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CAPEL Emilie — Thése de doctorat - 2019

Formes monogéniques de lipomatose de Launois-Bensaude : étude clinique
et moléculaire, et modélisation cellulaire

RESUME

Ce travail initié en lien avec le centre de référence des Pathologies Rares de la Résistance a I’Insuline et
de I’Insulino-Sensibilité, s’intéresse a I’étude de la physiopathologie de formes rares de syndromes
lipodystrophiques. Parmi ceux-ci, la lipomatose de Launois-Bensaude (LLB) est caractérisée par la
présence de masses lipomateuses associées a des troubles métaboliques. Nous avons investigué la plus
grande cohorte de patients atteints de LLB due au variant p.Arg707Trp du géne MFN2, codant la
mitofusine 2, une protéine de la fusion mitochondriale. Nous avons également étudi¢ une patiente
présentant des symptdmes compatibles avec une LLB porteuse d’un nouveau variant p.Glu943Glyfs*22
de LIPE, codant la lipase hormono-sensible, enzyme-clé de la lipolyse adipocytaire. Les caractéristiques
de ces patients porteurs de variants de MFN2 et LIPE sur le plan clinico-biologique et tissulaire,
permettent de mieux définir les particularités de la LLB au sein des syndromes lipodystrophiques. Nous
avons isolé les cellules souches adipocytaires (ASC) des lipomes et utilisé ce modéle pour évaluer le
retentissement des variants sur la différenciation et les fonctions adipocytaires. Les études
morphologiques (microscopie optique et électronique) et fonctionnelles (immuno-histochimie,
expression génique et protéique, lipolyse et respiration mitochondriale) des lipomes et/ou des ASC,
montrent des altérations adipocytaires multiples avec un phénotype thermogénique des adipocytes
LLB-MFN2. La lipodystrophie associée a MFN2 pourrait provenir d’une altération de la balance de
différenciation adipocytaire blanche/beige.

Mots-clés : Lipodystrophie - Lipomatose de Launois-Bensaude - Mitofusine 2 - Lipase hormono-sensible
- Cellules souches adipocytaires - Mitochondrie

Monogenic forms of multiple symmetric lipomatosis: clinical and molecular
study, and cell modelling

ABSTRACT

This work, initiated in cooperation with the rare diseases reference center ‘Pathologies de la Résistance
a I’Insuline et de I’Insulino-Sensibilit¢’, focuses on the pathophysiology of rare lipodystrophic
syndromes. Among them, Launois-Bensaude lipomatosis, also called multiple symmetric lipomatosis
(MSL), is characterized by upper-body lipomatous masses and frequent metabolic alterations. We have
investigated the largest reported series of patients with MSL due to the MFN2 p.Arg707Trp variant.
MFN?2 encodes mitofusin 2, a protein involved in mitochondrial fusion. Additionally, a patient with
clinical symptoms consistent with MSL, harboring a new p. Glu943Glyfs*22 variant of LIPE, encoding
hormone-sensitive lipase, a key enzyme in the lipolysis pathway, has also been studied. The clinical,
biological and adipose tissue characteristics of patients carrying MFN2 and LIPE variants, allow for a
better definition of MSL within the lipodystrophic syndromes. We have isolated adipose-derived stem
cells (ASC) from lipomas and used this cellular model to assess the impact of variants on adipocyte
differentiation and functions. Morphological (optic and electronic microscopy) and functional studies
(immunohistochemistry, gene and protein expression, lipolysis, and mitochondrial respiration) on
pseudo-lipomas and/or on ASC show numerous adipose dysfunctions and highlight the thermogenic
phenotype of adipocytes from MFN2-MSL patients. This MFN2-related lipodystrophy could result from
a misbalance of white and beige adipocyte differentiation.

Keywords: Lipodystrophy - Multiple symmetric lipomatosis - Mitofusin 2 - Hormono-sensitive lipase -
Adipose-derived stem cells - Mitochondria
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Avant-propos

Le tissu adipeux est un organe essentiel pour deux raisons principales. D’abord
quantitativement, puisqu’il représente 15 a 35% du poids total chez I’Homme, cette proportion
pouvant s’¢élever jusqu’a 50% et plus dans les cas d’obésité morbide, et puisqu’il s’agit du
réservoir énergétique le plus important de I’organisme. Ensuite, qualitativement, puisqu’on sait
aujourd’hui que le tissu adipeux présente de nombreuses capacités fonctionnelles, de type
métabolique mais aussi endocrine, sécrétoire, immunitaire, inflammatoire, ainsi que des
propriétés de différenciation, d’expansion et de remodelage qui lui conférent une plasticité
importante, longtemps sous-estimée. Le tissu adipeux ou plutdt les tissus adipeux, puisqu’une
forte disparité fonctionnelle distingue les différents dépots adipeux de 1’organisme, régulent

I’homéostasie générale grace a cette grande diversité de fonctions.

Les lipodystrophies sont des pathologies affectant le tissu adipeux. Ces maladies se
caractérisent par un défaut de développement, de répartition et/ou de fonction du tissu adipeux.
Les conséquences métaboliques des lipodystrophies sont, pour la plupart, trés similaires a celles
retrouvées dans 1’obésité androide, probléme de sant¢ mondial. Méme si ces deux types de
pathologies semblent avoir un phénotype clinique différent, elles partagent de nombreux signes
de dysfonction du tissu adipeux. Ainsil’étude des lipodystrophies permet de mieux comprendre
les mécanismes physiopathologiques impliqués dans les maladies métaboliques communes.
Cela pourrait également permettre d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques dans ces

pathologies.

Dans le chapitre d’introduction, je commencerai par replacer le contexte de notre recherche
portant sur le tissu adipeux dysfonctionnel. Je m’intéresserai aux tissus adipeux, leurs structures
et leurs fonctions. Dans une deuxiéme partie je présenterai les ¢léments principaux de la
physiopathologie du groupe hétérogéne des lipodystrophies, incluant la lipomatose de
Launois-Bensaude dont j’ai étudié plusieurs formes génétiques. Puis je décrirai 1’état actuel des
connaissances concernant les deux protéines dont les altérations font 1’objet de mes travaux de

these : la mitofusine 2 et la lipase hormono-sensible.

Mes travaux de recherche exposés ensuite visent (i) a décrire le phénotype de patients atteints
de deux formes de lipomatose de Launois-Bensaude (LLB) d’origine génétique, (ii) a
caractériser les lipomes des patients atteints de LLB associée aux variants homozygotes

p.Arg707Trp de MFN2 et p.Glu943Glyfs*22 de LIPE et (iii) a étudier les effets de ces variants



pathogénes sur la différenciation et les fonctions adipocytaires grace a 1’isolement et a la
culture, en conditions de différenciation adipocytaire blanche ou brune, de précurseurs

adipocytaires (adipose-derived stem cells ou ASC) issus des lipomes des patients.



Introduction

Chapitre | : Physiologie du tissu adipeux

Le tissu adipeux (TA) a longtemps été négligé au plan scientifique et considéré uniquement
comme un organe de stockage passif des graisses. Le TA est en effet le plus important réservoir
énergétique du corps qui stocke I’énergie sous forme de triglycérides, et la libére sous la forme
d’acides gras circulants en fonction des besoins de 1’organisme. Le TA posséde également une
fonction sécrétoire importante qui a été¢ définie dans un second temps (Zhang et al., 1994). 11
devient maintenant évident que le tissu adipeux, ou plutot les tissus adipeux, agissent en
collaboration au sein d’un véritable organe adipeux qui contribue de fagon significative a la

régulation de I’homéostasie énergétique chez ’Homme.

Deux types principaux de TA ont été identifiés chez les mammiferes, le TA blanc et le TA
brun, décrits initialement en fonction de leurs caractéristiques morphologiques. Outre une
apparence macroscopique différente, ces deux tissus adipeux possedent également des activités
physiologiques distinctes. En effet, le TA brun joue un réle dans la thermorégulation en
produisant de la chaleur a partir de 1’oxydation des lipides par la mitochondrie alors que le TA
blanc est essentiel dans le stockage des lipides et leur mobilisation en cas de besoin.
Derniérement, un nouveau type d’adipocyte, les adipocytes beiges ou brites (pour brown in
white) ont été décrits. Ces adipocytes, localisés dans le TA blanc, activables et similaires aux
adipocytes du TA brun, sont doués d’une activité thermogénique (Ishibashi et Seale, 2010,

Petrovic et al., 2010, Vegiopoulos et al., 2010).

Le TA blanc comprend différents dépdts anatomiques localisés dans les territoires
sous-cutanés et viscéraux. Cette notion de localisation du TA est importante puisque selon que
le TA est sous-cutané ou viscéral, et selon qu’il est localis¢ a la partie supérieure ou inférieure
du corps, son organisation cellulaire, son activité métabolique et sécrétoire vont varier (Karpe

et Pinnick, 2015, Van Harmelen et al., 2004, Frayn et al., 2003, Arner, 2001).

Ce premier chapitre s’intéressera a la composition, la structure, les fonctions métaboliques et

sécrétoires ainsi qu’au développement des tissus adipeux.



A. Composition du tissu adipeux

1. Hétérogénéité cellulaire

Dans de nombreux tissus, différents types cellulaires interagissent pour maintenir
I’homéostasie et assurer les différentes fonctions tissulaires. Le tissu adipeux n’est pas une
exception. Histologiquement, c’est un tissu conjonctif vascularisé et innervé composé d’un
mince réseau de fibrilles de collagéne entourant les cellules adipeuses ou adipocytes, unité
cellulaire fonctionnelle de ce tissu. Hormis les adipocytes, d’autres cellules sont également
présentes dans ce tissu et constituent la fraction stroma-vasculaire (FSV), que 1’on peut
facilement isoler des adipocytes matures par digestion a la collagénase et centrifugation douce
(Rosen et Spiegelman, 2014). La fraction cellulaire non adipocytaire ou stromale du tissu
adipeux est composée d’un ensemble complexe de cellules au sein d’une matrice
extracellulaire (MEC) dynamique. On peut notamment distinguer des progéniteurs et des
précurseurs adipocytaires (préadipocytes) a différents stades de développement, des cellules
du systéme immunitaire inné, principalement des macrophages, et des cellules du systéme
immunitaire adaptatif, principalement des lymphocytes T, ainsi que des cellules endothéliales,
des cellules musculaires lisses formant un dense réseau de vaisseaux et de capillaires sanguins
du TA, des cellules nerveuses et des fibroblastes (Cinti, 2005) (figure 1). Les progéniteurs, qui

constituent un mode¢le cellulaire utilisé dans ce travail, feront 1’objet d’un chapitre spécifique.
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Figure 1 : Composition cellulaire du tissu adipeux (d’apreés Ouchi et al., 2011)



Adipocytes

Les adipocytes gorgés de lipides sont le type cellulaire majeur du TA. Ils occupent 90% du
volume du tissu mais ne représentent que 20 a 40% du contenu cellulaire du tissu adipeux.
Chaque gramme de TA contient 1 a 2 millions d’adipocytes pour 4 a 6 millions de cellules de
la FSV (Kanneganti et Dixit, 2012). Il existe trois types principaux d’adipocytes : les blancs,
les bruns et les beiges. La description de leurs caractéristiques distinctives sera développée

dans la partie suivante.

Cellules endothéliales

Le TA est trés vascularisé ce qui signifie que les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses sont une composante de 1’architecture du TA. Les cellules endothéliales
controlent le passage des nutriments, des solutés et des hormones du flux sanguin vers I’espace
extracellulaire et inversement. Morphologiquement, le TA présente un réseau capillaire dense
(Bouloumie et al., 2002). Le développement du TA est dépendant de I’angiogénése. En effet,
le traitement de souris obéses par des agents anti-angiogéniques induit une réduction
significative de la masse adipeuse en lien avec la diminution de la vascularisation du tissu
(Rupnick et al., 2002). La néovascularisation apparait donc comme un processus crucial pour
I’adipogenese et I’expansion du TA. En effet, les vaisseaux permettent un apport d’oxygene, de
nutriments, d’hormones, de cellules immunitaires ainsi que de cellules souches dérivées de la
moelle osseuse permettant un remodelage tissulaire adapté aux conditions nutritionnelles et

hormonales (pour revue Cao, 2007).

Cellules immunitaires

La présence de cellules immunitaires dans le TA est connue depuis de nombreuses années.
Les cellules immunitaires représentent une large proportion de la fraction stroma-vasculaire du
TA de sujets sains, leur nombre pouvant varier en fonction de la localisation du tissu (Bornstein
et al.,2000). Des anomalies quantitatives et qualitatives de ces cellules immunitaires du TA ont
été décrites dans les pathologies du tissu adipeux. Il est ainsi maintenant clairement établi qu’au
cours de I’obésité, il existe un profond remodelage tissulaire incluant un remaniement de la
composition cellulaire. Plus particulierement, I’obésité se caractérise par une infiltration
macrophagique accrue qui refléte un état chronique d’inflammation de bas grade (Weisberg et
al., 2003). L’inflammation du TA joue aussi un rdle important dans la physiopathologie de

plusieurs formes de lipodystrophies. Ainsi la lipodystrophie peut s’intégrer dans un tableau de



maladie systémique auto-inflammatoire d’origine génétique (Agarwal ef al., 2010). Dans les
formes dites « acquises » de lipodystrophies, d’origine auto-immune ou associées aux
antirétroviraux du virus de I’immunodéficience humaine (VIH), mais aussi dans les formes
génétiques liées aux variants du géne LMNA codant pour les lamines A et C, on peut retrouver
une inflammation du TA avec des aspects de crown-like structures (structures en forme de
couronnes) caractérisés par une infiltration de macrophages autour des adipocytes en involution

(Araujo-Vilar et al., 2012, Savage et al., 2009, Lagathu et al., 2007).

Les cellules de I’'immunité innée, comme les neutrophiles ou les macrophages, sont
impliquées dans la premiére réponse immunitaire non spécifique mise en jeu en présence d’un
organisme pathogéne. Les macrophages résidents du TA ont été les premicres cellules
immunitaires observées dans ce tissu en association avec 1’obésité (Weisberg et al., 2003). Des
¢tudes menées chez la souris sous régime gras, ont montré la présence d’au moins deux
populations de macrophages : les macrophages M1 pro-inflammatoires et les macrophages M2
anti-inflammatoires présents en plus forte proportion chez les souris non obéses (Lumeng et al.,

2008, Lumeng et al., 2007).

Contrairement a 'immunité innée, le développement d’une immunité adaptative vis-a-vis
d’un (ou plusieurs) antigene(s) découle de la reconnaissance de celui (ceux)-ci par des
lymphocytes B ou T, dotés de récepteurs spécialisés. Cette interaction entraine leur prolifération
et leur différenciation en lymphocytes B et T effecteurs. La présence de lymphocytes T
résidents dans la fraction stroma-vasculaire du TA a été mise en évidence en premier lieu chez
la souris non-obeése (Caspar-Bauguil et al., 2005). Puis, I’accumulation de lymphocytes T
associés a des macrophages dans des structures en forme de couronne autour des adipocytes
(crown-like structures) a été clairement mise en évidence dans des modeles d’obésité génétique

ou induite par un régime (Wu et al., 2007).

La matrice extracellulaire

La MEC est un composant majeur du stroma du tissu adipeux qui assure le support structural
et les signaux biochimiques pour maintenir un TA fonctionnel. La MEC intervient dans la
différenciation adipocytaire, au cours de laquelle sa composition et son abondance sont
fortement modifiées. D’une structure riche en fibronectine, sa composition va évoluer vers une
structure de type lame basale, composée essentiellement de laminine, collagéne IV et d’¢lastine
directement liés a des récepteurs membranaires tels que les intégrines. Des altérations de la

MEC du TA ont été observées dans 1’obésité (Sun et al., 2013, Divoux et Clement, 2011) mais



aussi dans les syndromes lipodystrophiques de différentes étiologies (Weedon et al., 2013,
Gandotra et al., 2011a, Bereziat et al., 2011, Jan et al., 2004). Des cultures de préadipocytes
murins, porcins et humains réalisées sur différents supports matriciels ont révélé des différences
d’adipogenése selon le type de matrice utilisé suggérant le role essentiel de la composition et
de I’organisation de la MEC dans la différenciation adipocytaire (Hemmrich et al., 2005,
Hausman et al., 1996, Kuri-Harcuch et al., 1984). Ainsi, I’ensemble de ces données souligne
I’importance du remodelage de la MEC durant I’adipogen¢se. Griace a un remodelage
dynamique par les métalloprotéinases matricielles (MMP), les tensions avec le cytosquelette
sont modifiées en cas d’obésité (Sun et al., 2013). Certains patients atteints d’une forme rare
de lipodystrophie génétique associée a un variant du géne LMNA présentent une augmentation
sérique de la MMP9 et une diminution de MMP3 qui pourrait jouer un réle dans la maladie

(Lombardi et al., 2008).

Les composants de la MEC sont produits par les adipocytes, les préadipocytes et les cellules
inflammatoires (Buechler et al., 2015). Les dérégulations affectant la synthése de la MEC et
son turnover peuvent conduire a de la fibrose et a des dysfonctions du TA. La fibrose est une
1ésion du tissu conjonctif définie par I'augmentation des constituants fibrillaires de la MEC dans
un tissu ou un organe suite a un processus réparatif. Elle est une composante fréquente des
processus inflammatoires mais peut aussi survenir dans d'autres conditions pathologiques
(pathologies vasculaires, métaboliques, nutritionnelles, endocriniennes, tumorales...). Elle est
le résultat d’un processus physiopathologique complexe et peut déformer profondément la
structure du tissu ou de 1’organe ou elle se développe et entrainer des conséquences

fonctionnelles importantes (Wynn et Ramalingam, 2012).

2. Plasticité du tissu adipeux

Les adipocytes sont des cellules différenciées qui ne se divisent pas in vivo. L’adipogenése
est un processus physiologique trés ordonné qui aboutit a la formation des adipocytes. Celle-ci
est initiée durant le développement embryonnaire et varie selon les especes. Chez ’Homme, le
TA commence a se développer au cours du second trimestre de grossesse et peut s’accroitre
aprés la naissance (Poissonnet et al., 1983, Poissonnet et al., 1984). Les adipocytes sont
renouvelés tout au long de la vie et sont hautement régulés que ce soit en nombre, en taille et
pour leurs caractéristiques métaboliques. Le TA, contrairement a d’autres tissus, ne se
renouvelle pas rapidement. L’évaluation de la demi-vie d’un adipocyte au carbone 14 dans le

TA dans la population générale exposée aux essais nucléaires atmosphériques a permis de



montrer qu’environ 10% des adipocytes se renouvellent chaque année chez I’Homme quels que
soient I’age et I’indice de masse corporelle (IMC) (Spalding ef al., 2008). La régénération des
adipocytes dépend des capacités de renouvellement d’un pool de progéniteurs adipocytaires
issus des cellules souches mésenchymateuses (CSM) (Rodeheffer et al., 2008). Ces
progéniteurs vont achever les étapes de différenciation pour former des adipocytes matures
(figure 2). Cette différenciation vers le lignage préadipocytaire requiert I’action coordonnée
d’un réseau complexe de molécules de signalisation produites au sein du TA, et d’un réseau
complexe de facteurs de transcription et de cofacteurs (Cawthorn et al., 2012, Lefterova et
Lazar, 2009, pour revue Cristancho et Lazar, 2011). Les progéniteurs adipocytaires humains
ont ét¢ identifiés dans la FSV du TA. Il existe une sous-population de cellules de la FSV qui a
les caractéristiques de cellules-souches multipotentes (Zuk et al., 2001). Ces cellules expriment
a la fois des genes d’adipocytes blancs et beiges et une densité accrue de mitochondries (Esteve

etal., 2015).

Les adipocytes blancs et beiges dériveraient de précurseurs mésodermiques communs aux
cellules endothéliales qui exprimeraient les facteurs de I’actine musculaire lisse (SMA) et
platelet derived growth factor receptor alpha/beta (PDGFRa/B), alors que 1’adipocyte brun
dériverait de précurseurs myogéniques qui exprimeraient le facteur de transcription myogenic
factor 5 (Myf5) (Carriere et al., 2013, Harms et Seale, 2013). L’adipocyte beige pourrait
provenir soit de cellules matures pré-existantes non activées, soit d’une différenciation de novo
et d’une maturation de précurseurs en réponse a un stimulus extérieur comme 1’exposition au
froid, I’activité physique ou la réponse aux agonistes B-adrénergiques ou aux thiazolidinediones
(TZD), agonistes de peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARY) (Vitali et al.,
2012, Himms-Hagen et al., 2000).

Par des approches génomiques a grande échelle et de lignage cellulaire in vivo, de nombreuses
¢tudes ont montré que les différents dépdts adipeux ont une origine développementale distincte.
La plupart des adipocytes dérivent du feuillet embryonnaire mésodermique, mais suivant leur
localisation anatomique, les adipocytes dérivent d’un sous-compartiment mésodermique
particulier (somites, plaques latérales et mésoderme intermédiaire) (Sebo et Rodeheffer, 2019,
pour revue Billon et Dani, 2012). De plus, Billon et coll. ont montré que les adipocytes du TA

facial proviendraient des crétes neurales dérivant de I’ectoderme (Billon et al., 2007).

Le développement de lignées cellulaires pluripotentes ou unipotentes a largement contribu¢ a

I’identification et a la compréhension des événements cellulaires et moléculaires impliqués dans



la formation des adipocytes, i.e. la différenciation adipocytaire ou adipogenese (Gregoire et al.,

1998). Notons que la majorité de ces modeles cellulaires sont d’origine embryonnaire et murine.
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Figure 2 : Origines développementales et marqueurs des adipocytes blancs, beiges et bruns
Les cellules progénitrices des adipocytes, appelées cellules souches mésenchymateuses (MSC), sont
issues du mésoderme. Les adipocytes bruns possédent des origines communes avec les cellules
musculaires squelettiques et proviennent d’un précurseur bipotent exprimant les marqueurs Myf5,
paired-box 7 (Pax7) et engrailed 1 (Enl). Les régulateurs coactivateurs PPARy, PR domain containing
16 (PRDM16) et la protéine morphogénétique osseuse 7 (BMP7) permettent [’orientation de la
différenciation en adipocyte brun et limitent celle en myoblaste. Les adipocytes blancs et beiges
proviennent de précurseurs n’exprimant pas Myf5. Les adipocytes beiges expriment des marqueurs
spécifiques tels que CD137, la protéine transmembranaire Transmembrane protein 26 (TMEM?26) et la
protéine Cbp/p300 interacting transactivator with Glu/Asp rich carboxy-terminal domain 1 (CITED]).
1ls sont activables par certains stimuli dont I’exposition au froid, [’exercice physique, le traitement par
les agonistes f-adrénergiques et les thiazolidinediones (TZD). Peroxisome proliferator activated
receptor gamma coactivator-la. (PGC-1a) est essentiel pour la différenciation en adipocyte brun.
L’expression d’UCPI (uncoupling protein 1) est spécifique des adipocytes thermogéniques. D apreés
Ghaben et Scherer, 2019, Ikeda et al., 2018, Harms et Seale, 2013 et Cristancho et Lazar, 2011.



B. Structure et fonctions métaboliques des tissus adipeux

Tous les eucaryotes de la levure a ’Homme sont capables de stocker des calories sous la
forme de gouttelettes lipidiques, mais seuls les Vertébrés possédent des cellules spécialisées,

les adipocytes (Ottaviani ef al., 2011).

1. Le tissu adipeux blanc

De nombreuses études ont montré que le TA blanc est doté de différentes fonctions. En effet,
il est maintenant bien connu que ce tissu est non seulement capable de percevoir des signaux
hormonaux et nerveux mais aussi qu’il sécréte de nombreuses molécules, appelées adipokines.
Ces dernicres peuvent agir aux niveaux local et systémique et régulent notamment la prise
alimentaire et la réponse a I’insuline. Le TA blanc apparait alors comme un véritable acteur de

la régulation du métabolisme énergétique.

Localisation du tissu adipeux blanc

On distingue au moins deux types de TA blanc chez les Mammiféres : le tissu adipeux
viscéral, regroupant les dépots adipeux localisés autour des organes de la cavité abdominale et
le tissu adipeux sous-cutané, regroupant les dépdts adipeux situés sous la peau. On trouve
¢galement des dépdts adipeux dans la moelle osseuse et au niveau dermique. Chez ’Homme,
le TA viscéral comprend les dépdts entourant le péricarde et les organes intra-abdominaux
(mésentérique et omental principalement, gonadique et rétropéritonéal dans une moindre
mesure) (Shen et al., 2003). IIs sont impliqués dans toutes les activités métaboliques et associés
aux comorbidités cardio-métaboliques. Les dépots sous-cutanés sont quant a eux retrouvés au
niveau cranial, facial, abdominal, fémoral et glutéal. Ils jouent un réle mécanique, d’isolation

thermique et de réserve énergétique (Alexander et al., 2015, Kasza et al., 2014) (figure 3).
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Figure 3 : Localisation des tissus adipeux blancs chez ’Homme (adapté de Schoettl ez al., 2018)
Répartition anatomique des tissus adipeux blancs chez I’Homme. Les dépots adipeux sous-cutanés sont
indiqués en vert et les dépots adipeux viscéraux en violet.

Le TA blanc représente 10 a 20% du poids chez I’homme adulte et 20 a 35% chez la femme
adulte. Les femmes ont une adiposité supérieure a celle des hommes. De plus, les hommes ont
une adiposité plutdt centrale (TA viscéral et sous-cutané) dite androide ou en forme de pomme
concernant le haut du corps, alors que les femmes développent une adiposité préférentiellement
dans la zone glutéo-fémorale du bas du corps (TA sous-cutané) dite gynoide ou en forme de
poire (Geer et Shen, 2009) (figure 4). Les facteurs qui gouvernent ce dimorphisme sexuel ne
sont pas trés clairs. Plusieurs études ont montré que ces deux répartitions des graisses
conféraient un risque cardio-métabolique différent. Une répartition gynoide du TA est associé
a des effets métaboliques bénéfiques et cardio-protecteurs contrairement a la répartition
androide. Les adipocytes du TA viscéral sont métaboliquement plus actifs, plus sensibles a la
lipolyse adipocytaire et résistant a I’insuline que ceux du TA glutéo-fémoral. Le TA viscéral

s’expand plus volontiers par hypertrophie que par hyperplasie adipocytaire. Il est plus
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susceptible a I’inflammation chronique et a la fibrose que le TA sous-cutané (Kahn et al., 2019,
Vishvanath et Gupta, 2019, Marcelin et al., 2019, Karpe et Pinnick, 2015, Ibrahim, 2010,
Wajchenberg, 2000, Vague, 1956).

Figure 4 : Dimorphisme sexuel de la localisation du tissu adipeux blanc
Répartition anatomique des tissus adipeux blancs chez la femme de type gynoide ou en forme de poire
(4) et I’homme de type androide ou en forme de pomme (B).

