe en effet des sitades dans 'organisation des cavéolines a la
membrane plasmique et a la gouttelette lipidigae.d@s expériences de FRARIgrescence
recovery after photobleachijgnotre groupe a précédemment montré que les liaggo
présentent une mobilité membranaire faible au nivéa la GL, comme c’est le cas a la
membrane plasmique (Blouin et al., 2010). De des,cavéolines forment des oligomeres a
la surface des GLs, et la cavine-1 peut égaleméneyiocalisée. De par leur capacité a lier le
cholestérol, les oligoméres de cavéoline pourraneodluler les propriétés dynamiques de la
membrane des GLs. En accord, le contenu en cbodéste la gouttelette lipidique est réduit
de maniere drastique dans les adipocytes des soavibs(-/-) (Blouin et al., 2010; Le Lay et
al., 2006). La présence de la cavéoline-1 a lasarfies gouttelettes lipidiques pourrait ainsi
augmenter la capacité de la membrane a s’étireégonse a une stimulation du stockage

lipidique.

Réle potentiel de cavéoline-1 dans le métabolisnipitligue de cellules non adipocytaires

Les cavéolines sont des protéines conservéeswas de I'évolution et exprimées de
maniére quasi ubiquitaire. Notamment, la cavéolinest exprimée dans des cellules
impliquées dans la sécrétion de particules ricimesiglycerides comme les hépatocytes, les
entérocytes ou les cellules épithéliales mammakegartir de nos résultats obtenus sur les
adipocytes, on peut se demander si cavéoline-lcexen contrdle sur le métabolisme

lipidique dans d’autres types cellulaires.

Dans des conditions physiologiques (jelne), lgmatoeytes peuvent accumuler une
guantité substantielle de triglycérides au sein goeittelettes lipidiques intracellulaires.
Notamment, lors de l'assemblage des VLDL€ery Low Density Lipoprote)n les
triglycérides synthétisés par les hépatocytes stmakés de maniere transitoire dans des GLs
avant d’étre incorporés aux lipoprotéines. La o#aé-1 pourrait donc moduler la sécrétion
des VLDL hépatiques en régulant la capacité dekatpe lipidique dans les hépatocytes. En
accord, la cavéoline-1 a été impliquée dans lesamgmes de régénération du foie, durant

lesquels la formation de GLs constitue un événenugtérminant pour la prolifération
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cellulaire (Fernandez et al., 2006). En effet, leupe de R. Parton a montré que les souris
Cavl(-/-) subissant une hépatectomie partielle présentn défaut de régénération hépatique
en lien avec une accumulation réduite de GLs dasdhépatocytes. Cependant, les mémes
auteurs montrent que ces résultats dépendent dugiEmétique des sour@avl (-/-) utilisées
(Fernandez-Rojo et al., 2011), expliquant ainsfaié que d’autres équipes ne soient pas
parvenues les reproduire (Mayoral et al., 2007; dfalyet al., 2010). En ce qui concerne la
régulation du contenu hépatique en lipides, biea lgs souriCavl (-/-) présentent une
hyperlipémie massive en lien avec une lipoatroplas, analyses histologiques n’ont pas
révélé pas de stéatose hépatique chez ces soamar(iRet al., 2002a). Ce phénotype reste en
grande partie incompris, méme si une étude récarggere qu'il résulte d'une « inflexibilité
métabolique » c'est-a-dire une incapacité a s’adaptdes changements nutritionnels et une
dysfonction métabolique généralisée (Wernstedt; ale 2012). Il faut ici souligner que
'expression de cavéoline-1 dans le foie proviemtdivers types cellulaires qui ne sont pas
des hépatocytes, comme les cellules endothélildssgellules stellaires ou les cellules de
Kupffer. En accord, la génération d’'un modele deirisotransgénique invalidée pour
caveoline-1 spécifiguement au niveau des hépatocytepas permis de mettre en évidence
un phénotype (Wernstedt, | et al., 2012). De ck flasemble peu probable que cavéoline-1
joue un réle majeur dans le métabolisme lipidigee lépatocytes.

Comme les hépatocytes, les entérocytes peuverdtsectes lipoprotéines riches en
triglycérides, les chylomicrons. Dans le cadre drepas hyperlipidique, les TG sont
egalement stockés de maniere transitoire au sei@ldecytoplasmiques (Buschmann and
Manke, 1981). Ce pool de TG intracellulaire podrcainstituer un réservoir tampon de TG
limitant la concentration plasmatique en chylommsapres un repas riche en lipides. Les
meécanismes cellulaires qui déterminent la formagibla mobilisation de ces GLs restent mal
compris et on pourrait imaginer un réle de cavénlindans le contr6le de ces mécanismes de
stockage. S'’il n’existe pas de données concernanble de cavéoline-1 dans le métabolisme
des TG dans les entérocytes, on sait en revanahdaqeaveoline-1 joue un réle important
pour l'intégrité de la barriere épithéliale intestie via la régulation de la structure des
jonctions serrées (Marchiando et al., 2010). Taugefles études a large spectre par ARN
interférant menées chezealkzganset visant a identifier les genes impliqués danstéekage
lipidiqgue n'ont pas mis en évidence un rbéle majel@s cavéolines dans les cellules
intestinales (Ashrafi et al., 2003; Wang et al126).
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En revanche, des données dans la littérature serggén réle de cavéoline-1 dans la
régulation de la sécrétion de particules richegrigitycérides dans les cellules épithéliales
mammaires. En effet, 'expression de cavéolinetIégpulée de maniere négative au début de
la lactation chez la souris (Park et al., 2001;dreet al., 2003) et des images de microscopie
électronique ont montré l'association de cavéolinevec les gouttelettes lipidiques
intracellulaires dans les tissus mammaires derdiftés especes (Hue-Beauvais et al., 2007).
De plus, les sourisCav-1 (-/-) présentent un phénotype mammaire caractéyaeé une
lactation prématurée (Park et al.,, 2002), qui digwe par une sécrétion spontanée de
gouttelettes de lait, en I'absence de stimulatiSotdia et al., 2006). Cependant, il est
démontré que cet effet est lié a une activatiorstitutive de la signalisation STAT58i¢nal
transducer and activator of transcription §ASotgia et al., 2006), qui contrdle la progressi
de la lactogénese dans la glande mammaire, et monedfet de cavéoline-1 sur le stockage

lipidique dans ces tissus

L’ensemble de ces données ne permet pas de dégageodéle général pour la
fonction de cavéoline-1 associant les adipocytéesetutres types cellulaires. En effet, il n’y
a pas d’arguments solides appuyant I'idée d’'un d#ecavéoline-1 dans le contrdle du
meétabolisme lipidique dans les cellules non adipmmgs. Toutefois, les stratégies de
surexpression de cavéolines dans le foigivo ont permis de mettre en évidence des effets
majeurs sur la sensibilité a I'insuline de ce tifgdatamment, la surexpression de cavéoline-3
par vecteur adénoviral permet de potentialiseigaadisation insulinique (Otsu et al., 2010).
D’autre part, la mise sous silence par un antagales micros ARNs 103 et 107 (inhibant
'expression de cavéoline-1 au niveau traductionmenduit a une amélioration de la
tolérance au glucose et de la sensibilité a linsuldans le foie des souris injectées
(Trajkovski et al., 2011).
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Figure 31 : Effets d’'un défaut d’expression et d'ue surexpression de cavéoline-1
sur le diametre adipocytaire et mécanismes potemliement impliqués

A - Dans le tissu adipeux, une déficience en cawéd (sourisCavl (-/-)) a pour
conséquence une lipoatrophie qui s’accompagne dhfilgation de macrophages non
inflammatoires. La réexpression endothéliale deahime-1 (sourisCavl RC) suffit a
corriger cette infiltration macrophagique malgréplrénotype lipoatrophique persistant.
La réduction du diamétre adipocytaire est donmleséquence de la perte de fonction de
caveoline-1 dans I'adipocyte. B - A l'inverse, laexpression adipocytaire de cavéoline-
1 permet d'augmenter la taille des gouttelettagitijpes et donc d’accroitre le diametre
adipocytairein vivo. Ce phénotype repose sur un rble spécifique déotiae-1 a la
surface des gouttelettes lipidiques. Cette expandes gouttelettes lipidiques pourrait
résulter de mécanismes de croissaimcsitu ou de phénomeénes de coalescence. Ad,
adipocyte ; E, endothélium
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

En comparant les phénotypes adipeux des s@aid (-/-) et Cavl RC, nous avons
établi I'existence de r6les distincts de la cavémll en fonction du type cellulaire dans lequel
elle est exprimée au sein du tissu adipdigulfe 31A). En effet, le phénotype lipoatrophique
persistant malgré la réexpression endothélialeasiéatine-1 met en exergue le réle majeur de
la caveéoline-1 adipocytaire dans le stockage lipidi D’autre part, cette étude a révélé
'implication de la cavéoline-1 endothéliale daes mécanismes conduisant a l'infiltration
macrophagique du tissu adipeux. De plus, en adbpta@ stratégie de surexpression de
caveoline-1 et de ses partenaires les protéinegnasgvnous montrons que seule la
surexpression de cavéoline-1 favorise la croissdesegouttelettes lipidiqués vitro dans la
modele adipocytaire 3T3-L1, et donc la formatioadipocytes de grands diameétiasvivo
chez la souris Nuddigure 31B). Enfin, nous avons démontré que cet effet estprddant
des structures cavéolaires et repose sur une donate cavéoline-1 a la surface des
gouttelettes lipidiques. A la surface de cet orgargavéoline-1 pourrait interagir avec une
protéine partenaire impliquée dans le transportyfghese ou encore dans le remodelage des
phospholipides de surface des gouttelettes lipgquEn fonction du partenaire impliqué,
'expansion des gouttelettes lipidiques pourraih@oésulter d’'un mécanisme de croissance
autonome,via la synthésein situ des composants lipidiques, ou de phénoménes de

coalescence.

