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CAPEL Emilie B These de doctorat - 2019

Formes monoaniqueg de lipomatose de Laundiensaude : Ztude clinique
et molZculaire, et modZlisation cellulaire

RESUME

Ce travail initiZ en lien avec le centre de rZfZeetesPathologiefRaresde la RZsistance " 1OInsuline et
de 10Insulin@ensibilitZ sOintZresse ~ 10Ztude de la physiopathologie de forneseagndromes
lipodystrophiques. Parmi cewt, la lipomatose de LauneBensaude (LLB) est caractZrisZe par la
prZsence de masses lipomateuses associZes " des troublesiqué&skidbus avons investiguZ la plus
grande cohorte de patients atteints de LLB due au variant p.Arg707Trp duvex2, codant la
mitofusine 2, une protZine de la fusion mitochondriale. Nous avons ZgaleftudiZ une patiente
prZsentant des sympt™mes compatibles avec une LLB porteuse dOun noantpiBra®id3Glyfs*22
deLIPE, codant la lipase hormorsensible, enzymelZ de la lipolysedipocytaire. Les caractZristiques
de ces patients porteurs de variantsMieN2 et LIPE sur le plan clinicebiologique et tissulaire,
permettent de mieux dZfinir les particularitZs de la LLB @udws syndromes lipodystrophiques. Nous
avons isolZ les deles souches adipocytaires (ASC) des lipomes et utilisZ celengalr Zvaluer le
retentissement des variants sur la diffZrenciation et fétestions adipocytaires. ds Ztudes
morphologiques (microscopie optique et Zlectronigee¢) fonctionnelles (immunchistochimie,
expression anlque et protZiglipolyse et respiration mitochondrialdes lipomes et/ou des ASC,
montrent des altZrations adipocytaires multiples avec un phZnotype thermogZnigadimestes
LLB-MFN2. La lipodystrophie associZeMFN2 pourrait provenir dOune altZration de la balance de
diffZrenciation adipocytaire blanche/beige

Mots-clZs : LipodystrophieLipomatose de LauneBensaude Mitofusine 2- Lipase hormoneensible
- Cellules souches adipocytaireMitochondrie

Monogenic forms of multiple symmetric lipomatosis: clini@al and molecular
study, and cell modelling

ABSTRACT

This work, initiated in cooperation with the rarsetses reference cen@athologies de la RZsistance
" 10Insuline et de [OInsuliBensibilitd) focuses on the pathophysiology of rare lipodystrophic
syndromes. Among them, Laund@ensaude lipomatosis, also called multiple symmédipizmatosis
(MSL), is characterized by uppéody lipomaous masseand frequeninetabolicalterationsWe have
investigated the largest reported series of patieitts MSL due tothe MFN2 p.Arg707Trp variant.
MFN2 encodes mitofusin,2a proteininvolved in mitochondrial fusion Additionally, a patient with
clinical symptoms consistent witMSL, harboring anew p.Glu943Glyfs*22 variant oLIPE, encoding
hormonesensitive lipase, a key enzyme in the lipolysis pathwag, also been studietihe clinical,
biological and adipose tisseharacteristicef patients carryindFN2 andLIPE variants, allow for a
better definition of MSL within the lipodystrophic syndromes. We é&olated adiposderived stem
cells (ASC) from lipomas and used this cellular model to astesimpact of variants on adipocyte
differentiation and functions. Morphological (optic andafonic microscopy) and functional studies
(immunohistochemistry, gene and protein expressiomlyigis, and mitochondrial respiration) on
pseuddipomas and/or on ASC show numerous adipose dysfuncéindshighlight the thermogenic
phenotype of adipocgs fromMFN2-MSL patientsThis MFN2-related lipodystrophgould result from

a misbalancef white and beige adipocytéfferentiation

Keywords Lipodystrophy- Multiple symmetric lipomatosisMitofusin 2- Hormonasensitive lipase
Adiposederived stem cellsMitochondria
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Le tissu adipeux est un organe essentiel pour deux raisons principales. DOabord
quantitativement, puisqii@prZsente 15 ~ 35% du poids total chez IODHomme, cette proportion
pouvarn sOZlever jusqu®” 50% et plus dans les cas dOobZsitZ morbide, et puisquOil sOagit
rZservoir ZnergZtique le plus important de IOorganisme. Ensuite, qualitatipaisgnf)on sait
aujourdOhui que le tissu adipeux prZsente de nombreuses capacitZs fonctidangiies,
mZtaboliqgue mais aussi endocrine, sZcrZtoire, immunitaire, inflammatose,qae des
propriZtZs de diffZrenciation, dOexpansion et de remodelage qui lui conferent uci€Zplasti
importante, longtemps soestimZeLe tissu adipeux ou plut™t les tissus adipeux, puisquOune
forte disparitZ fonctionnelle distingue les diffZrents dZp™ts adipeux de 1Qorgagisers,
IOhomZostasie gZnZrale grégegegrande diversitZ de fonctions.

Les lipodystrophies sont des pathologies affectant le tissu adipeux. Cadiemase
caractZrisent par un dZfaut de dZveloppement, de rZpartition et/ou de fonctisun atligisux.
Les consZquences mZtaboliques des lipodystrophies sont, pour la plupartil&itesihtelles
retrouvZes dans IOobZsitZ androede, probleme de santZ mondial. Meme 8k dgpedede
pathologies semblent avoir un phZnotype clinique diffZrent, elles partagent de nongsresix si
de dysfonction du tissu adipeux. AinsiIOZtude des lipodystrophies permetdeaniprendre
les mZcanismes physiopathologiques impliquZs dans les maladies midésbobmmunes.
Cela pourrait Zgalement permettre dOidentifier de nouvelles cibles thZrapetdiosieces
pathologies.

Dans le chapitre dOintroduction, je commencerai par replacer le contarteedecherche
portant sur le tissu adipeux dysfonctionnel. Je mQOintZresserai aux tissus mipestructures
et leurs fonctions. Dans une deuxisme partie je prZsenterai les ZlZmeaoctpaux dela
physiopathologie du groupe hZtZrogene des lipodystrophies, incluant la lipomatose de
Launois-Bensaude dont jOai ZtudiZ plusieurs formes gZnZtiqugsdBeisai IOZtat actuel des
connaissances concerndgdeux protZines dont les altZrations font IOobjet de mes travaux de
these : la mitofusine 2 et la lipase hormono-sensible.