Le tissu adipeux viscéral

Le TA viscéral ne représente que 5 a 20% du tissu adipeux total. Il n’est pas un lieu de
stockage privilégié et sa capacité de prolifération semble faible, contrairement au tissu sous-
cutané. Sa morphologie, plus irréguli¢re, est moins bien organisée que celle du tissu sous-
cutané, mais son innervation et sa vascularisation sont plus importantes (figure 5). Il est en outre
le siege d’une lipolyse intense, avec un renouvellement trés rapide des acides gras qu’il stocke.
Les adipocytes viscéraux sont plus résistants a 1’action anti-lipolytique de I’insuline. Leurs
faibles réserves énergétiques sont utilisées dans les situations de stress métabolique aigu,

lorsqu’une disponibilit¢ immédiate d’énergie est nécessaire. La lipolyse du TA viscéral conduit
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a la production d’acides gras libres drainés par la veine porte qui vont directement étre captés

par le foie, favorisant le stockage hépatique des lipides et contribuant a la résistance a 1’insuline.

Le tissu adipeux sous-cutané

Le TA sous-cutané (TASC) est organisé en lobules réguliers et métaboliquement plus stables
que le viscéral. Les adipocytes sous-cutanés peuvent étre de taille trés variée reflétant la tres
grande plasticité de ce tissu. Leur grande capacité¢ de stockage de graisse sous forme de
triglycérides va permettre a I’organisme de gérer les surplus énergétiques (Lotta et al., 2017,

Vasan et al., 2018, Ibrahim, 2010).

En cas de balance énergétique positive, le TASC grossit par hypertrophie des adipocytes
matures (Cinti, 2005). Dans un deuxiéme temps, par un phénoméne de cause a effet, le TASC
s’accroit en augmentant le nombre d’adipocytes : on parle alors d’hyperplasie. Cette capacité a
s’étendre pourrait aller jusqu’a atteindre une taille critique qui serait, au moins en partie,
génétiquement déterminée et spécifique de chaque dépdt de TA (Virtue et Vidal-Puig, 2010).
Les adipocytes ayant acquis leur taille maximale devraient ensuite augmenter en nombre grace

au recrutement de progéniteurs.

Une plus grande capacité de stockage du TA sous-cutané pourrait avoir un effet préventif et
limiter ’accumulation de graisse viscérale. Ainsi, des expériences de suralimentation controlée
chez ’Homme ont montré qu’une capacité d’expansion limitée du TA sous-cutané favorisait le
développement de la masse du TA viscéral (Alligier et al., 2013) tandis que le développement
hyperplasique du TA sous-cutané glutéo-fémoral a ¢ét¢ montré protecteur de
I’insulino-résistance et du stockage ectopique des lipides (Karpe et Pinnick, 2015). Une étude
a montré que I’hyperplasie est présente de manicre prédominante dans la graisse sous-cutanée,
alors que I’hypertrophie des cellules est plutdt observée dans les tissus sous-cutanés et viscéraux

(Drolet et al., 2008).

Enfin, au sein méme du TASC abdominal, on distingue deux territoires, le TASC superficiel
et le TASC profond selon leur localisation par rapport a I’aponévrose (figure 5). Les
progéniteurs adipocytaires de la FSV du TASC superficiel sont plus sensibles aux stimuli
pro-adipogéniques permettant la différenciation de nouveaux adipocytes que celles du TASC

profond (Walker et al., 2008). Ces données suggerent que les origines développementales
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distinctes des cellules progénitrices des différents dépdts se traduisent par des propriétés

fonctionnelles différentes.

TASC supérieur

; Périrénal
(abdominal) gt

Omental

Superficiel Rétropéritonéal
;Igrofond Mésentérique
D\
{ 2
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Figure 5 : Localisation des tissus adipeux blancs sous-cutanés et viscéraux chez ’Homme selon
un axe dorso-ventral (adapté de Luong et al., 2019)

Morphologie de ’adipocyte blanc

Les adipocytes du TA blanc sont caractérisés chez I’Homme par une vacuole lipidique
unique volumineuse composées de triglycérides (TG), qui occupe la totalité¢ du cytoplasme
repoussant ainsi le noyau et les mitochondries en faible quantité en périphérie (figure 6). Leur
taille peut varier dans des proportions spectaculaires en fonction des conditions physiologiques
et physiopathologiques. Le diamétre moyen d’un adipocyte varie entre 70 et 100 um et peut

atteindre des valeurs supérieures a 200 um chez le sujet obese.
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Figure 6 : Morphologie d’un adipocyte du tissu adipeux blanc (d’apreés Giralt et Villarroya,
2013)
La périlipine est présente a la surface de la gouttelette lipidique. Par son interaction avec CGI-58 (co-
activateur d’ATGL (adipose triglyceride lipase), elle protége de la dégradation des TG par les lipases
cytosoliques. PLINI : périlipine-1, CGI-58 : comparative gene identification 58, TG : triglycéride.

Longtemps considérées comme des dépdts intracytoplasmiques inertes apparaissant dans les
cellules suivant diverses conditions, les gouttelettes lipidiques (GL) constituent un réservoir
intracellulaire de lipides. Les adipocytes sont le seul type cellulaire spécifiquement adapté au
stockage des lipides sans que ceux-ci ne soient toxiques et ne compromettent I’intégrité
fonctionnelle de la cellule. La GL, véritable organite cellulaire, est formée d’ une monocouche
composée de phospholipides entourant un cceur de lipides neutres principalement composé de
TG et d’ester de cholestérol et revétue de protéines appartenant a la famille des perilipins

(PLIN) (Bartz et al., 2007).

Au début des années 1990, la premicre protéine associée spécifiquement avec ces gouttelettes
de lysats d’adipocytes de rongeurs fut découverte par 1’équipe de Londos (Greenberg et al.,
1991), et appelée périlipine. Elle réalise une fonction primordiale en protégeant le contenu des
gouttelettes d’une dégradation par les lipases intracytoplasmiques grace en particulier a son
interaction avec la protéine CGI-58 (comparative gene identification 58) (Tansey et al., 2004)
(figure 6). Ainsi les souris invalidées pour le géne de la périlipine sont minces et montrent un

stockage de lipides limit¢é d a une lipolyse basale excessive (Tansey et al., 2001). Chez
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I’Homme, des variants hétérozygotes du géne PLINI décalant le cadre de lecture sont
responsables d’une forme de lipodystrophie familiale partielle dans laquelle la gouttelette
lipidique n’est plus protégée de la lipolyse adipocytaire a 1’état basal (Jeru et al., 2019, Gandotra
et al., 2011a, Gandotra ef al., 2011b). La famille des périlipines comprend PLIN1, ’ADRP
(adipocyte differentiation related protein) ou I’adipophiline ou PLIN2, TIP47 (tail interacting
protein) ou PLIN3, PLIN4 et Oxpatperilipin 5 ou PLINS (Sztalryd et Brasaemle, 2017).

Roles métaboliques du tissu adipeux blanc

Le TA occupe une place centrale dans la régulation de la balance énergétique. La régulation
du métabolisme dépend essentiellement des demandes énergétiques de 1’organisme. Lorsque la
balance énergétique est positive (aprés un repas), 1’excés de lipides et/ou de glucides
alimentaires est stocké dans 1’organisme sous forme de TG dans le TA. En cas de balance
énergétique négative (jeline, exercice physique ou froid par exemple), les TG sont hydrolysés
au cours de la lipolyse adipocytaire et les acides gras sont libérés dans la circulation sanguine
afin d’étre utilisés comme substrat énergétique par les muscles squelettiques, le cceur, le cortex
rénal et le foie. Pour cela, les adipocytes possedent toute la machinerie enzymatique nécessaire
au stockage des lipides et a la mobilisation de ces lipides (Fonseca-Alaniz et al., 2007). De par
sa morphologie, vacuole lipidique unique qui occupe tres largement le volume cellulaire, la
surface de la GL est a proximité directe du réticulum endoplasmique (RE) et de la mitochondrie
ou les TG sont estérifiés ou hydrolysés. Cette régulation stockage-mobilisation des réserves se
réalise sous le contrdle de signaux nutritionnels (état nourri ou a jeun) et hormonaux (insuline
et catécholamines principalement) auxquels les adipocytes sont capables de répondre tres

rapidement.

Sensibilité a ’insuline du tissu adipeux

Au niveau cellulaire, les effets de 1’insuline découlent de la fixation spécifique de I’hormone
a son récepteur. Le récepteur de I’insuline (RI), de type tyrosine kinase, est exprimé par toutes
les cellules de I’organisme, mais surtout dans les trois tissus cibles majeurs que sont le foie, le
muscle et le TA. Le RI appartient a la famille des récepteurs de facteur de croissance qui
possédent une activité tyrosine kinase dans leur domaine intracellulaire. Deux isoformes du RI
existent, une forme longue (RI-B) et une forme courte (RI-A). L’expression des deux isoformes
différe selon les tissus. L’isoforme B serait d’avantage impliquée dans les effets métaboliques
de I’insuline tandis que I’isoforme A serait responsable des effets prolifératifs et serait exprimée

spécifiquement dans certaines tumeurs malignes chez I’Homme (Benabou et al., 2019).

16



Le RI est formé de deux sous-unités o extracellulaires reliées a deux sous-unités 0
transmembranaires. Chaque sous-unité o possede un domaine de liaison a I’insuline. Le
domaine intracellulaire de la sous-unité B contient un domaine catalytique de type tyrosine
kinase assurant la liaison et la phosphorylation des substrats IRS (insulin receptor substrat) du
RI (Jensen et De Meyts, 2009). Malgré une structure similaire a celle du récepteur de I’'IGF-1
(insulin growth factor 1), I’affinité de ’IGF-1 pour le RI est 100 a 1000 fois plus faible (Kido
etal.,2001).

La fixation de I’insuline aux sous-unités o induit un changement de conformation du RI et un
rapprochement des sous-unités 3. Dans cette configuration s’opere une autophosphorylation des
tyrosines et I’activation (par phosphorylation) des IRS. L’activation des IRS aboutit & I’ancrage
d’autres protéines impliquées dans les deux principales voies de la signalisation de 1’insuline
(figure 7). Il s’agit de la voie métabolique médiée par la PI3K (phosphatidyl-inositol 3-kinase)
et de la voie de prolifération - différenciation via les MAPK (mitogen-activated protein kinase)

dont ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase).

La voie PI3K est le relai majeur des actions métaboliques de I’insuline. L’activation de
Akt/PKB (protéine kinase B) par PI3K induit la translocation a la membrane du transporteur
glucose transporter type 4 (GLUT4), la syntheése de glycogeéne ou encore la lipogenése. Akt
régule négativement la néoglucogenese, inhibe la lipolyse adipocytaire et la production

hépatique de glucose.

La voie des MAPK permet I’expression de génes impliqués dans la prolifération cellulaire et
différenciation adipocytaire via la translocation nucléaire de ERK1 et ERK2 activées

(phosphorylées).
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Figure 7 : Les principales voies de signalisation de I’insuline (G. Bidault)
o : sous-unité a du récepteur de ['insuline (RI), B : sous-unité b du RI, Akt/PKB : protéine kinase B,
ERK : extracellular signal-regulated kinase, IRS : protéine substrat du RI.

Synthese et stockage des triglycérides

Les acides gras nécessaires a la synthese des TG sont obtenus dans I’adipocyte grace a deux
voies métaboliques principales. La premiere voie, la lipogénése est la synthese de novo d’acides
gras a partir d’un substrat non lipidique : le glucose. Chez ’'Homme, la lipogenese est
majoritairement hépatique et elle n’est qu’accessoire dans le TA sous stimulation par l'insuline

et permet I’expansion de la gouttelette lipidique (Letexier et al., 2003).

Dans le TA et le muscle squelettique, le glucose rentre dans la cellule par diffusion facilitée
via le transporteur GLUT4 sensible a I’insuline, localisé dans de petites vésicules microsomales
proches de la membrane plasmique. Dans l'adipocyte, la fixation de 'insuline sur son récepteur
membranaire spécifique stimule la transcription du gene GLUT4 et active la translocation des
vésicules vers la membrane plasmique. C'est par ce mécanisme que l'insuline stimule l'entrée
du glucose dans I’adipocyte. Le glucose est alors métabolisé et entre dans la voie de la glycolyse
pour aboutir a la synthése de pyruvate. Le pyruvate entre dans la mitochondrie ou il est
transformé en acétyl-CoA grace a la pyruvate deshydrogénase (PDH). La condensation de
I’acétyl-CoA avec I’oxaloacétate au cours de la premiere étape du cycle de Krebs permet la
formation du citrate. Ce dernier est exporté dans le cytoplasme lorsque les réserves énergétiques
cellulaires sont importantes (en situation post-prandiale) puis scindé par la citrate lyase (CL) ce
qui permet la libération d’acétyl-CoA. L’acétyl-CoA est ensuite transformé en malonyl-CoA
par ’ACC (acétyl-CoA carboxylase) puis en acides gras libres (AGL) par la FAS (fatty acid
synthase). Les AGL sont ensuite activés en acyl-CoA par I’ACSL (long chain fatty acyl-CoA
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synthetase) pour servir a la synthése des TG. Quatre réactions vont alors se succéder en
associant une molécule de glycérol-3-P (G3P), qui provient du métabolisme du glucose dans
I’adipocyte, a trois molécules d’acides gras pour donner une molécule de triglycéride. La
premicre étape entraine une estérification du G3P en acide lysophosphatidique (LPA) par
I’action de la GPAT (glycerol-3-phosphate acyl transferase) présente au niveau de la
membrane mitochondriale et dans le RE (selon son isoforme). L’AGPAT (/-acylglycerol-3-
phosphate acyltransferase) catalyse ensuite 1’estérification du LPA en acide phosphatidique,
qui est déphosphorylé par la PAP (phosphatidic acid phosphatase) pour former un
diacylglycérol (DAG). Enfin, le troisiéme acyl-CoA est ajouté par la DGAT (diacylglycérol
acyl-transférase), essentiellement retrouvée dans le RE, pour former une molécule de TG

(figure 8).

La deuxieme voie correspond a la capture des AGL issus de I’alimentation. En effet, les TG
alimentaires sont transportés dans le sang et circulent sous forme liée aux lipoprotéines, en
particuliers les chylomicrons, en provenance de I’intestin, et les VLDL (very low density
lipoprotein), en provenance du foie. Sous I’action d’une lipase localisée au niveau de
I’endothélium vasculaire du tissu adipeux, la LPL (lipoprotéine lipase), I’hydrolyse des TG des
lipoprotéines libére des AGL (Beigneux et al., 2007). Ils sont transportés dans les adipocytes
soit passivement soit par des transporteurs tels que CD36 et FATP (fatty acid transport protein).
Ces AGL, tout d’abord complexés a la fatty acid binding protein 4 (FABP4 ou aP2), sont ensuite
activés en acyl-CoA par ’ACSL pour servir a la syntheése des TG par estérification du

glycérol-3P synthétisé a partir du glucose, comme décrit ci-dessous (figure 8).
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Figure 8 : Représentation schématique de la voie de la lipogenése et de la synthése de
triglycérides
Les sources d’acides gras libres (AGL) pour la synthese des triglycérides dans [’adipocyte incluent les
acides gras de ’alimentation et ceux synthétisés par la lipogenése de novo dans I’adipocyte (et le foie).
Les AGL issus de I’hydrolyse des triglycérides portés par les lipoprotéines circulantes peuvent entrer
dans [Dadipocyte par les transporteurs FATP. En présence de glucose, ['insuline entraine la
translocation de GLUT4 du cytosol a la membrane plasmique adipocytaire. L’ augmentation du flux de
glucose conduit via la glycolyse et le cycle de Krebs a une production de citrate, qui est utilisé pour la
synthese d’acide gras dans le cytosol. La synthese de TG nécessite [’estérification de trois AGL a une
molécule de glycérol-3P. Les TG sont synthétisés dans RE puis stockés dans la GL. CL : citrate lyase,
ACC : acetyl-CoA carboxylase, FAS : fatty acid synthase, ACSL : long chain fatty acyl-CoA ligase,
GPAT : glycerol-3-P acyl transferase, AGPAT : I-acylglycerol-3-phosphate acyltransferase,
PAP : phosphatidic acid phosphatase, DGAT : diacylglycerol acyltransferase, AGL : acides gras libres,
LPA : acide lysophosphatidique, PA : acide phosphatidique, DAG : diacylglycérol, TG : triglycéride,
VLDL : very low density lipoprotein, LPL : lipoprotein lipase, GLUT4 : transporteur du glucose,
FATP : fatty acid transport protein, CK : cycle de Krebs.

L’insuline est un régulateur majeur de cette fonction de stockage des triglycérides. Elle active
la synthése de la LPL adipocytaire, enzyme limitante de cette voie, et sa translocation a la face
interne des capillaires sanguins (McTernan ef al., 2002). A I’état nourri, le fort taux d’insuline
circulante stimule également la translocation a la membrane plasmique du transporteur de
glucose majoritaire de 1’adipocyte GLUT4 (Bryant et al, 2002) ainsi que la glycolyse,
permettant de fournir le glycérol-3P. Enfin I’insuline stimule fortement la lipogenése de novo
en augmentant ’activité et ’expression de la citrate lyase, de I’acétylCoA carboxylase, enzyme

clé de la lipogénése, et de la synthese des acides gras (FAS) (Park et Kim, 1993).
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La lipolyse adipocytaire

La lipolyse adipocytaire correspond a une réaction d'hydrolyse des triglycérides de la
gouttelette lipidique. Celle-ci conduit a la libération dans le sang d’une part des acides gras
libres, substrats énergétiques de la majorité des tissus de I’organisme en dehors du cerveau, et
d’autre part du glycérol, capté par le foie qui I'utilise comme substrat de la néoglucogenése si
besoin. Ce mécanisme est mis en jeu durant les périodes de jeline ou d’exercice physique et
fournit de 1’énergie aux tissus comme le foie, le muscle squelettique et le cceur. La lipolyse, qui
réduit la taille de la gouttelette lipidique, met en jeu successivement 3 lipases et leurs régulateurs
respectifs (Zechner, 2015) : la triglycéride lipase adipocytaire (ATGL), la lipase
hormono-sensible (LHS) et la monoglycéride lipase (MGL) (Zechner et al., 2009,
Zimmermann et al., 2004) (figure 9).

La surface de la gouttelette lipidique contient des protéines structurales et des enzymes
métaboliques spécifiques a 1’adipocyte qui répondent a la lipolyse sous I’influence d’hormones
en augmentant ’expression et le recrutement de protéines additionnelles requises pour la
lipolyse (Brasaemle et al, 2004). L’activité lipolytique est positivement régulée par les
catécholamines (adrénaline et noradrénaline) et certains agents pharmacologiques comme
I’isoprotérénol et la forskoline. Au niveau de 1’adipocyte, leur liaison aux récepteurs
(-adrénergiques (B-AR) couplés a des protéines G stimule la production d’AMPc (adénosine
monophosphate cyclique) par ’AC (adénylate cyclase) a partir de I’ATP (adénosine
triphosphate). L’AMPc active les enzymes lipolytiques via la stimulation de la protéine kinase
dépendante de I’AMPc ou PKA (protéine kinase A) qui joue un rdle crucial dans la régulation
de la lipolyse (Zechner et al., 2005). En particulier, la phosphorylation de la périlipine-1, située
sur la paroi de la GL, joue un role central dans la régulation de 1I’hydrolyse des molécules de

TG (Takahashi et al., 2013, Dalen et al., 2004).

A I’état basal, la lipolyse est inhibée par I’insuline et par PLIN1 liée a CGI-58, le co-activateur
de ’ATGL. Suite a la stimulation B-adrénergique, I’AMPc active la PKA. Cette dernicre
phosphoryle PLIN1, ce qui induit la libération de CGI-58 et I’activation d’ATGL qui se déplace
a la surface de la gouttelette lipidique pour hydrolyser le premier acide gras d’une molécule de
TG. En parall¢le, la PKA phosphoryle la LHS qui se lie a PLIN1 et hydrolyse le diglycéride
résultant en acide gras et monoglycéride. Ce dernier est hydrolysé par la MGL pour libérer le
troisieme acide gras et la molécule de glycérol. Les acides gras non estérifiés (appelés acides

gras libres) et le glycérol sont libérés par voie sanguine et utilisé€s par les tissus périphériques.
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Figure 9 : Représentation schématique de la voie de la lipolyse (d’apres Rutkowski e? al., 2015)
Lors de la lipolyse, les TG sont hydrolysés, produisant des acides gras libres (AGL). Par la signalisation
B-AR, la PKA phosphoryle LHS et PLINI, provoquant la libération de CGI-58. ATGL se déplace a la
surface de la gouttelette lipidique pour hydrolyser le premier AG d’une molécule de triglycéride. LHS
phosphorylée se lie a PLINI et hydrolyse le diglycéride formant un monoglycéride, lui-méme hydrolysé
par la MGL produisant le troisieme AG et une molécule de glycérol. Les AGL sont préférentiellement
exportes vers le foie, le muscle et le ceeur. TG : triglycérides, AGL : acide gras libre, PKA : protéine
kinase A, LHS : lipase hormono-sensible, PLINI : périlipine-1, CGI-58 : comparative gene
identification 58, ATGL : adipose triglyceride lipase, MGL : monoglyceride lipase.

D’autres facteurs ont un effet lipolytique puissant comme le peptide natriurétique atrial
(ANP), sécrété par les myocytes des oreillettes du coeur lors de leur distension au cours d’un
exercice physique (Morigny et al., 2016). De fagon similaire aux catécholamines, la liaison a
son récepteur NPR-A (isoforme A du récepteur au peptide natriurétique) induit une ¢élévation
de guanosine monophosphate cyclique (GMPc) qui active une protéine kinase GMPc
dépendante (Moro et al., 2005), la PKG, impliquée dans la phosphorylation de la périlipine-1,
qui active également la LHS (Sengenes et al., 2003).

A I’inverse, en condition post-prandiale, I’insuline stimule 1’activité phosphodiestérase ce qui
conduit a une diminution de I’AMPc intracellulaire, transformé en AMP, et a une inhibition de
la lipolyse. Aussi, I’induction de 1’expression de NPR-C (isoforme C de NPR) favorise la

clairance de I’ANP et joue un role anti-lipolytique. Le neuropeptide Y secrété par le systéme
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nerveux central ou encore les prostaglandines constituent également des facteurs

anti-lipolytiques (Morigny et al., 2016).

La ré-estérification des acides gras libres

On s’attend a ce que trois molécules d’acide gras soient libérées pour une seule molécule de
glycérol, ce qui n’est jamais le cas. Le rapport acide gras/glycérol libéré est toujours inférieur
a trois (Forest et al., 2003, Ballard et al., 1967). Les acides gras provenant de la lipolyse sont
en effet en partie ré-estérifiés (30-70%) ou oxydés lors de la B-oxydation dans la mitochondrie.
La ré-estérification joue un rdle extrémement important pour limiter la sortie des acides gras
libres de la cellule, alors que le glycérol est libéré en grande partie. Le processus de
ré-estérification nécessite la synthése de novo de glycérol-3-phosphate (G3P). La principale
source de G3P en période de jelne se fait a partir de substrats non glucidiques (pyruvate, acides
aminés, lactate) via une voie physiologique appelée la glycéronéogenese (Beale et al., 2003,
Nye et al., 2008). L’enzyme clé est la phosphoénolpyruvate carboxykinase cytosolique
(PEPCK-C). Les acides gras issus de la lipolyse peuvent aussi étre oxydés dans la mitochondrie
(figure 10). La voie de la B-oxydation des acides gras n’est pas tres active dans les adipocytes
blancs car les mitochondries y sont peu abondantes, contrairement a ce qui est observé dans
I’adipocyte brun qui utilise la B-oxydation mitochondriale des acides gras pour la thermogenése.
Cette oxydation contribue également a limiter la sortie des acides gras dans la circulation dans

certaines conditions.
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Figure 10 : Métabolisme en période de jeline dans I’adipocyte
La lipolyse permet I’hydrolyse des triglycérides (TG) pour former du glycérol et des acides gras (AG).
Le glycérol rejoint le sang par son transporteur aquaporin-7 (AQP7) et les AG empruntent le
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transporteur fatty acid translocase CD36 (FAT CD36). La libération des AG par la lipolyse est finement
régulée par la voie de la ré-estérification et potentiellement par leur -oxydation dans la mitochondrie,
qui limitent la sortie des AG. Le processus de ré-estérification nécessite la synthése de novo de
glycérol-3P (G3P). La principale source de G3P en période de jetine se fait a partir de substrats non
glucidiques (pyruvate, acides aminés, lactate) via une voie physiologique appelée la glycéronéogenése
dont I’enzyme clé est la phosphoénolpyruvate carboxykinase cytosolique (PEPCK-C).

2. Le tissu adipeux brun

Le TA brun, uniquement présent chez les mammiferes, est trés développé chez les nouveau-
nés et les mammiféres hibernants. Chez les mammiferes de grande taille comme I’Homme, le
volume de ce tissu diminue avec 1’age. Sa fonction principale est la thermogenése dite non
frissonnante par opposition a la thermogenese avec frisson produite par le muscle. Cette
fonction thermogénique protege de I’hypothermie et pourrait jouer un réle pour limiter 1’obésité
(Cannon et Nedergaard, 2004). Longtemps considéré comme absent chez I’Homme adulte, le
développement de nouvelles techniques d’imagerie fonctionnelle au cours des années 2000 a
permis de mettre en évidence la présence de dépdts de TA thermogénique fonctionnels
(Nedergaard et al., 2007). Le volume et I’activité du TA brun chez I’Homme, évaluées dans
plusieurs études, sont inversement corrélés a 'IMC et décroissent avec 1’age (Cypess et al.,

2009, Saito et al., 2009, van Marken Lichtenbelt ez al., 2009).

Localisation du tissu adipeux brun

Chez I’Homme, il a été longtemps considéré que le TA brun présent chez le nouveau-né (dans
la région interscapulaire, supra- et péri-rénale) régressait totalement aprés 1’enfance et était
donc inexistant a I’age adulte. L’observation des images obtenues par PET-scan (tomographie
par émission de positons) suite a I’injection d’un analogue non-hydrolysable du glucose le
SE_-FDG (fluorodésoxyglucose) et aprés exposition au froid a permis de visualiser chez ’adulte
des zones d’activité métabolique ¢levée correspondant @ du TA brun fonctionnel. Le dépot le
plus important est situ¢ en supra-claviculaire tandis que les autres dépots sont repartis dans
plusieurs zones : para-vertébrale, cervicale, axillaire et autour de plusieurs organes tels que le
ceeur, les reins, ou encore le pancréas (Cypess et al., 2009, van Marken Lichtenbelt ez al., 2009,

Virtanen et al., 2009, Nedergaard et al., 2007) (figure 11).
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Figure 11 : Localisation du tissu adipeux brun chez I’homme (adapté de Schoettl et al., 2018)
Répartition anatomique du tissu adipeux brun chez le nouveau-né (A) et |’Homme (B).