En perspective de ce travail, nous nous concemsersur la recherche et
l'identification d’'un ou de plusieurs partenaires chvéoline-1, impliqués dans sa fonction a
la surface des gouttelettes lipidiqgues adipocysaite phénotype endothélial observé chez les
sourisCavl (-/-) a été relié une suractivation de la proté&NOS, tandis que le phénotype
musculaire des souriSav3 (-/-) est consécutif a un défaut d’'interactione@ave complexe
dystroglycane. Quelles ont été les démarches erpatales ayant conduit a I'identification
de ces partenaires des cavéolines dans I'endathé&lide muscle squelettique ? L'interaction
entre eNOS et cavéoline-1 a été découverte losidBs visant & déterminer les voies de
régulation d’eNOS, connue pour étre un importagula@eur des fonctions cardiaques et
endothéliales via la production de NO. Dans un pmentemps, des expériences de
fractionnement subcellulaire ont démontré la I@s@ion d’eNOS au niveau des cavéoles

(Garcia-Cardena et al., 1996b; Shaul et al., 199Bes expériences de co-
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immunoprécipitation ont par la suite permis de reedn évidence son interaction avec la
cavéoline-1 dans les cardiomyocytes et les celletetothéliales (Feron et al., 1996; Garcia-
Cardena et al., 1996a). Le réle majeur de cavédlidans la régulation d'’eNOS a ensuite été
confirmé par le phénotype cardiovasculaire obseh&z les souri€avl (-/-). Concernant
caveoline-3, son interaction avec le complexe nuutitéique dystrophine-dystroglycane a été
suggérée par des expériences d'immuno-localisatiomtrant sa présence au niveau du
sarcolemme, et par un co-fractionnement subceltulde cavéoline-3 avec le complexe
dystroglycane (Song et al., 1996). Par la suite ajpproche ciblée a permis de révéler une
interaction entre cavéoline-3 etfiedystroglycane par co-immunoprécipitation (Sotdiale
2000). Par la suite, des mutations sur le geneadeaVvéoline-3 ont été identifiées dans
plusieurs pathologies musculaires, rassembléeslsadesne de cavéolinopathies.

Par analogie, nous avons envisagé une approchee bl des partenaires potentiels.
Afin de sélectionner et de limiter les protéinesdidates, nous avons pris comme critéres
leur localisation a la GL et la présence d’un doreale liaison au domainesgaffolding» de
cavéoline-1, connu pour étre impliqué dans un certambre d’interactions protéiques. Cette
approche « candidat » nous a conduits a testéivitécenzymatique de plusieurs enzymes du
meétabolisme lipidique dans les cellules COS7, ésguce ou en absence de caveéoline-1. Elle
s’est avérée jusqu’a maintenant infructueuse dicitlf car nécessitant I'adaptation de la

démarche expérimentale a chaque enzyme testée.

Par conséquent, nous envisageons maintenantrede&gsts plus globales. La stratégie
la plus naturelle consisterait a identifier par lgs@ protéomique les protéines
immunoprécipitant avec caveéoline-1. Cependant, daéaline-1 est présente dans de
nombreux pools intracellulaires dans I'adipocyteure telle approche n’exclurait pas les
nombreuses protéines des cavéoles. Ainsi, le abtigla cavéoline-1 spécifiguement a la
gouttelette lipidique (protéine de fusion cavl-R&FP) offre une stratégie alternative

permettant 'immunoprécipitation de partenairescHjzpies de cavéoline-1 a la GL.

Une autre approche reposerait sur un criblage ifamoél haut débit pour lequel nous
testerions les effets de la mise sous silence ebgpréssion de protéines sur le stockage
lipidique dépendant de cavéoline-1. Pour ce faimys réutiliserons un modele cellulaire
précédemment développé au laboratoire (Blouin.e8l0) dans lequel la réexpression de

cavéoline dans des fibroblast€avl (-/-) permet d’augmenter les capacités de stockage

132



lipidique. Le criblage par une banque d’ARN inteefits sur des cellules exprimant ou non
cavéoline-1 permettra l'identification de partepaispécifiques de cavéoline-1 influencant le
contenu lipidique des cellules.
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Adipose tissue lipoatrophy caused by caveolin gene deletion in mice is not linked to defective adipocyte differentiation.
We show that adipose tissue development cannot be rescued by endothelial specific caveolin-1 re-expression, indicating
primordial role of caveolin in mature adipocytes. Partial or total caveolin deficiency in adipocytes induced broad
protein expression defects, including but not limited to previously described downregulation of insulin receptor. Global
alterations in protein turnover, and accelerated degradation of long-lived proteins were found in caveolin-deficient
adipocytes. Lipidation of endogenous LC2 autophagy marker and distribution of GFP-LC2 into aggregates demonstrated
activated autephagy in the absence of caveolin-1 in adipocytas. Furthermare, electron microscopy revealed autophagic
vacueles in caveolin-1 deficient but not control adipocytes. Surprisingly, significant levels of lipidated LC3-Il were found
around lipid droplets of normal adipocytes, maintained in nutrient-rich conditions or isolated from fed mice, which
do not display autophagy. Altogether, these data indicate that caveolin deficiency induce autophagy in adipocytes, a
feature that is not a physiological response to fasting in normal fat cells. This likely resulted from defective insulin and
lipolytic responses that converge in chronic nutrient shortage in adipocytes lacking caveolin-1. This is the first report of a

patholegical situation with autophagy as an adaptative response to adipocyte failure.

Introduction

Variation in adipose tissue mass is physiologically driven by
changes in energy balance, as an adaprarion ro nutrient Aux. This
can be achieved through multiple and interdependent mecha-
nisms such as the control of adipocyte differentiation to uln-
martely determine the toral number of far cells. Another important
control point is the regulation of far cell merabolism through fine
runing of lipid storage and mobilization by adipocyre specific and
nurrition-dependent signaling pathways. Finally, the process of
adipocyte cell dearh may also participate in adipose tissue remod-
eling, as a recent study on the dynamics of fat cell turnover estab-
lished that approximarely 10% of far cells are renewed every year
in humans.’

The study of metabolic phenotypes penerared in animal mod-
els by specific gene deletion has proven to be an invaluable tool
te unravel the molecular mechanisms of energy homeostasis and
storage. In this line, a recently described mouse model with hepa-
recyte-specific knockour of the autophagy gene Arg7 has iden-
rified autophagy, a process related to the breakdown of cellular
components to meet energy demand in times of nutrient scarciry,
as a novel pathway regularing lipid merabolism.? In the liver of
these mice, inhibirion of autophagy increased intracellular lipid
deposition by impairing triacylglycerol stores breakdown, lead-
ing to the concepr of “lipoaurophagy™ in which intracellular lipid

*Correspondence to: lsabelle Dugail, Email isabelle dugail@crcjussieufr
Submitted: 01/11/10; Revised: 05/31/10; Accepted: 06/03/10

droplets could be degraded rhrough delivery ro lysosomes by
aurephagy.

More recently, two studies reported thar adipose tissue spe-
cific knockour of Atg7 surprisingly generated lean mice,** indi-
caring that loss of aurophagy in far or liver had opposire effects
on lipid accumulation. This apparent discrepancy is solved by
the observarion thatr Arg7 delerion primarily impaired white adi-
pocyte differentiation, and penerated mice with fat cells display-
ing brown adipocyte features with elevared energy expendirure.’
Alrhough this study reveals thar autophagy is required for the
process of adipocyte conversion, it remains to be established
whether modularion of aurophagy in marure far cells, thar did
not affect whire adipocyte differentiation, would have ner effects
on lipid deposition in adipose tissue. The physiological relevance
of this question relies on impaired autophagy frequently seen in
humans with aging,” a process thar commonly coincides with
growing adiposity. On the other hand, it can also be envisioned
that some lipoatrophic phenotypes, as those seen in rare congeni-
ral lipodystrophy or those acquired upon treatment by pharma-
cological compounds such as anti HIV drugs, could be linked to
aurephagic process within adipocytes.