Mes travaux de recherche exposZs ensuite visent (i) ~ diégin&notype de patients atteints
de deux formes de lipomatose de Launois-Bensaude (LLB) dOorigine gZnZtique, (i) "
caractZriser les lipomes des patients atteints de LLB assaciZeadants homozygotes
p.Arg707Trp deMFN2 et p.Glu943Glyfs*22 delIPE et (iii) ~ Ztudier les effets de ces variants



pathogenes sur la diffZrenciation et les fonctions adipocytaires gr¥cce méisae " la
culture, en conditions de diffZrenciation adipocytaire blanche ou brune, de prZcurseurs
adipocytairesddipose-derived stem cetlsl ASC) issus des lipomes des patients.
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Le tissu adipeux (TA) a longtemps ZtZ nZgligZ au plan scientifiqoesidZrZ uniquement
comme un organe de stockage passif des graiss@# esten effet le plus important rZservoir
ZnergZtique du corps qui stocke IOZnergie sous forme de triglycZrides, retdalidta forme
dOacides gras circulants en fonction des besoins de IQorganisme. Le TAZgagsytant une
fonction sZcrZtoire importante qui a ZtZ dZfinie dans un second temps éZhBrP94). |
devient maintenant Zvident que le tissu adipeux, ou plut™t les tissus asfijeseqt en
collaboration au sein dOun vZritable organe adipeux qui contribue de fason signffitative
rZgulation de IOhomZostasie ZnergZtique chez IOHomme.

Deux types principaux de TA ont ZtZ identifiZs chez les mammifer@gy ldanc et le TA
brun, dZcrits initialement en fonction de leurs caractZristiques morphologicutes. uDe
apparence macroscopique diffZrente, ces deux tissus adipeux possedent Zgateauntinitds
physiologiques distinctes. En effet, le TA brun joue un r™le dans la thermorZgetation
produisant de la chaleur ~ partir de IQoxydation des lipides par la mitochoodsigua le TA
blanc est essentiel dans le stockage des lipides et leur madnlisat cas de besoin.
Dernierement, un nouveau type dOadipocyte, les adipocytes beigagespour brown in
white) ont ZtZ dZcrits. Ces adipocytes, localisZs dans le TA blanc, aiealsimilaires aux
adipocytes du TA brun, sont douZs dOune activitZ thermogZnique (Ishibashi &0%eale,
Petrovicet al, 2010, Vegiopoulost al, 2010).

Le TA blanc comprend diffZrents dZp™ts anatomiques localisZs dans lesegerrit
sous-cutanZs et viscZraux. Cette notion de localisation du TA est imppuisgige selon que
le TA estsous-cutanZ ou viscZral, et selon cesdlibcalisZ ~ la partie supZrieure ou infZrieure
du corps, son organisation cellulaire, son activitZ mZtabolique et sZordtvivarier (Karpe
et Pinnick, 2015, Van Harmelet al, 2004, Frayret al, 2003, Arner, 2001).

Ce premier chapitre sOintZressera " la composition, la structure, lemnndlitaboliques et
sZcrZtoires ainsi quOau dZveloppement des tissus adipeux.
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Dans de nombreux tissus, diffZrents types cellulaires interagissent pour ninainte
IomZostasie et assurer les diffZrentes fonctisadaires. Le tissu adipeux nOest pas une
exception. Histologiquement, cOest un tissu conjonctif vascularisZ et inmepp@sz dOun
mince rZseau de fibrilles de collagene entoutantcellules adipeuses ou adipocytes, unitZ
cellulaire fonctionnelle de ce tissu. Hormis les adipocytes, dOautmsscgontZglement
prZsentes dans ce tissticonstituent la fraction stroma-vasculaire (FSV), que 10on peut
facilement isoler des adipocytes matures par digestion "~ la collagénesatrifugation douce
(Rosen et Spiegelman, 2014). La fraction cellulaire non adipocytaire ou stromassidu
adipeux est composZe dOun ensemble complexe de cellules au seirmaditficee
extracellulaire (MEC) dynamique. On peut notamment distinguer pregjZniteurs et des
prZcurseurs adipocytaires(prZadipocytes) " diffZrents stades de dZveloppement, des cellules
du systeme immunitaire innZ, principalement descrophages et des cellules du systeme
immunitaire adaptatif, principalement dgsiphocytesT, ainsi que desellulesendothZliales
descellules musculairedissesformant un dense rZseau de vaisseaux et de capillaires sanguins
du TA, des cellules nerveuses et flesoblastes (Cinti, 2005) (figure 1). Les progZniteurs, qui

constituent un modele cellulaire utilisZ dans ce travail, feront IOobjet dOun chapficrispZci

Figure 1 : Composition cellulaire du tissu adipeux (dOapr«®uchi et al, 2011



Adipocytes

Les adipocytes gorgZs de lipides sont le type cellulaire majeur du Taclipent 90% du
volume du tissu mais ne reprZsentent que 20 ~ 40% du contenu cellulaire cadijssux.
Chaque gramme dBA contient 1 ~ 2 millions dOadipocytes pour 4 ~ 6 millions de cellules de
la FSV (Kanneganti et Dixit, 2012). Il existe trois types principauxdiffdcytes: lesblancs,
les bruns et lesbeiges La description de leurs caractZristiques distincthgss dZveloppZe

dans la partie suivante.

Cellules endothZliales

Le TA esttres vascularisZ ce qui signifie que les cellules endothZlialéssetellules
musculaires lisses sont une composante de |Qarchitectlive. dies cellules endothZliales
contr™lent le passage des nutriments, des solutZs et des hormones du fluxesan@eispace
extracellulairestinversement. Morphologiquemeng, TA prZsente un rZseau capillaire dense
(Bouloumieet al, 2002)!Le dZveloppement dTA est dZpendant de IOangiogZnese. En effet,
le traitement de souris obeses par des agents anti-angiogZniques induit urtemZduc
significative de la masse adipeuse en lien avec la diminution d&stalarisation du tissu
(Rupnicket al, 2002). La nZovascularisation appara’t donc comme un processus crucial pour
IOadipogenese et |OexpansioMAILEN effet, les vaisseaux permettent un apport dOoxygene, de
nutriments, dOhormones, de cellules immunitaires ainsi que de cellules si¥riviées de la
moelle osseuse permettant un remodelage tissulaire adaptZ aux condititiosnmeites et
hormonales (pour revue Cao, 2007).

Cellules immunitaires

La prZsence de cellules immunitaires dans le TA est connue demsnbecuses annZes.
Les cellules immunitaires reprZsentent une large proportion de la frantiorastasculaire du
TA de sujets sains, leur nombre pouvant varier en fonction de la localisatisau(Btbrnstein
et al, 2000). Des anomalies quantitatives et qualitatives de ces cetintesitaires durA ont
ZtZ dZcrites dans les pathologies du tissu adipeux. Il est ainsimaairdi@irement Ztabli quOau
cours de 10obZsitZ, il existe un profond remodelage tissulaire incluant un memaxie la
composition cellulaire. Plus particulisrement, 10obZsitZ se caraguérisene infiltration
macrophagique accrue qui reflste un Ztat chronique dOinflammation de bas grader(\&tis
al., 2003). LOinflammation dUA joue aussi un r™le important dans la physiopathologie de
plusieurs formes de lipodystrophies. Ainsi la lipodystrophie peut sOintZgrer dablean de



maladie systZmique auto-inflammatoire dOorigine gZnZtique (Agaralal2010). Dans les
formes dites C acquises E de lipodystrophies, dQorigine auto-immune ou asegciZes a
antirZtroviraux du virus de I0immunodZficience humaine (VIH), mais aussi démsries
gZnZtiques liZes aux variants du geMNA codant pour les lamines A et C, on peut retrouver
une inflammation durA avec des aspects deown-like structuregstructures en forme de
couronnes) caractZrisZs par une infiltration de macrophages autour des adipacytéstim
(Araujo-Vilar et al, 2012, Savaget al, 2009, Lagathet al, 2007).