Morphologie de ’adipocyte brun

Les adipocytes du TA brun ont un diamétre compris entre 25 et 50 pm. Ce sont des cellules
multiloculaires qui contiennent plusieurs GL au sein desquelles se déroulent la lipolyse et la
lipogenese. A l’intérieur du cytoplasme, on retrouve également de trés nombreuses
mitochondries striées qui doivent leur forme aux multiples repliements de leur membrane
interne (figure 12). Cette morphologie mitochondriale est a mettre en lien avec les fortes
capacités de respiration et d’oxydation des substrats énergétiques nécessaires pour I’activité
thermogénique du tissu. Elle est également responsable de la couleur brune caractéristique du

tissu. La vascularisation et I’innervation des adipocytes bruns sont importantes.
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Figure 12 : Morphologie d’un adipocyte du tissu adipeux brun (d’aprés Giralt et Villarroya,
2013)

Roéle métabolique du tissu adipeux brun

La thermogenése obligatoire ou de repos, a une température ambiante de thermoneutralité et
en absence d’exercice, correspond au métabolisme de base et & un ensemble de réactions
métaboliques libérant de la chaleur et permettant le maintien de la température de I’organisme
aux environs de 37°C. En dehors de ces conditions, il existe des situations particulieres
induisant une thermogenése dite facultative, régulatrice ou adaptative, par exemple la
situation de I’exposition au froid (pour un mammifére non hibernant). Dans une telle situation,
de la chaleur doit étre produite. Cette production de chaleur peut se faire par des exercices
musculaires volontaires, par des tremblements involontaires (frissons thermiques) ou encore
par la production chimique de chaleur appelée thermogenése non frissonnante de I’adipocyte

brun.

Le TA brun est richement vascularisé et innervé, et les adipocytes bruns ou thermogéniques
sont riches en mitochondries. La thermogenése de 1’adipocyte brun peut étre induite par des
facteurs endocrines tels les BMPs (bone morphogenetic protein), le VEGF-A (vascular
endothelial growth factor A), le FGF21 (fibroblast growth factor 21), des myokines (pour revue

Carobbio et al., 2019) ou par un stimulus B-adrénergique. Chaque adipocyte est en effet innervé
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par le systéme nerveux sympathique qui permet la régulation de son métabolisme. La
noradrénaline se fixant sur les récepteurs B3—adrénergiques favorise la lipolyse adipocytaire
permettant de fournir des AGL (Frontini et al., 2013). Ceux-ci sont B-oxydés dans la
mitochondrie formant de 1’acétyl-CoA qui entre dans le cycle de Krebs. Les co-enzymes réduits
(NADH et FADH2) produits par le cycle de Krebs sont ré-oxydés dans la chaine respiratoire
mitochondriale, permettant par couplage chimio-osmotique la production d’énergie sous la
forme d’ATP ou de chaleur. Les acides gras issus de la lipolyse adipocytaire sont un substrat
pour la production de chaleur dans 1’adipocyte brun. Ils permettent en effet I’augmentation de
I’expression de la protéine découplante UCP1 (uncoupling protein 1) aussi appelée
thermogénine et spécifique de ’adipocyte brun (Cannon et Nedergaard, 2004). Dans les
mitochondries, les complexes de la chaine respiratoire permettent 1’oxydation des co-enzymes
réduits issus de I’oxydation des acides gras, générant ainsi un transport d’électrons au sein de
la membrane mitochondriale interne, et un gradient de protons de part et d’autre de la membrane
interne mitochondriale. Ce gradient transmembranaire de protons permet, dans la majorité des
cellules, d’apporter 1’énergie nécessaire pour générer de I’ATP a partir de I’ADP (adénosine
diphosphate) grace a ’enzyme transmembranaire ATP synthase. Ce mécanisme de couplage
entre les oxydo-réductions de la chaine respiratoire et la synthése d’ATP s’appelle la
phosphorylation oxydative. La présence de la protéine UCP1 au sein de la membrane interne
de la mitochondrie entraine une fuite de protons vers la matrice mitochondriale (figure 13), qui
réalise un découplage entre la respiration mitochondriale (qui est activée) et la synthése d’ATP
(qui est inhibée). L’énergie libérée par la dissipation du gradient de protons généré par la chaine
respiratoire permet de produire de la chaleur au détriment de la production d’ATP (Betz et

Enerback, 2018, Kuhn et al., 2012).
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Figure 13 : Chaine respiratoire mitochondriale (CRM) et role découplant de la protéine UCP1

(d’aprés Betz et Enerback, 2018)
UCPI permet la production de chaleur en dissipant le gradient transmembranaire de protons issu du
fonctionnement de la chaine respiratoire. I a IV : complexes d’oxydo-réduction de la CRM, I : NADH
deshydrogénase, Il : succinate déshydrogénase, Q : coenzyme Q, Il : coenzyme Q-cytochrome c
oxydoréductase, Cyt c : cytochrome c, IV : cytochrome c oxydase, V : ATP synthase, UCPI : uncoupling
protein 1, NADH : nicotinamide adénine dinucléotide réduit; NAD+, nicotinamide adénine dinucléotide
oxydé, FADH2/FAD : flavine adenine dinucléotide réduit/oxydé, ATP : adénosine triphosphate,
ADP : adénosine diphosphate, Pi : phosphate inorganique ; H+ : proton, MMI : membrane
mitochondriale interne.

I1 est indispensable pour I’adipocyte brun de maintenir un niveau de TG stockés adéquat pour
maintenir ce métabolisme oxydatif. La ré-estérification des AG y participe. Contrairement au
TA blanc, qui a une fonction de stockage, le TA brun favorise la dépense énergétique par
production de chaleur lors de la thermogenese adaptative. L’activation du systéme nerveux
sympathique en réponse au froid ou a tout autre stimulus B-adrénergique induit I’expression
d’UCP1. En effet, le stimulus B-adrénergique déclenche I’augmentation de ’AMPc dans la
cellule qui active la PKA. Cette activation stimule in fine I’expression d’UCP1 par I’activation
de PGC-1a (peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator-10). PGCla se lie
a des facteurs de transcription PPARa ou y (peroxisome proliferator activated receptor) et
augmente 1’expression des geénes de la mitochondriogenése ainsi que des complexes de la
chaine respiratoire, et d’UCP1 (Peirce et al., 2014, Harms et Seale, 2013). D’autre part, les AG

libérés lors de la lipolyse adipocytaire brune sont non seulement des substrats pour 1’oxydation
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mais activent directement la synthése d’UCPI1. Outre le systéme nerveux sympathique, les
hormones thyroidiennes (T3, T4), les thiazolidinediones et I’acide rétinoique jouent également
un role dans I’induction d’UCP1 (figure 14).

agonistes B3
agrénergiques

froid

T
TG 1 |p0yse|

) i [é-ox;d"ai

chaleur

Figure 14 : Schéma général de la thermogenése adaptative dans I’adipocyte brun (d’aprés Peirce
etal.,2014)

P3-AR : récepteur B3-adrénergique, AMPc : adénosine monophosphate cyclique, PKA : protéine kinase

A, TG : triglycéride, AG : acide gras, PGCla : peroxisome proliferator activated receptor gamma

coactivator-la, UCPI : uncoupling protein 1.

L’importance d’UCP1 dans la thermogenése a été démontrée grace au modele murin
d’invalidation d’UCP1, lequel est incapable de maintenir sa température corporelle a 37°C lors
d’une exposition au froid et présente une obésité lorsqu’il est maintenu a neutralité thermique
(Feldmann et al., 2009, Enerback et al., 1997). Chez ’Homme, I’exposition au froid sur une
longue période (19°C pendant 5 a 8 h et sans frisson) peut activer le TA brun. L’activation du
TA brun est corrélée a une augmentation de la dépense énergétique au repos, a de meilleures
capacités d’utilisation du glucose et a une meilleure sensibilité a I’insuline, méme apres le retour
a la thermoneutralité (Chondronikola et al., 2014). L’ensemble de ces résultats indique donc
d’une part I’importance de la voie B-adrénergique et d’UCP1 dans I’activité thermogénique du
TA brun et d’autre part, I’implication de la thermogenése adaptative dans 1’homéostasie

énergétique et la régulation du poids corporel.
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3. Le tissu adipeux beige

I1'y a quelques années un nouvel adipocyte ayant des caractéristiques mixtes entre I’adipocyte
blanc et brun a été mis en évidence. Selon les auteurs, on ’appelle adipocyte brite pour brown

in white ou beige.

Localisation et morphologie du tissu adipeux beige

Alors qu’il était autrefois admis que les adipocytes bruns et blancs occupaient des sites
anatomiques différents, plusieurs études ont identifi¢, chez la souris, la présence d’adipocytes
exprimant UCP1 dans les dépdts adipeux blancs sous-cutanés. Certaines conditions comme
I’exposition au froid ou le traitement par des agonistes B-adrénergiques ou des
thiazolidinediones, conditionnent le nombre de ces adipocytes (Petrovic ef al., 2010, Guerra et
al., 1998, Cousin et al., 1992). Ces adipocytes beiges sont retrouvés dispersés au sein
d’adipocytes blancs n’exprimant pas UCP1 (Frontini et Cinti, 2010). IlIs possédent les
caractéristiques morphologiques des adipocytes bruns (multiloculaires, nombreuses
mitochondries) et expriment notamment des marqueurs bruns dont UCP1, PRDM16 et
PGCla, mais uniquement de fagon inductible. Les adipocytes beiges induits par une exposition
au froid vont exprimer un profil semblable aux adipocytes blancs aprés retour a la

thermoneutralité (Harms et Seale, 2013).

Selon les travaux de Spiegelman et coll. en 2012, ces adipocytes beiges sont a distinguer des
adipocytes bruns (Wu et al., 2012). Les adipocytes beiges dériveraient des mémes précurseurs
que leurs homologues blancs et n’exprimeraient pas Myf5 (figure 2). Le phénomene de
brunissement n’est pas général a tous les dépdts adipeux blancs. En effet, il est plus important
dans le TA viscéral que dans le TA sous-cutané chez ’Homme, soit I’inverse de ce qui est
retrouvé chez la souris (Bartelt et Heeren, 2014, Zuriaga et al., 2017). A ce jour, I’origine des
adipocytes beiges reste controversée. Les travaux du Pr JP Giacobino tendent & démontrer que
ces adipocytes constitueraient une population cellulaire a part entiére qui ne dériverait pas des
précurseurs mésenchymateux comme les adipocytes blancs (Lehr et al., 2009). 11 a également
été suggéré que les adipocytes beiges pourraient avoir une origine commune a celle des muscles
lisses (Long et al., 2014). Les travaux de Cinti et coll., quant a eux, tendent a démontrer qu’il
existerait des processus de transdifférenciation permettant dans certaines conditions la
conversion d’adipocytes blancs en adipocytes beiges et inversement (Cinti, 2012). Finalement,
certaines études montrent 1’existence de progéniteurs bipotents capables de donner naissance a

la fois aux adipocytes blancs et aux adipocytes beiges (Lee et al., 2012). L’origine ou tres
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probablement les origines de ces adipocytes beiges restent encore une source de controverses a

ce jour.

Potentiel thérapeutique du tissu adipeux beige

Chez I’homme adulte, 1’activation métabolique ou le recrutement des adipocytes a fort
potentiel oxydatif représente une perspective thérapeutique qui suscite un regain d’intérét
certain depuis la mise en évidence de TA brun chez I’Homme mais aussi de clusters
d’adipocytes beiges inductibles dans le TA blanc. En effet, augmenter la dépense énergétique
a depuis toujours été considéré comme une stratégie de choix pour traiter les maladies
métaboliques. Appuyant cette idée, une étude a démontré que des patients sains (mais
présentant initialement une faible activité du TA brun) exposés de manicre répétitive au froid,
augmentent leur activité thermogénique. Ce brunissement de leur TA est corrélé a une
diminution de leur masse adipeuse, une meilleure homéostasie du glucose et une sensibilité a
I’insuline (Ramage et al., 2016, Cypess et al., 2015, Hanssen et al., 2015, Chondronikola et al.,
2014, Yoneshiro et al., 2013, Yoneshiro et al., 2012, pour revue Emont et al., 2019).

La découverte de la leptine en 1994 par Friedman et coll. (Zhang ef al., 1994) a permis de
faire passer le TA du rang de simple tissu de stockage a celui de véritable organe endocrine.
Depuis, de nombreuses autres substances sécrétées par le TA ont été identifiées parmi lesquelles
I’adiponectine, les interleukines (IL)-6 et -18, le TNF-a (tumor necrosis factor-co), MCP-1
(monocyte chemoattractant protein-1), la résistine, 1’apeline, le FGF21 (fibroblast growth
factor 21) et la neuroréguline (Nrg)-4 (Scheja et Heeren, 2019, Feve et al., 2016, Stern et al.,
2016). Ces protéines sont regroupées sous le terme générique d’adipokines et ont des actions
autocrines-paracrines ou endocrines par voie systémique (Proenca ef al, 2014). Elles
permettent les interactions entre le TA et les autres organes du corps et leurs effets sont dits
« pléiotropes » car ils concernent un large spectre de fonctions physiologiques. Outre ces
adipokines, le TA sécrete également des médiateurs lipidiques possédant également des actions
autocrines-paracrines ou endocrines. Certaines adipokines sont synthétisées exclusivement par
les adipocytes ou par les cellules de la FSV et d’autres sont synthétisées par les deux a la fois

(figure 15).
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Figure 15 : Principales adipokines secrétées par le tissu adipeux

1. La leptine

Premicre adipokine identifiée, la leptine (du grec, leptos, mince), produit du géne LEP, est
une protéine de 16 kDa, extrémement conservée chez les vertébrés, exprimée de facon
prédominante (mais pas exclusive) par les adipocytes du TA sous-cutané. Cette cytokine est
exportée dans le sang, va se fixer a son récepteur et induire ainsi I’activation de plusieurs voies
de signalisation (Jak2/STAT3 ou signal transducer and activator of transcription 3, MAPK,
PI3K, AMPK ou AMP-activated protein kinase). La leptine est produite proportionnellement
au degré d’adiposité. Chez I’homme comme chez les rongeurs, la synthése de la leptine est
stimulée par la suralimentation, 1’insuline et les glucocorticoides tandis que le jetine, I’AMPc
et les agonistes adrénergiques inhibent sa syntheése (Mizuno ef al., 1996, Slieker et al., 1996).
Les fonctions physiologiques de la leptine sont nombreuses. Elle exerce des effets centraux au
niveau de I’hypothalamus sur la régulation de la satiété mais aussi périphériques, en particulier
sur le métabolisme glucido-lipidique en agissant sur les ilots B-pancréatiques, le TA, le muscle

et le foie (pour revue Scheja et Heeren, 2019, Friedman, 2016). La leptine intervient également
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dans la régulation de la sécrétion des hormones hypophysaires, surrénaliennes, sexuelles et de
I’hormone de croissance (Mantzoros et al., 2011). Enfin, la leptine est capable de moduler la
réponse du systéme immunitaire notamment en augmentant la phagocytose et la production de
cytokines pro-inflammatoires (Loffreda ef al., 1998). L’absence de leptine fonctionnelle ou de
son récepteur LEPR entraine une obésité¢ extréme et les complications associées, en rapport
avec une hyperphagie majeure, respectivement chez les modeles murins ob/ob et db/db
(Chen et al., 1996, Zhang et al., 1994). Dans les syndromes lipodystrophiques, la leptinémie
est diminuée de facon proportionnelle a la sévérité de la lipoatrophie et le déficit en leptine

contribue aux complications de ces maladies (Haque et al., 2002).

2. L’adiponectine

L’adiponectine est une protéine de 28 kDa chez I’Homme et 30 kDa chez la souris (Nakano
et al., 1996, Scherer et al., 1995, pour revue Scheja et Heeren, 2019, Fang et Judd, 2018, Stern
et al., 2016). Dans le plasma, I’adiponectine s’associe en oligoméres (monomeres
d’adiponectine organisés en une structure plus complexe grace a des ponts disulfures) essentiels
pour leur liaison a leurs récepteurs membranaires (AdipoR1 et AdipoR2, respectivement
exprimés dans le muscle et le foie en majorité). Cette forme de haut poids moléculaire est
considérée comme la forme biologiquement active. Bien qu’elle soit principalement produite
et sécrétée par le tissu adipeux, il a ét¢ montré qu’elle est faiblement exprimée dans d’autres
types cellulaires tels que les ostéoblastes (Berner ef al., 2004), les cardiomyocytes (Pineiro et
al., 2005), le tissu foetal (Caminos et al., 2008) ou encore le muscle squelettique (Fiaschi et al.,

2014).

Chez ’Homme et en conditions physiologiques, les concentrations circulantes d’adiponectine
sont importantes, de 1’ordre de 5 a 30 mg/L ce qui représente 0,01% des protéines plasmatiques
alors que celles de la leptine ne sont que de 2 a 8 pg/L. D’autre part, comme pour la leptine, les
taux circulants d’adiponectine répondent a un dimorphisme sexuel avec des concentrations
sériques plus élevées chez la femme que chez I’homme (Cnop et al., 2003). L’adiponectine est
une hormone insulino-sensibilisatrice, en particulier au niveau du foie et du muscle
squelettique. Par I’intermédiaire de sa principale cible I’AMPK (AMP-activated protein
kinase), elle favorise 1’utilisation des lipides en augmentant 1’oxydation des acides gras au
niveau de ces deux organes, stimule le transport du glucose dans le muscle et diminue la
néoglucogenese hépatique (Tomas et al., 2002, Yamauchi et al., 2002). Aussi, I’adiponectine

augmenterait la sécrétion de I’insuline par les cellules B pancréatiques en conditions
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d’hyperglycémie, toujours via ’activation de I’AMPK (Gu et al., 2006) et préviendrait la perte
de masse des 1lots pancréatiques via un effet anti-lipotoxique (Ye et al., 2015). Les effets
biologiques bénéfiques de 1’adiponectine ne sont pas restreints au métabolisme. En effet,
I’adiponectine possede des propriétés anti-inflammatoires (passant notamment par des effets
anti-TNF-a (Ouedraogo et al., 2006), anti-athérogenes et cardio-protecteurs (Goldstein et al.,

2009)).

La concentration plasmatique en adiponectine est positivement corrélée a la sensibilité a
I’insuline mais inversement proportionnelle a la masse grasse (en particulier la masse viscérale)
(Staiger et al., 2003, Arita et al., 1999). De maniére intéressante, chez les individus obeses dits
« métaboliquement sains » ou metabolically heathy obese (MHO), 1’adiponectinémie est
inchangée (Matsuzawa, 2006) voire augmentée par rapport aux individus minces (Aguilar-
Salinas et al., 2008). L’expansion préférentielle du TA sous-cutané chez ces individus pourrait
expliquer ce phénotype. En effet, le développement de ce dépot est associé a un risque
cardiovasculaire moindre notamment grace a la sécrétion d’adipokines anti-inflammatoires plus
importante avec en chef de file I’adiponectine (Kusminski et al., 2016, Wormser et al., 2011).
L’adiponectine circulante est retrouvée diminuée dans les syndromes lipodystrophiques (Haque

et al.,2002).

3. Une des brown adipokines ou batokines : Fibroblaste
Growth Factor-21 (FGF21)

L’¢étude des fonctions sécrétrices du TA brun s’est fait plus tardivement que 1’étude de sa
fonction thermogénique. Elle met en évidence que le TA brun ne sécréte qu’en trés faibles
quantités les adipokines classiquement sécrétées par le TA blanc. C’est le cas par exemple de
la leptine et de 1’adiponectine (Cannon et Nedergaard, 2004). Plusieurs substances bioactives
sécrétées par les adipocytes bruns, les adipokines du TA brun ou batokines, ont été identifiées
au cours de ces dernic¢res années (Villarroya et al., 2017, Giralt et al., 2015, Villarroya et al.,
2013). Ces batokines sont impliquées dans la différenciation et/ou 1’activation thermogénique

par voie autocrine ou paracrine. C’est le cas du facteur FGF21 (fibroblast growth factor 21).

En 2000, Nishimura et coll. ont découvert, chez I’Homme et la souris, le 21°™ membre de la
famille des facteurs de croissance fibroblastiques qui en compte 23 a I’heure actuelle
(Nishimura et al., 2000). C’est une protéine de 23 kDa exprimée préférentiellement dans le foie
mais aussi dans le pancréas, les testicules, I’intestin, le cerveau, les muscles squelettiques, le

TA blanc et brun (Petryszak et al., 2016, Fon Tacer et al., 2010, Izumiya et al., 2008, Zhang et
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al., 2008, Wente et al., 2006). Le FGF21 se lie et active son récepteur membranaire de type
tyrosine kinase (FGFR). Chez les Mammiféres, sept isoformes du récepteur ont été décrites.
L’activation du récepteur par FGF21 est dépendante du co-facteur B-Klotho (KLB). FGF21 se
lie préférentiellement aux complexes FGFR1c/KLB et FGFR3c¢/KLB (Suzuki et al., 2008).
L’activation de ces complexes conduit & des cascades de signalisation intracellulaire dont la
phosphorylation du substrat 2a. de FGFR qui active ensuite la voie ERK 1 et 2 (Fisher et al.,
2010). FGF21 présente peu d’affinité pour le complexe FGFR4/KLB et n’induit pas de
phosphorylation de ERK (Yang et al., 2012).

Le FGF21 est considéré comme secrété principalement par le foie (Markan et al., 2014).
Néanmoins, 1’activation du TA brun (par exposition au froid par exemple) conduit a une
augmentation de la sécrétion de FGF21 par les adipocytes bruns (Chartoumpekis et al., 2011).
FGF21 est exprimé par les TA bruns et beiges (Di Franco et al., 2016, Hondares et al., 2014)
alors que son expression est négligeable dans le TA blanc. Le FGF21 adipocytaire brun posséde
surtout un rdle endocrine en plus de ses actions autocrines. L’administration d’un analogue de
FGF21, le LY2405319, a permis d’améliorer la glycémie, le bilan lipidique et la stéato-hépatite
non alcoolique (NASH) dans des modéles murins d’obésité et d’insulino-résistance, et a montré
des résultats encourageants sur la dyslipidémie métabolique (hypertriglycéridémie,
HDL-cholestérol bas) et la NASH associées a 1’obésité et au diabéte chez I’'Homme (Struik et
al., 2019, Gaich et al., 2013). L’administration de FGF21 recombinante a des mod¢les murins
de diabete et d’obésité génétique ou induite par un régime gras, augmente aussi la dépense
énergétique, et diminue la masse adipeuse ainsi que la masse corporelle (Coskun et al., 2008,
Kharitonenkov et al., 2005). La production hépatique de FGF21 est stimulée par les ligands de
PPARa et par le glucose (Inagaki et al., 2007). FGF21 est impliqué dans la régulation
nutritionnelle. Il stimule la B-oxydation des acides gras et bloque la lipogenése de novo
hépatique en réponse au jeline ou sous régime cétonique. Néanmoins in vivo, les effets directs
du FGF21 sont controversés puisque FGFR4, qui est la principale isoforme du récepteur

exprimée au niveau hépatique, n’induit pas de signalisation cellulaire.
9

Le FGF21 a des effets systémiques pléiotropes. Son role sur le métabolisme glucido-
lipidique adipocytaire passerait par une augmentation de I’entrée de glucose par le
transporteur GLUT1 et une augmentation de la lipolyse dans les adipocytes. Le FGF21 serait
impliqué dans I’activation d’adipocytes beiges dans le TA blanc en augmentant PGCla (Fisher
et al.,2012). En outre, FGF21 protége du stress oxydant cellulaire chez ’'Homme (Zhu ef al.,
2014) et exerce des propriétés anti-inflammatoires. En effet, dans des macrophages murins

stimulés par du LPS (lipopolysaccharide), endotoxine bactérienne, on observe une diminution
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de DI’expression des cytokines pro-inflammatoires (TFN-a, IL-1B, IL-6 et IFN-y) et une
inactivation de la voie pro-inflammatoire NF-kB sous I’effet de FGF21 (Yu et al., 2016). Enfin,
plusieurs études menées dans des modeles animaux et in vitro dans des modeles cellulaires, ont
montré que le FGF21 aurait un réle cardio-protecteur vis-a-vis de I’athérosclérose, d une part
grace a ses effets sur le métabolisme lipidique, et d’autre part en augmentant la production

d’adiponectine par le TA (Lin ef al., 2015).

D. Le processus de différenciation adipocytaire ou
adipogenése : de la cellule souche a I’adipocyte mature

Chez les Mammiferes, le tissu adipeux, comme les muscles et les os, dérive du feuillet
mésodermique. La formation d’adipocytes matures a partir de précurseurs mésenchymateux
pluripotents se réalise en deux étapes : la détermination de ces précurseurs en préadipocytes
puis la différenciation des préadipocytes en adipocytes ou adipogeneése (figure 2). Ces
processus cellulaires et moléculaires sont étudiés in vitro grace a des modeles cellulaires
essentiellement murins. Néanmoins, ces études permettent d’identifier les génes et facteurs

impliqués (figure 16).

1. La détermination

Les précurseurs mésenchymateux pluripotents peuvent selon I’environnement se différencier
en adipocytes, en ostéoblastes, en chondrocytes ou encore en myocytes (Rodeheffer et al.,
2008). La détermination adipocytaire consiste en une perte de plasticité des cellules souches
qui se transforment en progéniteurs capables de se différencier en adipocytes. La détermination
de ces précurseurs vers le lignage adipocytaire fait intervenir différents signaux des facteurs
extracellulaires tels que les membres de la famille des BMPs (bone morphogenetic protein)
(Kang et al., 2009), le TGF-B (transforming growth factor-f) (Zamani et Brown, 2011), le FGF1
et FGF2 (fibroblast growth factor 1/2) (Kakudo et al., 2007, Hutley et al., 2004) ou encore
I’activine A (Zaragosi et al., 2010). Par ailleurs, de nombreuses études montrent que les voies
Wnt/B-caténine et Hedgehog inhibent 1’orientation des précurseurs mésenchymateux vers le
lignage adipogénique au profit de la voie ostéogénique (Rosen et MacDougald, 2006). Par
contre, la voie de I'lGF-1 (insulin-like growth factor-1) / insuline potentialise le recrutement

adipogénique (Hu et al., 2015).
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L’analyse des marqueurs de surface par cytométrie en flux a permis de caractériser une
sous-population de précurseurs adipocytaires dans la FSV capable de se différencier en
adipocytes de maniere beaucoup plus efficace in vitro (Lin-, Scal+, CD34+, CD24+, a7-,
PDGFRa+). Néanmoins, ces cellules présentent une faible capacité adipogénique in vivo ce qui
démontre I’importance du microenvironnement cellulaire dans cette phase de détermination

(Joe et al., 2010, Rodeheffer et al., 2008, Tang et al., 2008).