Adipocyte differentiation was proven to be an efficient path-
way to target ro produce lipoatrophy in genetically engineered
mouse models®” and some mutations in differentiation-related
genes have been found in lipedystrophic patients.® However, not

Pravicusly published anline: wiwwlandeshbicscience.com/ournals/autophagywarticle/ 12574
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Figure 1. Lipoatrophy in caveolin-1 null mice is not rescued by caveclin reexpression in endaothelial cells, and results from widespread protein expres-
sion defects in adipocyte but not stroma-vascular cell fraction. (4) Adiposity index evaluated as the sum of subcutaneous inguinal and perigonadic
depots relative to bedy weight from kirth to 12 menths of age. Values are means + sem obtained from at least 8 individual mice in each group. (B
Body weight, inguinal and perigenital fat pad weights at & months of age inwild type (WT), cavealin-1 null (Cav]-KO)and caveolin-1 null with caveslin
rescue in the endothelium (Cav1-RC). (C) Western blot analysis of protein expression in isolated adipocytes (left part), stroma-vascular cell fraction
(middle) and crude adipose tissue (right] in WT and Cavl-KO mice. Equal protein amounts from WT and Cav1-KO mice were loaded (crude adipose
tissue samples 20 pg, isolated adipocytes 10 jg, Stroma-vascular cellfraction 50 pa). (D) Quantitative analysis of western blots by densitometric scan-
ning. Four independent cell preparations obtained from pooled adipose tissue of three mice per group were used.

all lipodystrophy genes in humans have connections with adipo-
cyte differentiation. As an example, the abolition of caveolin-1
expression that causes lipoatrophy in mice” and humans'® has no
effect on adipose conversion. In the present study we report that
2 mouse model with progressive lipoatrophy, caused by caveolin-1
gene deletion disclose autophagic fearures in marure adipocytes,
is likely to contribute to adipose tissue failure.

Results

Progressive lipoatrophy in caveolin-1 null mice is due to caveo-
lin deficiency in adipocyte but not in endothelial cell. Caveolin-1
null mice were described as a lean mouse strain that develop pro-
gressive lipoatrophy aggravating with age.” In the present study,
we used an independently established colony'! in which lipoatro-
phy is also present, alchough developing with a slightly different
time frame. Adipose tissue is normally produced unril 4 weeks of
age (Fig. 1A and B) in control or murant mice, confirming that

www.landesbioscience.com
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caveolin-1 is not required for adipocyte differentiation in vivo. At
older ages, however, defects in far pad development became sig-
nificant from 3 months onwards both in male and female caveo-
lin-1 null mice (Fig. 1A and B). Because caveolin-1 plays a critical
role in endorhelial rransport of circularing molecules across blood
vessels, it is possible thar caveolin deficiency mighr cause lipoat-
rophy through impaired nurrients delivery to adipocytes. To rest
this, we used rhe recently described caveolin-1 null mouse with
endothelial-specific rescue of caveclin-1 expression, cav-1 RC.12
In this model, it was demonstrated thar most vascular, cardiac
and pulmonary defects displayed by the mice wich global caveo-
lin deficiency could be normalized, underlying the importance
of caveolin endothelial expression.'* Neverrheless, caveolin-1 RC
mice exhibired a lean phenotype, similar ro age-marched caveo-
lin-1 null mice with total invalidation (Fig. 1B). Thus, rescue of
caveolin expression in endothelium was ineffective to normalize
adipose tissue development, indicating thar lean phenotype does
not result from caveolin-1 deficiency in vascular endothelium bur
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in adipocytes. Adipocyte morphology was normal (including a
central unilocular lipid droplet with peripherically positioned
nucleus) in Cavl-KO and Cavl-RC mice compared ro WT, bur
revealed drastic reduction in size, indicating extensive reductions
of lipid stores in caveolin-deficient adipocytes.

Caveolin-1 null adipocytes display broad defects in pro-
tein expression. A previous study by Lisanti's group reporred
decreased insulin recepror expression in caveolin-1 null mice adi-
pose tissue.” Because the insulin receptor directly interacts with
caveolin-1, it was suggested thar caveolin-1 deficiency abrogared
insulin response, a defecr that might be instrumental in lipoa-
rrophy. Focusing on isolated adipocytes lacking caveolin-1, we
found that the expression of a substantial number of proteins with
various subcellular distributions and functions was decreased
in addition to the insulin receptor (Fig. 1C). Indeed, quanrira-
rive analyses of western blots revealed an overall decline in the
steady stare protein levels ranging from two- to four-fold for the
insulin recepror beta subunir, protein kinase BfAkt, CD36, the
p&3 regulatory subunic of PI3 kinase, 'TRF/cavin, the atypi-
cal protein kinase C zeta (PKCE) and glycogen synthase kinase
3B and to nearly undetectable levels for the tyrosine kinase c-sre
(Fig. 1D). Some other proteins remained, however, expressed at
normal levels, such as flotillin-1 or Glur4, indicaring widespread
bur nor generalized protein changes. [t is noteworthy that these
defects in-protein’expression were observed specifically in adipo-
cytes but not in the scroma-vascular fraction that contains other
cell types present in adipose tissue, thereby contributing ro mask
the differences observed in isolated adipocytes when analyz-
ing crude adipose tissue lysates (Fig. 1C). Thus, our data reveal
widespread defects in protein expression in caveolin-1 null mice,
broader than rhe previously recognized insulin receptor defect,
thar specifically affect the marure adipocyte cell fraction. We also
found that steady state levels of mRNA corresponding ro affecred
proteins were normal in caveolin-1 null adipecytes, indicating
specific alterations ar the protein level (Suppl. Fig. 1). Some of
the proteins affected by caveolin-1 deficiency such as CD36 and
PTRF were previously described as caveolae-associated. Orthers,
however, such as GSK3, p85, PKCC or PKB/Akr are unrelared ro
these strucrures, making unlikely a porential chaperone role of
caveolin through direct interaction.

Caveolin-1 silencing in culture reproduces adipocyte pro-
tein expression defects and alters long-lived protein turnover.
We used rerrovirally infecred 3T3-L1 cells to generate fat cells
expressing a caveolin-1 shRNA sequence (Cavl-KD) in which
caveolin-1 expression was downregulated. The lipid filled mor-
phology of Cavl-KD adipocytes was indistinguishable from that
of control RVH1 {empty vector) cells or parental 3T3-L1 adi-
pocytes (Fig. 2A), confirming that caveolin-1 is not required for
the adipose conversion process. Unaffecred adipose conversion
in Cavl-KD is of crucial importance in these studies because
in vivo, protein expression defects in rhe absence of caveolin-1
were observed only in marure adipocytes and not in other non-
lipid filled cell types (Fig. 1C). In fully mature differentiaced
Cavl-KD cells, caveolin-1 protein expression was decreased by
60% (Fig. 2B). In these cells, we found that PTRF, PKB/Akt,
GSKAP and p83 expressions were decreased to half of their levels
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in differentiared RVHI contrels (Fig. 2B). Thus, Cavl-KD adi-
pocytes reproduced protein alrerations observed in primary far
cells lacking caveolin-1.

To delineate whether protein synthesis or degradarion was
affected, we examined the kinetics of protein decline in the pres-
ence of a protein synthesis inhibiror, cycloheximide. We found
thar PEKB/Akt declined more rapidly in Cavl-KD than in con-
trol BVHI adipocytes, with an apparent protein half-life reduced
from 5.5 h in RVHI contrel to 3.5 h in Cavl-KD, peinting to
protein degradation as the targeted step (Fig. 2C). In order to
examine the contribution of ubiquitin-dependent proteasome in
protein turnover, we used proteasome inhibitors. Unlike ADRP
(Adipocyte Differentiation Related Protein), a well-known adi-
pocyte protein regulated through proreasome-dependent protein
degradation ™ steady state levels of PTRE, PKB/Akt, GSK3[ and
p85 were nort altered by the presence of proteasome inhibitors
(MG123 or ALLN) over a 6-hour incubarion period, suggesting
a proteasome-independent process (Suppl. Fig. 2).

We next established another cell system to study total caveo-
lin deficiency in adipocytes, in which fat cells were derived from
Cav-1 KO mouse embyonic fibroblasts (MEFs) differentiated in
culture (Fig. 2D). In this system, merabolic labeling wich a rriti-
ated amino acid glycine led ro comparable label incorporation
inte TCA insoluble-material in W'T and Cavl-KO-MEFs-derived
adipacytes (Fig. 2E), suggesting unaffected protein synthesis.
After a 24-hour chase with unlabeled glycine, the rate of long-
lived protein degradarion was measured by counting TCA soluble
radioactivity Telease inro the culrure medium within an addi-
rienal 24-hour period. Within this-time frame, Cavl-KO MEFs
degraded a significantly-higher portion of labeled proteins than
controls (Fig. 2F). The contriburion of proteasome-dependent
degradarion to total protein degradation was evaluared by using
the MG 132 proteasome inhibitor and indicates increased protein
degradarion in Cavl-KO MEFs, independent of the proteasome
action (Fig. 2G). All rogerher, these dara indicare thar partial
or total deficiency in caveolin-1 expression alters adipocyre pro-
rein rurnover towards an accelerared proteasome-independent
degradarion.