Les cellules de IOimmunitZ innZe, comme les neutrophiles ou les mgesppbant
impliquZes dans la premiere rZponse immunitaire non spZcifique miseampetisence dOun
organisme pathogene. Les macrophages rZsidents du TA ont ZtZ les prewiukes
immunitaires observZes dans ce tissu en association avec |Ooteist#rgal al, 2003). Des
Ztudes menZes chez la souris sous rZgime gras, ont montrZ la prZsenceindGdeuxn
populations de macrophages : les macrophages M1 pro-inflammatoires etieglhrages M2
anti-inflammatoires prZsents en plus forte proportion chez les souris non ohxseset al,
2008, Lumenget al, 2007).

Contrairement ~ I0immunitZ innZe, le dZveloppement dOune immunitZ adaptatie vi
dOun (ou plusieurs) antigene(s) dZcoule de la reconnaissance de celui (ceuxjes par
lymphocytes B ou T, dotZs de rZcepteurs spZcialisZs. Cette interactittredatir prolifZration
et leur diffZrenciation en lymphocytes B et T effecteurs. La prZsence de Iyigshdc
rZsidents dans la fraction stroma-vasculair@ A ZtZmise en Zvidence en premier lieu chez
la souris non-obese (Caspar-Baugetl al, 2005). Puis, IOaccumulation de lymphocytes T
associZs ~ des macrophages dans des structures en forme de couronne autquoayéssadi
(crown-like structuresa ZtZ clairement mise en Zvidence dans des modsles dOobZsiidegZnZti

ou induite par un rZgim&\u et al, 2007).

La matrice extracellulaire

La MEC est un composant majeur du stroma du tissu adipeux qui assure |le sipgoiral
et les signaux biochimiques pour maintenir un TA fonctionnel. La MEC interdemd |la
diffZrenciation adipocytaire, au cours de laquelle sa composition et son abosdance
fortement modifiZes. DOune structure riche en fibronectine, sa composition vavévsluge
structure de type lame basale, composZe essentiellement de lacaittégene 1V et dOZlastine
directement liZs ~ des rZcepteurs membranaires tels que les irdZPdsealtZrations de la
MEC duTA ont ZtZ observZes dans I00bZsitZetin2013, Divoux et Clement, 201djais



aussi dans les syndromes lipodystrophiques de diffZrentes Ztiologies (Vé¢edpr2013,
Gandotraet al, 2011a, Bereziagt al, 2011,Janet al, 2004). Des cultures de prZadipocytes
murins, porcins et humains rZalisZes sur diffZrents supports matriciels thtieduwdiffZrences
dOadipogenese selon le type de matrice utilisZ suggZrant le r™Id desentiemposition et

de I0organisation de la MEC dans la diffZrenciation adipocytaire (Hemenrath 2005,
Hausmaret al, 1996, Kuri-Harcuctet al, 1984). Ainsi, IOensemble de ces donnZes souligne
IOimportance du remodelage de la MEC durant IQadipogenese. Gr%.ce ~ un remodelag:
dynamique par les mZtalloprotZinases matricielles (MMP), les termiende cytosquelette
sont modifiZes en cas dOobZsitZ &, 2013). Certains patients atteints dOune forme rare
de lipodystrophie gZnZtique associZe "~ un variant dulgvid¢A prZsentent une augmentation
sZrique de la MMP9 et une diminution de MMP3 qui pourrait jouer un r™le daakdbem
(Lombardiet al, 2008).

Les composants de la MEC sont produits par les adipocytes, les prZadipbdesllules
inflammatoires (Buechleet al, 2015). Les dZrZgulations affectant la synthese de la MEC et
sonturnover peuvent conduire ~ de la fibrose et ~ des dysfonctions du TA. La fibrose est une
IZsion du tissu conjonctif dZfinie par l'augmentation des constituants ifiesikke IaMEC dans
un tissu ou un organe suite ~ un processus rZparatif. Elle est une compospreetérdes
processus inflammatoires mais peut aussi survenir dans d'autres conditlorisgaies
(pathologies vasculaires, mZtaboliques, nutritionnelles, endocriniennes, tumoralksest E
le rZsultat dOun processus physiopathologique complexe et peut dZformer profondZment la
structure du tissu ou de |Oorgane oe elle se dZveloppe et entra’ner des comsZquence
fonctionnelles importantes (Wynn et Ramalingam, 2012).
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Les adipocytes sont des cellules diffZrenciZes qui ne se divisentypas LOadipogenese
estun processus physiologique tres ordonnZ qui aboutit ~ la formation des adipocytes:i Celle
est initiZe durant le dZveloppement embryonnaire et varie selon lessestree IODHomme, le
TA commence ~ se dZvelopper au cours du second trimestre de grossesses@apero’tre
apres la naissance (Poissonredtal, 1983, Poissonnett al, 1984). Les adipocytes sont
renouvelZs tout au long de la vie et sont hautement rZgulZs que ce soibex rotaille et
pour leurs caractZristiques mZtaboliques. TA, contrairement ~ dOautres tissus, see
renouvelle pas rapidement. LOZvaluation de la demi-vie dOun adipocyte au carbusiée14 da
TA dans la population gZnZrale exposZe aux essais nuclZaires atmosphrégues de



montrer quOenviron 10% des adipocytes se renouvellent chaque annZe chez IOHequme quel
soient|O%.gxt I0indice de masse corporelle (IMC) (Spaldihgl, 2008). La rZgZnZration des
adipocytes dZpend des capacitZs de renouvellement dOun pool de progZniteurs aslipocytaire
issus descellules souches mZsenchymateusé8SM) (Rodehefferet al, 2008). Ces
progZniteurs vont achever les Ztapes de diffZrenciation pour former des adipooytes mat
(figure 2). Cette diffZrenciation vers le lignage prZadipocytaire requiert [OamiolormZe

dOun rZseau complexe de molZcules de signalisation produites au sein ddOlf, iseau
complexe de facteurs de transcription et de cofacteurs (Cawghaly 2012, Lefterova et

Lazar, 2009, pour revue Cristancho et Lazar, 2011). Les progZniteurs adipocytaires humains
ont ZtZ identifiZs dans la FSV du TA. Il existe une sous-population diesele la FSV qui a

les caractZristiques de cellules-souches multipotentesefZk2001). Ces cellules expriment

" la fois des genes dOadipocytes blancs et beiges et une densitdacniteehondries (Esteve

et al, 2015).