On considére aujourd’hui que selon le dépot adipeux, les adipocytes blancs peuvent étre issus
de différents progéniteurs, ce qui pourrait expliquer par ailleurs I’atrophie ou I’expansion
sélective de certains TA observées au cours des lipodystrophies. Par exemple, des études
menées chez I’ Homme montrent qu’il existe des différences dans les profils d’expression de
divers geénes au cours de la détermination (Shox2, Enl, Tbx15, Hoxa5, Hoxc8 et Hoxc9) entre
les préadipocytes isolés du TA sous-cutané et ceux du TA viscéral (Yamamoto ef al., 2010).
De plus, la notion d’hétérogénéité des progéniteurs au sein d’un méme dépot adipeux est de
plus en plus documentée. En effet, ’analyse du transcriptome des cellules de la FSV apres tri
par cytométrie en flux (single-cell) a permis de montrer I’existence de différents progéniteurs
dans les TA de souris (Merrick et al., 2019, Burl et al., 2018). En parallele, le suivi par
fluorescence des lignages de préadipocytes isolés de différents tissus adipeux blancs de souris
confirme la présence de différents progéniteurs au sein d’un méme dépot adipeux (Lee et al.,
2019). Chez I’'Homme, les résultats sont plus contrastés. Des études tendent a montrer que
différentes sous-populations de progéniteurs coexisteraient également dans les TA humains et
il semblerait que ces sous-populations présentent des caractéristiques métaboliques propres,
notamment au niveau des capacités adipogéniques ou encore sécrétoires (Merrick et al., 2019,

Raajendiran et al., 2019, Gao et al., 2017).

2. La différenciation adipocytaire

La différenciation adipocytaire proprement dite ou adipogenése représente le passage du
préadipocyte (type fibroblastique) a 1’adipocyte mature. Plusieurs lignées préadipocytaires
unipotentes (3T3-L1, 3T3-F442A, Obl7, etc.) ont largement aidé a la compréhension des
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués au cours de la différenciation adipocytaire.
In vitro, I’adipogenéese se décompose en événements précoces et en événements tardifs définis
notamment par les différentes séquences d’expression de facteurs de transcription dont certains
sont liés a ’environnement, en particulier hormonal et nutritionnel, et agissent seuls ou de

maniére coopérative.
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Les éveénements précoces concernent le remodelage de la MEC et du cytosquelette (en
particulier le réseau d’actine), ce qui provoque l’arrondissement des cellules. Ces deux
processus permettent aux préadipocytes de réaliser une étape d’expansion clonale, sous le
controle de I'IGF-1. A la suite de ces événements précoces, les préadipocytes sont dits
« engagés dans la différenciation adipocytaire ». En anglais, on parle encore de commitment

des préadipocytes.

Les éveénements tardifs, quant a eux, impliquent la maturation des jeunes adipocytes en
adipocytes matures et fonctionnels possédant toute la machinerie nécessaire au transport des
acides gras et du glucose, a la synthése des lipides, a ’action de I’insuline et a la sécrétion de
protéines spécifiques. L apparition progressive de vacuoles lipidiques et le stockage des lipides

entraine alors une augmentation du volume des cellules.

3. Les principaux facteurs de transcription

Les changements morphologiques majeurs qui accompagnent la différenciation adipocytaire
sont la conséquence de variation d’expression d’un trés grand nombre de genes. Cette
reprogrammation majeure est sous le controle de facteurs de transcription pro- ou
anti-adipogéniques. Les principaux facteurs adipogéniques sont le facteur PPARy, les C/EBPs
(CCAAT/enhancer binding proteins) et le facteur ADD1/SREBP-1c¢ (adipocyte determination

and differentiation factor 1/sterol regulatory element binding protein-Ic).

La famille des PPARs

Le récepteur nucléaire PPARy appartient a la super famille des récepteurs nucléaires.
L’isoforme y2 est quasiment exclusivement exprimée dans les adipocytes et PPARy est le
facteur de transcription clé de 1’adipogenése (Escher et al., 2001). Une fois activé par la liaison
a ses ligands, PPARY se lie a un partenaire d’hétérodimérisation : le récepteur de I’acide 9-cis
rétinoique appelé RXR. Les hétérodimeéres PPARY/RXR reconnaissent spécifiquement des
¢léments de réponse PPRE (PPAR responsive element) situés dans les régions promotrices de
genes cibles. PPARY transactive de nombreux génes du métabolisme lipidique, de la fonction
sécrétoire et de la sensibilit¢ a I’insuline de 1’adipocyte tels que aP2/FABP4, ADIPOQ
(adiponectine), PLIN1, LPL ou encore ACSL (Rosen et al., 2000). Plusieurs ligands capables
d’activer le PPARy majorent le taux de conversion adipocytaire et I’amplitude de la
différenciation. C’est notamment le cas des thiazolidinediones qui sont ou ont été utilisées dans

le traitement du diabéte et de I’insulino-résistance. De plus, la 15-déoxy-6-prostanglandine et
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I’acide lysophosphatidique (LPA) sont décrits comme des activateurs de PPARy (Mclntyre et
al., 2003, Brun et al., 1996). Toutefois, leur affinité pour le PPARYy est beaucoup plus faible
que celle habituellement décrite pour les récepteurs nucléaires avec leurs ligands

physiologiques. A I’heure actuelle, le ligand endogéne de PPARY n’est pas clairement identifié.

La famille des C/EBPs

Les facteurs C/EBPs appartiennent a la famille des facteurs de transcription a motifs basiques
et glissieres de leucines (bHLH, basic helix loop helix). Le domaine basique permet a ces
facteurs de se lier a ’ADN alors que le motif en glissi¢res de leucines leur permet de s’homo-
ou de s’hétéro-dimériser. Trois isoformes de C/EBPs o, et 6 possédent un réle inducteur dans
I’adipogenese (Rosen et al., 2000, Rosen et Spiegelman, 2000). Les protéines C/EBPJ et 6 sont
induites de maniere précoce et transitoire au cours de I’adipogenése, et jouent un role clé dans
I’enclenchement de la maturation terminale. L’induction de C/EBPa se fait plus tardivement
et permet de transactiver différents genes marqueurs de la différenciation adipocytaire tels
qu’aP2, PPARy et la leptine mais également d’induire sa propre expression (Rosen et

Spiegelman, 2000, Rosen et al., 2000).

La protéine ADD1/SREBP-1c

La protéine ADD1/SREBP-1c appartient a la famille des facteurs de transcription a motif
hélice-boucle-hélice (bHLH-LZ, basic helix-loop-helix leucine zipper). Son expression, son
activation (par clivage protéolytique de sa forme précurseur au niveau des membranes du RE)
et sa translocation nucléaire sont régulées par I’insuline (Eberle et al., 2004, Brown et
Goldstein, 1997). ADD1/SREBP-1c¢ induit I’expression génique de PPARy et I’active via la
production de ligands endogenes (Fajas et al., 1999, Kim et Spiegelman, 1996). Par ailleurs, il
a été montré qu’ADDI1/SREBP-Ic¢ est directement impliqué dans la régulation de genes du

métabolisme lipidique (Eberle et al., 2004).
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Evénements
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Figure 16 : La différenciation adipocytaire, événements cellulaires et moléculaires
CSM : cellule souche mésenchymateuse, MEC : matrice extracellulaire, SHH : sonic hedgehog. En vert
les facteurs stimulant et en rouge les facteurs inhibant [’engagement adipocytaire. En violet les
principaux facteurs de transcription et protéines impliqués dans la différenciation et la maturation de
l’adipocyte blanc.

Bien que les TA blanc et brun aient des roles physiologiques différents, de nombreux facteurs
de transcription sont communs aux adipocytes bruns et blancs. Les adipocytes blancs et bruns
requierent PPARy pour leur développement et leur fonction. C/EBPa/B/d sont également

impliqués dans les différenciations adipocytaires brune et blanche.
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L’activation du programme thermogénique des adipocytes bruns et beiges nécessite
néanmoins des facteurs spécifiques dont PGCla qui induit 1’expression de la protéine
découplante UCP1 et les enzymes clés de la chaine respiratoire mitochondriale. Un autre facteur
spécifique de I’adipogenese brune est PRDM16. PRDM16 est suffisant et nécessaire pour
induire un phénotype brun in vitro dans des cultures cellulaires mais également suffisant pour

induire un brunissement du TA viscéral sous stimulation B-adrénergique (Seale et al., 2007).

Les adipocytes beiges expriment des marqueurs spécifiques tels que CD137, la protéine
transmembranaire 26 (TMEMZ26), PRDM16, DIO2 (Deiodinase 2) ou CITEDI1 (Cbp/p300
interacting transactivator with Glu/Asp rich carboxy-terminal domain 1) (Wu et al., 2012).
CITEDI initialement connu sous le nom de MSG1 (melanocyte-specific gene 1) est décrit
comme étant un co-activateur transcriptionnel du facteur de transcription CBP/p300 (Shioda et
al., 1996). Chez ’homme il aurait plusieurs roles. CITEDI stimulerait la signalisation des
récepteurs aux oestrogénes, régulerait la voie de signalisation TGF-B, inhiberait la
minéralisation ostéoblastique et aurait un rdle dans la pigmentation des mélanocytes. On le
retrouve principalement exprimé au niveau des testicules et dans une moindre mesure dans des

tissus endocrines.

Adipocyte Blanc Beige Brun
Localisation Sousjchane Au seln.du,TA blanc Dépots spécifiques
ou viscéral viscéral
Morpholosie GL unique GL multiples GL multiples
P g Mitochondries : + Mitochondries : ++ Mitochondries : +++
Lignage SMA, PDGFRo/B SMA, PDGFRo/B Myf5, Pax7, Enl

UCP1, PRDM16,

M;lrglclﬁ;rs LEP, PLINI, ADIPOQ | PGCla, CITEDI, chfiblﬁ%“’
CD137, TMEM26
Maintien Constitutif Activable/transitoire Constitutif

Tableau 1 : Présentation synthétique des caractéristiques cellulaires et des marqueurs
moléculaires des adipocytes blancs, beiges et bruns chez I’ Homme
Les particularités différencielles sont indiquées en bleu.
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E. La cellule souche adipocytaire adulte humaine ou
Adipose-derived Stem Cell (ASC) : un nouveau modéle
d’étude physiopathologique

Les cultures primaires de préadipocytes et, a fortiori, d’adipocytes humains sont assez peu
utilisées in vitro bien qu’elles aient I’avantage de pouvoir provenir des différentes localisations
et différents dépdts du TA d’un donneur. La limitation majeure a leur utilisation revient au fait
que leur acces et disponibilité sont restreints, et qu’elles ne se divisent pas en culture (pour les
adipocytes). Par ailleurs les préadipocytes ont déja subi les étapes précoces de la différenciation
adipocytaire, qu’il ne sera donc pas possible d’étudier in vitro. Une alternative a été I’utilisation
de lignées cellulaires murines établies permettant la culture, le maintien et la différenciation de
cellules pré-adipocytaires indifférenciées. Les lignées cellulaires murines blanches 3T3L1,
3T3F442A et brune T371 ont été trés largement utilisées. Elles ont permis une meilleure
compréhension des mécanismes physiologiques mais aussi physiopathologiques de 1’adipocyte
depuis des décennies. Elles ont I’avantage d’étre faciles d’entretien et peu colteuses.
Néanmoins elles ont I’inconvénient d’étre d’origine murine. Leurs capacités thermogéniques,
I’expression génique de marqueurs spécifiques et leurs réponses a des stimuli
pharmacologiques sont différentes de celles des cellules humaines (Zuriaga et al., 2017, Arch,

2002).

Deux principales lignées cellulaires préadipocytaires blanches d’origine humaine ont été
utilisées par la communauté scientifique. D’une part les cellules LiSa-2, issues d’un
liposarcome, sont capables de se différencier en adipocyte, bien qu’il existe des différences
d’expression de génes impliqués dans le métabolisme des acides gras avec des adipocytes isolés
(van Beek et al., 2008, Wabitsch et al., 2000). D’autre part les cellules SGBS, isolées de la FSV
du TA sous-cutané d’un enfant atteint du syndrome Simpson-Golabi-Behemil, ont la capacité
de se différencier in vitro avec un cocktail classique comprenant un agoniste de PPARYy. Les
profils d’expression génique de ces cellules différenciées sont comparables a ceux des
adipocytes matures humains. Cependant ces cellules sont issues d’un patient sans diagnostic
précis chez lequel aucun variant pathologique n’a été retrouvé (Wabitsch et al., 2001) et elles

arboreraient un phénotype brun plutdt que blanc (Yeo et al., 2017).

L’équipe de KE Pinnick et F Karpe a développé récemment un autre modéele cellulaire
humain : des lignées pré-adipocytaires de TA sous-cutané abdominal et glutéal immortalisées.
Ces cellules se différencient en adipocytes fonctionnels montrant les mémes propriétés que leur

TA d’origine. Cependant ces lignées ont été obtenues par transduction lentivirale. Ces

42



lentivirus, dérivés du VIH, sont intégratifs et peuvent étre la cause de mutagenese insertionnelle
a proximité ou a I’intérieur d’un oncogeéne ou d’un gene suppresseur de tumeur (Todorcevic et

al., 2017).

Depuis 2006, les équipes de S Yamanaka et J Gurdon ont révolutionné le champ de la
médecine régénérative avec le développement des cellules souches humaines induites a la
pluripotence ou hiPSCs obtenues a partir de cellules somatiques différenciées comme des
fibroblastes cutanés. Ces cellules sont pluripotentes et peuvent se différencier dans tous les
types cellulaires (excepté les annexes et le placenta). Au laboratoire nous avons mis au point
un protocole de différenciation adipocytaire beige en 2D, sans surexpression de facteur de
transcription ni utilisation d’agoniste de PPARY, ce qui permet de respecter les différentes
étapes physiologiques de la différenciation (Guénantin et al., 2017 - annexe 1). Cependant les
hiPSCs ne sont pas aussi faciles d’entretien que les lignées de références et leur entretien et leur

différenciation est trés coliteux.

En 2001, PA Zuk et coll. ont isolé et caractérisé les cellules souches adultes du TA (ASC)
(Zuk et al., 2001). Les ASC sont une composante de la FSV du TA facilement accessible suite
a une liposuccion, une lipoplastie ou une lipectomie. Elles représenteraient de 1 a 10% de la
FSV (Jurgens et al., 2008). Elles sont d’origine mésenchymateuse et peuvent se différencier
dans plusieurs lignages cellulaires dont les ostéocytes, les chondrocytes et les adipocytes. Elles
sont caractérisées par leur adhérence au plastique et expriment ou non différents marqueurs de
surface. L’analyse croisée des données publiées a montré que ces ASC sont a minima positives
pour CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 et HLA-I, et négatives pour CD11b, CD14, CD19,
CD31, CD34, CD45 et HLA-DR qui sont des marqueurs hématopoiétiques. Les principaux
avantages liés a l’utilisation de ces cellules sont leur multipotence et leur forte capacité
d’expansion/renouvellement. Quelques ¢tudes montrent qu’il est possible de les transfecter a
I’état indifférencié (Lee et al., 2018, Hoseini et al, 2017). Elles représentent un modele
précieux qui permet 1’étude des événements trés précoces de la détermination adipogénique

(pour revue Sadie-Van Gijsen, 2019).

En résumé, I’adipocyte blanc présente deux fonctions métaboliques principales, le stockage
des lipides et la mobilisation des lipides via le processus de lipolyse. L’adipocyte brun
participe a la thermogénése non frissonnante par découplage de la phosphorylation oxydative
mitochondriale (via UCP1). L adipocyte beige est un adipocyte intermédiaire résidant dans le

TA blanc et capable, une fois activé, de réaliser la thermogéneése (figure 17). Ces activités
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métaboliques, dans lesquelles la gouttelette lipidique unique de 1’adipocyte blanc et

multiloculaire de I’adipocyte brun et beige joue un réle majeur, sont étroitement régulées par

des signaux neuro-humoraux. De plus, grice a une capacité sécrétoire aussi multiple que

variée, le TA joue un réle endocrine qui lui permet d’assurer une communication avec de

nombreux organes et tissus mais aussi un role paracrine et autocrine permettant une

communication locale entre les différents types cellulaires qui le composent. Enfin, le TA est

une source importante de cellules souches adultes qui jouent un rdle physiologique dans la

régénération et la plasticité tissulaire et représentent des modéles d’étude expérimentaux

d’intérét.

TA blanc¢ sous-cutané

Fonction principale : stockage
de I'énergie
Sensible & l'insuline
Faible lipolyse adipocytaire
et libération d’AGL

Forte sécrétion d’adiponectine

Marqueurs de développement :

SHOX2, EN1

Cranial

Facial

Haut du corps
Abdominal
Glutéal
Femoral

TA brun/beige

Fonction principale : dépense
énergétique

Régulé par le froid et
la stimulation adrenergique
Thermogénése

Marqueurs de développement :

UCP1, PRDM16, PGCla

Cervical

Supra claviculaire
Para vertebral
Axillaire

Para aortique
Supra rénal

TA blanc viscéral

Fonction principale : stockage
de l'énergie

Résistant a l'insuline
Forte lipolyse adipocytaire
et libération d’AGL

Forte sécrétion de résistine

Marqueurs de développement :

HOXC8, HOXAS, MCP1

Péricardique
Rétropéritnoneéal
Omental
Mesenteérique
Gonadique

Figure 17 : Hétérogénéité régionale et fonctionnelle du tissu adipeux (d’apreés Kahn ez al., 2019)
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Chapitre Il : Les syndromes lipodystrophiques
et les lipomatoses : éléments de
physiopathologie

Les syndromes lipodystrophiques se traduisent par des atteintes généralisées ou partielles du
TA associées a des troubles du métabolisme glucido-lipidique, notamment une résistance a
I’insuline séveére. Le défaut de stockage du TA conduit a des troubles métaboliques par les
mécanismes de lipotoxicité. Au cours de ce deuxiéme chapitre, j’apporterai des éléments sur la

physiopathologie des syndromes lipodystrophiques et de la lipomatose de Launois-Bensaude.

A. Les syndromes lipodystrophiques

Les syndromes lipodystrophiques sont un groupe de pathologies hétérogénes et rares
caractérisées par une absence ou un défaut de développement de TA. Elles peuvent étre
d’origine génétique ou acquise consécutivement a un traitement pharmacologique ou une
atteinte auto-immune, généralisées ou partielles. La dysfonction du TA conduit a des troubles
métaboliques associés a une insulino-résistance sévere, une hypertriglycéridémie et une
stéatose hépatique. En France, la prévalence des syndromes lipodystrophiques est estimée entre
1/1 000 000 a 1/100 000 selon qu’il s’agit d’une forme généralisée ou partielle (pour revue
Sollier et al., in press, Hussain et al., 2019, Mann et Savage, 2019, Akinci et al., 2018).

Insulino-résistance et lipotoxicité

La résistance a ’insuline est une anomalie métabolique fréquente qui correspond a une
diminution de la réponse biologique des tissus cibles de I’insuline en réponse a des
concentrations physiologiques de I’hormone. Dans un premier temps, le pancréas compense la
résistance a ’insuline par une hypersécrétion d’insuline, qui permet, temporairement, le
maintien de ’homéostasie glucidique. A terme, un défaut de sécrétion d’insuline survient, ce
qui se traduit par une augmentation de la glycémie et le développement d’un diabéte de type 2.
L’insulino-résistance est causée par des facteurs génétiques et environnementaux (sédentarité,
mauvaise alimentation...). Néanmoins, bien que l'insuline exerce des fonctions plé€iotropes sur
les métabolismes glucidique, lipidique, protéique, mais aussi sur la prolifération cellulaire, on
restreint en pratique clinique la définition de la résistance a I'insuline a « un état dans lequel des

quantités d'insuline supérieures a la normale sont nécessaires pour maintenir I'homéostasie
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glucidique ». Ainsi, c'est I'inadéquation entre la glycémie et l'insulinémie qui permet de mettre
en évidence chez les patients une insulino-résistance au plan biologique, bien que 1'évaluation
quantitative de la sensibilité a l'insuline nécessite des explorations métaboliques plus précises,

comme le clamp euglycémique hyperinsulinémique.

La résistance a I’insuline des syndromes lipodystrophiques est associée a un stockage
ectopique de lipides dans les tissus non adipeux, c’est-a-dire en particulier dans le foie et le
muscle, a I’origine du phénomene de lipotoxicité. Il y a bientdt soixante ans, afin d’expliquer
le mécanisme d’insulino-résistance musculaire en réponse a I’augmentation de la quantité de
lipides musculaires, Randle et coll. postulaient que I’oxydation accrue des acides gras
produisait une augmentation du citrate mitochondrial qui passait alors dans le cytosol ou il
entrainait une inhibition de la phosphofructokinase (enzyme clé de la glycolyse) (figure 18),
conduisant & une augmentation de glucose-6-phosphate (Randle et al., 1963). L’accumulation
de glucose-6-phosphate provoquait une inhibition de I’hexokinase, conduisant a une
augmentation de la concentration intracellulaire en glucose et a I’inhibition de son transport

vers I’intérieur de la cellule (figure 18).

Glucose Acides gras libres

- | Glut
#* Glucose Acyl-CoA

= HK PDH

~ G-6-P

—T PFK < Citrate
Pyruvate =———

Mitochondrie

Figure 18 : Le cycle de Randle (Girard, 2003)

Des hypothéses alternatives ont été¢ évoquées pour expliquer les mécanismes moléculaires de
I’insulino-résistance. En effet, il a ét¢ montré que les concentrations de glucose-6-phosphate et
de glucose sont en réalit¢ diminuées dans le muscle exposé a des concentrations élevées

d’acides gras.

Une nouvelle proposition a alors été faite par Schulman et coll., qui suggere que 1’exces
d’acides gras perturbe les mécanismes de la transmission du signal insulinique (Shulman, 2000)

(figure 19).
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Figure 19 : Hypothése alternative au cycle de Randle (Shulman, 2000)

Selon cette hypothese, I’augmentation des AG dans le muscle conduirait a I’accumulation de
certains de leurs métabolites, tels que 1’acyl-CoA et le DAG. Ceux-ci activent une protéine
kinase C, une sérine/thréonine kinase activée par le DAG, qui phosphoryle le substrat majeur
du récepteur de I’insuline (IRS1) sur des résidus sérine-thréonine, et inhibe ainsi sa capacité de
recrutement et d’activation de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) (Samuel ez al., 2010). La
voie de transduction du signal insulinique est donc inhibée, ce qui conduit a une réduction du
transport de glucose. Le méme type de mécanisme existe dans le foie, qui conduit a une
inhibition de la syntheése de glycogene ; la résistance a I’insuline entraine aussi une inactivation
(phosphorylation) des enzymes clés (phosphofructo-2 kinase et pyruvate kinase) de la
glycolyse, avec pour corollaire une activation de la néoglucogenese. Cette hypothese a été
étayée par des études réalisées chez des souris dépourvues de TA, les souris A-ZIP/F (Moitra
et al., 1998). Celles-ci présentent une accumulation de triglycérides dans ces tissus et sont tres
insulino-résistantes en raison d’un défaut de signalisation insulinique dans les muscles et dans
le foie (Kim et al., 2000). La transplantation de TA chez ces souris corrige toutes ces anomalies,
ce qui suggere que I’insulino-résistance observée dans les lipodystrophies, a pour origine un
stockage ectopique des lipides dans les tissus non adipeux que sont le foie et les muscles,

provoquant des dysfonctions cellulaires pouvant aller jusqu’a la mort cellulaire.

Le déséquilibre de la lipogenese de novo, la lipolyse et la 3-oxydation dans les situations
pathologiques de lipodystrophies résulte en une libération excessive d’AGL circulants. Le
surplus d’AGL est stocké dans le foie, les muscles, le cceur et le pancréas. La capacité du TA a
métaboliser ces lipides est limitée, ce qui conduit & une accumulation ectopique des lipides

favorisant la lipotoxicité. Les taux élevés d’AGL stimulent la synthése de triglycérides
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hépatiques, I’insulino-résistance hépatique, I’inflammation et la fibrose qui aboutissent a une
stéatose hépatique. Au niveau du muscle squelettique, I’accumulation de lipides diminue la
translocation de GLUT4 a la membrane plasmique en réponse a la stimulation par 1’insuline
conduisant au développement de I’insulino-résistance. Les lipides peuvent s’accumuler de
manicre ectopique dans le pancréas et induire une dysfonction des cellules B-pancréatiques avec
diminution de la sécrétion d’insuline qui est I’une des principales causes d’apparition du diabéte
de type 2. Les dépots lipidiques s’accumulent également autour du cceur au niveau péricardique
ou intramyocardique. Ces dépdts sont associés a des dysfonctions des cardiomyocytes et au

développement de 1’athérosclérose.

L’¢tude des syndromes lipodystrophiques permet de montrer I’importance des lipides
ectopiques dans la résistance a I’insuline systémique en s’affranchissant du rdle de 1’obésité.
En effet, dans ces maladies rares, c’est le déficit de TA corporel qui est associé a une
insulino-résistance majeure, avec stéatose hépatique et hypertriglycéridémie sévéres.
Différentes altérations primitives du TA, dont certaines affectent directement la formation et/ou
la structure de la gouttelette adipocytaire, en sont responsables, conduisant a une diminution
majeure de la capacité adipocytaire a stocker 1’excédent énergétique sous forme de triglycérides

et a sécréter I’adiponectine et la leptine (figure 20).
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Figure 20 : Syndromes lipodystrophiques et conséquences métaboliques (adapté de Vigouroux,
2018)
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1. Les lipodystrophies acquises : généralisées et partielles

La lipodystrophie généralisée d’apparition secondaire ou syndrome de Lawrence se
caractérise par une disparition progressive du TA, plus ou moins rapide souvent au moment
de I’adolescence ou a la fin de I’enfance et avec une nette prédominance féminine (x3) et faisant
souvent suite a une panniculite (inflammation du TA sous-cutané) (Garg, 2004, Misra et al.,
2004). Biologiquement, les anomalies métaboliques sévéres observées (insulino-résistance,
diabéte, dyslipidémie) induisent des complications vasculaires, pancréatiques et hépatiques
précoces. Les taux circulants de leptine et d’adiponectine sont trés bas (Misra et al., 2004,
Haque et al., 2002). L’¢étiologie de ce syndrome n’est pas connue mais une origine auto-immune
a été avancée car ces patients ont trés souvent des signes d’auto-immunité associé€s (anticorps
anti-nucléaire, anti-muscle lisse ou anti-mitochondrie par exemple (Misra et al., 2004). La

prévalence est tres faible.