Autophagosome formartion is activated in adipocytes lacking
caveolin-1. A wide range of cell components and especially long-
lived proteins are degraded in the lysosomal pathway through a
nonspecific catabolic process known as macroautophagy: Because
caveolin-deficient adipocytes exhibir widespread defects in pro-
rein expression linked to accelerated protein degradarion, we
examined autophagic activiry in caveolin-1 deficient adipocytes.
During autophagy, portions of the cell cytoplasm or organites
are engulfed by a membrane to form autophagosomes, and later
digested into lysosomes. A critical step in this process is the liga-
tion of the soluble microrubule-associated protein 1 light chain
3 (LC3-1. also known as Atg8) to phospharidylethanolamine,
generating type [I-membrane-associated LC3 (LC3-11). As LC3
membrane associarion is widely accepred as a marker for autopha-
gosome formation,"” we first compared LC3 status in adipocytes
with partial or toral caveolin deficiency. In Cavl-KD} adipocytes,
as well as in Cav1-KO, endogenous LC3-I1/LC3-1 ratios were sig-
nificantly increased compared to respective conrrols (Fig. 3A).
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Figure 2. Accelerated protein degradation in adipocy tes with partial or total caveolin defidency. (A and D) Phase contrast images of terminally dif-

ferentiated adipocytes of the parental 3T3-L1 or cells stably expressing a caveolin-1 shRNA sequence (Cavl-KD) or an ermpty vector (RVH1). Differenti-
ated MEFs derived from WT or Cavl-KO mice are shown. In D Mote that highly refractive lipid dreplets are equally present in all conditions. (B) Prot=in
expression in controls and Cav1-KD adipocytes (7 days postinduction of differentiation). (C) PKB protein degradation in Cav1-KD differentiated adipo-
cytes. RVH1 controls and Cavl-KD adipocytes were treated with cycloheximide (time 0). PKE contents were assessed over time, values are expressed

as a fraction of initial PBK contents, n = 3. (E-G]) Long-lived protein degradation in WT and Cav1-KO MEFs derived adipocytes. At the end of labeling
period with tritiated glycine, total protein contents and label incorporation into TCA insoluble material are measured (E). Afteran additional 24 h
chase, TCA soluble label released into the culture medium was counted over time (F) to assessed long-lived protein degradation. In (G), the protea-
some inhibitor MG132 (50 pM) was added or not attime 0, and proteasome-independent degradation was calculated as the difference in radiocactive
release in the absence or presence of MG132. Values are means of triplicates in a typical experiment out of thres,

To further establish that aurophagic Aux is increased in Cavl-KO
MEFs derived adipocytes, we compared the levels of the selec-
tive autophagic substrate p62. p62 significantly decreased in
Cavl-KD and Cavl-KO compared to their respective controls,
suggesting ongoing autophagic flux (Fig. 3A). Furthermore,
LC3-11 accumulared in MEFs derived Cavl-KO in the presence
of lysosomal protein inhibitors E64 and Pepstatin (Fig. 3B). We
observed only a moderate accumularion of endogenous LC3-11
upon proteinase inhibirors rreatment. Since lipidared LC3-I1 can
localize to lipid droplets as the resulr of a still undefined autoph-
agy-independent process isee below Figs. 3C and 6), this may
contribute to attenuate LC3-II accumulation upon lysosomal
blockade. LC3 membrane assoclation was also assessed in situ
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after adenoviral rransducrtion of adipocytes with a GFIP-LC3
fusion construct. Under standard culture conditions, W'T adi-
pocytes displayed diffuse homogenous intracellular distribution
of GFP-LC3, whereas in cells lacking caveclin-1, it mainly dis-
rributed as aggregates indicative of autophagosome formation
i Fig. 3C). Furthermore, GFP-LC3 distriburion in aggregares was
prevented by wortmannin and 3-methyladenine, both general
inhibitors of PI3 kinases thar are known to be required to initiare
aurophagy (Fig. 3C). These data indicate constiturive autopha-
gosome formarion in caveolin-1 deficient adipocytes that we fur-
ther confirmed in morphological studies by transmission electron
microscopy. In caveclin-1 deficient MEFs-derived adipocytes
but not in controls, intracytoplasmic structures reminiscent of
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autophagosomes were observed (Fig. 4A). Alogether, these dara
demonstrate constitutive activarion of aurophagy in cultured
caveolin-deficient adipocytes.

Constitative autophagy is present in vivo in caveolin-1 null
mice adipose tissue. The adipose tissue of caveolin-1 null mice
was next examined for presence of autophagosomes in vivo.
Similarly to thar observed in cultured cells, elecrron microscopy
revealed mulople structures evoking autophagosomes in the
cytoplasm of caveolin-null mice adipocytes (Fig. 4B). Moreover,
endogenous LC3-I1/LC3-1 ratios were significantly increased in
caveolin-deficient compared to conrrol adipose tissue extracts,
whereas no difference could be seen in rhe liver (Fig. SA). Finally,
both the expression and phosphorylation stare of the mamma-
lian rarget of rapamycin (mTOR), a crucial regulator of autoph-
agy were examined. When dephospholylated, mTOR potently
induces autophagy.'* Dramartic decrease (20%) in mT'OR and its
phosphorylarion at the Ser 2448 site were observed in caveolin-1
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null mice adipocytes compared to controls (Fig. 5B), firting with
a constitutively high aunrophagic activiry in caveolin-deficient
adipocytes.

LC3-11 can localize to adipocyte lipid droplets inde-
pendently of autophagy. Surprisingly, ring-like strucrures of
GFP-LC3 could be seen around some lipid droplets in cells
treated with aurophagy inhibirors, otherwise displaying diffuse
GFP-LC3 distribution (see inserts in wortmannin-treated WT
adipocytes or Cavl-KO adipocytes with 3-Methyladenine in
Fig. 3C). Furthermore, untreated 3T3-L1 adipocytes culrured
under standard conditions rthar showed diffuse GFP-LC3 in
the cyroplasm, sometimes displayed intense puncrate GFP-LC3
labeling forming a cup around some lipid droplers, a fearure thar
coexisted with regular ring-like strucrures decoraring the lipid
dropler surface (Fig. 6A). These observations fit with a recently
published study in which LC3 was reported to localize to the sur-
face of lipid droplets formed during starvation in cardiomyocytes
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Figure 4. Autophagosomes are present in Cav1-KO MEFs derived
adipocytes and in adipose tissue of caveolin-1 null mice. Electron mi-
croscopy images of cultured adipocytes derived from Cav1-KO MEFs (&)
or adipose tissue of caveolin-1 null mice (B). LD designate lipid droplets.

or hepatocytes.” However, LC3 association to adipocyte lipid
droplers was observed in the present study under condirions of
inhibired autophagy or even standard condirions. This suggested
that LC3 might associate to lipid droplets independently of ongo-
ing autephagy. To Further examine LC3 distriburion between
lipid droplets and aurophagosomes, cell lysates from WT and
Cav-1 deficient adipocytes in which autophagy is constitutively
acrivated were fracrionated by density gradient centrifugarion,
thar efficiently separared lipid droplets from the bulk of rotal
membranes.” As expected, lipidared LC3-11 was recovered in the
highest density fracrion 7 (containing intracellular vesicles and
rotal membranes) exclusively in autophagic Cavl-null adipocytes
but not in WT contrels (Fig. 6B). In contrast, in WT as well
as in Cav-1 null samples, LC3-I1 was similarly detected in the
lower density fraction thar contains lipid droplets (see the dis-
tribution of perilipin, an exclusive lipid dropler marker in this
fraction and ref. 9). Caveolin-1, which also dually distribures in
adipocyte total membranes and lipid droplets” could be recov-
ered in the highest and lowest density fractions of the density
gradient (Fig. 6B). Equivalent results were obtained in 3T3-L1
adipocytes rreared with rapamycin ro induce autophagy (Fig.
6C). We observed that whereas LC3-11/LC3-I ratio did increase
in the toral membrane fraction of rapamycin-rreated 3T3-L1 adi-
pocytes, no change in the proportion of lipidared LC3 could be
seen in the lipid droplet fraction. These dara indicate that LC3-11
diseriburion around lipid droplets is not obligartorily linked to
autophagy, but mighe reflect a distinct yer uncharacterized func-
tion linked to lipid storage.
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Discussion

Despirte strong conservarion of the cellular aurophagic machin-
ery amoeng species from yeast to humans and multple situations
in development, physiological adaptation or disease that invelve
aurophagy in various cell types, this process has never been given
much atrention in the context of adipose tissue. Recent dara,
however, indicate thar autophagy is a required process for the
differentiarion of white preadipocyres and influences the balance
between white and brown fat.>*" In agreement, earlier ultrastruc-
tural studies by electron microscopy in 3T3-L1 differentiating
adipocytes had noticed the presence of “large populations of
autophagic vacuoles” that may reflect a remporally acrivared pro-
cess linked ro dramatic remodeling the cytoplasm required by
lipid dropler formation.®

Viewed as a cellular process involved in the clearance of dam-
aged cellular products or organelles, aurophagy is potenrtially
important in every cell rype including adipocyres. However, as
a cellular response intended to meer energy demand in periods
of scarciry, autophagy might not be essential in the fully marure
adipocyte that is designed to handle energy surplus. Why would
adipocytes, which store the largest energy reservoir in the body,
suffer energy demand and induce aurophagy? Rarher, adipocyte
physiological response to-fasting invelves mobilizarion of lipid
stores and subsequent release of lipolytic products to provide other
tissues with energy substrates. During this process, adipocyte is
likely to meet its own cellular energy needs from farry acid oxida-
tien, by directly using lipolyric products. In agreement, the ratio
of farty acid ro glycerol release during lipolysis is often lower than
311, sugpesting consumption of partof the farty acids. In addi-
tion, adipocyre AMPK which is a potent stimularor of farry acid
oxidation is activated by lipolytic hormones™ suggesting internal
energy production from lipelytic products. Thus, autophagy is
not likely a physiological response to fasting in adipocytes,