Lesadipocytes blancs et beiges dZrivenade prZcurseurs mZsodermiquesommuns aux
cellules endothZliales qui exprimeraient les facteurs de IQactinalaimastisse (SMA) et
platelet derived growth factor receptor alpha/b¢RDGFR /8), alors que IQadipocyte brun
dZriverait derZcurseurs myogZniquesjui exprimeraient le facteur de transcriptioyogenic
factor 5 (Myf5) (Carriereet al, 2013, Harms et Seale, 2013). LOadipocyte beige pourrait
provenir soit de cellules matures prZ-existantes non activZes, soit dOumeidifizinde novo
et dOune maturation de prZcurseurs en rZponse " un stimulus extZrieur comme I0axposition
froid, IQactivitZ physique ou la rZponse aux agonistes §-adrZnergiques ou aux thiaankslinedi
(TZD), agonistes dperoxisome proliferator-activated receptor gam(R®ARY) (Vitali et al,
2012,Himms-Hagenet al, 2000).

Par des approches gZnomiques " grande Zchelle et de lignage cétiviamede nombreuses
Ztudes ont montrZ qiesdiffZrents dZp™ts adipeux ont une origine dZveloppementale distincte.
La plupart des adipocytes dZrivent du feuillet embryonnaire mZsodermique, weis ksuir
localisation anatomique, les adipocytes dZrivent dOun sous-compartiment mgsedermi
particulier (somites, plaques latZrales et mZsoderme intermZdiabe)efSeodeheffer, 2019,
pour revue Billon et Dani, 2012). De plus, Billon et coll. ont montrZ que les adipaityTe\
facial proviendraient des cretes neurales dZrivant de I0ectoderme ¢Bilor2007).

Le dZveloppement de lignZes cellulaires pluripotentes ou unipotentes aelargentribuZ

IOidentification et~ la comprZhension des ZvZnements cellulair@Z etifaires impliquZs dans



la formation des adipocytes, i.e. la diffZrenciation adipocytaire ou adipogemesm{i@et al,
1998). Notons que la majoritZ de ces modeles cellulaires sont dOorigine embryimaiiee.

Figure 2 : Origines dZveloppementaleet marqueursdes adipocytes blancs, beiges et bruns
Les cellulesprogZnitrices des adipocytes, appelZes cellules souches mZsenchysii&@esont
issues du mZsodermkes adipocytes bruns possedent des origines commawmes les cellules
musculaires squelettiques et proviennent dOun m&laubipotentexprimant lesmarqueursMyf5,
paired-box 7 Pax?) et engrailed 1En1l). Les rZgulateurs coactivateuPAR% PR domaircontaining
16 (PRDM16) etla protZine morphogZnZtique osseuse 7 (BM@fmnettent IQorientatiode la
diffZrenciation en adipocyte brun et limitentlleeen myoblasteLes adipocytes blancs et beiges
proviennent de prZcurseurs nOexpnmantMyﬂS Les adipocytes beiges expriment des marqueurs
spZcifiques tels que CD137, la protZine transmembranaimesfitambrane protein 26 (TMEM26)l&t
protZineCbp/mB00 interacting transactivator with Glu/Asp rich carbebeyminal domain {CITED1).
lls sont activables par certains stimuli dont IQeitjpmsau froid, I@xercice physique, keaitement par
les agonistes§-adrZnergiques et lethiazolidinedions (TZD). Peroxisome proliferatoractivated
receptor gamma coactivatdl (PGG1!) est essentiel pour la diffZrenciation en adipodyten.
LOexpression dOUCRihqoupling protein Lest spZcifique des adipocytes thermogZnigD&sapres
Ghaben et Scherer, 2018eda et al., 2018Harms et Seale, 2018 Cristancho et Lazar, 2011
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Tous les eucaryotes de la levure ~ IOHomme sont capables de stoas@pdes sous la
forme de gouttelettes lipidiques, mais seuls les VertZbrZs possedemidis spZcialisZes,
les adipocytes (Ottaviaet al, 2011).
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De nombreuses Ztudes ont montrZ que le TA blanc est dotZ de diffZrentesSoRctieffet,
il est maintenant bien connu gae tissuest non seulement capable de percevoir des signaux
hormonaux et nerveux mais aussi quOil sZcrete de nombreuses molZcules, agipekiess.
Ces dernieres peuvent agir aux niveaux local et systZmique et rZgulent notammpese
alimentaire et la rZponse " IOinsuline. Le TA blanc apparait alorsie un vZritable acteur de
la rZgulation du mZtabolisme ZnergZtique.

Localisation du tissu adipeux blanc

On distingue au moins deux types B& blanc chez les Mammiferes : lissu adipeux
viscZral regroupant les dZp™ts adipeux localisZs autour des organes de la cavitZ alsdominal
le tissu adipeux sous-cutanZregroupant les dZp™ts adipeux situZs sous la peau. On trouve
Zgalement des dZp™ts adipeux dans la moelle osseuse et au niveau QérezidO&lomme,
le TA viscZral comprend les dZp™ts entourant le pZricarde et les organes intra-abdomina
(mZsentZrique et omental principalement, gonadique et rZtropZritonZal dans ngre moi
mesure) (Sheat al, 2003). Ils sont impliquZs dans toutes les activitZs mZtaboliques@Zass
aux comorbiditZs cardio-mZtaboliques. Les dZp™ts sous-cutanZs sont quatitoueids e
niveau cr%onial, facial, abdominal, fZmoral et glutZal. lls jouent un r™wgoeaOisolation
thermique et de rZserve ZnergZtique (Alexaedal, 2015,Kaszaet al, 2014) (figure 3).

10



Figure 3: L ocalisation des tissusadipeux blancs chezNIOHomme (qdaptZ 8ehoettlet al, 201§
RZpartition anatomique des tissusgalix blancs chez [Okime. Les dZp™ts adipeux-smiianZs sont
indiguZs en vert et les dZp™ts adipeux viscZraux en violet.

Le TA blanc reprZsente 10 ~ 20% du poids chez IOhomme adulte et 20 ~ 35% chezela femm
adulte. Les femmes ont une adipositZ supZrieure ~ celle des homnmss Des hommes ont
une adipositZ plut™t centrale (TA viscZral et sous-cutanZ) dite androefierme ele pomme
concernant le haut du corps, alors que les femmes dZveloppent une adipositZipH&faesnt
dans la zone glutZo-fZmorale du bas du corps (TA sous-cutanZ) dite gynosde ou en forme de
poire (Geer et Shen, 2009) (figure 4). Les facteurs qui gouvernent ce dimorphisme sexuel ne
sont pas tres clairs. Plusieurs Ztudes ont montrZ que ces deux rZpatomsaisses
confZraient un risque cardio-mZtabolique diffZrent. Une rZpartition gynosde du Bacesf a
" des effets mZtaboliques bZnZfiques et cardio-protecteurs contrairementZpaltition
androede. Les adipocytes du TA viscZral sont mZtaboliquement plus actifserdiles ~ la
lipolyse adipocytaire et rZsistant ~ IQinsuline que ceux du TA glutZo-fZiEA viscZral

sOexpand plus volontiers par hypertrophie que par hyperplasie adipocytaire. Il est plus
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susceptible 1dnflammation chronique étla fibrose que le TA sous-cutanZ (Kagtral, 2019,
Vishvanath et Gupta, 2019, Marcekn al, 2019, Karpe et Pinnick, 2015, Ibrahim, 2010,
Wajchenberg, 2000, Vague, 1956).