Le syndrome de Barraquer-Simons est une lipodystrophie partielle acquise. Il se caractérise
par une perte graduelle du TA sous-cutané dans la partie supérieure du corps (visage, membres
supérieurs, thorax) conférant une lipoatrophie sévere, tandis que le TA s’accumule au niveau
de la partie inférieure du corps (hanches, fesses, cuisses). Bien que ce syndrome ait été décrit
depuis plus de cent ans, la physiopathologie de la maladie reste inconnue. La plupart des cas
sont sporadiques. Les femmes sont plus affectées que les hommes (4:1). Néanmoins, son
association a certaines maladies auto-immunes telles que la maladie cceliaque, la
dermatomyosite, et le lupus érythémateux systémique (Garg, 2004, Misra et al., 2004) et la
présence élevée d’auto-anticorps C3 Nephritic Factor laissent suspecter une possible origine

auto-immune.

L’infection par le virus de ’immunodéficience humaine (VIH) et le traitement par certaines
molécules antirétrovirales est associé a un risque d’apparition progressive d’une lipoatrophie
faciale et/ou une lipohypertrophie viscérale (Duran ef al., 2001). Les anti-protéases et les
inhibiteurs nucléosidiques (deux des classes des molécules antirétrovirales) sont associés a un
risque accru de lipodystrophies avec un effet direct sur le TA (Heath et al., 2002, Martinez et
al.,2001) et sur les cellules endothéliales (Afonso et al., 2017, Auclair et al., 2014). Au cours
d’un précédent travail au laboratoire, j’ai pu montrer in vitro que le Darunavir seul (inhibiteur

de protéase) n’a que peu d’effet sur les fonctions adipocytaires, et altére trés modestement la
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différenciation adipocytaire et la fonction mitochondriale lorsqu’il est associé au Ritonavir

(Capel et al., 2012 - annexe 2).

2. Les lipodystrophies génétiques : généralisées ou CGL et
partielles ou FPLD

Les lipodystrophies congénitales généralisées (CGL) ou syndrome de Berardinelli-Seip
sont des maladies autosomiques récessives caractérisées par une lipoatrophie généralisée avec
une absence quasi totale de TA dans les régions sous-cutanées, viscérales et la moelle osseuse,
et par une musculature trés développée des la naissance ou peu apres. Les concentrations
sériques de leptine et d’adiponectine sont trés basses proportionnellement a la quantité de TA
des patients mais sont abaissées différemment selon 1’origine génétique de la CGL (Antuna-
Puente et al., 2010, Agarwal et al., 2003). La prévalence dans la population mondiale a été
estimée entre 1/10 000 000 (Patni et Garg, 2015, Garg, 2004) et 3/100 000 (de Azevedo
Medeiros et al., 2017). Quatre sous types génétiques distincts de CGL ont été décrits mais les
bases génétiques de ces syndromes restent inconnues pour certains patients. Les patients atteints
de CGL ont des caractéristiques acromégaloides avec une mandibule élargie, des mains et pieds
avec une musculature apparente, des veines proéminentes et une croissance accélérée. Ces
patients sont hyperphagiques, ont une hépatomégalie et/ou une splénomégalie. Une
cardiomyopathie hypertrophique et un retard mental modéré ont été rapportés chez certains
patients. Ces patients développent des troubles du métabolisme avec une insulino-résistance
extréme (qui se manifeste cliniquement par des lésions cutanées appelées acanthosis
nigricans), une stéatose hépatique et une hypertriglycéridémie a la naissance ou durant
I’enfance. L’insulino-résistance se complique d’un diabéte, généralement a la puberté.
L’installation du diabéte, associ¢ a la dyslipidémie favorise le développement précoce de
I’athérosclérose. De plus I’atteinte hépatique peut évoluer vers la cirrhose (pour revue Hussain

et al., 2019, Mann et Savage, 2019, Lightbourne et Brown, 2017).

CGL de type 1 (AGPAT2)

En 2002, Agarwal et coll. ont montré que le CGL de type 1 était di a des variants du geéne
codant la protéine AGPAT2 (I-acylglycerol-3-phosphate acyltransferase 2) impliquée dans le
métabolisme de la synthése des triglycérides (figure 7) (Agarwal et al., 2002). Cette enzyme,

surtout exprimée dans le TA, est localisée au niveau du RE et catalyse 1’acylation de 1’acide
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lysophosphatidique (LPA) en acide phosphatidique (PA) dans la voie de synthése des
triglycérides.

CGL de type 2 (BSCL?2 - Seipine)

En 2001, Magré et coll. ont identifi¢ le premier variant pathogene du gene BSCL2
(Berardinelli-Seip congenital lipodystrophy 2) codant la seipine (Magre et al., 2001). La
seipine est une protéine transmembranaire du RE impliquée dans D’assemblage de la
gouttelette lipidique (GL) par fusion des GL naissantes et dans la différenciation adipocytaire.
Elle participerait au trafic lipidique et pourrait jouer un role dans dans la synthése des TG en

interagissant avec AGPAT2 (Salo et al., 2016, Dollet et al., 2014, Szymanski et al., 2007).

CGL de type 3 (CAVI)

Un seul patient (décrit par notre laboratoire) a été rapporté dans la littérature portant un variant
pathogéne du géne CAVI codant pour la protéine cavéoline-1 (Kim et al., 2008). Cette protéine
trés conservée au cours de 1’évolution entre dans la composition des invaginations de la
membrane plasmique connues sous le nom de cavéoles. Les cavéoles sont abondantes dans les
membranes plasmiques adipocytaires et contribuent a I’internalisation des acides gras. La

cavéoline est également présente dans la paroi de la gouttelette lipidique adipocytaire.

CGL de type 4 (CAVIN1/PRTF)

Les CGL de type 4 sont causés par des variants pathogenes du géne CAVINI (caveolae
associated protein 1) ou PRTF (polymerase I ans transcript release factor) (Salle-Teyssieres
et al., 2016, Hayashi et al., 2009). La protéine Cavin-1 est un facteur essentiel de la biogénese

des cavéoles et co-localise avec la cavéoline-1 dans I’adipocyte.

Contrairement aux lipodystrophies congénitales généralisées, les lipodystrophies partielles
familiales (FPLD) n’affectent pas I'intégralit¢é du TA et sont plus volontiers d’apparition
pubertaire. La FPLD est caractérisée par un perte de TA au niveau des extrémités (surtout
dans la partie inférieure du corps) avec une préservation du TA au niveau de du visage, du cou
et/ou une lipohypertrophie intra-abdominale. Les patients présentent une insulino-résistance
sévere (acanthosis nigricans) et une hypertrophie musculaire. Le diabéte et les complications
cardio-métaboliques apparaissent a 1’age adulte (épisodes de pancréatite consécutifs a une

hypertriglycéridémie, stéatose hépatique évolutive, pathologies cardio-vasculaires). Six
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sous-types génétiques distincts de FPLD ont été décrits mais les bases génétiques des
syndromes de lipodystrophies partielles familiales restent inconnues pour de nombreux
patients. La FPLD est a transmission autosomique dominante chez la plupart des patients méme

si de rares cas de transmission autosomique récessive ont été décrits.

Lipodystrophie partielle familiale de type 1 (FPLDI1)

La FPLD1, aussi connue comme le syndrome de Kobberling est de cause génétique inconnue
(Herbst et al., 2003). 11 est possible que cette pathologie soit d’origine oligo- ou multigénique.
Elle pourrait représenter une forme sévere de syndrome métabolique commun avec répartition

trés androide du TA.

Lipodystrophie partielle familiale de type 2 (FPLD2)

La FPLD2 ou syndrome de Dunnigan, découvert par Cao et coll., est causée par des variants
pathogénes du géne LMNA, codant pour les lamines nucléaires A et C (Cao et Hegele, 2000).
Les lamines A/C sont des protéines nucléaires qui forment, en association avec les lamines B,
un réseau protéique qui tapisse la face interne de 1I’enveloppe nucléaire : la lamina. Les variants
les plus fréquemment retrouvés affectent le résidu arginine en position 482 (p.Arg482Gin,
p-Arg482Trp, p.Arg482Leu). Ces patients, décrits au laboratoire, considérés comme FPLD2
typique, présentent un phénotype sévére (Bidault ef al., 2013, Bereziat et al., 2011) alors que
les patients FPLD2 porteurs d’autres variants pathogénes a des positions différentes, sont
considérés comme atypiques et peuvent avoir un phénotype modéré (pour revue Vigouroux et

al., 2018).

Lipodystrophie partielle familiale de type 3 (FPLD3)

La lipodystrophie partielle familiale due a des variants pathogénes de PPARY, aussi appelée
FPLD3 (familial partial lipodystrophy of Dunnigan type 3), se caractérise par une diminution
du TA sous-cutané des membres (bras et jambes) et des fesses et une lipohypertrophie
abdominale. Les patients porteurs atteints de FPLD3 ont des complications métaboliques
majeures, en particulier une insulino-résistance trés sévere avec une apparition précoce du
diabete de type 2 et une dyslipidémie marquée notamment une hypertriglycéridémie. On
retrouve également souvent chez ces patients une hypertension artérielle et une stéatose
hépatique (Auclair et al., 2013). Les femmes affectées présentent souvent un syndrome des

ovaires polykystiques. Jusqu’a présent, une quinzaine de mutations différentes, toutes
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inactivatrices, ont été reportées tout au long du géne PPARG chez les patients. PPARY est trés
exprimé dans le TA et a un rdle essentiel dans I’adipogéneése. Il n’est donc pas étonnant que des
mutations dans ce geéne inhibent la différenciation adipocytaire. Néanmoins, les raisons pour

lesquelles la perte de TA est uniquement périphérique restent largement incomprises.

Lipodystrophie partielle familiale de type 4, 5, 6 (FPLD4 a 6)

La FPLD4 est la conséquence d’une inactivation de la périlipine-1, protéine de la GL codée
par PLINI (Gandotra et al., 2011a). La périlipine exerce une action duelle. Sous sa forme
non-phosphorylée, elle inhibe la lipolyse adipocytaire basale en séquestrant la protéine
CGI-58 (co-activateur de I’ATGL, lipase intervenant dans la premiére étape d’hydrolyse des
triglycérides en diglycérides et acides gras). La périlipine permet donc de protéger la
gouttelette lipidique de la lipolyse en conditions basales. En conditions lipolytiques, la
périlipine phosphorylée libere CGI-58 et permet aux enzymes lipolytiques de se relocaliser a

proximité de la gouttelette et de favoriser la lipolyse.

La FPLDS a été rapporté chez un seul patient et est causée par une mutation dans CIDEC
(Rubio-Cabezas et al., 2009). Tout comme PLINI, la protéine CIDEC participe a la structure

et a la fonction de la GL.

Des variants de la lipase hormono-sensible, codée par le géne LIPE sont la cause de la
lipodystrophie partielle familiale de type 6 ou FPLD6 (Zolotov et al., 2017, Albert et al., 2014,
Farhan et al., 2014). Je consacrerai un chapitre particulier (chapitre IV) a cette protéine
puisqu’une partie de mon travail de thése consistait a étudier les effets d’un nouveau variant de

LIPE.
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1. Généralités

La lipomatose de Launois-Bensaude (LLB) ou muliple symmetric lipomatosis en anglais
(MSL) a ¢été décrite pour la premiere fois en 1846 (Brodie, 1846). C’est une maladie rare
caractérisée cliniquement par le développement au niveau du TA sous-cutané de masses
adipeuses sié¢geant préférentiellement dans la partie supérieure du corps. Ces masses
adipeuses non encapsulées (pseudo-lipomes) sont surtout localisées au niveau du cou et a la
racine des membres (Enzi et al., 2015). La prévalence de la maladie a été évaluée a 1/25000,
atteignant plus fréquemment les hommes (sex ratio 6/1) avec un début vers 1’age de 40 ans en
association ou non avec une obésité (Enzi et al., 2015, Enzi et al., 2002). La plupart des cas

rapportés sont d’origine méditerranéenne.

Cliniquement, ce syndrome a été classé en deux types. Dans la LLB de type 1, les patients ont
généralement un IMC bas et présentent une accumulation symétrique des lipomes, plus
particulierement dans le TA sous-cutané de la région du cou (bosse de bison), des épaules et
dans le dos, en association avec une lipoatrophie des extrémités. Au contraire dans la LLB de
type 2, les patients sont plutot en surpoids et les lipomes sont plus diffus. Les patients peuvent
développer une dysphagie, une dysphonie et un syndrome de 1’apnée du sommeil. Lorsque les
lipomes sont conséquents, les patients peuvent avoir des difficultés pour respirer nécessitant
une prise en charge chirurgicale. Biologiquement, les LLB de type 1 et 2 sont associées a une
hypertriglycéridémie et une insulino-résistance. Une neuropathie périphérique est une

composante de la maladie retrouvée chez de nombreux patients.

2. Les différentes étiologies de la maladie

Sur le plan clinique, les différentes formes de lipomatose de Launois-Bensaude semblent
similaires d’apres les descriptions de la littérature. Historiquement, elles ont d’abord été
décrites chez des patients ayant une consommation excessive d’alcool (Enzi et al., 2002).
L’apparition des lipomes serait en lien avec un défaut de la signalisation B-adrénergique et avec
les propriétés lipogénique et anti-lipolytique de 1’alcool. C’est I’étiologie la plus fréquente de

la LLB.

Néanmoins, de rares cas de lipomatose sans contexte d’éthylisme en association avec le

syndrome MERRF (myoclonic epilepsy with ragged red fiber) ont été rapportés, laissant a penser
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aun caractere héréditaire. Le syndrome MERRF provoque, a des degrés divers, plusieurs signes
cliniques tels qu’une myopathie, une ataxie cérébelleuse, une démence, une neuropathie
périphérique et des lipomes. C’est en 1990 que le variant pathogénique le plus fréquent,
m.8344A>G du géne mitochondrial MT-TK codant le tARN™® a été identifié (Shoffner M,
1990). Trois autres variants de ce méme geéne ont été associés au syndrome MERRF

(m.8356T>C, m.8363G>A et m.8361G>A).

Plus récemment, d’autres formes génétiques de la pathologie liés a des variants du géne MFN2
ont ét¢ mise en évidence. Concernant le géne LIPE, de rares cas ont associé¢ des variants de
LIPE a des présentations cliniques de lipodystrophie partielle avec ou sans lipomatose.
L’implication de ces deux genes dans la lipomatose de Launois-Bensaude font 1’objet de mes

travaux de recherche et seront développés dans la suite du manuscrit.
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Chapitre lll : La mitofusine 2, une protéine clé
de la fusion mitochondriale

A. Structure et role au sein de la mitochondrie

Les mitochondries sont organisées en un réseau tubulaire dynamique en constant
remodelage. En fait ces organelles sont mobiles et peuvent soit se diviser et former des entités
individuelles par le processus de fission, soit fusionner par le processus de fusion et former un
réseau continu. De nombreuses études suggerent que les mitochondries sont connectées aux
organelles fonctionnelles pour pouvoir changer rapidement en fonction des conditions
cellulaires. Un réseau continu fusionné est associ¢é a une grande production d’ATP,
probablement dii aux échanges optimisés de métabolites et d’ADN mitochondrial (ADNmt)
dans leur matrice mitochondriale. C’est le cas par exemple lors du jetine, lorsque le besoin en
ATP devient critique pour la cellule (Rambold ef al., 2011). Au contraire, la fragmentation est

associée a une réduction de la respiration mitochondriale.

La fusion est un processus unique dans la cellule qui implique deux membranes : la
membrane mitochondriale externe (MME) et la membrane mitochondriale interne (MMI),
qui doivent étre ré-arrangées de maniere coordonnée pour maintenir 1’intégrité des
mitochondries. La fusion des mitochondries est médiée par des homo- ou hétéro-dimeres de
MFN2 et/ou MFNI1. En effet, in vitro, des cellules déficientes en MFN1 ou MFN2 ont une
fragmentation du réseau mitochondrial. Cependant le réseau est un peu différent selon qu’il
s’agit d’une déficience en MFN1 ou en MFN2. Alors que le MFNI1-KO induit une
fragmentation mitochondriale séveére avec la formation de petites sphéres uniformes, les
cellules MFN2-KO ont un réseau moins fragmenté avec une mixité de mitochondries
sphéroides et ovales de taille trés variable, parfois méme plus large que dans la condition

contrdle (Chen et al., 2003, pour revue Wai et Langer, 2016 et Filadi et al., 2015).

Chez I’'Homme, le géne MFN2 est situé sur le chromosome 1 (19 exons) et code pour la
mitofusine 2 (MFN2), une protéine de 80 kDa impliquée dans la fusion mitochondriale. Chez
les mammiferes, les mitofusines MFN1 et MFN2 sont des protéines homologues (~ 80%
d’homologie) qui appartiennent a la famille des GTPases transmembranaires mitochondriales.
Les mitofusines ont été caractérisées en premier lieu chez la drosophile Drosophila

melanogaster sous le nom de fuzzy onions (Fzo) (Hales et Fuller, 1997). Chez les eucaryotes,
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cette famille a des orthologues de la levure aux Hommes avec des propriétés structurales
conservées entre les différentes especes (Mozdy et Shaw, 2003). MFN2 est une protéine
ubiquitaire de 757 acides aminés codée par I’ADN nucléaire et localisée a la MME. Elle est
composée de plusieurs domaines comme indiqué sur la figure 21. MFN2 posséde un grand
domaine GTPase cytosolique situé¢ en N-terminal, suivi par un spacer, un domain HR1 (heptad-
repeat 1) en hélice, un autre spacer, puis deux domaines transmembranaires (TM), un dernier
spacer et enfin un second domaine HR2 C-terminal. Entre les domaines HR1 et TM, MFN2
posséde un domaine riche en prolines (PR) probablement responsable des interactions
protéines-protéines spécifiques. Le domaine GTPase contient deux poches pour la liaison du
GTP (guanosine triphosphate).
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Figure 21 : Représentation schématique, topologie classique et dimérisation de MFN2 (d’apreés
Filadi et al., 2018)

(A) Représentation schématique linéaire de la structure de MFN2. Le large domaine GTPase N-ter (en
rouge) est suivi du domaine HRI (en bleu), du domaine PR (en jaune), des deux domaines TM (en vert)
et du domaine HR2 C-ter (en bleu). (B) Représentation schématique de la topologie de MFN2 avec les
deux domaines TM (hélices vertes) traversant la MME et les domaines cytosoliques indiqués. Le
domaine GTPase a deux sites de liaison au GTP. (C) Schéma de la fusion de deux mitochondries médiées
par les interactions des domaines HR2 de deux protéines MFN2 opposées. MFN2 : mitofusine 2,
HR : heptad-repeat, PR : prolin-rich, TM : transmembranaire, MME : membrane mitochondriale
externe, GTP . guanosine triphosphate, MMI : membrane mitochondriale interne.

Une étude a montré que la fusion mitochondriale est activée en cas de stress cellulaire via
I’oxydation des ponts dissulfures du glutathion (GSSG) provoquant I’oligomérisation de MFN2
(Shutt et al., 2012). Or les cystéines responsables de cette oligomérisation dynamique sont

situées dans le domaine C-terminal exposé dans la région cytosolique, et le cytosol est considéré
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comme un environnement réducteur. Il est donc difficile d’expliquer la dynamique GSSG/GSH
avec la topologie classiquement admise (figure 21). Mattie et coll. ont revisité la topologie de
MFN2 en validant les prédictions bioinformatiques par des expériences biochimiques et
fonctionnelles. MFN2 existerait sous deux topologies : celle avec les domaines N- et
C-terminaux cytosoliques (topologie classique) et une nouvelle avec le domaine N-terminal
cytosolique, un seul domaine TM et le domaine C-terminal, contenant HR2, au niveau

mitochondrial (figure 22) (Mattie et al., 2018).
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Figure 22 : Topologie et modéle de fusion mitochondriale selon Mattie ez al., 2018

Les especes réactives de I’oxygene (ROS) produites dans [’espace intermembranaire (IMS) activent la
fusion mitochondriale en présence de GSH par la formation de GSSG. En présence de GSSG, MFN2
forme des oligomeres via des ponts dissulfures (S-S). L’identité des protéines auxquelles MFN2 est
conjuguée restent a élucider. Cependant, MFN2 forme des oligomeres avec elle-méme ou avec une
protéine de I'IMS (protéine X). La formation des ponts S-S pourrait conduire a des changements de
conformation induisant [’attachement des mitochondries ou des changements de [’activité GTPase.
MFN2 est recyclée par un processus dynamique d’oxydo-réduction du couple GSSG/GSH.
GSSG/GSH : glutathion oxydé/réduit

MFN?2 serait également un élément clé dans I’établissement des contacts mitochondries - RE,
méme si les fonctions exactes de ces interactions demeurent le sujet d’intenses débats (figure
23). Néanmoins, une petite fraction de MFN2 a été observé au niveau du RE, au niveau des
membranes mitochondriales associées au RE (MAM, mitochondria-associated membranes)
(Giorgi et al., 2015). De nombreux processus dont la formation des autophagosomes seraient

régulés par ces MAM faisant intervenir MFN2 (Hamasaki et al., 2013, Sugiura et al., 2013).
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mitochondrie

Figure 23 : Représentation schématique des interactions entre la mitochondrie et le réticulum
endoplasmique (adapté de Filadi ef al., 2018)
La mitofusine 2 (MFN2) interagit avec elle-méme ou avec MFNI par dimérisation du domaine HR2
pour juxtaposer le RE a la mitochondrie. mt : mitochondrial, RE/ER : réticulum endoplasmique

Les protéines régulant la dynamique mitochondriale sont souvent impliquées dans le
processus de contréle qualité des mitochondries autrement appelé mitophagie. La
mitophagie fait intervenir deux médiateurs importants que sont la kinase mitochondriale PINK 1
(PTEN-induced putative kinase 1) et la ligase parkine (E3 ubiquitin-protein ligase). La PINK1
s’accumule a la surface de la MME des mitochondries dépolarisées alors que la parkine
ubiquitine les protéines a dégrader au niveau cytosolique. Lors de la mitophagie, par exemple
durant une dépolarisation de la membrane mitochondriale induite par le FCCP
(4-trifluoromethoxy-phenylhydrazon), la parkine ubiquitine les mitofusines et les conduit a la
dégradation en induisant leur fragmentation, ce qui favorise leur élimination. Des études ont
montré que dans les cellules déficientes en MFN2, la mitophagie n’est plus possible du fait de
I’impossibilité de la parkine a étre transloquée a la mitochondrie (Gegg et al., 2010, Tanaka et

al., 2010). MFN2 est donc essentielle au processus de mitophagie.

B. Les variants pathogénes de MFN2 et leur
retentissement pathologique

Etant donné le réle crucial des mitochondries dans la physiologie et la bio-énergétique
cellulaire, les dysfonctions mitochondriales sont la cause de nombreuses pathologies. Les

neuropathies sensitives et motrices de Charcot-Marie-Tooth (CMT) sont les plus fréquentes
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des maladies neurologiques (Braathen, 2012). Ce sont des maladies génétiques
neuromusculaires évolutives qui atteignent les nerfs périphériques provoquant souvent une
amyotrophie des mollets, des avant-bras et des mains. Il existe plusieurs formes de CMT qui se
différencient par le géne en cause, le mode de transmission, et les caractéristiques cliniques. En
particulier, MFN2 est connu pour étre impliqué dans la CMT de type 2A (CMT2A) ou
neuropathie axonale touchant le systéme nerveux périphérique (figure 24) (Zuchner et al., 2006,

Zuchner et al., 2004).
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Figure 24 : Atteinte des neurones périphériques au cours de la CMT2A (en bleu)

Parmi les différents types cellulaires, les neurones sont particulieérement sensibles au défaut
de MFN2. Pour étre opérationnel, ces cellules ont besoin de mitochondries fonctionnelles
localisées dans les dendrites et terminaux synaptiques pour répondre au besoin en ATP. A ce
jour plus d’une centaine de variants du gene MFN2 responsables de CMT2A de transmission
dominante a été rapportée. La plupart de ces mutations sont de type faux-sens, et sont localisées
dans des régions critiques de la protéine, en particulier a proximité ou au sein méme du domaine
GTPase et dans les motifs en hélice (figure 25). L acide aminé retrouvé le plus fréquemment
muté est [’arginine en position 94 et deux variants de ce codon (responsables des variations
protéiques p.Arg94Trp et p.Arg94Gln) sont rapportés chez de nombreux patients indépendants
(Zuchner et Vance, 2006). 11 existe également de rares formes autosomiques récessives, plus

sévere et de début plus précoce.
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Figure 25 : Représentation schématique des variants les plus communs de MFN2 liés 4 CMT2A
(d’apres Filadi et al., 2018)

Ce schéma représente la protéine MFN2 et illustre les variants pathogeénes de MFN2 associés a la

neuropathie de type CMT2A. Les couleurs se réféerent au domaine affecté : en rouge le domaine GTPase,

en jaune les domaines HR1/2, en bleu le domaine transmembranaire, en noir les liaisons entre les

domaines. En gras le variant le plus fréquemment retrouve impliquant I’arginine (R) en position 94.

L’étude des liens entre MFN2 et CMT2A est sujet a d’intenses recherches et plusieurs
mécanismes physiopathologiques ont été proposés. Le défaut de fusion mitochondriale pourrait
participer a la pathogenése de la neuropathie CMT2A en perturbant le maintien et la distribution
de ’ADNmt (Chen et al., 2007). Comme I’ADNmt code pour plusieurs protéines de la chaine
respiratoire, la déplétion en ADNmt conduit a une altération de la phosphorylation oxydative
et donc a un déficit en ATP qui entraine, du fait de la dépendance énergétique importante des
tissus nerveux vis-a-vis de I’ATP, des atteintes neurodégénératives. Un autre mécanisme
perturbé est le transport mitochondrial, qui est anormal en présence d’une protéine MFN2
déficiente. Les mitochondries se déplacent en effet le long des neurones pour se localiser
préférentiellement aux synapses ou elles peuvent subvenir aux besoins énergétiques nécessaires
pour la mobilisation des neurotransmetteurs. La distance parcourue, du corps cellulaire du
neurone a la synapse, peut étre trés importante, de 1’ordre d’un meétre pour certains

moto-neurones. La dynamique mitochondriale contribue au déplacement des mitochondries en
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permettant leur déformation. En conséquence, les axones les plus longs sont ceux les plus

touchés dans la CMT2A, ce qui se traduit par une neuropathie périphérique.

Les altérations d’expression de MFN2 pourraient étre impliquées dans la maladie
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, certaines cardiomyopathies et les situations
dysmétaboliques (obésité/diabete/insulino-résistance). L’intolérance au glucose associée a
I’insulino-résistance est en effet caractérisée par une diminution de 1’oxydation du glucose, de
la respiration mitochondriale et une dysfonction mitochondriale (Diaz et al., 2015, Misko et al.,
2012, Petersen et al., 2004, Patti et al., 2003). L’expression de MFN2 est diminuée chez les
patients diabétique de type 2 et cette réduction est proportionnelle a la sensibilité¢ a I’insuline
(Liu et al, 2014, Bach et al, 2005). La perte de MFN2 provoque une dysfonction
mitochondriale, une augmentation de la production des ROS, I’activation de la voie JNK et
induit la formation d’intermédiaires lipidiques cytosoliques conduisant a une insulino-
résistance dans les muscles squelettique et le foie. Ces défauts sont les conséquences d’un stress

du RE induit par les dysfonctions de MFN2 (Sebastian et al., 2012).