In the present study, we describe constitutively activated adi-
pocyte aurophagy in a mouse model with lipoatrephic adipose tis-
sue and caveolin-1 deficiency. This is based on three independenr
lines of evidence indicaring (i) alrered protein turnover and accel-
erated protein degradarion in caveolin-deficient adipocytes, (ii)
autophagosome formation monitored by endogenous and exog-
enous autophagy marker LC3 and (i) presence of autophagic
vacuoles in caveolin-deficient adipocytes by electron microscopy
imaging. Caveolin-1 is well known as a scaffolding protein thar
covers the cytoplasmic face of membrane invaginared caveolae.
It is an abundanr protein in adipocyres, in which approximarely
30% of plasma membrane surface is estimared to be covered
with caveolae.®® Among multple roles, caveolae can promorte
the transduction of the insulin signal®™ and subsequent nutrient
uprake,® a funcrion that might be of parricular relevance in the
conrext of adipocytes. The effect of caveolin-1 deficiency in mice,
as well as in humans, is defecrive adipose rissue lipid storage and
lipoarrophy®"® Our dara suggest that this phenotype could be
linked to an activated autophagy, promoted specifically in adipo-
cytes by caveolin deficiency (Fig. 7). Why would far cells lacking
caveolin-1 be faced with energy demand o induce autophagy?
Firstly, caveolin-1 deficient adipocytes are unable to mobilize
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large amounts of farry acids in response to beta-adrenergic ago-
nists, and stimulated lipolysis is largely blunted in adipocytes
lacking caveolin {reviewed in ref. 26 and our unpublished dara).
Defective lipolysis might thus shorten adipocyte energy supply
from mobilized fatry acids during fasting. Secondly, caveolin-
deficient adipocytes are insulin-resistant.” Thus, since the entry
of nutrients into fat cells is largely insulin-dependent, insulin
resistance might impair energy supply to caveolin-devoid far
cells by reducing nurrient delivery, even in post-prandial periods.
Accordingly, caveolin-deficient adipocytes are faced with a par-
ricular siruarion in which defective farry acid mobilization coex-
isting with altered insulin-dependent nutrient supply converge o
induce aurophagy.

To our knowledge, this is the first report showing thar autoph-
agy might be related o adipose tissue failure and lipodystrophy.
This raises the question of wherher aurophagy might represent a
general process in lipodystrophic pathologies. Obviously, recently
reported lipodystrophies caused by murarions in the cavin gene
family?” are first-choice candidates, since loss of cavin expression
leads to secondary caveolae disruption.®® Among other lipodys-
rrophic syndromes that have no established links to adipocyte
differentiation, Berardinelli Seip Congenital Lipedyserophy
(BSCL) caused by seipin gene mutations™ might also be linked
to adipose autophagy. Alterations in lipid dropler structure have
been reported in seipin-deficient yeasts®® that might be associared
to lipolytic defects. However, evidence indicating thart seipin gene
mutations could alter insulin dependent nutrient delivery o fat
cells are still lacking. Nevertheless, by pointing our a novel link
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between autophagy and lipoatrophic adipose tissue development,
our study raises the possibility thar autophagy mighr constiture a
general process in adipose rissue failure and lipodyscrophy, which
could lead to novel approaches in these diseases.

An intriguing point raised by the present study relies on lipid
dropler associarion of the autophagy marker LC3. Lipidarion
of LC3 resules from the activation of a ubiquirinarion-like
cascade invelving mulriple Arg proteins, ultimarely leading
to LC3 conjugation to phosphatydylethanolamine.® Because
LC3-II remains present on autophagesomes during their entire
marurarion process, it is therefore considered as a marker for
autophagy in various situations. Thus, the presence of LC3-11
on lipid droplets would suggest that they can be true substrates
for rtargeted lysosome degradation. Accordingly, LC3-[I-was
found in lipid droplets preparations from heart and liver ris-
sues of starved animals.'” In the present study, we reporr thar
LC3-II can be found on adipocyte lipid droplets independent of
autophagy activation. Indeed, by fluorescent imaging, LC3 was
found distribured not enly in the cyvroplasm of differentiated
3T3-L1 adipocytes maintained in standard culture conditions,
bur also around some, bur not all, lipid droplets. It could also
be recovered as a LC3-11 lipid conjugared form in purified lipid
droplet fractions prepared from normally-fed mice adipocytes.
This suggests thar lipid droplet-associared LC3-11 in adipocytes
is not associated with autophagy, and raises questions about the
relationship berween LC3 and the lipid storage organelle. A pre-
vious example of an LC3-dependent, autophagy-independent
process was described during phagocyrosis in macrophages, in

Autephagy 761



which LC3 lipidarion on phagosomes was not associated with
the formarion of classical membrane structures characreristic of
autophagosomes.®? Since LC3 is present on lipid droplers in irs
PE-conjugated form, then we cannot exclude thar its presence
results from the fusion of early autophagosomes to lipid drop-
lers. This would suggest a link berween formarion of auropha-
posomal membranes and lipid droplers. In addirion, the role
played by LC3-I1 of on lipid droplets, if any, remains o be
clarified. Recenr studies indicated that LC3 could act in mem-
brane hemi-fusion," a process that might be important for lipid
droplets thar are enclosed by a phospholipid monelayer. In this
regard, relying o their unique property to contain prominent
lipid droplets, adipocyre might constiture a valuable cell model
for rhe derailed study of the modalities of LC3/lipid droplet
associarion and its biological significance.

Materials and Methods

Materials. Anribodies were as follows: caveolin-1 (BD
Biosciences, 610407) PTRF (BD Biosciences, 611258) Flotillin-1
(BD Biosciences, 610821); insulin receptor beta subunit (Santa
Cruz Biotechnology, sc-711) and PI3K p85 subunit from
{(Upstate, (05-217), PRCE (Santa Cruz Biotechnology, sc216),
c-Src (Santa Cruz Biorechnology-sc-18) and IGF Receptor beta
subunit (Santa Cruz B[__otechncrlogy. sc-713), native PKB (Cell
signaling, 9272), GSK3B {Cell signaling, 9315), mTOR (Cell
signaling, 2972), Ser 2448-Phospho-mTOR (Cell signalling,
2971). CD36, LC3 and p62 antibodies were generously pro-
vided by Wolfgang Stremmel (University of Heidelberg) Patrice
Codogno (INSERM, Charenay Malabry} and Anne Francoise
Burnol (Insticur Cochin, Paris). GFP-LC3 adenovirus was kindly
provided by Sharon Tooze (London Research Institute, UK) and
was amplified in QBI-HEK 293A cells and purified on a cesium
chloride gradient.

Animals. Animal studies were conducted according to the
French guidelines for the care and use of experimental animals.
Caveolin-1 null mice were provided by T. Kurzchalia (M1,
Diresden) and caveolin-1 RC mice were obtained from WC Sessa
(Yale University School of Medicine, New Haven).

Isolation of primary adipocytes and stroma-vascular frac-
tion. Adipocytes were isolared by collagenase digestion of fat
pads.® Floating adipocytes and stroma-vascular cell fractions
were collected separately as described previously. ®

Cell caltare. 3T3-L1 cells (from Dr J. Pairault, Paris) were
maintained and differentiated as described previously.* Mouse
embryenic fibroblasts (MEFs) were prepared from 13.5 p.c.
embryos and cultured in DMEM supplemented wich 10% fetal
calf serum. Adipocyte differentiation was induced as described
for 3T3-L1 cells except thar rosiglitazone (0.5 uM) was added.
Stable 3T3-L1 knockdown for cav-1 (Cavl KD) was obrained
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by infecting 3T3-L1 with pRVHI-puro centaining the follow-
ing shRRINA rargeting sequence (AA)GAT GTG ATT GCAGAA
CCA G as previously described.®

Western blotting, Samples were lysed in 50 mM Trns, pH
74, 0.27 M sucrose, 1| mM MNa-orthovanadate, pH 10, 1 mM
EDTA, 1| mM EGTA, 10 mM Na-B-glycerophosphate, 50 mM
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stock solution in EchOH) and mounted in Mowiol (Calbiochem,
475904) for visualization by confocal laser Auorescence (Zeiss
L5M 510).

Electron microscopy. Samples were prepared essentially as
described® and imaged on a Jeol 100CII transmission electron
microscope equipped with a digital camera.
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Caveolag are specdialized lipid microdomains, forming small invaginations in the plasma membrane,
known to be implicated in multiple functions including lipid storage, cell signaling and endocytosis.
Formation of these wide {lask-shaped invaginations is dependent on the expression of a caveolar coat-
protein, namely caveolin. Until now, the accepted paradigm was that caveolin was the sole and only
structural protein of caveolae since its expression was necessary and sufficient to drive caveolae biogen-

L i esis. The recent chamcterizations of PIRF/cavin-1 and subsequently other cavin family members in
Caveolin ; ; i i : ; e N S ; )
cavin caveolae formation have highlighted additional levels of complexity in the biogenesis of these plasma
Caveolas membrne invaginations. In this review, recentadvances onthe mle of the different cavin family me mbers
PTRE in the regulation of caveolae structures as well as potential new functions will be discussed.

SDPR @ 2010 Elsevier Masson SAS, All rights reserved.

Caveolae are specialized lipid microdomains that were first
described by electron microscopists in the early 1950s [1,2] as (little
caves) corresponding to invaginations ofthe plasma membrane with
a diameter in the range of 50-100 nm [3]. Caveolae structures are
particularly enriched in cholesterol, glycosphingolipids and lipid-
anchored proteins relatve to the bulk of plasma membrane and
considered as a subclass of lipid-rafts microdomains, reviewed in [4].
Due their specific lipid composition, they concentrate a number of
signaling molecules modulating multiple cellular processes or traf-
ficking events from the cell surface.