3 Figure 4 : Dimorphi sme sexuel de la localisation du tissu adipeux blanc
RZpartition anatomique des tissus adipeux blancg héemme de type gyno-de ou en forme de poire
(A) et IOhomme de type emrdle ou en forme de pomme (B).

Le tissu adipeux viscZral

Le TA viscZral ne reprZsente que 5~ 20% du tissu adipeux total. Il nOest pasde lie
stockage privilZgiZ et sa capacitZ de prolifZration semble faible, cemizat au tissu sous-
cutanZ. Sa morphologie, plus irrZgulisre, est moins bien organisZe que cefisudsous-
cutanZ, mais son innervation et sa vascularisation sont plus importantesgji Il est en outre
le sisge dOune lipolyse intense, avec un renouvellement tres rapide degeasdpsOil stocke.
Les adipocytes viscZraux sont plus rZsistants ~ IOaction anti-lipolggi@insuline. Leurs
faibles rZserves ZnergZtiques sont utilisZes dans les situatiomesdensftabolique aigu,
lorsquOune disponibilitZ immZdiate dOZnergie est nZcessaire. La lipbdysesddral conduit
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" la production dOacides gras libres drainZs par la veine porte qui vont dinéetesneaptZs
par le foie, favorisant le stockage hZpatique des lipides et contribuasidtance ~ IOinsuline.

Le tissu adipeux sous-cutanZ

Le TA sous-cutanZ (TAS@4 organisZ en lobules rZguliers et mZtaboliquement plus stables
que le viscZral. Les adipocytes sous-cutanZs peuvent otre de taillari®s reflZtant la tres
grande plasticitZ de ce tissu. Leur grande capacitZ de stockage de gpaissorme de
triglycZrides va permettre ~ IOorganisme de gZrer les surplus ZnergZtiqaest @lpt2017,
Vasanet al, 2018, Ibrahim, 2010).

En cas de balance ZnergZtique positive, le TASC grossit par hypertrophiepdegtasli
matures (Cinti, 2005). Dans un deuxisme temps, par un phZnomene de causelé a#sC
sOaccro’t en augmentant le nombre dOadipocytes : on parle alors dOhypetplespmdzt”
sOZtendre pourrait aller jusqu®” atteindre une taille critique qui seradijnauem partie,
gZnZtiguement dZterminZe et spZcifique de chaque dZpAMivigue et Vidal-Puig, 2010).
Lesadipocytes ayant acquis leur taille maximale devraient ensuite awgraamombre gr¥%oce

aurecrutement de progZniteurs.

Une plus grande capacitZ de stockagd@Asous-cutanZ pourrait avoir un effet prZventif et
limiter IOaccumulation de graisse viscZrale. Ainsi, des expZriermasiif@entation contr™|Ze
chez IOHomme ont montrZ quOune capacitZ dOexpansion lifitZewstcutanZ favorisait le
dZveloppement de la masseTo viscZral (Alligieret al, 2013) tandis que le dZveloppement
hyperplasique du TA sous-cutanZ glutZo-fZmoral a ZtZ montrZ protecteur de
IOinsulino-rZsistance et du stockage ectopique des lipides (Karpe &k, 2i0h6). Une Ztude
a montrZ que IOhyperplasie est prZsente de maniere prZdominante dans la graissmgeys
alors que IOhypertrophie des cellules est plut™t observZe dans les tisstsnstsist viscZraux
(Droletet al, 2008).

Enfin, au sein meme du TASC abdominal, on distingue deux territoires, le TAS@isigbe
et le TASC profond selon leur localisation par rapport ~ IQaponZvrose (figure 5). Les
progZniteurs adipocytaires de la FSV du TASC superficiel sont plus serssitslestimuli
pro-adipogZniques permettant la diffZrenciation de nouveaux adipocytes que cele&Qu T
profond (Walkeret al, 2008). Ces donnZes suggerent que les origines dZveloppementales
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distinctes des cellules progZnitrices des diffZrents dZp™ts se trgshuisées propriZtZs

fonctionnelles diffZrentes.

Figure 5: Localisation des tissus adipeublancssouscutanZs et viscZraux chez IOHomme selon
un axe dorseventral (adaptZ deLuong et al, 2019

Morphologie de IOadipocyte blanc

Les adipocytes dTA blanc sont caractZrs£hez IOHomme par uracuole lipidique
unique volumineuse composZes tglyc Zrides (TG), qui occupe la totalitZ du cytoplasme
repoussant ainsi le noyau et les mitochondries en faible quanpZtiphZrie (figure 6). Leur
taille peut varier dans des proportions spectaculaires en fonction des cormhiisimdogiques
et physiopathologiques. Le diametre moyen dOun adipocyte varie entre 70 et 100 pm et peut

atteindre des valeurs supZrieures ~ 200 um chez le sujet obese.
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Figure 6 : Morphologie dOun adipocyte du tissu adipeux blanc (@presGiralt et Villarroya,
2013
La eriIipingest prZsente " la surface de la gouttelette lipidicfee: son interaction ave€GI-58 (co-
activateur dATGL (adipose triglyceride lipage elle protege de la @gradation des TG par les lipases
cytosoliquesPLIN1: pZrilipine-1, CGF58 : comparative gene identification 58G: triglycZride

Longtemps considZrZes comme des dZp™ts intracytoplasmiques inerteszappamasskes
cellules suivant diverses conditionss gouttelettes lipidiques(GL) constituent un rZservoir
intracellulaire de lipides. Les adipocytes sont le seul type ceéudaiZcifiquement adaptZ au
stockage des lipides sans que ceux-ci ne soient toxiques et ne comproi@atiégritZ
fonctionnelle de la cellule.d.GL, vZritable organite cellulaire, est formZe dOune monocouche
composZe de phospholipides entourant un clur de lipides neutres principalement co@posZ
TG et dOester de cholestZrol et revetue de protZines appartenanmiliéadas perilipins
(PLIN) (Bartzet al, 2007).