Récemment, un nouveau variant de MFN2 a I’état homozygote a été décrit dans deux
publications comme responsable de la lipomatose de Launois-Bensaude (Rocha et al., 2017,
Sawyer et al., 2015). 11 s’agit d’un variant localisé dans I’exon 17 qui induit la transition d’une
cytosine de I’ADN en thymine (c.2119C>T) et se traduit par la présence d’un variant faux-sens

p-Arg707Trp au niveau de la protéine.

En 2015, Sawyer et coll. ont décrit trois patients agés d’une cinquantaine d’années, issus de
deux familles indépendantes (deux fréres et une femme non apparentée) avec des parents
consanguins d’origine irlandaise et australienne respectivement. Les trois patients ont des
lipomes volumineux dans la partie supérieure du corps et une lipoatrophie majeure des
membres inférieurs ainsi qu’une neuropathie périphérique modérée a sévere en fonction des

patients. Ils sont tous les trois porteurs du variant p.Arg707Trp a I’état homozygote.

En 2017, Rocha et coll. montrent I’implication de ce méme variant a 1’état homozygote ou
hétérozygote composite (en association avec le variant p.Arg343del pour I’un des patients) chez
quatre autres patients issus de trois familles indépendantes. Ces patients, plus jeunes que dans
I’étude précédente, (3 femmes de 17, 18 et 37 ans et un homme de 16 ans) sont d’origine
européenne et présentent des masses lipomateuses dans le haut du corps avec une lipoatrophie
du TA sous-cutané des membres inférieurs, ainsi qu’une neuropathie périphérique pour deux

d’entre eux. L’investigation clinique a révélé une insulino-résistance modérée a sévére, des taux
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de triglycérides plasmatiques ¢levés chez deux patients. Tous les patients ont des taux de leptine
et d’adiponectine sériques trés diminués. L’analyse du tissu lipomateux de trois des quatre
patients montre une expression inchangée de la protéine MFN2 mais un effondrement de
I’expression des geénes de la leptine et de 1’adiponectine en accord avec le déficit de ces
adipokines mesuré au niveau plasmatique. Une augmentation de I’expression génique de
CITEDI1 (marqueur d’adipocyte beige) est retrouvée dans les masses pseudo-lipomateuses des
3 patients. L’analyse histologique du TA lipomateux montre des adipocytes uniloculaires
entourés de nombreuses et grosses mitochondries, pour partie fragmentées, n’exprimant pas le
marqueur thermogénique UCP1. Aucune de ces observations n’a été retrouvée dans 1’étude des

fibroblastes cutanés issus de trois des patients.

Toutes ces données sont en faveur d’un lien causal entre la lipomatose de Launois-
Bensaude et le génotype p.Arg707Trp homozygote de MFN2, ou le génotype hétérozygote
composite associant p.Arg707Trp a un autre variant allélique du méme geéne. La maladie

lipomateuse pourrait étre liée a une dysfonction mitochondriale au niveau du TA.

Chez la souris, la délétion de Mfnl ou Mfn2 est 1étale au cours de la gestation, révélant ainsi
le role essentiel des mitofusines pour le développement embryonnaire (Chen et al., 2003). Des
modeles murins transgéniques, pour certains conditionnels, ont été générés en ciblant surtout
I’étude du systeme nerveux périphérique impliqué dans la CMT2A. Une des dernieres études
montre I’importance du ratio MFNI/MFN2 dans le systéme nerveux. Chez la souris
conditionnelle Mfn2R94Q, I’augmentation de I’expression de MFN1 dans les neurones rétablit
un phénotype normal des souris. Moduler la quantit¢ de MFN1 pourrait étre une stratégie
thérapeutique pour traiter la neuropathie associée aux variants pathogenes de MFN2 (Zhou et
al.,2019). Le rétablissement des interactions MFN2 - RE ou la diminution du stress du RE, par
des traitements pharmacologiques, améliore la morphologie des mitochondries et prévient la

dégénérescence axonale dans des cultures primaires et in vivo (Bernard-Marissal ef al., 2019).
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Chapitre IV : La Lipase Hormono-Sensible

A. Structure et réle au sein de I'adipocyte

Chez ’'Homme, le géne LIPE est situé sur le chromosome 19 (Levitt ef al., 1995) et code la
lipase hormono-sensible (LHS) de 88 kDa, enzyme clé impliquée dans la lipolyse
adipocytaire. Par homologie de séquence avec une bactérie de 1’antarctique (Moraxella
TA144), la LHS serait composée d’un domaine N-terminal globulaire et d’un domaine
C-terminal en hélices /B contenant le site catalytique ainsi qu’un module régulateur riche en
résidus sérines sensibles aux phosphorylations (figure 26). Il a été montré chez le rat que la
LHS existait sous forme d’un dimere fonctionnel composé de deux sous-unités monomériques.
Son activité d’hydrolyse est quarante fois supérieure a celle des monomeres, sans pour autant

avoir de différence d’affinité pour les substrats.

1 300 775/ 1077 (acides aminés)

Structure globulaire Hélices af

Figure 26 : Représentation schématique de la lipase hormono-sensible humaine (d’apreés Albert
etal.,2014)
En bleu le domaine N-terminal d’environ 300 acides aminés, en vert le domaine C-terminal comprenant
le ceeur catalytique et le module régulateur (résidus sérines phosphorylables) de [’enzyme. La protéine
contient 775 ou 1077 acides aminés selon qu’il s agisse de la forme courte ou longue.

La LHS est cytosolique et exprimée principalement dans le TA blanc et brun, ainsi que dans
les surrénales, les gonades, les lots pancréatiques, le cceur et les muscles squelettiques (Large
et al., 2004). La protéine LHS existe sous deux formes : une forme longue exprimée dans les
tissus stéroidogéniques tels que les testicules ou elle agit sur les esters du cholestérol pour en
libérer ce dernier afin de produire des hormones stéroidiennes et une forme courte exprimée
dans les tissus adipeux. Le premier exon du gene LIPE qui en compte dix, est spécifique de la
forme testiculaire. Dans le TA, la protéine LHS de 775 acides aminés, correspond a la traduction

des exons deux a dix.

Au cours de la lipolyse adipocytaire les triglycérides de la GL sont hydrolysés en diglycérides
par I’adipose triglycéride lipase puis la LHS hydrolyse les diglycérides en monoglycérides et
enfin la monoglycéride lipase hydrolyse les monoglycérides en glycérol (figure 9). La LHS a

une spécificité de substrat plus large que les autres enzymes de la voie lipolytique. Elle peut
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hydrolyser les triglycérides, les monoglycérides et les esters de cholestérols. Les triglycérides
hydrolysés libérent dans le sang des AGL, transportés par la sérum albumine, qui peuvent étre
utilisés par les cellules des tissus demandeurs. La lipase est dite hormono-sensible dans la
mesure ou elle est stimulée lors du jeline ou de I’exercice physique par diverses hormones telles
que les catécholamines (I'adrénaline notamment) et, pour une moindre mesure, par ['hormone
corticotrope (ACTH) pour favoriser la libération dans le sang des acides gras stockés dans les
lipides des tissus adipeux. L’insuline a au contraire un effet anti-lipolytique. La LHS peut étre
activée selon deux mécanismes. D’une part, elle est activée par la protéine kinase A en réponse
a la présence d'AMPc (voie adrénergique). D’autre part, la périlipine-1 phosphorylée entraine

la relocalisation de la LHS a la surface de la GL, ou elle pourra exercer son action catalytique.

B. Les variants pathogénes de LIPE et leur retentissement
fonctionnel

A ce jour, trois études sont en faveur de I’implication de différents variants du gene LIPE
(RefSeq NM _005357) dans un phénotype de lipodystrophie, de lipomatose, ou
d’hypertriglycéridémie familiale (Zolotov et al., 2017, Albert et al., 2014, Farhan et al., 2014).

Actuellement, neuf patients porteurs de trois variants différents présumés pathogenes du géne

LIPE ont été décrits. La localisation des trois variants est représentée sur la figure 27.

1 Structure globulaire 300 Hélices ap 1077 (acides aminés)

Nter Cter

|

p-AlaS07fs*Ter563  p.Val767Glyfs*102 p.Glu*1035
Farhan et al., 2014 Albert et al., 2014 Zolotov et al., 2017

Figure 27 : Localisation des trois variants pathogénes de LIPE publiés a ce jour

En 2014, au cours d’une étude sur les déterminants génétiques de I’hypertriglycéridémie,
I’équipe d’ Albert et coll. identifie chez plusieurs membres d’une méme famille une délétion de
19 paires de bases dans I’exon 9 du gene LIPE (c.2300 2318del) provoquant un décalage du
cadre de lecture. La prédiction de la conséquence au niveau protéique est le remplacement de
la valine (Val) en position 767 par une glycine (Gly) suivi par un décalage de cadre de lecture
(p-Val767Glyfs*102). Quatre freres et sceurs (trois femmes et un homme) d’une famille Amish

de 42 a 56 ans au moment du diagnostic, sont porteurs de ce variant a 1’état homozygote
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(génotype DD). Comparativement aux six autres membres de la fratrie ne portant pas, ou portant
ce variant a I’ état hétérozygote (génotype ID ou II), les patients de génotype DD présentent une
triglycéridémie, une glycémie a jeun, une valeur de I’index HOMA-IR d’insulino-résistance
et un pourcentage de graisses hépatiques plus élevés et des taux de HDL-cholestérol plus
faibles. L. imagerie est en faveur d’une redistribution modérée de la masse grasse chez les sujets
de génotype DD (diminution de la masse grasse sous-cutanée des mollets et augmentation du
TA viscéral), sans que des lipomes ne soient décrits. L’analyse par Western-blot montre que la
protéine LHS n’est pas détectable dans le TA blanc sous-cutané abdominal des patients LIPE
p-Val767Glyfs*102 homozygotes. Ce variant provoque donc un défaut de synthése de la LHS.
Les adipocytes de ce tissu sont plus petits et ont un contenu en diglycérides augmenté par
rapport aux sujets sains. Dans les homogénats de TA sous-cutané des patients homozygotes
LIPE p.Val767Glyfs*102, la lipolyse basale et stimulée par 1’isoprotérénol est diminuée.
L’effet anti-lipolytique de I’insuline est diminué. Parallelement, les quantités protéiques du
récepteur a I’insuline et de son substrat IRS1 sont abaissées. De plus, I’analyse histologique et
I’étude de DI’expression génique du TA montre qu’il est inflammatoire (augmentation de
I’infiltration macrophagique, de 1’expression du gene /L6 et de la production d’IL6) et qu’il
présente un défaut de différenciation adipocytaire (expression du géene PPARG non modifiée
par rapport au TA des sujets de génotype ID ou II, mais expression des génes RXRA, SREBPIA,
SREBPIC, CEBPA, CEBPB diminuée). L’expression des génes impliqués dans la synthése des
acides gras (FASN, SCD), la synthese des TG (DGAT1, GPAM, ACSLI), la lipolyse (PLIN1) et
le transport du glucose (GLUT4) sont fortement diminués. L’expression génique et protéique
de I’enzyme qui catalyse la premicre étape de la lipolyse (ATGL) est également diminuée dans
le TA des sujets de génotype DD. A 1’état homozygote, ce variant p.V767Gfs*102 de LIPE
résulte donc en un syndrome métabolique avec hypertriglycéridémie, insulino-résistance,
hyperglycémie, répartition androide du TA et stockage hépatique des graisses, associés a
une absence compléte de la protéine LHS et une lipolyse adipocytaire altérée. Les études des
équipes d’Albert et de Strom (Albert et al., 2014, Strom et al., 2009) soulignent I’importance
de la lipolyse pour la régulation de la transcription génique par les récepteurs nucléaires

(Zechner et Langin, 2014).

La méme année Farhan et coll. identifient un autre variant p.AlaS07fsTer563 de L/PE, ayant
pour effet de coder une protéine deux fois plus courte que la LHS originale. Dans cette étude,
deux patients (une femme et un homme), initialement décrits par Carboni et coll. (Carboni et

al., 2014), sont issus d’une fratrie d’origine italienne et consanguine. Tous les deux présentent
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a la quarantaine, une redistribution du TA avec accumulation de celui-ci au niveau du cou,
de I’abdomen, des bras, du dos, et/ou des régions axillaires et pubiennes, un diabéte et une
dyslipidémie (hypertriglycéridémie et HDL cholestérol bas), une stéatose hépatique, ainsi

qu’une faiblesse musculaire associés au variant pathogene présent a I’état homozygote.

En 2017, Zolotov et coll. investiguent une famille arabo-israélienne de parents consanguins,
dont certains membres ont une redistribution du TA avec notamment une lipohypertrophie au
niveau cervical et du tronc et une lipoatrophie partielle des jambes suggérant un phénotype de
lipomatose de Launois-Bensaude. A ce phénotype sont associés un déficit musculaire, une
amyotrophie des membres inférieurs et des pieds creux. L’analyse génétique a permis de mettre
en évidence le variant pathogéne ¢.3103G>T de LIPE a1’état homozygote qui prédit la synthése
d’une protéine plus courte (p.Glu1035*) chez trois membres de la fratrie (une femme et deux
hommes). Ces trois patients ont une hypertriglycéridémie modérée a sévere. L’un d’eux est
diabétique, un autre a une stéatose hépatique. Les parents présentent des complications
cardio-métaboliques. Cette étude confirme [’association entre défaut de la LHS et une
myopathie progressive et suggere une association avec la lipomatose de Launois-Bensaude

et/ou un phénotype lipodystrophique partiel.

Plusieurs modeles murins invalidés pour la LHS (HSL-KO) ont été décrits dans la littérature.
Zimmermann et coll. ont décrit une réduction du taux de TA blanc chez des souris HSL-KO,
une diminution de la synthése des triglycérides liée a une baisse d’activité de certaines enzymes
de la lipogenése. La synthese d’acide gras de novo est ¢galement diminuée dans 1’adipocyte,
due a la diminution de I’entrée et 1’incorporation du glucose (Zimmermann et al., 2003).
Néanmoins, le phénotype murin d’invalidation du geéne n’est pas superposable au phénotype
des patients porteurs des variants pathogénes homozygotes de LIPE. Les souris déficientes en
LHS ne sont ni diabétiques, ni dyslipidémiques, ne présentent pas de stéatose hépatique, et sont
infertiles (Zechner et Langin, 2014). D’autres auteurs ont décrit une augmentation de la masse

du TA brun chez les souris déficientes en LHS (Osuga et al., 2000).

Grace a des modeles d’invalidation spécifique de la LHS dans le TA et le foie, I’équipe de
Xia et coll. ont mis en évidence I’importance de cette enzyme dans le TA pour le maintien de
I’homéostasie glucidique. L’invalidation spécifiquement adipocytaire de LHS entraine en effet
une atrophie et une inflammation du TA, une résistance systémique a I’insuline, une stéatose

hépatique et une diminution de la sécrétion de la leptine et de I’adiponectine. En revanche, le
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KO de LHS au niveau hépatique n’entraine ni d’altération métabolique ni stéatose hépatique

(Xia et al., 2017, Bluher, 2005).

Objectifs

Les travaux de notre groupe au laboratoire explorent la physiopathologie des syndromes
lipodystrophiques d’origine génétique. Le laboratoire est en étroite relation avec les services de
génétique et d’endocrinologie de I’hdpital Saint-Antoine et a un recrutement important de
patients lipodystrophiques du fait de son implication dans le centre de référence Maladies Rares
PRISIS (Pathologies de la Résistance a I’Insuline et de 1’Insulino-Sensibilité, coordonné par le
Pr Corinne Vigouroux). Grace a ce recrutement, nous avons pu rechercher les mutations de
LIPE et de MFN?2 chez les patients dont le phénotype pouvait correspondre a un syndrome de

Launois-Bensaude.

Mes travaux de thése ont permis, d’une part de préciser les caractéristiques clinico-biologique
des patients porteurs de variants pathogeénes dans ces genes, et d’autre part, d’étudier le
retentissement des variants sur le tissu adipeux obtenu lors de 1’éxérése chirurgicale de lipomes.
Ces études tissulaires a la fois morphologiques (microscopie optique et électronique) et
fonctionnelles (immuno-histochimie, expression génique et protéique) ont été complétées par
I’¢tude des cellules souches adipocytaires adultes du TA, pour laquelle j’ai pu analyser la
différenciation et les fonctions in vitro, ce qui nous permet de faire émerger de nouvelles pistes

physiopathologiques dans ces maladies.
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Résultats

Chapitre | : La lipomatose de Launois-
Bensaude due aux variants pathogenes de
MFNZ2 — spectre clinique et impact sur le tissu
adipeux

Emilie Capel*, Camille Vatier*, Pascale Cervera, Tanya Stojkovic, Emmanuel Disse,
Martine Auclair, Marie-Christine Verpont, Héléna Mosbah, Pierre Gourdy, Sara Barraud,
Anne-Ségoléne Cottereau, Anne Miquel, Stephan Ziichner, Amélie Bonnefond,
Philippe Froguel, Sophie Christin-Maitre, Brigitte Delemer, Bruno Féve, Martine Laville,

Juliette Robert, Florence Tenenbaum, Olivier Lascols, Corinne Vigouroux and Isabelle Jéru
“co-autrices

Journal of Clinical Lipidology, accepté pour publication le 17 juillet 2018 ; Volume 12 n°6,
pages 1420-1435 - doi: 10.1016

A. Contexte et objectifs de I’étude

La lipomatose de Launois-Bensaude ou LLB est le plus souvent une maladie sporadique
associée a une consommation excessive d’alcool. Pour autant certains patients non alcooliques
présentent les mémes symptomes. L’étude de quelques familles a suggéré I’implication d’une
composante génétique dans la LLB en lien avec des dysfonctions mitochondriales (Coin et al.,
2000). Depuis, plusieurs études ont montré chez de rares patients I’implication de variants
pathogeénes de I’ADN mitochondrial dont le variant m.8344A>G de la tRNAlysine en
association avec le syndrome MERRF (myoclonic epilepsy, ragged-red muscle fiber) avec
myopathie proximale et, de fagon inconstante, épilepsie et diabéte (Chong et al., 2003). De par
I’analyse de leur cohorte de 72 patients italiens atteints de LLB et de la littérature, en 2015
G. Enzi et coll. ont fait ’hypothése d’un lien entre lipome et TA brun. En effet 1’analyse
histologique de lipomes de patients atteints de lipomatose de Launois-Bensaude associé a un
alcoolisme, a montré la présence d’adipocytes multiloculaires a 1’image des adipocytes du TA
brun ou beige (Enzi et al., 2015). De plus, Enzo Nisoli et coll. ont montré 1’expression d’UCP1

dans des précurseurs adipocytaires issus de patients atteints de LLB. Néanmoins I’expression
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d’UCP1 n’est pas induite par la noradrénaline (inducteur de la voie d’activation B-adrénergique)
(Nisoli et al., 2002). Les auteurs proposent que les lipomes proviendraient d’un TA brun

dysfonctionnel qui stockerait le surplus de lipides.

En 2015, Sarah L. Sawyer et coll. ont mis en évidence I’implication d’un nouveau gene dans
la lipomatose de Launois-Bensaude chez trois patients : le gene MFN2, codant la mitofusine 2,
dont certains variants avaient précédemment été associés a la neuropathie de Charcot-Marie-
Tooth (Sawyer et al., 2015). Les trois patients décrits (deux fréres et une femme non apparentée)
sont issus de deux familles indépendantes avec parents consanguins d’origine irlandaise et
australienne respectivement. Ils présentent des masses lipomateuses volumineuses dans la
partie supérieure du corps et une neuropathie périphérique de sévérité variable rapportée a une
maladie de Charcot-Marie-Tooth. L’étude génétique a permis d’identifier le variant c.2119C>T

(p-Arg707Trp) de MFN2 a 1’état homozygote chez ces trois patients.

L’¢étude in vitro dans les fibroblastes des patients a montré une morphologie mitochondriale
normale. L’étude fonctionnelle dans des cellules U20S (lignée cellulaire d’ostéosarcome)
déplétées en MFNI1 et MFN2 endogéne (par ARN interférence) a permis d’évaluer la fusion
mitochondriale de la protéine MFN2 porteuse du variant p.Arg707Trp de MFN2 en
comparaison avec la protéine non mutée. Dans les cellules exprimant la forme mutante de la
protéine, la capacité des mitochondries a fusionner est réduite et la formation des oligomeres
MFN2/MFN2 est altérée, ce qui ne semble pas étre le cas des hétérodimeres MFN1/MFN2.
Chez la souris, MFN1 n’est quasiment pas exprimée dans le TA brun. Ces données suggérent
que dans la lipomatose de Launois-Bensaude li¢e 8 MFN2, le variant p.Arg707Trp conduirait a

des dysfonctions du TA brun.

En 2017, Nuno Rocha et coll. ont décrit quatre nouveaux patients issus de trois familles
indépendantes porteurs du méme variant de MFN2 a I’état homozygote ou hétérozygote
composite (en association avec le variant p.Arg343del pour un des quatre patients) (Rocha et
al., 2017). Ces patients (3 femmes et 1 homme) d’origine européenne présentent des masses
lipomateuses dans le haut du corps combiné a une lipoatrophie du TA sous-cutané des membres
inférieurs, ainsi qu’une neuropathie périphérique pour deux d’entre eux. L’investigation
clinique a révélé une insulino-résistance modérée a sévere, des taux de triglycérides
plasmatiques plus ou moins ¢élevés en fonction des patients. Invariablement tous les patients ont

des taux de leptine et d’adiponectine sériques trés diminués. L’analyse du tissu lipomateux de
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trois des quatre patients montre une expression inchangée de MFN2 mais un effondrement de
I’expression des geénes de la leptine et de 1’adiponectine en accord avec le déficit de ces
adipokines mesuré au niveau plasmatique. Une augmentation de I’expression génique de
CITEDI1 (marqueur d’adipocyte beige) est retrouvée dans les masses pseudo-lipomateuses des
3 patients. L’analyse histologique du TA lipomateux montre des adipocytes uniloculaires
entourés de nombreuses et grosses mitochondries, pour partie fragmentées, n’exprimant pas le

marqueur thermogénique UCP1.

L’analyse transcriptomique du tissu adipeux lipomateux révele une augmentation marquée de
I’expression des geénes de la voie de la phosphorylation oxydative mitochondriale codés par
I’ ADN nucléaire, et une diminution de 1’expression des geénes codés par I’ADN mitochondrial.
Pour autant I’expression des protéines de la chaine respiratoire codées par I’ADN nucléaire est
diminuée en Western-blot. Cette augmentation des transcrits mitochondriaux codés par I’ADN
nucléaire pourrait étre une réponse compensatoire aux dysfonctions mitochondriales. Aucune
de ces observations n’a été retrouvée dans 1’étude des fibroblastes cutanés issus de certains

patients.

Toutes ces données sont en faveur d’un lien causal entre le variant p.Arg707Trp de MFN2,
homozygote ou associé a un autre variant allélique du méme gene, et la lipomatose de Launois-
Bensaude. La maladie serait liée a une dysfonction mitochondriale observée uniquement au

niveau du TA.

Récemment le géne codant la calcyphosine-like (CAPSL) a été suggéré comme impliqué dans
la LLB (Lindner et al., 2019). Cette protéine de la famille de la calmoduline, capable de lier le
calcium, pourrait intervenir dans I’adipogenése. Méme si son implication dans une forme
familiale monogénique de MSL n’a pas pu étre formellement prouvée, la diminution de
I’expression de CAPSL dans le TA pourrait contribuer au développement de la maladie, en

perturbant 1’adipogenése et I’autophagie adipocytaire.

Sur le plan anatomique, les lipomes sont situés a proximité de territoires thermogéniques chez
I’adulte (van Marken Lichtenbelt er al., 2009). Les résultats de la littérature montrent
I’expression de certains marqueurs thermogéniques comme CITED1 (Rocha ef al., 2017) et
UCP1 (Vila et al., 2000) dans le tissu lipomateux de cause génétique différente. Enfin il est
clairement établi que la mitochondrie a un réle important lors de 1’adipogenése (De Pauw et al.,

2009), d’autant plus dans 1’adipocyte brun ou la mitochondrie, via UCPI, est le si¢ge de la
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thermogenese sans frisson (Chouchani et al., 2019). Nous faisons I"’hypothése que ces lipomes

liés a MFN2 pourraient provenir de dysfonctions du TA brun ou beige d’origine mitochondriale.

Nous avons séquencé MFN2 chez 66 patients issus du recrutement hospitalier évocateurs de
lipomatose de Launois-Bensaude, c’est-a-dire présentant une ou plusieurs masses lipomateuses
avec une distribution corporelle de masse grasse altérée. Dans un premier temps les patients
porteurs du génotype MFN2 p.Arg707Trp ont été étudiés sur le plan clinique et métabolique.
Dans un second temps nous avons caractéris¢ les lipomes de ces patients par des analyses
moléculaires, histo- et immuno-morphologiques, et de microscopie électronique. Ces résultats

ont fait I’objet d’une publication originale en juillet 2018 dans le Journal of Clinical Lipidology.

Nous avons diagnostiqué six nouveaux patients porteurs du génotype MFN2 p.Arg707Trp
a 1’état homozygote. Il s’agit de cinq femmes et d’un homme, issus de cinq familles
indépendantes d’origine francaise pour P1 & P3 et portugaise pour les patients P2, P4, PS5 &
Pé.

La chronologie d’apparition des symptomes chez ces six patients est variable. Néanmoins
tous les patients présentent un syndrome lipodystrophique caractérisé par des lipomes multiples
dans la partie supérieure du corps et par une lipoatrophie des membres inférieurs ou généralisée
associée a des 1ésions osseuses chez plusieurs patients. Malgré le volume parfois important des
lipomes, nous avons mesuré une diminution du pourcentage total de la masse grasse mesurée
par absorptiométrie biphotonique (DEXA) (6.8 a 18.9% de masse grasse totale). Ces patients
présentent des troubles métaboliques avec notamment des taux sériques trés diminués de leptine
et d’adiponectine (098 + 0.28 pg/L et 1.03 + 0.43 mg/L respectivement), une
hypertriglycéridémie modérée (2.53 £ 1 mmol/L), une insulino-résistance et/ou un diabéte ainsi
qu’une stéatose hépatique. La neuropathie de Charcot-Marie-Tooth ou CMT2A associée a la

lipomatose de Launois-Bensaude est de gravité variable suivant les patients.