Although largely described from a morpholegical point of view,
the structural compenents of these plasma membrane invagina-
tions remained unknown until two independent groups cloned
simultaneoushy caveolin-1/VIP21 and identified this 21 kDa protein
as the first true protein marker of caveolae structures [5,6). Until
now, the accepted paradigm was that caveolin was the sole and
only structural protein of caveolae since its expression was neces-
sary and sufficient to drive caveolae biogenesis in lymphocytes [7].
Despite intense research on caveolin and caveolae functions, the
presence of such membrane invaginations particularly abundant in
endothelial cells and in adipocytes stll remained enigmatic [8,9].

Recent publications have highlighted the role of the family
related-proteins cavins in caveolae formation therefore providing

* Corresponding author at: Centre de Recherche des Cordeliers, INSEEM, U872
Equipe 8,15 rue de I'école de médecine, Paris F-7 5006, France, Tel: =33 142346801;
fax: =33 140518586,

E-mail address: soaziglelay@crojussiewlr (S Le Lay)

0300-5084(8 — see front matter @ 2070 Elsevier Masson SAS, All rights reserved.
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additional data on molecular aspects of caveolae formation and
potentally new functions (10,11}

In this respect, the present paper aims at reviewing new aspects
of cavins in the regulation of caveolae structures and their potential
interest in elucidating the functions of these orizinal invaginations.

1. Cavin proteins: new rezulators of caveolae biogenesis

Although some proteins like PTRF {Polymerase | and transcript
release factor) originally identified as an RNA Pol | transcription
facor (also called Cav-PB0 and now termed ca\Tin—l]_werc previ-
ously shown to be enriched in caveolae, it's only recently that
its crucial mole in caveolae formation has been unraveled [12,13].
Following this exciting discovery, three other proteins, named cavin-
2 {or SDPR for serum deprivation protein response)} [14], cavin-3
{or SRBC for sdr-related gene product that binds to-c-kinase) [15]
and cavin-4 (or MURC for muscle restricted coiled—coiled protein
or cavin-4) [ 16], all sharing homology with cavin-1, were shown to
be critical regulators for caveolae dynamics, All these cavins have
been given several different names {alternate names of cavin family
members are reviewed in [17]), but cavin nomenclature will be
further used in this review,

L1 The cavin family protein

Based on sequence homology with cavin-1, three other proteins
renamed cavin-2 to 4 have been described as being part of the
cavin family. They have all been shown to be present or isolated in
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caveolae preparations and to share similar features in terms of
molecular organization [12-16]. Indeed, they all contain putative
leucine zipper-like domains normally invelved in protein—protein
interactions and PEST domains (proline, glutamic acid, serine
and threonine-rich domains}, which may play a role in targeting
proteins towards proteolytic degradation [ 18]. Cavin-1 can indeed
be found under different proteolytic forms still associated with
caveolae. However, cavin-1 is the enly member containing poly-
basic signals, possibly nuclear localization signals, in line with
its initial described function as a transcripton factor [19]. Other
common features between cavins are their ability to bind to phos-
phartidylserine and to be phosphorylated on multiple sites [18].
In addition, studies have linked cavin-2 and cavin-3 to protein
kinase-Cdelta [20] or alpha[21]. These different properties of cavin
proteins raise the possibility that they would be able to regulate
some aspects of caveolae functions.

1.2, Cavin-1: a new scaffold for caveolae

Cavin-1 was originally identified by two independent groups
using yeast two-hybrid systems [19,22] as a soluble nuclear factor
that regulates transcription process. Recombinant cavin-1 protein
is able to dissociate ternary Pol | transcription complexes in vitro as
revealed by the release of both Pol | and nascent transcripts from
the template [19] and facilitates the reinitiation of RNA polymerase
1[23]. It's only recendy that this factor was also abundantly found in
caveolae membranes derived from adipocytes by immunological
and morphological procedures [18,24] leading to consider it as
a caveolae marker.

A critical role for cavin-1 at the plasma membrane has emerged
from recent publications reporting that this protein was required for
caveolae formation [1213]. Accordingly, cavin-1 expression was
strictly parallel to that of caveolin-1 in mice tissues with its highest
expression found infat and lung, predicting a functdonal link between
both proteins [1322]. Cavin-1 is recruited by caveolins to plasma
membrane caveolar domains and is necessary for caveolae formation
[12,13] Indeed, absence of cavin-1 leads to the loss of morphologi-
cally identifiable caveolae and to diminished protein expression of
all three caveolin isoforms whereas no alteradons at the level of
mRNA of caveolins were observed. Cavin-1 downregulation is also
accompanied by an increase of caveolin-1 mobility, which is released
from the cell surface and rapidly internalized and degraded [13].

Caveolin and cavin-1 were found to be in close proximity by
FRET experiments when situated at the plasma membrane [13] but
a direct interaction between these two proteins is still controversial
(see Secton 2). kxperimental results tend to prove that cavin-1 will
contribute © the last steps of caveclae biogenesis. Indeed, it only
associates with plasma membrane caveolae but not with non-caveolar
caveolins (like caveolins at the Golgi level) [13,25]. Therefore, cavin-1
has to be considered as a soluble protein, which would be recruited to
caveolae operating like a new scaffold s@bilizing the caveolae unic

It has been esimated that cavin-1 and caveolin were present in
an approximate ratio 1: 1 within caveolae [ 13] and that lipid-binding
wias likely to play a role in cavin association with these invaginadons.
In agreement, cavin-1 and caveolin-1 associate in a cholesterol-
dependent manner and can both bind to phosphatidylserine [12,13],
consistent with the fact that caveolae are particularly enriched
in these lipid species [26] However, further investizatdons will be
needed to understand lipid—protein interaction that may be required
for the structural stability of the nascent caveolae structures,

1.3. Cavin-2: generating caveolae curvature?

The breach opened by studies of cavin-1 in caveolae formation
leads to guestion about the respective roles of other protein members

of the cavin family. Cavin-2 is sharing more than 20% similarities with
cavin-1 [14,18]. This 2Znd member of the cavin family was found to
be enriched in caveolae preparations and to co-localize with caveolin
[21] filling the requirements for being a modulator of caveolae
formation as cavin-1. Indeed, cavin-2 downregulation induces loss
of cavin-1 and caveolin expression and therefore limits caveolae
formation meaning that cavin-1, cavin-2 and caveolin-1 are func-
tionally inter-dependent [14). Co-immunoprecipitations experi-
ments showed that cavin-2 and cavin-1 doindeed bind to each other,
but that this interaction does not require caveolin-1 and that cavin-2
promotes recruitment of cavin-1 to caveolae [14) An interesting
cbservation is that, unlike caveolin-1 or cavin-1 respectively, cavin-2
alone does not increase caveolae number but induces changes in
caveolae morphology, which murns to appear distended and induces
caveolac-associated tubule formation [14]. These membrane tubu-
lations closely resembling those induced by B-subunit of Shiga toxin
(STB) [27] can originate from caveolae [14], even if these structures
are not required for their formation [27] Therefore, cavin-2 could
be seen as the membrane-curvature component of caveolae although
no sequence similarity has been found so far between cavin-2 and
known curvature-inducing protein domain [28].

L4, Cavin-3: regulator of the caveolar endocytic pathway?

Cavin-3 was originally identified in screens looking for PKCdelta-
binding protein [20] but also in yeast two-hybrid screening using
BRCA1 as bait [29]. The human CAVIN3 gene (maps to 11g15.5-15.4)
is situated in a tumor suppressor region and is inactivated in breast
and lungs cancers. Considering its homology with cavin-1, this has
recently led to consider its role in caveolae structures, Alternative
splicing of cavin-3 mRNA can potentally produce five isoforms with
size ranking from 14.3 kDa to 31.1 kDa [15]. Although all cavin-3
isoforms were predicted to be soluble, this protein was previoushy
identified in proteomic screens enriched in detergent-free caveolae
[18,30]. This localization was recenty confirmed by immunofluo-
rescence and shown to be dependent on leucine-zipper domain and
expression of caveolin-1 [15]. Interestingly, cavin-3 stll associates
with caveolin upon caveolae budding to form wvesicles and intra-
cellular caveolin-1 maffic is markedly impaired in the absence of
cavin-3[15]. Altogether, these results suggest that one potential role
for cavin-3 might be to couple caveolae o the intracellular transport
machinery.

L5, Cavin-4: the muscle-restricted cavin

Through sequence homology searches, a fourth member of
the cavin family was reported and termed cavin-4 [ 16]. This protein
was previously described as purely cytosolic and able to interact
with cavin-2 [31]. Cavin-4 was shown to be associated with cardiac
dysfunction through the modulation of the Rho/ROCK pathway and
to be important in muscle bingenesis [32]. This is in agreement
with the specific expression of cavin-4 in cardiac and muscle
tissues, which parallels caveolin-3 expression [ 16]. Cavin-4 was also
found to asseciate with sarcolemmal caveolae of muscle cells and
its expression is perturbed in human muscle diseases associated
with caveolin-3 dysfunction. This clearly identifies cavin-4 as a new
potential candidate for muscle-related caveolinopathies.