Au dZbut des annZes 1990, la premiere protZine associZe spZcifiquemess goettelettes
de lysats dOadipocytes de rongeurs fut dZcouverte par I0Zquipe de Londos (®texnberg
1991), et appelZeZrilipine. Elle rZalise une fonction primordiale en protZgeant le contenu des
gouttelettes dOune dZgradation par les lipases intracytoplasmiques gr¥ticeliem paon
interaction avec la protZine CGIl-5®parative gene identification peranseyet al, 2004)
(figure 6). Ainsi les souris invalidZes pour le gene de la pZrilipine sont sigta@ontrent un
stockage de lipides limitZ dZ " une lipolyse basale excessive (Tatsal, 2001). Chez
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IOHomme, des variants hZtZrozygotes du &Nl dZcalant le cadre de lecture sont
responsables dOune forme de lipodystrophie familiale partielle dans laqugdiattédette
lipidique nOest plus protZgZe de la lipolyse adipocytaire ~ 10Ztatdvasabl] 2019, Gandotra

et al, 2011a, Gandotrat al, 2011b). La famille des pZrilipines comprend PLIN1, IDADRP
(adipocyte differentiation related protgiou IOadipophiline ou PLIN2, TIP4ai( interacting
protein) ou PLIN3, PLIN4 et Oxpatperilipin 5 ou PLIN5S (Sztalryd et Brasaemle, 2017).

R™les mZtaboliques du tissu adipeux blanc

Le TA occupe une place centrale dans la rZgulation de la balance ZnergZtidfigelataon
du mZtabolisme dZpend essentiellement des demandes ZnergZtiques derl@drgestjaéda
balance ZnergZtique est positive (apres un repas), |Oexces de lipides etjucidies
alimentaires est stockZ dans IOorganisme sous forme de TG d@ansEle cas de balance
ZnergZtique nZgative (jezne, exercice physique ou froid par exemple), les TG sont Aydrolys
au cours de la lipolyse adipocytaire et les acides gras sont libZr4a daoslation sanguine
afin dOstre utilisZs comme substrat ZnergZtique par les musclegiggas)ée ciur, le cortex
rZnal et le foie. Pour cel@dadipocytes possedent toute la machinerie enzymatique nZcessaire
austockage des lipides et ~ la mobilisation de ces lipides (Fonskrézgt al, 2007). De par
sa morphologie, vacuole lipidique unique qui occupe tres largement le volumeaice]llh
surface de la GL est ™ proximitZ directe du rZticulum endoplasmique (BE&)amitochondrie
o les TG sont estZrifisou hydrolysZs. Cette rZgulation stockage-mobilisation des rZserves se
rZalise sous le contr™|e de signaux nutritionnels (Ztat nourri ou ~ jeun) et hor(imsdine
et catZcholamines principalement) auxquels les adipocytes sont capahbigpondre tres
rapidement.

SensibilitZ ~ IOinsuline du tissu adipeux

Au niveau cellulaire, les effets de IQinsuline dZcoulent de la fixatioifique de IOhormone
" son rZcepteur. Le rZcepteur de IOinsuline (RI), de type tyrosine kinase, et paptioutes
les cellules de IQorganisme, mais surtout dans les trois tisessneédeurs que sont le foie, le
muscle et IeTA. Le RI appartient ~ la famille des rZcepteurs de facteur de croisgance
possedent une activitZ tyrosine kinase dans leur domaine intracellulaireisdéormes du RI
existent, une forme longue (RI-B) et une forme courte (RI-A). LOexpression des deux isoformes
differe selon les tissus. LOisoforme B serait dDavantage impliquZe déesslesZaboliques
de IOinsuline tandis que IOisoforme A serait responsable des effets froditAetiit exprimZe
spZcifiquement dans certaines tumeurs malignes chez IOHomme (Beraib8019).
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Le RI est formZ de deux sous-unitZsextracellulaires reliZes ~ deux sous-unitZs §
transmembranaires. Chaque sous-uhitpossede un domaine de liaison " IQinsuline. Le
domaine intracellulaire de la sous-unitZ § contient un domaine catalyiqtyge tyrosine
kinase assurant la liaison et la phosphorylation des substratsfRin(receptor substradu
RI (Jensen et De Meyts, 2009). MalgrZ une structure similaire ~ celle epteric de I0IGF-1
(insulin growth factor }, 10affinitZ de IOIGF-1 pour le RI est 100 ~ 1000 fois plus faible (Kido
etd., 2001).

La fixation de 1Qinsuline aux sous-unltdaduit un changement de conformation du RI et un
rapprochement des sous-unitZs §. Dans cette configuration sOopsre une autophosphorylation de
tyrosines et IOactivation (par phosphorylation) des IRS. LOactivation des IRS entitage
dOautres protZines impliquZes dans les deux principales voies de lasamaks|Oinsuline
(figure 7). Il sOagit de la voie mZtabolique mZdiZe par la pi@isghatidyl-inositol 3-kinaje
et de la voie de prolifZration - diffZrenciation via les MARKt¢gen-activated protein kinase
dont ERK1/2 éxtracellular signal-regulated kinage

La voie PI3K est le relai majeur des actions mZtaboliques de I@éndi@activation de
Akt/PKB (protZine kinase B) par PI3K induit la translocation ~ la membraneadspbrteur
glucose transporter type @sLUT4), la synthese de glycogene ou encore la lipogenese. Akt
rZgule nZgativement la nZoglucogenese, inhibe la lipolyse adipocytaire pevdaction

hZpatique de glucose.

La voie des MAPK permet IOexpression de genes impliquZs dans la prolifZediilaire et
diffZrenciation adipocytaire via la translocation nuclZaire de ERK1 et ERK2Zes
(phosphorylZes).

17






synthetasg pour servir ~ la synthese des TG. Quatre rZactions vont alors se sucoZder e
associant une molZcule diycZrol-3-P (G3P), qui provient du mZtabolisme du glucose dans
IOadipocyte, frois molZcules dOacides gramur donner une molZcule tigglycZride. La
premisre Ztape entra’ne une estZrification du G3P en acide lysophosphatifié)epar
|Oaction de [&GPAT (glycerol-3-phosphate acyl transferdsprZsente au niveau de la
membrane mitochondriale et dans le RE (selon son isofot@&BEPAT (1-acylglycerol-3-
phosphate acyltransferaseatalyse ensuite |QestZrification du LPA en acide phosphatidique,
qui est dZphosphorylZ par la PAPhdgsphatidic acid phosphatgseour former un
diacylglycZrol (DAG). Enfin, le troisisme acyl-CoA est ajoutZ par la DQ@dikcylglycZrol
acyl-transfZrase), essentiellement retrouvZe dans le RE, pour former une nié¢ZEGle
(figure 8).