J’ai pu analyser le TA pseudo-lipomateux de deux des six patients (P1 & P4) en comparaison
a du TA sous-cutané controle de sujets non obéses (n=3). Ces pseudo-lipomes sont non
encapsulés, non fibrotiques et hypervascularisés comme le montrent les immunomarquages

positifs pour I’actine musculaire lisse et pour CD34, un marqueur des cellules endothéliales et
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des progéniteurs hématopoiétiques. Chez les deux patientes, j’ai observé un tissu lipomateux
composé majoritairement d’adipocytes uniloculaires avec la présence de quelques adipocytes
multiloculaires a proximité des vaisseaux/capillaires. L’immunomarquage pour UCP1 est
négatif alors que celui pour CITED1 et FGF21 (marqueurs thermogéniques) est trés positif.
Comme montré dans I’étude de Rocha et coll., nous remarquons par 1’analyse en microscopie
électronique que le cytoplasme des adipocytes est rempli de nombreuses et volumineuses

mitochondries présentant des altérations morphologiques (Rocha et al., 2017).

Les analyses géniques et protéiques des lipomes issus des patientes P1, P4 et/ou P5 mettent
en évidence une diminution marquée de la leptine et I’adiponectine, en accord avec les dosages
plasmatiques, ainsi qu’une augmentation des marqueurs thermogéniques CITEDI et FGF21.
Ce résultat moléculaire est en adéquation avec le taux trés augmenté (x9.5) de FGF21 dans le
sérum de cinq des six patients testés (385 £ 181 ng/L) en comparaison a des sérums controles

(40 + 23 ng/L).

Enfin nous avons observé chez les patients P1, P2, P4 & P5, en mesurant I’incorporation du
""F-FDG au cours d’un TEP-scan, une activité métabolique importante dans les tissus adipeux

lipomateux mais aussi dans les zones lipoatrophiques.
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Capel et al MFN2-associated lipodystrophic syndrome 1421
KEYWORDS: BACKGROUND: Multiple symmetric lipomatosis (MSL) is characterized by upper-body lipomatous
Mitofusin 2; masses frequently associated with metabolic and neurological signs. MFN2 pathogenic variants were
Genetics; recently implicated in a very rare autosomal recessive form of MSL. MFN2 encodes mitofusin-2, a
Lipomatosis; mitochondrial fusion protein previously involved in Charcot-Marie-Tooth neuropathy.

Neuropathy; OBJECTIVE: To investigate the clinical, metabolic, tissular, and molecular characteristics of MEN2-
Lipodystrophy; associated MSL.

Dyslipidemia; METHODS: We sequenced MFN2 in 66 patients referred for altered fat distribution with one or
Insulin resistance; several lipomas or lipoma-like regions and performed clinical and metabolic investigations in patients
Mitochondria; with positive genetic testing. Lipomatous tissues were studied in 3 patients.

Leptin; RESULTS: Six patients from 5 families carried a homozygous p.Arg707Trp pathogenic variant, rep-

Thermogenic markers

resenting the largest reported series of MFN2-associated MSL. Patients presented both lipomatous
masses and a lipodystrophic syndrome (lipoatrophy, low leptinemia and adiponectinemia, hypertrigly-
ceridemia, insulin resistance and/or diabetes). Charcot-Marie-Tooth neuropathy was of highly variable
clinical severity. Lipomatous tissue mainly contained hyperplastic unilocular adipocytes, with few mul-
tilocular cells. Tt displayed numerous mitochondrial alterations {increased number and size, structural
defects). As compared to control subcutancous fat, mRNA and protein expression of leptin and adipo-
nectin was strikingly decreased, whereas the CITEDI and fibroblast growth factor 21 (FGF21) thermo-
genic markers were strongly overexpressed. Consistently, serum FGF21 was markedly increased, and
" F_FDG-PET-scan revealed increased fat metabolic activity.

CONCLUSION: MFAN2-related MSL is a novel mitechondrial lipodystrophic syndrome involving
both lipomatous masses and lipoatrophy. Its complex neurological and metabolic phenotype justifies
careful clinical evaluation and multidisciplinary care. Low leptinemia and adiponectinemia, high serum

FGF21, and increased *F-FDG body fat uptake may be disease markers.
© 2018 National Lipid Association. All rights reserved.

Introduction

Multiple symmetric lipomatosis (MSL, MIM 151800) or
Launois-Bensaude lipomatosis is a rare disorder character-
ized by the development of unencapsulated masses of
adipose tissue, especially in the neck and upper trunk.'” In
most patients, it is associated with high alcohol intake,*”
though several familial forms have been reported. The first
genetic form to be identified was the Myoclonus Epilepsy
and Ragged Red Fibers syndrome (MERRF), usually due
to pathogenic variants in the mitochondrial MT-TK gene.4
More recently, rare patients with biallelic MFN2
pathogenic variants have been shown to display an
autosomal recessive form of MSL, associated or not with
axonal neuropathy and metabolic complications.5‘6 Among
them, the metabolic phenotype of only 4 patients, all ado-
lescents, has been studied, with characterization of surgical
biopsies of adipose tissue masses in 3 cases.”

The MFN2 gene, located in the nuclear genome, is ubig-
uitously expressed. It encodes mitofusin-2, a mitochondrial
outer membrane protein of the dynamin-related GTPase
family, involved in mitochondrial fusion and in endoplasmic
reticulum-mitochondria interactions.”® This protein could
also regulate a number of functions including whole-body
energy metabolism and aging.”™'> A high number of MFN2
variants, located all along the gene, have been shown to be
responsible for the autosomal-dominant and axenal form of
Charcot-Marie-Tooth (CMT2A).'*'> Notably, all patients
with MSL due to MFN2 carry the same pathogenic variant,
p-Arg707Trp, in the homozygous or compound heterozygous
state. The rare patients carrying biallelic MFN2 pathogenic

variants other than p.Arg707Trp have never been reported
to display lipornatosis,m’l&21 but present with early-onset
and usually severe CMT2A. Individuals carrying only one
MFN2 p.Arg707Trp mutated allele were not reported to
develop MSL but can present mild signs of CMT."®?

Adipose tissue is critical for whole-body metabolic
homeostasis and fat distribution is closely linked to
cardiometabolic risk.”>** Anatomically distinct adipose tis-
sues vary in embryological origins, gene expression pro-
files, and adipokine secretion patterns. In the case of
MSL, the mechanisms by which the p.Arg707Trp variant,
in the homozygous or compound heterozygous state, leads
to localized adipose tissue overgrowth, remains largely un-
known. Previous reports before the identification of MFNZ
as a disease-causing gene suggested that adipose tissue
masses observed in MSL could originate in brown
fat.”*** This idea was strengthened by the primary localiza-
tion of lipomatous regions in the supraclavicular and inter-
scapular regions, known to contain thermogenic adipose
tissue.”® The recent report by Rocha et al describing
MFN2-associated MSL revealed that affected adipose tis-
sue displays uncoupling protein 1 [UCP1]-negative uniloc-
ular adipocytes with enlarged and disorganized
mitochondria, reduced levels of mtDNA, increased expres-
sion of genes involved in mitochondrial oxidative stress,
and a strong decrease in leptin and adiponectin expression.”

Here, we take advantage of our national recruitment of
patients as an expert center of lipodystrophic diseases to
study the clinical, metabolic, tissular, and molecular
characteristics of 6 patients, representing the largest series
of MFN2-associated MSL reported to date.
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Material and methods

Patients

This study includes 6 patients from 5 independent
families. Two patients were referred to our French Refer-
ence Center for Rare Disorders of Insulin Secretion and
Insulin Sensitivity and clinical files of all patients were
reviewed in this center. Informed written consent was
obtained from each individual. This study was approved
by the Comité de Protection des Personnes Ile-de-France 5
(Paris, France).

MFN2 screening

Genomic DNA was extracted from peripheral blood
leukocytes using standard procedures. MFN2 was screened
by Sanger sequencing. To this purpose, all MFN2 coding
exons and their flanking intronic sequences were amplified
by PCR (polymerase chain reaction). Purified PCR products
were sequenced with the Big Dye Terminator sequencing kit
(Applied Biosystems) and run on an automated sequencer
(ABI 3730xl1). Sequences were analyzed with SeqScape v2.7
(Applied Biosystems). Primer sequences are available on
request.

Leptin, adiponectin, and fibroblast growth
factor 21 (FGF21) measurements

Leptin and FGF21 (Quantikine; R&D Systems—Bio-
Techne, Lille, France), as well as total adiponectin
(Buhlman, Basel, Switzerland), were measured by ELISA
according to manufacturers’ recommendations. All mea-
surements were performed in duplicates. The intraseries
coefficients of variation were <(3.5%, <3.5%, and <.5% for
leptin, FGF21, and adiponectin dosages, respectively; the
interseries coefficients of variation were <(5.5%, <5.2%,
and <<7% for the same measurements.

Histology

Conventional light microscopy was performed on 10%
zinc-formol—fixed paraffin-embedded 5-pum tissue sections,
stained with hematoxylin-eosin. Adipocyte size was deter-
mined with a semiautomatic image analysis system {Im-
age], custom macro) in 3 randomly chosen regions. For
immunohistochemical studies, tissue sections were probed
with antibodies directed against alpha smooth muscle actin
(1/300 dilution; MO85, Dako, Trappes, France), CD34
(prediluted; PAO0212, Leica, Nanterre, France), CD68
(prediluted; PA0273, Leica), CD163 (1/50; NCL-CD163,
Leica), UCP1 (1/300; Abcam ab23841, Cambridge, UK),
CITED1 (1/100; Novus H0000443S-MO03, Bio-Techne,
Lille, France), and FGF21 (1/300; Abcam abl71941,
Cambridge, UK).

Electron microscopy

Ultrastructural analysis was performed on fat samples
fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer pH
7.4 at 4°C. Fragments were then postfixed in 1% osmium
tetroxide, dehydrated using graded alcohol series, and
embedded in epoxy resin. Semifine sections (0.5 pm)
were stained with toluidine blue. Ultrastructure sections
(60 nm) were contrasted with uranyl acetate and lead citrate
and examined using an electron microscope (JEOL 1010,
Tokyo, Japan) with an OSIS mega View III camera.

mRNA assays

Total RNA was extracted from fat samples stored in
liquid nitrogen using the RNeasy lipid tissue mini-kit
according to the manufacturer’s instructions (Qiagen,
Courtaboeuf, France). cDNA was synthesized from 1 pg
mRNA (High capacity cDNA reverse transcription kit,
Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France). Real-time
quantitative PCR was performed with a LightCycler 480
using the SYBR Green I Master mix (Roche Diagnostics,
Meylan, France). Data were normalized to the expression of
the PPIA (peptidylprolyl isomerase A) housekeeping gene.
The list of primers used is available on request.

Western blot analysis

Frozen fat tissue (300 mg) was solubilized in 500 pl 2.5X
Laemmli buffer containing 150 mM dithiothreitol. Lysates
were subjected to SDS-PAGE, blotted onto nitrocellulose
membranes, and probed with antibodies directed against
MFEN2 (1/1000; Abcam, ab50838, Cambridge, UK), SREBP-
1 (1/500; SC-366, Santa Cruz Biotechnology, TX, USA),
PPARy (1/500; SC-7196), adiponectin (1/1000; MAI-054,
Affinity BioReagents, Golden United States), CITED1 (1/
1000; Novus H0000443S-M03, Bio-Techne, Lille, France),
FGF21 (1/1000; Abcam abl171941), PGC-la (1/500; SC-
5816), and tubulin (T5168, Sigma-Aldrich, St. Quentin
Fallavier, France). Tubulin was used as a leading control.

18F_FDG-PET scan

¥F_fluoro-2-deoxy-D-glucose (FDG) positron emission
tomography (PET) with computed tomography (CT) was
performed according to the EANM guidelines.27 Patients
fasted for at least 4.5 hours. A Gemini Dual PET/CT cam-
era (Philips) with time of flight technology was used for im-
aging. Low-dose CT (120 kVp, 30-50 mAs) was acquired
first, followed by PET acquisition 60-70 minutes after a
weight-adjusted dose of 2.5 MBg/kilogram *EEDG Injec-
tion, covering a complete whole-body field of view, from
the skull to the feet. Standardized uptakes values (SUVs)
were calculated for the regions of interest. FDG uptake in
the liver was taken as a reference.
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Table 1  General characteristics of patients
Characteristics Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient. 5 Patient &
Sex F M F F F F
Age at last 76y 31y 67y 53y 55y 45y
investigation
Origin France Portugal France Portugal Portugal Portugal
Consanguinity Not established Not known Not known Parents are Not known Not known
but endogamy first cousins
Weight (ka) 48 69 66 73 53.6 77
Height (m) 1.60 1.74 1.59 1.63 1.46 1.56
Body mass 18.7 22.8 26.1 27.5 25.1 31.6

index (kg.m~?)
Genotype at
the MFNZ locus

p-Arg707Trp
homozygous

p.Arg707Trp
homozygous

p.Arg707 Trp
homozygous

p-Arg707Trp
homozygous

p-Arg707Trp
homozygous

p.Arg707Trp
homozygous

Results

General characteristics of the studied patients

Sixty-six patients were referred to our unit for altered fat
distribution and presented with one or several lipomas or
lipomatous-like regions. LMNA-related familial partial lipo-
dystrophy, which is occasionally assoclated with lipomas,z3
was ruled out by genetic testing. In all patients, we sequenced
the exons and intron-exon boundaries of the MFN2 gene. Six
patients from 5 independent families harbored biallelic patho-
genic variants. The group of patients with a positive genetic
diagnosis included 5 women and 1 man, ranging in age
from 31 to 76 years old (mean: 54.5 * 6.5 years). Patients
Pl to P4 corresponded to sporadic cases of MSL, when P5
and P6 are siblings. P2, P4, PS5, and P6 originated from
Portugal, and P1 and P3 from France (Table 1).

Molecular basis of the disease

All patients carried the recurrent MFN2 ¢.2119 C > T path-
ogenic variant (p.Arg707Tm; reference mRNA:
NM_014874.3) in the homozygous state. None of them was
found to carry any additional pathogenic or likely pathogenic
variant in the complete coding sequence of MFN2 or in its

flanking intronic sequences. The frequency of the p.Arg707Tp
varlant in the general population, estimated at 2.107* (gno-
mAD browser), is low. In this regard, patient P4 was bom
from consanguineous parents. Consanguinity was not estab-
lished in other families, although it was very likely in the fam-
ily of P1 (Table 1). The p.Arg707Trp variant is located in the
protein carboxy-terminal coiled coil heptad-repeat domain
HR2, which is believed to be critical for homotypic interactions

of mitofusin-2 and outer mitochondrial membrane fusion.”

Clinical and biological presentation of patients

Natural history of the disease

There is a great heterogeneity in the chronology of the
onset of disease manifestations in the different patients of the
series and In the severity of these manifestations, leading
some clinical features to be overlooked in certain individuals
(Table 2). In patients P1 and P4, neurological signs occurred
first during childhood, followed by the development of lipo-
matous masses at the age of 25 and 30 years, respectively.
Metabolic complications were diagnosed several dozen years
later, after the diagnosis of MFN2-associated MSL. P2 was
first diagnosed with acanthosis nigricans, hyperglycemia,
and severe insulin resistance at the age of 10 years, then
with adipose overgrowth at the age of 11 years, whereas

Table 2 Natural history of the disease

Characteristics Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient. 6

Age at first 30y 11y 35y 25y 6y 2y
lipoma-like
fat masses

Age at diagnosis 76 y (not investigated 10y adulthood 53 y (not investigated 55y adulthood
of hyperglycemia, before MFNZ testing) before MFNZ testing)
insulin resistance,
or liver steatosis

Age at first, childhood 26y 65y childhood 54y adulthood
neurological signs

Age at genetic 7oy 31y 67y 53y 55y 45y

diagnosis
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Table 3

Clinical and biological features of patients

Characteristics

Patient 1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

Patient 6

Metabolic characteristics
Areas of fat
accumulation

Lipoatrophy

Body mass index
(kg.m~?)
% of total body fat mass
Leptin (ng.L™?)
Adiponectin (mg.L™")
Triglycerides (mmol.L™")
HDL-cholesterol
(mmol.L™")
LDL-cholesterol
(mmol.L™")
Total cholesterol
(mmol.L™")
Fasting glucose
(mmol.L™")
2h-0GTT glucose
(mmol.L™")
Fasting insulin
(pmol.L™")
2h-0GTT insulin
(pmol.L™")
M-value
Insulin resistance and/or
diabetes
Glycated hemoglobin (%)
Glycated hemoglobin
(mmol.mol™")
Treatment
Hepatic steatosis
Neurological presentation
Clinical manifestations

78

Nape and upper back,
proximal upper
Llimbs

Generalized
18.7

6.8
0.80

3.60
0.70

1.02
BSh
4.8
9.0
98
1320

9.2
Yes

5.9
41.0

No
Yes

Pes cavus, tendon
retraction, lower limb
pain, amyotrophy, feet
and hand paresthesia,
Achilles areflexia

Back, thighs

Generalized
22.8
8.2
1.40
nd
2.95
0.67
2.32
4.33
4.4
6.4
313
1312

nd
Yes

5.5
37.0

Metformin
Yes

Lower limb pain,
flat feet with
calcanean valgus

Thorax, proximal upper
limbs, tongue

Lower limbs, forearms,
hands

26.1
nd
0.62
1.00
2.10
1.39
1.64
3.98
5.2
7.0
nd
> 1500
nd
Yes
5.2
33.0
No
Yes

Pes cavus, lower limb
paresthesia and
amyotrophy, calf
muscle fasciculations,
Achilles areflexia

Head, chin, nape,

proximal upper limbs,

thorax, abdomen

Lower limbs, forearms

27.5
18.9
1.10
1.31
2.99
1.24
4.07
6.70
5.7
12.1
56
636
6.2
5.9

41.0

No
Yes

Pes cavus, hand
paresthesia,
quadricipital
weakness, Achilles
areflexia

Chin, neck, proximal
upper and lower limbs,
thorax, abdomen

Lower limbs, forearms

25.1

34.0*
1.60
1.00
0.97
0.90
5.09
6.43
5.0

nd

72

nd

16.2
4.7

27.9

No
Yes

Lower limb weakness
and pain

Chin, neck, proximal
upper and lower limbs,
thorax, abdomen

Lower limbs, forearms

31.6

nd

nd

nd

3.35

0.52

1.53

3.56

6.5

nd

nd

nd

nd
Fasting hyperglycemia

nd

Fibrate
nd

Lower limb weakness
and pain

eyl
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mild neurological signs appeared in adulthood. In patient P3,
all clinical signs started during adulthood, neurological signs
appearing last. In patients P5 and P6, lipomatous masses ap-
peared first in childhood, followed by metabolic alterations
and paucisymptomatic neuropathy during adulthood (Table 2).

Lipomatosis and lipoatrophy

All patients presented with multiple lipoma-like adipose
masses. Although adipose overgrowth affected the posterior
part of the neck and/or thorax in all patients, other lipomatous
masses developed in various localizations depending on the
cases: scalp (P4), chin (P4, P35, P6), tongue (P3), anterior chest
(P3, P4, P3), back (P2), shoulders and arms (P1, P3, P4, P5,
P6), thighs (P2, P4, P5, P6), and/or abdomen (P4, P35, P6).
Lipomatous masses also strikingly varied in size: P1, aged 76,
developed two fat masses in the left amm and nape, with a
larger diameter of 4 and 6 cm, respectively. P2, P53, and P6 had
giant dorsocervical lipomatous masses that required surgery
removal procedures. None of the patients had adipose over-
growth In the forearms nor lower legs {Table 3, Fig. 1). The
lipomatous masses were unencapsulated and frequently diffi-
cult to delineate as observed In magnetic resonance imaging
(MRI) showing a similar signal intensity in the regions of ad-
Ipose tissue accumulation and in the adjacent subcutaneous ad-
ipose tissue (Fig. 2 and data not shown). Apart from
lipomatous areas, patients presented with a marked subcutane-
ous lipoatrophy which atfected the four limbs in P1 and P2, or
lower limbs and forearms in others (Table 3, Fig. 1). Visceral
adipose tissue was also hardly detectable on abdominal CT or
MRI (performed in patients P1, P2, P4, P5, data not shown).
Consistently, and despite the presence of localized adipose
overgrowth, the percentage of total body fat mass was either
decreased (in P1, P2, P4, as assessed by dual-energy X-ray ab-
sorptiometry) or found to be normal (in PS5, as measured by
impedancemetry). In addition, the serum leptin level, which
is a relevant biomarker of the white adipose tissue mass, was
extremely low with respect to the patients’ body mass index
(BMI) (mean concentration: 0.98 = 0.28 ugALfl, patients
PI to P5) (Table 3).

Sensorimotor neuropathynd
No

Deafness

polyneuropathy

Orthopedic shoes

Thyroid and breast
cancers

Four limbs-axonal
sensorimotor

Four limbs-axonal
sensorimotor
polyneuropathy

Hypothyroidism

No

Axonal mainly motor
polyneuropathy

Thermoformed soles
severe acne,
constipation/diarrhea,
hypothyroidism

Metabolic presentation

Most patients had low high-density lipoprotein-cholesterol
(mean: 0.90 + 0.34 mmol.L™") and high serum triglycerides
(mean: 2.66 = 097 mmol.Lﬂ). Insulin resistance is a com-
mon feature of the disease, as shown by the presence of acan-
thosis nigricans, increased fasting or 120 minutes-oral glucose
tolerance test (OGTT) insulinemia, and/or M-value measured
during hyperinsulinemic euglycemic clamps. In accordance,
adiponectin levels were low (1.03 = 0.43 mg.L™"), and liver
steatosis was diagnosed in all investigated patients. Diabetes
diagnosed in patient P4 was successfully treated by diet. Met-
formin treatment was initiated at the age of 19 years in patient
P2 for hyperglycemia with severe insulin resistance (Table 3).

polyneuropathy

(mainly motor)
Orthopedic shoes,

surgical treatment,
Deafness, breast cancer Precocious puberty,

Axonal sensorimotor
Body fat mass was evaluated by dual-energy X-ray absorptiometry except for patient 5 (*, by impedancemetry). Insulin-stimulated glucose disposal rate (M-value), measured during an euglycemic

hyperinsulinemic clamp after 100 minutes-infusion of 80 mU.m~%.min~" insulin as previously described,”” is expressed in mg.kg™" of fat free mass.min~". Insulin resistance was defined by acanthosis nig-

ricans, and/or fasting insulinemia > 70 pmol.L ™", and/or 2h-0GTT insulinemia > 800 pmol.L™", and/or M-value < 10. Hepatic steatosis was assessed by echography andfor CT.

OGTT, 75 g oral glucose tolerance test; nd, not determined.

Neurological manifestations
Neurological manifestations were observed in all patients.
Patients experienced different features: pes cavus or flat feet

Electromyogram
abnormalities
Treatment

Other signs



80

1426

Journal of Clinical Lipidology, Vol 12, No 6, December 2018

Figure 1 Clinical presentation of patients. Lipomatous masses affecting dorso-cervical, proximal limbs, and/or thoraco-abdominal re-
gions (arrows), contrasting with lipoatrophy in other subcutaneous areas in patients P5 (A and B), P6 (C-E), P2 (F), P4 (G and I), and
Pl (H and J). Surgical removal of giant lipomatous masses of the back (in P2) and of the neck, shoulders, and/or abdomen (in P5 and

P6) was previously performed.

with calcanean valgus, lower limb pain, distal weakness of the
upper and/or lower limbs, wasting of distal muscles especially
in the lower limbs, absent Achilles reflexes associated in some
patients with brisk patellar reflexes, distal paresthesia. Achil-
les tendon contractures together with arthropathic feet were
observed in patient P1. In all investigated patients, electro-
myography confirmed the diagnosis by showing an axonal
sensorimotor polyneuropathy (Table 3).

Bone abnormalities

We and others previously reported that patients with
congenital generalized lipodystrophy present specific
bone alterations, including focal sclerotic and osteolytic
lesions, and fat bone marrow alterations evocative of
serous transformation.>’ Therefore, we performed skeletal
radiographs and whole-body MRI in 3 patients of the se-
ries (P1, P4, and P5). Bone imaging revealed centrome-
dullary cystic lesions of tibial, peroneal and femoral

epiphysis, metaphysis and diaphysis regions. The bone
marrow MRI signal was similar to fluid as revealed by
short tau inversion recovery (STIR) sequence analysis
(Fig. 2 and data not shown).

Other manifestations

Several patients presented with additional clinical fea-
tures observed in other mitochondrial disorders: deafness
(P1, P5), precocious puberty, recurrent constipation with
occasional episodes of diarrhea (P2), and/or hypothyroid-
ism (P2, P3) (Table 3). Considering that mitochondrial dis-
eases are often associated with cardiac manifestations,”
patients P1, P2, P4, PS5, and P6 underwent cardiac investi-
gations by means of electrocardiogram, heart ultrasound
imaging, and Holter monitoring. Apart from a mild aortic
valvular regurgitation in patient P6, none of them was
found to present any cardiac sign. No patient reported
any current or past history of alcohol abuse.
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A Patient 1

Patient 4

Patient 4

Figure 2 MRI characteristics of lipomatous masses and bone alterations in patients with MFN2-associated MSL. (A) Lipomatous masses.
Patient 1: Axial T1-weighted image of the neck (a) shows an unencapsulated subcutaneous posterior lipomatous mass (white arrows). Patient
4: Coronal (b) and sagittal (c) T1-weighted images of the head and trunk reveal unencapsulated subcutaneous adipose overgrowth in the shoul-
ders and the back (white arrows). (B) Bone alterations. Patient 1: Coronal T1-weighted images of the thighs and proximal legs (a and b) show
normal bone signal and subcutaneous lipoatrophy. Coronal T|-weighted and short tau inversion recovery (STIR) images of distal legs (c and d)
reveal intramedullary cystic lesions with low T1 (c) and high STIR (d) signals, evocative of serous transformation of bone marrow fat (arrows).
Patient 4: The distal part of femurs (e and f) and tibias (g and h) presents abnormal bone marrow lesions characterized by hypointensity on T1-
weighted images (e and g) and hyperintensity in STIR sequences (f and h) (arrows). Note the loss of subcutaneous fat in the legs. Abbrevi-
ations: MRI, magnetic resonance imaging; MSL, multiple symmetric lipomatosis.