2. The cavin oligomeric complex

Since the individual characterization of each cavin member
revealed many common features, this gquestioned about the way
they may interact. Recent data revealed the existence of a multi-
meric protein complex containing all cavin members, which will
associate with caveolins at the plasma membrane [ 15]. The stepwise
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assembly of caveolin and cavin complexes during caveolae biogen-
esis process has moreover been elegantly dissected by Helenius's
group providing a hierarchy of events required for the assembly of
mature caveolae at the plasma membrane [25],

Interaction between caveolins and cavins was first suggested by
the fact that cavin-1 to -3 family members display the same pattern
of expression as caveolin-1 whereas cavin-4 expression parallels that
of caveolin-3 | 16]. Additionally, all cavin members have been iden-
tified to localize w plasma membrane caveolae. Interestingly, the
levels of cavin expression were drastically reduced in caveolin-1 null
mice [13,16]. The other way round is also rue since cavin deleton
also reduces caveolin-1 protein expression [14—16,33 |, This strongly
suggests interdependency between caveolins and cavins for their
respective expression. In agreement, overexpression of cavin-1
causes a concomitant increase in caveolin-1 protein [33]. Whereas
close association of cavin-1 and caveolin was demonstrated by FLIM/
FRET experiments | 16], a direct interaction between caveolins and
cavins proteins is still however debated since co-immunoprecipita-
tions experiments using cavin-1 antibody either provided negative
results [13] or were able to bring down the cavincomplex consisting
of all other cavins plus caveolin-1 and -2 from plasma membranes
adipocytes [16].

All members of the cavin family interact in a multimeric
complex as first demonstrated by immunoblot after native gel
electrophoresis of adipocytes plasma membrane fractions [16]. This
cavin complex can also be detected in the cytosel, and its formation
is not dependent on caveolin-1[16]. This suggests amodel in which
cavin proteins would associate in the cytosol and are recruited to
caveolae. Such a scheme was confirmed by the fact that caveolin-1
and cavin-1 separated in a sucrose gradient following nonionic
detergents solubilization of membrane lipids [25]. Indeed, cavins
occurred as stable, relagvely homogenous 60 Sz complexes
distinct from cav-1 containing 70 Sugw complexes representing
caveolin scaffold of the caveolar domain at the plasma membrane.
Since cavin-1 associates with cell surface caveolae, but not with
caveolin-1-Golgi pool [13], Hayer et al. took advantage of the use of
fluorescently taggzed cavin-1 and caveolin-1 after cycloheximide
washout to determine at which stage of caveola maturation the
two proteins will associate to each other [25]. Opposite to caveolin-
1, cavin-1 was never detected in the Golgi compartment although it
displays a diffuse cytosolic distribution. Dual color live-cell imaging
revealed a relatively slow recruitment {at least 25 min)of cavin-1to
newly arrived plasma membrane caveolar domains with no rapid
turnover of associated-cavin-1. It has been estimated that one
cavin complex could be formed of 60-80 cavins whereas the 70
Sapw complex could be composed of 160 caveolin molecules [25],
consistent with the previous estimation of 144 + 39 caveolin-1 per
cavenla [34]. However, it's likely that each individual caveola would
contain multiple 60 Szq.w complexes [25].

It has been speculated that cavins may bind to specific lipid
environment generated by caveolin [13]. If such a case, phosphati-
dylserines { PS]} may appear as good candidates establishing the link
between caveolins and cavins, both described as PS-binding proteins
[13,26,35]. Moreover, lipid interactions, usually of weak affinity,
would allow rapid dissociaden of the complex offering a signaling
mechanism from the cell surface w intracellular components [ 16,25].

How exactly this complex would assemble has not yet been
established although a hierarchy of protein interactions likely exists.
The different temporal expression during 313-L1 adipocyte differ-
entiation where caveolin-1 and cavin-1 show identical expression
patterns appearing at late stages of differentiation and preceding
cavin-2 expression would let us think that the latter is recruited to
cavenlae after their formation at the cell surface [ 16]. However, some
data obtained in MEFs deficient in caveolin-1 showed that, in this
case, cavin-2 recruits cavin-1 to plasma membrane caveolae [14].

An interesting observation is that cavin-3 displays a high expression
during all the adipocyte differentiation process, but also displays
a broad expression in different tissues [16]. Taking into account
the different patterns of expression observed for cavin proteins, the
composition of the cavin complex might vary depending on the
tissue. Whether the cavin oligomeric complex is composed of all
cavins indifferent dssues, or could have a specific composition has to
be determined. Overexpression of individual cavin members alters
caveolae biogenesis, morphology or dynamics (Fig. 1) suggesting
that the stoichiometry between cavins could determine the func-
tionality of caveolae,

In the light of the different studies, it now appears that cavin
assembly to caveolae occurs as a final step of caveolae biogenesis
and entails the association of large preassembled protein complexes
to each other [25]. The structure of mature caveolae will then be
dependent on three major molecularlavers: (1) a specific lipid bilayer
composition enriched in cholesterol and sphingolipids, (11} an inte-
zral membrane scaffold formed by embedded-caveolin proteins and
(11} a peripheral protein layer formed by cavin complexes. This last
step will likely contribute to stabilize the caveolar domain, but may
also control membrane curvature or caveolar budding as regard to
cavin individual function.

3. What cavins tell us about caveolae function

Caveolae have been implicated in multiple cellular processes
but many aspects of their putative functions are still very controver-
sial. Howewver, mice and humans deficient in their expression display
numerous abnormalities that underscore their physiological impor-
tance, reviewed in [36,37]. Particularly, caveolin-1 deficiency revealed
to be linked to a lipodystrophic syndrome. The discovery of cavins
as functional components of caveclae led to consider their potential
implicadons in caveolinopathies and in the different functions
assigned to caveolae.

3.1 Cavins as new gene candidates for caveolinopathies

Mice strains with gene invalidation for all caveolin genes have
been generated and have constituted invaluable tools to investigate
the physiological roles of these proteins in vivo, reviewed in [36,38].
Surprisingly, all transgenic animals were viable and fertile despite
a complete loss of muscle-caveolae in caveolin-3 deficient animals
or non-muscle-caveolae in the absence of caveolin-1

Specific phenotypes were described in these knockout animals
reflecting the relative importance of caveolin expression in particular
tissues, On the one hand, in line with its muscle-specific expression,
invalidation of the caveolin-3 gene leads to skeletal muscle pathology
and cardiomyopathy through multiple pathogenic mechanisms
in mice [3940]. On the other hand, caveclin-1 null mice display
a metabolic phenotype characterized by a lipoatrophy associated
with a hyperlipemia, in relation with the normal high expression of
caveolin-1 in adipocytes [41].

These mice phenotypes are even more relevant considering the
recent revelations of human pathology due to “caveolinopathies”.
CAV3 mutations were identified a decade ago in patients suffer-
ing from LMGD-1C (Limb-—Girdle muscular dystrophy, [42]). To
date, more than 30 cases with CAV3 mutations were reported
causing four distinct autosomal dominant muscle diseases ranging
from LGMD-1C to rippling muscle disease, idiopathic hyperCKemia
and distal myopathy, reviewed in [43]. The molecular mechanisms
implied in the pathogenesis of muscle degenerative process
following caveolin-3 deficiency are multiple and only partially
clarified, It can be due to sarcolemmal membrane alterations,
caveolin-3 retention in the Golgi due to a dominant-negative effect
of the mutated caveolin-3, disorganization of skeletal muscle
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SRBC/cavin-3

MURC/cavin-4
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—
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Fig. 1. Overexpression of cavin members alters biogenesis, morphology or dynamics of caveolae structures. Recent data revealed the existence a multimeric protein complex con-
taining all cavin members, which associate with caveolins at the plasma membrane, Individual ove rexpression or downregulation of each cavin member has aneffec an biogenesis,
morphology or dynamics of the caveolae structures. Cavin-1 is recruitad by caveolins to plasma membrane caveolar domains and is required for caveolae formation, Cavin-2 alone does
not increase caveolae number but induces changes in caveolae morphology, which turns to appear distended. Cavin-3 still assodates with caveolin upon caveolae budding to form
vesiclesand its absence mar kedly impairs intracellular caveslin-1 traffic along microtubules, Cavin-4, which has an ex pression restricted to cardiac and musde tissues (parallel thatof
caveolin-1), constitutes the muscle-specific component of the cavin complex and associates with muscle-caveolae.

T-tubule network or disruption of distinct cell-signaling pathways.
Therefore, the multiple pathogenetic mechanisms altered following
CAV3 mutations underline the critical role of caveolin-3 in muscle
cell physiology.

Recenty, an homozygous null mutation in the CAV1 gene was
identified in a patent suffering from Berardinelli=Seip congenital
lipodystrophy [44]. As a young adult, the patient presented a near
complete absence of adipose tissue depots and also developed
severe insulin-resistance associated with diabetes mellitus and
was hypertriglyceridemic. Addidonal heterozygous mutations were
subsequently observed in patients with partal lipodystrophy [45].
The identification of CAV1 as a new locus for human lipodystrophy
provides human genetic evidence for a critical role of caveolin-
1/caveolae in adipocyte lipid storage and insulin signaling,

However, it has been difficult so far to distinguish the respective
contribution of caveolae as structural entities or of caveolins outside
of caveolae in the phenotypes.

The discovery of cavins as new caveolae regulators opens new
perspectves to understand the role of these invaginated structures,
Particularly, the implication of the different cavins in caveolae
morphology and dynamics has been proven by strategies of over-
expression or downregulation of the expression of each cavin
member [13-16] {see Fig. 1}.