La deuxieme voie correspond " la capture de3L issus de IQalimentation. En effet, T€s
alimentaires sont transportZs dans le sang et circulent sous formexifipoprotZines, en
particuliers leschylomicrons, en provenance de IOintestin, etM&®L (very low density
lipoproteir), en provenance du foie. Sous IOaction dOune lipase localisZe au niveau de
IGendothZlium vasculaire du tissu adipeuxPla (lipoprot4ne lipase), IOhydrolyse des TG des
lipoprotZines libere dedGL (Beigneuxet al, 2007). lls sont transportZs dans les adipocytes
Soit passivement soit par des transporteurs tels que CD36 et fadfyR¢id transport protein
CesAGL, tout dDabord complexZa fatty acid binding protein 4FABP4 ouaP2), sont ensuite
activZs en acyl-CoA par IOACSL pour servir ~ la synthese des TG par estidrifi du
glycZrol-3P synthZtisZ ~ partir du glucose, comme dZcrit ci-dessous (figure 8).
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Figure 8: ReprZsentation schZmatique de la voie d& lipogenese et de la synthese de
triglycZrides
Les sources dDacides gliases (AGL)pour la synthese des triglycZrides dans IOadipocyteaénties
acides gras de IQalimentation et ceux synthZtisZs par la lipogenssedtans\tOadipocyte (et léefo
Les AGLissus de IOhydrolyse des triglycZrides portZs par les lippmstZrculantegpeuvent entrer
dans |IQadipocytepar les transporteurs FATP. En prZsence de glucose, |Qinsetitra’ne la
translocation de GLUT4 du cytosol ~ la membragriasmiqe adipocytaireLOaugmentation du flux de
glucose conduit via la glycolyse et le cycle de Krebs ~ une productigiirdée, qui est utilisZ pour la
synthese dOacide gras dans le cytosol. La synthese decESsit |IQestZrification de trois AGL " une
molZule de glycZreBP. Les TG sont synthZtisdansRE puis stockZslans laGL. CL : citrate lyase,
ACC : acetylCoA carboxylase, FAS : fatty acid synthase, AC®ng chain fatty acylCoA ligase
GPAT : glycerol3-P acyl transferase, AGPAT :-dcylglycerot3-phosphate acyltransferase,
PAP: phosphatidic acid phosphatgd$2GAT : diacylglycerol acyltransferasAGL : acides gras libres,
LPA : acide lysophosphatidique, PA : acide phagjtique, DAG : diacylglycZroITG : triglycZride,
VLDL : very low densityflipoprotein, LPL : lipoprotein lipaseGLUT4 : transporteur du glucose
FATP : fatty acid transport protejrCK: cycle de Krebs

LOinsuline est un rZgulateur majeur de cette fonction de stockage desittegy&fle active
la synthese de la LPL adipocytaire, enzyme limitante de cette @osa, translocation ~ la face
interne des capillaires sanguins (McTereal, 2002). A IOZtat nourri, le fort taux dOinsuline
circulante stimule Zgalement la translocation ~ la membrane mlasndu transporteur de
glucose majoritaire de IQadipocyte GLUT4 (Bryahtal, 2002) ainsi que la glycolyse,
permettant de fournir le glycZrol-3P. Enfin IQinsuline stimule fortement la ligegEnnovo
en augmentant IQactivitZ et IOexpression de la citrate lyase, d€acaitboxylase, enzyme
clZ de la lipogZnese, et de la synthese des acidesEAS) (Park et Kim, 1993).
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La lipolyse adipocytaire

La lipolyse adipocytaire correspond ~ une rZactiimydrolyse destriglycZrides de la
gouttelette lipidique. Celle-ci conduit ~ la libZration dans le sang dOungepadides gras
libres, substrats ZnergZtiques de la majoritZ des tissus de IOorganisme etudemoesu, et
dOautre part dylycZrol, captZ par le foie qui IQutilise comme substrat de la nZoglucogienese
besoin. Ce mZcanisme est mis en jeu durant les pZriodes de jeZne oucdQuxesicjue et
fournit de IOZnergie aux tissus comme le foie, le muscle squelettigakir. La lipolyse, qui
rZduit la taille de la gouttelette lipidique, met en jeu suceessint 3 lipases et leurs rZgulateurs
respectifs (Zechner, 2015) la triglycZride lipase adipocytaire (ATGL), la lipase
hormono-sensible (LHS) et la monoglycZride lipase (MGL) (Zechner et al, 2009,
Zimmermanret al, 2004) (figure 9).

La surface de la gouttelette lipidique contient des protZines structetatkss enzymes
mZtaboliques spZcifiques "~ I0adipocyte qui rZpondent " la lipolyse sous IGifDeammones
en augmentant IOexpression et le recrutement de protZines additionnelles yEmuisa
lipolyse (Brasaemleet al, 2004). LOactivitZ lipolytique est positivement rZgulZe par les
catZcholamines(adrZnaline et noradrZnaline) et certains agents pharmacologiques comme
|OisoprotZrZnol et la forskoline. Au niveau de IOadipocyte, leur liaison aux rZcepteurs
§-adrZnergiques (§8-AR) couplZs " des protZines G stimule la production dOAMPc rfadZnosi
monophosphate cyclique) par IOAC (adZnylate cyclase) ~ partir de IOATP (adZnosine
triphosphate). LOAMPCc active les enzymes lipolytigiget stimulation de la protZine kinase
dZpendante de IDAMPc ou PKA (protZine kinase A) qui joue un r™le cruciatdguisimn
de la lipolyse (Zechnest al, 2005). En particulier, la phosphorylation de la pZrilipine-1, situZe
sur la paroi de la GL, joue un r™le central dans la rZgulation de IOhydrolgs& detes de
TG (Takahashet al, 2013,Dalenet al, 2004).

A |Gtatbasal, la lipolyse est inhibZe par IQinsuline et par PLIN1 liZe-5&® co-activateur
de IOATGL. Suite " la stimulation §-adrZnergique, IOAMPc active la BKi#e derniere
phosphoryle PLIN1, ce qui induit la libZration de CGI-58 et IQactivation dOATE& dyiplace
" la surface de la gouttelette lipidique pour hydrolyser le premier acided§rane molZcule de
TG. En parallsle, la PKA phosphoryle la LHS qui se lie ~ PLIN1 et hydrolgsdiglycZride
rZsultant en acide gras et monoglycZride. Ce dernier est hydrolysZ par la M@hzyeuie
troisime acide gras et la molZcule de glycZrol. Les acides grastibifiés (appelZs acides
gras libres) et le glycZrol sont libZrZs par voie sanguini@isZs par les tissus pZriphZriques.
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Figure 9 : ReprZsentation schZmatique de la voie de la lipolyg#@pres Rutkowski et al, 2015
Lors de la lipolys, les TG sont hydrolysZs, produisdes acidegras libres (AGL)Par la signalisation
$-AR, la PKA phosphoryle LHS et PLIN1, provoquant la &ign de CGI58. ATGL se dZplace " la
surface de la gouttelette lipidique pour hydrolyser lenpier AG dOune molZcule de triglycZride. LHS
phosphorylZe sédl~ PLIN1 et hydrolyse le diglycZridermant unmonoglycZridelui-meme hydrolysZ
par la MGL produisant le troisisme AG et une molZcule de glycZes.AGL sont prZfZrentiellement
exportZs vers le foie, le muscle et le clTG : triglycZrides, AGL: acide gras libre, PKA protZine
kinase A, LHS: lipase hormonesensible, PLIN1: pZrilipine-l, CGF58 : comparative gene
identification 58 ATGL: adipose triglyceride lipase, MGLmonoglyceride lipase.