Characteristics of lipomatous tissue

Histological features of adipose masses

We performed histological studies of lipomatous tissue
biopsies obtained from 2 female patients undergoing
surgery of lipoma-like masses of left arm (patient P1) or

of periumbilical abdominal region (patient P4). They were
compared to subcutaneous abdominal fat samples previ-
ously obtained from plastic surgery in 3 healthy, nonobese
(BMI: 20.4, 21.2, and 25.6), nondiabetic women.”* In the
two patients, lipomatous masses were not circumscribed
nor enclosed in fibrous capsules. The histological

81
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appearance of adipose tissue was rather that of white fat
with prevailing unilocular
(Fig. 3A and data not shown). Nevertheless, we also
observed multilocular adipocytes in about 1/50 cells for

HE

CITED1 UCP1 CD68

FGF21

normal

sized

P1 and 1720 cells for P4 (Fig. 3A). Such multilocular adi-
pocytes were absent in controls. In patients, adipose tissue
was highly vascularized, with a high number of small blood
vessels. This was confirmed by staining with antibodies

adipocytes

CD34

Control Patient P1 Patient P4
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Figure 3  Histological and immunohistological features of lipomatous regions from patients with MFN2-associated MSL. The different
panel (A to F) correspond to specific stainings, as indicated, obtained for subcutaneous white adipose tissue from one representative control
and for lipomatous samples from two patients (P1 and P4). In lipomatous tissue from patients Pl and P4, as compared to control adipose

tissue, we observed multilocular adipocytes (hematoxylin-cosin staining, panel A, arrows), an increase in the number of blood vessels
stained by the vascular-endothelium tissue marker CD34 (panel B), the presence of inflammatory infiltrates (CD68 staining, panel C, ar-
rowheads), a weak expression of UCPL similar to control (pancl D) and a major increase in CITED! (panel E, arrowheads) and FGF21
(panel F) stainings. Abbreviations: HE, hematoxylin-eosin; MSL, multiple symmetric lipomatosis.
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directed against smooth muscular actin (data not shown)
and against CD34, a marker of early hematopoietic and
vascular-endothelium tissue (Fig. 3B). Multilocular adipo-
cytes were preferentially localized in the vicinity of vessels
in patients. In contrast to controls, inflammatory infiltrates
positive for the CD68 and CD163 markers of monocyte and
macrophage lineages were also observed (Fig. 3C and data
not shown), with a small number of lipogranuloma in Pl
and P4. We did not observe any significant fibrotic regions
in patient or control samples. The UCP1 brown fat marker
seemed to be weakly expressed both in patients and in con-
trols (Fig. 3D). In contrast, the staining of the CITEDI
(Cbp/p300 interacting transactivator with Glu/Asp rich
carboxy-terminal domain 1) and FGF21 thermogenic
markers was markedly increased in lipomatous tissues
(Fig. 3E and I), with a very high expression of FGF21.

Ultrastructural morphology of adipocytes
Electron microscopy was performed in lipomatous
samples obtained in patients Pl and P4, and in the same

A Control

controls as for histological studies. Consistent with previ-
ous results, we observed that patients® lipomatous tissues
were mainly composed of unilocular adipocytes, although
some of them displayed numerous additional peripheral
lipid droplets (Fig. 4A). Adipocytes from patients were
characterized by an enlargement of the cytoplasmic rim,
which was packed with a very high number of mitochon-
dria (Fig. 4B). The mean length of the minor axis of mito-
chondria measured in patients was threefold higher than
that of mitochondria in normal white adipocytes
(Fig. 4C). A number of ultrastructural abnormalities were
also observed, such as disorganized cristae or double mem-
branes structures engulfed in mitochondria (Fig. 4B).

Transcript and protein profiles in lipoma-like regions
from patients

Gene expression was evaluated in subcutaneous lipoma-
tous tissue from patients Pl (adipose overgrowth region of
left arm), P4 and P5 (periumbilical lipoma-like regions) and
in the same subcutaneous abdominal fat control samples as

Patient P4

800

600

400

200

Length of the minor axis
of mitochondria (nm)

T T T
Controls  Patient P1 Patient P4

Figure 4 Ultrastructural characteristics of lipomatous masses from patients with MFN2-associated MSL. Images obtained by transmis-
sion electron microscopy (TEM) are presented for one representative control (subcutaneous white adipose tissue) and for one representative

patient (P4) (lipomatous sample). (A) General view of adipocytes. (B) Focus on the cytoplasmic rim and ultrastructural characteristics of

mitochondria. Double arrows indicate the thickness of the cytoplasmic rim. Disorganized cristac and double membrane bound structures

suggestive of mitophagy are pointed by black arrowheads. (C) Statistical comparison of the length of the minor axis of mitochondria in each

patient vs controls using a nonparametric unpaired Mann-Whitney test (*: P values << .0001). Abbreviations: L, lipid droplet; m, mitochon-

dria; MSL, multiple symmetric lipomatosis.
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for histological studies (Fig. 5A and B). Protein expression
studies were performed in lipomatous samples from P1 and
P4 patients (Fig. 5C). MFN2 expression was found to be
similar in patients and controls. Several adipogenic markers
showed a slight decrease in mRINA and/or protein expression
in patients’ fat masses as compared to adipose tissue from
controls, including sterol regulatory element binding tran-
scription factor 1 (SREBF 1), CCAAT/enhancer binding pro-
tein alpha (CFBPA), and peroxisome proliferator-activated
receptor gamma {PPARG). Most importantly, leptin (LEP)
and adiponectin (ADIPO(Q) were markedly underexpressed
in lipomatous samples from patients, consistent with the
low serum concentrations measured in the patiemts’ sera
(Fig. 5A, Table 3). Notably, the relative expression of ther-
mogenic markers was strongly lower than that of white

>

2.0+

Relative gene expression (fold change vs controls)

MFN2  MFN1

adipocyte markers, both in controls and in patients (data
not shown). Among them, UCPI expression was below the
detection threshold. Several other thermogenic markers dis-
played low expression levels in subcutaneous adipose tissues
from controls and in lipoma-like masses from patients:
PR/SET domain 16 (PRDM16), transmembrane protein 26
(TMEM?26), iodothyronine deiodinase 2 (DIO2), PPARG co-
activator 1 alpha (PPARGC1A) (Fig. 5B). However, we
observed a marked overexpression of CITEDI and FGF21,
which exhibited a more than 10-fold expression increase as
compared to controls, both at the transcript and at the protein
levels (Fig. 5B and C). These latter data are consistent with
our previous results of immunochistological studies and sug-
gest that certain thermogenic markers could play a role in the
pathogenic process.
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M Patient P5
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504
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Relative gene expression (fold change vs controls)

CITED1 FGF21 PRDM16 TMEM26 DIOZ2 PPARGCIA
Gene and protein expression in lipomatous masses from patients with MFN2-associated MSL. {(A) Gene expression of adipocytes

Figure 5
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markers. RT-gPCR analysis was performed in lipomatous tissues from 3 patients and compared to gene expression in subcutancous adipose
tissues from 2 controls. Means of 2 independent experiments * standard deviations (SD) are presented as fold changes relative to controls. (B)
Gene expression of thermogenic markers. The same experiment was performed as in (A). (C) Protein expression of several adipocyte and ther-
mogenic markers assessed by Western blotting. The 3 lanes presented for each individual corresponds to 3 independent adipose tissue protein
extractions. Abbreviations: MSL, multiple symmetric lipomatosis; RT-qPCR, real-time quantitative PCR.
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Measurement of FGF21 in the serum of patients

The major increase in FGF2] expression at the tran-
script and protein levels led us to measure this adipokine
in the serum of patients with MFN2-assoclated MSL (Pl
to P5). We observed very high levels of serum FGF21
in these patients as compared to healthy normal-
weighted controls (n = 10). We also found elevated levels
of serum FGF21 in patients with other forms of acquired
or genetically determined generalized lipodystrophic syn-
dromes (n = 13), as previously described,” but FGF21
levels in patients with MFN2-associated MSL were signif-
icantly higher (Fig. 6). Therefore, in combination to the
decreased serum levels of leptin and adiponectin, high
FGF21 serum levels may be a valuable biomarker of
MFNZ2-associated MSL.

Metabolic activity of adipose tissue in patients

The identification of positive thermogenic markers in
lipomatous masses led us to perform 'F-FDG positron-
emission tomography and CT {"*F-FDG PET-CT) to eval-
vate the presence of adipose tissue with increased meta-
bolic ac:'civity35 in patients P1, P2, P4, and P5. Consistent
with our histological and MRI observations (Figs. 2 and
3), the patients’ lipomatous masses were not clearly delin-
eated from adjacent adipose tissue on '"*F-FDG PET scans.
Most importantly, we observed an increased EFDG up-
take in adipose tissue, mostly located in lipomatous depots
but also in subcutaneous lipoatrophic regions (Table 4).
This latter point was clearly evidenced in patient P4, who
displayed some remaining subcutaneous lower limb fat
(Fig. 7 and data not shown).
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Figure 6 FGF21 serum measurements. FGF21 was measured in
the sera of 10 healthy individuals (mean = SD: 40 + 23 ng L"),
13 patients with generalized lipodystrophy (mean * SD:
193 + 74 ngL™", and 5 patients with MFN2-associated MSL
(mean + SD: 385 + 181 ngL™"). Statistical comparisons between
groups were made using nonparametric unpaired Mann-Whitney
tests. *: P <C.001 vs the control group; #: P <C.05 vs the general-
ized lipodystrophy group. Abbreviations: FGF2l, fibroblast
growth factor 21; MSL, multiple symmetric lipomatosis; SD, stan-
dard deviation.

Discussion

As a French Reference Center for lipodystrophic dis-
eases, we screened MFNZ in all patients of our cohort
referred for altered fat distribution and presenting with one
or several lipomas or lipoma-like regions, of any size or loca-
tion (n = 66). In this regard, the 6 patients with positive ge-
netic testing represent the largest series of MfN2-associated
MSL reported to date, which completes the data obtained
previously by Sawyer S. et al. (3 patients)® and Rocha N.
et al. (4 patients).” Multiple lipomata with facial lipodystro-
phy, without further description, were also mentioned in a
patient with CMT2A and biallelic MFN2 pathogenic vari-
ants.!” In our series, 83% of patients (5/6) are women, an
observation which might argue for a sex ratio imbalance.
Nevertheless, in the 8 patients reported to date in the litera-
ture, 4 are women and 4 are men, so that this hypothesis
could not be confirmed. If we consider all of the 14 patients
with MFN2-associated MSL reported so far, including our
data set and previously published cases, 12 patients carry
the c¢.2119C>T (p.Arg707Trp) pathogenic variant in the ho-
mozygous state and 2 patients carry it in the heterozygous
state together with another MFN2 molecular defect. Consid-
ering that these patients originate from different countries
(Ireland, United-Kingdom, Portugal, Australia, France},
the p.Arg707Trp disease-causing variant is likely to lie in a
mutation hotspot. Consistently, this variant affects a CpG
dinucleotide, and methyleytosines of CpG sequences are
known to spontaneously deaminate to thymine leading to
recurrent mutational events. Our data also underline the
crucial role of this particular variant in the development of
the adipose and metabolic disease because its presence is
required for the development of MFNZ-associated MSL in
all reported cases. Indeed, the numerous other pathogenic
variants reported in MFN2 are associated with a phenotype
restricted to neurological manifestations. Notably, a com-
pound heterozygous genotype including the same variant
(p.Arg707Trp/p.Gly l0BArg) was identified in three siblings
with CMT2A."° None of them was reported to present with
lipomatous depots or lipodystrophy, but these features might
not have been searched for or reported in this cohort study of
patients with CMT2A.

MFN?2 is the first gene encoding a mitochondrial protein
found to be responsible for a lipodystrophic syndrome.
Indeed, one of the hallmarks of MFN2-associated MSL
underlined by our study is the severe lipoatrophy, affecting
subcutaneous and visceral adipose tissue, which contrasts
with the presence of several lipomatous masses, potentially
reaching a major volume. Leptin levels are severely decreased
in patients with respect to their BMI, similarly to levels
observed in generalized lipoaT_rophies.41 Together with the
decreased serum levels of adiponectin, this suggests that the
whole adipose tissue, including lipomatous masses, displays
severe endocrine defects. In accordance, and consistently
with previous ﬁndings,s‘6 patients with MFNZ-associated
MSL present with hypertriglyceridemia, insulin resistance,
and liver steatosis, which are typical lipodystrophy-related
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Table 4 '*F-FDG uptake of subcutaneous adipose tissue assessed by PET-scan in patients with MFN2-associated MSL as compared to
controls

SUV max SUY mean
subcutaneous subcutaneous  SUV max SUY mean
Characteristics Age Gender BMI fat. fat liver liver
Patients with MFN2-associated MSL
P1 76 F 18.7 1.7 0.9 1.6 1.2
P2 31 M 22.8 4.8 2.8 4.0 2.3
P4 53 F 275 2.2 1.3 19 1.4
P5 55 F 25.1 1.49 na 1.65 na
Control values
Control subject 58 F 26.7 0.4 0.2 2.4 1.9
from this study
(depicted in
Fig. 7)
Data from Chin 57.9 £ 13.6 F, n = 23/M, 25.7 na 0.25 = 0.1 na 2.5 = 0.6
BB et al, 2009 n =27
Data from 57 £13 F, n = 10/M, na 0.43 = 0.24 0.28 = 0.12 3.14 = 0.56 2.55 * 0.44
Heusch et al, n =15
2013%7
Data from
Christen T et al,
2010°%
Lean subjects  66.0 = 14.8 F, n = 14/M, 21.7 0.6 na 0.30 = 0.09 na na
n =12
Obese subjects 61.4 = 10.4 F, n = 15/M, 36.4 =35 na 0.33 £ 0.08 na na
n =16
Data from
Oliveira et al,
2015°%;
Metabolically 49.6 = 18.9 F, n = 29/M, 23.0+26 na 0.26 + 0.1 na na
healthy lean n =231
individuals
Metabolically 50.1 = 143 F,n=14/M,n=6 30.7 £5.2 na 0.24 = 0.06 na na
healthy obese
subjects
Metabolically 57.5 £ 15.5 F, n = 29/M, 321+ 45 na 0.24 + 0.07 na na
abnormal obese n =32
subjects
Data from
Monteiro et al,
2017°%
Nonohese 60.1 * 14.6 F, n = 52/M, 241+ 31 0.6 (0.3) 0.28 (0.2) na 2.1 (0.7)
subjects n = 80
Obese subjects  65.8 = 10.2 F, n = 13/M, 33.7 = 2.7 0.7 (0.3) 0.26 (0.09) na 2.4 (0.4)
n=11

na, not available.

Mean and maximal standardized uptake values of adipose tissue were measured as described in Methods, with SU¥max of the liver as a reference.
Individual data assessed during thls study in patients P1, P2, P4, and P5 and in a control suh_]ect are presented, as well as previously published data
obtained using similar protocols of ®F-FDG-PET-scans, expressed as mean = SD or median (IQR).”

metabolic complications. In addition, the bone osteolytic le-
slons, similar to those observed in generalized lipodystro-
phies, suggest a serous transformation of the bone marrow
associated with the total absence of medullar fat.”"**

In the present study, we also had the opportunity to report
the natural history of the disease in 6 adult patients and

thereby showed that all of them, by the age of 65 years at the

latest, eventually developed both lipodystrophic and neuro-
logical manifestations. However, chronological appearance
of symptoms and clinical severity are very heterogeneous
among patients, with independent disease course of lipodys-
trophy and neuropathy. Although lipomatous masses were
easily diagnosed in all patients, neurological signs could go
unnoticed for several years in several of them.
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Patient 1 *F-FDG PET

4 - -..
2 i
Ay

c
SUV Max adipose lissue =1.7
SUV Mean adipase tissue = 0.9
SUV Max liver = 1.6

Patient 4 8F-FDG PET
A

SUV Max adipose tissue = 2.2
SUV Mean adipose tissue = 1.3
SUV Max liver =1.9

Control "F-FDG PET

SUV Max adipose tissue = 0.4
i SUV Mean adipose tissue = 0.2
58 SUV Max liver = 2.4

Figure 7 'F-FDG-PET scan in patients with MFA2-associated
MSL. Maximum intensity projection images and axial slices from
a ""F-FDG positron emission tomography (PET) with axial
computed tomography (CT) slices at the indicated anatomical
levels (A—C) in patients Pl (top) and P4 (middle). Mean and
maximal standardized uptake values (SUV) of adipose tissue
were measured in regions of increased metabolic activity. The
SUVmax of the liver was measured as a control reference. Images
from patients were compared to those obtained in a female subject
{age 58, BMI 26.7) investigated 30 years after complete surgical

MFNZ2-associated MSL can be considered for differential
diagnosis with several disorders. First, it shares a number of
characteristics with the less rare form of MSL consecutive to
alcoholism and further studies are needed to decipher the
specific features that differentiate these clinical phenotypes.
The diagnosis of MFN2-associated MSL might also be dis-
cussed in the patients with MERRF syndrome, who develop
multiple lipomatosis (~30% of cases).”’ An axonal sensory
polyneuropathy can be associated with MERRE. "' However,
the diversity of clinical signs is wider in MERRF, in which
myopathy, cardiomyopathy, and ocular manifestations are
frequently encountered. In our series, none of the patients
was reported to present any of these comorbidities. Never-
theless, some of them present with other symptoms of mito-
chondriopathy (deafness, intestinal pseudo-obstruction).
Larger phenotypic studies would be required to establish
whether the MFN2 p.Arg707Trp molecular defect is respon-
sible for these features.

The p.Arg707Trp homozygous genotype Is associated
with a marked increase in the number of mitochondria in
lipomatous regions from patients. Moreover, mitochondria
exhibit major alterations such as oversize and disorganized
morphology. These data are consistent with those obtained
by Rocha et al., who showed highly dysfunctional mito-
chondria in MFN2-associated MSL.” Recently, another gene
called OPA3, encoding a protein of the inner mitochondrial
membrane, has been implicated in a syndrome associating
lipodystrophy, neuropathy, and ocular manifestations.
This paves the way to the identification of other genes
involved in mitochondrial dynamics in the molecular etiol-
ogy of adipose tissue and/or metabolic disorders.

The majority of adipocytes from lipomatous regions of
patients with MFN2-associated MSL have the morphological
characteristics of normal-sized white adipose cells, consistent
with a previous report.” We also observed a few multilocular
adipocytes, mainly localized near adipose vessels and contain-
ing a high number of small lipid droplets in their periphery.
The presence of inflammatory features in lipoma-like tissues
(macrophage infiltration, some lipogranulomas) could be
reminiscent of what is classically observed in obese patients.
However, reduced angiogenesis and fibrosis are also important
drivers of adipose tissue dysfunction in obesity.*® In contrast,
we did not detect any fibrotic region, and we observed an
increased vascularization in lipomatous tissues of patients
with MFN2-associated MSL. The gene expression profile of
patients’ lipomatous depots also displays atypical features
with characteristics of both white and brite/brown adipose tis-
sues. Despite a normal expression of a number of mature
adipocyte markers, leptin and adiponectin expression is mark-
edly decreased. Simultaneously, 2 thermogenic factors were

resection of pheochromocytoma (bottom). Note the increased up-
take of "*F-FDG in the lipomatous adipose tissue of patients Pl
(section A) and P4 (A and B), but also in some subcutaneous lip-
oatrophic regions (B, C in P1; C in P4). Abbreviations: MSL, mul-
tiple symmetric lipomatosis.
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found to be overexpressed (FGF21, CITEDI!), when the
expression of others, including UCPI, remains very low.
Further studies are required to establish whether these charac-
teristics are due to altered biological properties of white adipo-
cytes, to the whitening of brite adipocytes, and/or to the
cellular heterogeneity in the overgrown adipose tissue. The
appearance of positive thermogenic markers is supported by
the result of '"*F-FDG PET-CT scans, showing a spontaneous
increased uptake of glucose, mostly in lipomatous regions but
also in lipoatrophic adipose tissue, at least in some patients
with MFN2-associated MSL. Such an increase in FDG uptake
has never been reported in normal weight, overweight, or
obese subjec‘[s3640 (Table 4, Fig. 7). However, the level of
this uptake is far lower than what is observed in brown acti-
vated adipose tissue™*’** or in hibernoma.*’ These data suggest
that, in MFN2-associated MSL, adipose tissue could display
some thermogenic properties, even if it does not present all
the morphologic characteristics of brown adipose tissue.
'8E_.FDG PET-CT imaging after activation of adipose tissue
by cold exposure could provide further pathophysiological
information.

Although FGF21 is an endocrine factor widely ex-
pressed in metabolically active organs,”” its increase in the
serum of patients with MFN2-associated MSL is likely to
originate, at least in part, from adipose tissue, as sug-
gested by our transcriptional and protein expression
studies. However, we cannot rule out the possibility that
dysfunctional adipose tissue from patients with MFN2-
associated MSL could also alter the production of
FGF21 by the liver. In that setting, it has been recently
shown in mice that exosomal miRNAs produced by brown
adipose tissue regulate FGF21 production by the liver.”
FGF21 promotes thermogenesis, glucose uptake, and
metabolite oxidation.”>* Tt has also been shown to pro-
tect against hyperglycemia and hyperlipidemia. In this re-
gard, it is tempting to speculate that increased FGF21
could play a compensatory role to limit MFN2-associated
metabolic complications. Indeed, in our series of patients,
metabolic abnormalities are relatively moderate, contrast-
ing both with the severe upper-body adipose tissue over-
growth and lower-body lipoatrophy. Altogether our data
suggest that very low serum levels of adiponectin and lep-
tin combined with a high level of FGF21 could constitute
a useful set of disease biomarkers in MFN2-associated
MSL.

MFN2-associated MSL affects multiple organs with
potentially severe complications, and strongly impairs the
patients’ quality of life. It is mandatory that both neurclo-
gists and endocrinologists should be aware of the different
disease characteristics. In addition, systematic skeletal ra-
diographs should be performed in MFNZ-associated MSL
to detect and monitor bone lesions, inform patients, and
avoid misdiagnosis of these lesions. This multidisciplinary
care approach should ensure early diagnosis, allow the
rapid initiation of physiotherapy, dietary, and lifestyle
preventive measures, as well as proper therapeutic
managemert.
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Nos résultats sont en accord et complétent ceux des équipes de Sawyer et coll. (3 patients,
Sawyer et al., 2015) et Rocha et coll. (4 patients, Rocha et al., 2017). Nous avons décrit ici la
plus grande série de patients (6 patients) porteurs du variant pathogénique p.Arg707Trp de
MFN2 a I’état homozygote associ¢ a la lipomatose de Launois-Bensaude. Notre étude permet
de confirmer qu’il s’agit bien d’une nouvelle forme de syndrome lipodystrophique li¢ a des
atteintes mitochondriales. Le spectre clinique de cette mitochondriopathie est complexe. Les
patients développent des lipomes multiples, une lipoatrophie sous-cutanée associée a une
insulino-résistance, une hypertriglycéridémie, une leptinémie et adiponectinémie basse et des

taux de FGF21 sériques élevés.

Ces lipomes présentent des caractéristiques dites « beiges » avec la présence d’adipocytes
ayant une morphologie de type « adipocyte blanc » uniloculaire et une petite proportion
d’adipocytes multiloculaires bien visibles en microscopie électronique. Ces pseudo-lipomes
surexpriment deux marqueurs thermogéniques : CITEDI et FGF21, sans surexpression
d’UCP1. Les marqueurs d’adipocytes matures leptine (LEP) et adiponectine (ADIPOQ) sont

peu exprimés en regard du TA sous-cutané contrdle.

De fagon originale, nous observons une augmentation d’incorporation du glucose marqué lors
de I’examen d’imagerie fonctionnelle par le '*F-FDG couplée a un scanner (‘°F-FDG PET-CT).
Cette augmentation du signal (exprimée en SUV) est enregistrée dans les zones lipomateuses
mais aussi dans les zones de lipoatrophie du TA. Bien que les valeurs de SUV soient bien en
dega de ce qui est mesuré dans le TA brun (Nishida et al., 2009, Virtanen et al., 2009), c’est
une nouvelle donnée qui va dans le sens de la présence de tissu adipeux thermogénique chez

ces patients.

Toutes ces données suggerent qu’un faible taux de leptine et d’adiponectine combiné a un fort
taux de FGF21 pourraient constituer un panel de biomarqueurs utiles pour diagnostiquer la

lipomatose de Launois-Bensaude associ¢e a MFN2.
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Chapitre Il : La lipomatose de Launois-
Bensaude due aux variants pathogenes de
LIPE — spectre clinique et impact sur le tissu
adipeux

Jai travaillé sur cette thématique au laboratoire avec Camille Sollier (Master 2 NuMéSi -

Nutrition Métabolisme et Signalisation 2019) et Martine Auclair (Ingénieur d’Etudes).

A. Contexte et objectifs de I’étude

Le Pr Eric Renard (Centre Hospitalo-Universitaire de Montpellier) a adressé au laboratoire
de génétique moléculaire de I’hdpital Saint-Antoine, les prélevements d’une patiente suspecte
de syndrome de Launois-Bensaude pour exploration génétique. L’histoire familiale de la
patiente est compatible avec une cause génétique autosomale récessive de la maladie (parents
cousins germains asymptomatiques). La récente découverte du nouveau syndrome
lipodystrophique li¢ au variant MFN2 p.Arg707Trp et les symptomes cliniques de cette patiente
laissaient a penser que ce geéne pourrait étre impliqué (Capel et al., 2018) mais le séquencage
de MFN2 n’a pas montré de variant pathogéne. Néanmoins, le séquencage d’un panel de 23
genes impliqués dans les syndromes d’insulino-résistance extréme et/ou de lipodystrophies
génétiques a permis de mettre en évidence un variant du gene LIPE a 1’état homozygote. 1l
s’agit de la délétion d’une base nucléotidique dans la séquence codante du géne (c.2828del),
qui conduit & un décalage du cadre de lecture et I’apparition d’un codon stop précoce

(p.Glu943Glyfs*22).

Trois articles récents sont en faveur de I’implication de différents variants du gene LIPE,
codant pour la lipase hormono-sensible qui est une protéine clé de la lipolyse, dans un
phénotype de lipodystrophie ou lipomatose, ou dans des hypertriglycéridémies familiales
(Zolotov et al., 2017, Albert et al., 2014, Farhan ef al., 2014). Il n’y a que peu de cas rapporté

a ce jour : 9 patients porteurs de 3 variants différents (tableau 2).
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Génotype . . Localisation Troubles Autres signes
(référence) Sujets atteints c!es pseudo- métaboliques cliniques
lipomes
c.2300 2318del 4 sujets d’une Aucun lipome Hypertriglycéridémie,
p.Val767Glyfs*102 | fratrie Amish décrit diabéte chez tous les
Homozygote (42 a 56 ans, 3 patients
(Albert et al., femmes et 1
2014) homme)
c.ins1519CG 2 membres Abdomen, Diabéte, Faiblesse
p.Ala507fs*563 d’une fratrie région axillaire, | hypertriglycéridémie | musculaire
Homozygote d’une famille nuque, dos et et HDL-cholestérol proximale chez
(Farhan et al., consanguine bras bas chez tous les I’un des 2
2014) (49 et 50 ans, 1 patients patients
femme et 1
homme)
c.3103G>T 3 membres Face, cou, Diabete chez un Myopathie
p.Glul035* d’une fratrie nuque, tronc, patient, distale
Homozygote consanguine région hypertriglycéridémie | symétrique des
(Zolotov et al., (<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>