The implication of cavin-1 in caveolae formation was ascertained
by the generation of mice deficient for this protein [33]. Cavin-1-KO
animals are lacking caveolae in all tissues examined therefore
underlying a critical role for this protein in caveolae structuration
even in muscles caveolae [dependent on caveolin-3 expression),
The phenotype of these transgenic mice totally parallels caveolin-1-
KO mice phenotype in terms of metabolic defects [41]. Cavin-1 null

animals have a reduced adipose tissue mass, hypertriglyceridemia,
glucose intolerance and hyperinsulinemia — reflecting a more
pronounced metabolic phenotype than the one observed for cav-
eolin-1 nuil animals. Since cavin-1 is expressed in muscles and
non-muscles tissues, where caveolae are respectively driven by
caveolin-3 and caveolin-1 expression, and lead to a complete loss in
both types of tissues, one would expect that cavin-1 null animals
would resemble the Cav-1/-3 double knockout animals [46]
However, the metabolic parameters for these latter mice have
not yet been described. In line with elevated caveolin-1 expression
in endothelial cells, severe defects ranging from vascular dysfunc-
tion to cardiac hypertrophy have been reported in caveolin-1 null
mice, reviewed in [47]. Noteworthy, these alterations have been
shown to be rescued by cell-specific re-expression of caveolin-1 in
the endothelium, underlying a critical role for caveolin-1 in the
physiology of endothelial cells [48]. No data related to a vascular
phenotype have been published so far for cavin-1-KO mice.
Cavin-1 KO metabolic phenotype led to search for cavin muta-
tions in ungenotyped lipodystrophies. Pardcularly, Hayashi and
colleagues studied patients who presented with generalized
lipodystrophy and muscular dystrophy despite any CAV3 mutations
identified [49]. They identified missense mutations of CAVINI
associated with deficiency and mislocalization of all three caveolin
family members and reduction of caveolae structures in skeletal
muscles biopsies. The metabolic complications observed in patients
with CAVIN1 mutations were however milder than the one
described for patients with CGL1 and CGL2 (congenital generalized
lipodystrophies 1 and 2 caused by the mutations in AGPAT2 and
BSCL2 respectively, see [50] for recent review) and only observed
in elder patients. Caveolins deficiency, as a secondary consecutive
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defect, certainly plays a role in the establishment of the lip-
odystrophic phenotype,

Most clinical features of cavin-1 mutated patients are then likely
to be explained by secondary reduction of caveolae and/or caveolin
deficiency. This suggests that all cavin members might potentially
be gene candidates for caveolinopathies. Cavin-4, predominantly
expressed in muscles and whose distribution is perturbed in human
muscle disease associated with caveolin-3 dysfunction, raised
indeed this possibility [16].

What is the link between caveolin-1 andfor cavin-1 deficiency
and the lipodystrophic phenotype?

Caveolae have been shown to be a general scaffold for signal
transduction, promoting physical interactions with a large variety of
signaling protein partmers [4]. Regarding adipose tissue, caveolins
operate as positdve regulators of insulin signal transduction [51],
a key event for orchestration of fat storage. However, the metabolic
phenotype of caveolin-1 null mice does not reflect the one of the
FIRKO mice with fat-specific insulin receptor (IR} knockout [52].
The fact that caveolin loss is not equivalent to IR loss might suggest
that the caveolin function in fat storage is not limited to a facilitating
role in transducing the insulin signal.

Another localization of caveolins which appears highly relevant
in the context of fat storage, is the lipid droplet (LD) pool, reviewed in
[53] Caveolin interaction with adipocytes LDs is a process imvolving
caveolar endocytosis [54,55]. This suggests that LD caveolin likely
originates from plasma membrane caveolae [54]. In agreement, LD
associated cavenlin organization closely resembles that of plasma
membrane caveolin with similarly low lateral mobility (assessed by
FRAP}, and cavin-1 is presenton lipid droplets [ 56 ]. A simplistic view
would be that caveolins directly transport exogenous fatty acids
or neutral lipids to lipid droplets. Rather, caveolin-1 lipid-binding
capacities and structural properties suggest that it may play a role in
the orzanization of the phospholipid layer forming lipid droplet
surface. In agreement, we showed that LDs devoid of caveolin-1
{obtained from lipeatrophic adipocytes of caveolin-1 null mice ) have
reduced levels of phosphatidylserines (PS) compared to LDs isolated
from caveolin expressing adipocytes. Moreover, those caveolin-1-
deficient lipid droplets also display alterations in their protein
composition, and particularly lack several PS-binding proteins such
as annexin Al and cavin-1 [5G]. This suggests that LD caveolin-1/
cavin-1 pool might contribute to the remodeling of the LD polar
lipid surface. Moreover, caveclin-1 presence around LD favors size
enlargement of these lipid storage compartments in cell culture,
and caveolin concentration is specifically enriched on supersized
LDs from obese rodents | 5G], Therefore, caveolin-1 is an important
regulatory component of the structural properties of the lipid
droplet storage organelle controlling lipid droplet expandability.

How to integrate cavins in this fat picture? Considering the
adipocyte morphology where caveolae are in close vicinity of
the lipid storage organelle (sometimes less than 400 nm), it's easily
conceivable that direct contact points between caveolae invagina-
tions and lipid droplet surface might form, explaining the concom-
itant presence of caveolin-1 and cavin-1 on adipocyte LDs. Therefore,
structuration of caveolae via cavin molecules might also influence
caveolin LD pool and consequently fat deposition.

3.2. Cavins and the signaling function of caveolae platforms

Caveolae represent a functional subtype of the so-called lipid-
enriched microdomains wherein lipids dynamically interact with
each other to form platforms important for signaling complexes
and protein sorting [4,57]. All cavin members have been described
to be located in caveolae although their first description in litera-
ture most of the time referred to soluble proteins with various
functons operating in the cytosol. Their association in a cavin

complex and subsequently their caveolae recruitment can
contribute to see them as protein adapters that would link signal
transduction to the regulation of caveclae function,

Althougzh no direct evidence was yet produced thatcavins might
influence signaling functions of caveolae platforms, such specula-
tions arise first regarding the ability of cavin-2 and -3 to bind
to PKCx and & |20,21], respectively. Knowing that PKCx is a critical
regulator of caveolae internalization [58] and that PKC inhibitors
block caveolar endocytosis [39], cavins could compartmentalize
PKC activity in caveolin-1-richmicrodomains [30]. This PKC adapter
function of cavin-3 may be responsible for EGFR targeting into
caveolae. Indeed, EGFR localization incaveolae is markedly reduced
following serine 654 PKC-dependent phosphorylation [50]. More-
owver, in vivo data from models with cavin-1 deficiency in mice or
humans provide clues that signaling pathways are affected [33,49].
Indeed, the level and activity of Glutd, the insulin receptor beta
subunit and insulin-dependent Akt phosphorylation are markedly
reduced in fat and muscle from Cavin-1-KO mice compared to their
control littermates consistent with the overall insulin-resistant
phenotype [33]. However, in patients with CAVINT mutations, an
increase in Akt phosphorylation was observed in skeletal muscle
possibly explaining the muscle hypertrophy developed by these
patients, Surprisingly, an activation of myostatin signaling, known
as a negative regulator of muscle growth, was also observed in
Cavin-1-deficient skeletal muscles.

Although it appears that cavin-1 clearly influences caveolae-
dependent signaling pathways, future studies will have to clarify
the role of cavin-1 in muscular hypertrophy and related signaling
pathways to understand the complexity of the observed disorders.

Finally, another function attributed to caveolae structures is
their role as endocytic carriers for various ligands, toxins or viruses,
reviewed in [6B1] Owerexpression of cavin-2 induced caveolin-1
positive tubules similar to those observed following B-subunit shiza
toxin expositdon in mice cells and model membranes [ 14,27]. Whereas
this implicates a recruitment of Shiga toxin receptor Gb3 to caveolar
domains and then favors an internalization of Shiga toxin via caveolar
domains has to be examined. Together with the ability of cavin-3 to
regulate caveolae-derived vesicles [14], cavin proteins might then also
be able to regulate the endocytic potential of caveolae.

3.3, Covins and further: towards the characteristics
of the caveolar coat

The discovery of cavins as caveolae proteins opens new
perspectives for the characterization of the caveolar coat. This rules
off the paradigm that caveolins are the sole and only components of
the caveolar coat. It's likely that other modules will be uncovered
to bring us a better understanding of caveolae structures. Cavins
have already revealed new features of these invaginations, the most
surprising of which being their ability to form elongated caveolin-1
posiave tubules [14]. Moreover, the presence of the cavin complex
might serve as an adapter platform for mediating or regulating
many signaling pathways.

However, many questions are still open and one of the next steps
will be to determine the respective role of cavins and caveolins. Since
cavins do not present the same pattern of expression depending on
tissues, could caveolae present different molecular compositons in
relation with diverse functions? Moreover, models of organisms like
Caenorhabditis elegans and cells like leukocytes or neurons, which
express caveolinsbut are unable to form caveolae invaginations, tend
to prove that caveolins might play a role outside of caveolae [62 | The
fact that caveolae formation reguires cavin-1 and cavin-2 is more-
over consistent with caveolae-independent functions of caveolins.

Cavin proteins, as new players in the caveolae field, are shedding
a new light on these intriguing plasma membrane invaginations.
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Future studies will have now to decrypt the individual role of each
cavin in the caveolae coat complex as well as to characterize the
assembly of the cavin complex and its implication in the regulation
of the caveolae-dependent signaling pathways. Let's hope that such
exciting studies will help to dissect the complexity of the caveolar
structures and to reveal their full functionality.
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