DQOautres facteurs ont un effet lipolytique puissant comme le peptide ngtreuraitial
(ANP), sZcrZtZ par les myocytes des oreillettes du ciur lors de leensish au cours dOun
exercice physique (Morigngt al, 2016). De fason similaire aux catZcholamines, la liaison
son rZcepteulPR-A (isoforme A du rZcepteur au peptide natriurZtique) induit une ZIZvation
de guanosine monophosphate cycliq@MPJ qui active une protZine kinase GMPc
dZpendante (Moret al, 2005), la PKG, impliquZe dans la phosphorylation de la pZrilipine-1,
qui active Zgalement la LHS (Sengegeal, 2003).

A IQinverse, en condition post-prandiale, IOinsuline stimule 1QactivitZ phosfrasdiestqui
conduit ~ une diminution de IOAMPc intracellulaire, transformZ en AMRyre inhibition de
la lipolyse. Aussi, 10induction de IOexpression de NPR-C (isoforme C de NPR) favorise
clairance de IOANP et joue un r™le anti-lipolytique. Le neuropeptide ¥ gearkét systeme
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nerveux central ou encore les prostaglandines constituent Zgalement des facteurs

anti-lipolytiques (Morignyet al, 2016).

La rZ-estZrification des acides gras libres

On sOattend " ce que trois molZcules dOacide gras soient libZrZes geule mealZcule de
glycZrol, ce qui nOest jamais le cas. Le rapport acide gras/glycZibekbIoujours infZrieur
" trois (Forestet al, 2003, Ballarcet al, 1967). Les acides gras provenant de la lipolyse sont
en effet en partie rZ-estZrifiZs (30-70%) ou oxydZs lors de la §-oxydation dansHhamaitiec
La rZ-estZrification joue un r™le extrsmement important pour limiter la dediacides gras
libres de la cellule, alors que le glycZrol est libZrZ en grande pagti@rdcessus de
rZ-estZrification nZcessite la synthesenovode glycZrol-3-phosphate (G3P). La principale
source de G3P en pZriode de jeZne se fait ~ partir de substrats non gludjoygueste, acides
aminZs, lactateyia une voie physiologique appelZe la glycZronZogenese (Beale 2003,
Nye et al, 2008). LOenzyme clZ est la phosphoZnolpyruvate carboxykinase cytosolique
(PEPCK-C)Lesacides gras issus de la lipolyse peuvent atr&soxydZs dans la mitochondrie
(figure 10). La voie de la §-oxydation des acides gras nOest pas tres acties daligdcytes
blancs car les mitochondries y sont peu abondantes, contrairement ~ ce ahsees? dans
IOadipocyte brun qui utilise la §-oxydation mitochondriale des acides gras pountaytrese.
Cette oxydation contribue Zgalement "~ limiter la sortie des acidesignada circulation dans

certaines conditions.

Figure 10: MZtabolisme en pZriode de jezne dans I(?adipocyte
La lipolyse permet IOhydrolyse des triglycZr{d&3) pour former du glycZrol et des acides gras (AG).
Le glycZrol rejoint le sang pason transporteuraquaporin? (AQP7) et les AG empruntetg
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transporteur fatty acidranslocase CD36 (FAT CD36). La libZration des AG par laljipe est finement
rZgulZe par la voide la rZestZrification et potentiellemepar leur $-oxydationdans la mitochondrie
qui limitent la sortie des AGLe processusle rZestZrification nZcessite lgynthese de novoed
glycZrol3P (G3P). La principale source de G3P en pZriode de jeZzne se fadrfir de substratsion
glucidiques (pyruvate, acides aminZs, lactate) via une voie physiologiqu&epaglycZronZogenese
dont I®enzyme clZ est la phosphoZnolpyruvate carboxykinase cytosoliquE-B®EPC

C@"*(&))6*-582"67*/$6' *

Le TA brun, uniquement prZsent chez les mammiferes, est tres dZveloppZ cheavieau-
nZs et les mammiferes hibernants. Chez les mammiferes de grandectaiime IOHommie,
volume de ce tissu diminue avec I0%oge. Sa fonction principalthesnhtzgenesedite non
frissonnante par opposition ~ la thermogenese avec frisson produite par le muscle. Cette
fonction thermogZnique protege de IOhypothermie et pourrait jouer un r™le pour limitéZ IOobZsi
(Cannon et Nedergaard, 2004). Longtemps considZrZ comme absent chez IOHomree adulte,
dZveloppement de nouvelles techniques dOimagerie fonctionnelle au cours de20@onZes
permis de mettre en Zvidence la prZsence de dZp™#s dhermogZnique fonctionnels
(Nedergaarcet al, 2007). Le volume et IQactivitZ du TA brun chez IOHomme, ZvaluZes dans
plusieurs Ztudes, sont inversement corrZlZs ~ IOIMC et dZcroissent av€Cyii¥ssge al,
2009,Saitoet al, 2009, van Marken Lichtenbedt al, 2009).

Localisation du tissu adipeux brun

Chez IOHomme, il a ZtZ longtemps considZrZ Géebeun prZsent chez le nouveau-nZ (dans
la rZgion interscapulaire, supra- et pZri-rZnale) rZgressait totalement agesscietZtait
donc inexistant ~ 10%.ge adulte. LOobservation des images obtenues par RETogcaphie
par Zmission de positons) suite ~ IQinjection dOun analogue non-hydrolysable du glucose le
18F_.FDG (fluorodZsoxyglucose) et apres exposition au froid a permis de visualigéOaiuieilte
des zones dOactivitZ mZtabolique ZlevZe correspondahf”tdun fonctionnel. Le dZp™t le
plus important est situZ en supra-claviculaire tandis que les autres s@p™epartis dans
plusieurs zones : para-vertZbrale, cervicale, axillaire et autour de plusieumssaiega que le
clur, les reins, ou encore le pancrZas (Cypetsal, 2009, van Marken Lichtenbedt al, 2009,
Virtanenet al, 2009, Nedergaaret al, 2007) (figure 11).
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Figure 11: Localisation du tissu adipeux brun chez I(N)horrjme (adaprﬂé Schoettlet al, 2018
RZpartition anatomique du tissu adipeuxiichez le nouveanZ (A) et IOHomme (B)

Morphologie de IOadipocyte brun

Les adipocytes dWA brun ont un diametre compris entre 25 et 50 um. Ce sont des cellules
multiloculaires qui contiennent plusieurs GL au sein desquelles se dZdaulipotyseet |a
lipogenese. A [OintZrieur du cytoplasme, on retrouve Zgalement de tres nombreuses
mitochondries striZes qui doivent leur forme aux multiples repliements deniubrane
interne (figure 12). Cette morphologie mitochondriale est © mettre en lienlasdortes
capacitZs de respiration et dOoxydation des substrats ZnergZtiques sZjsessaddactivitZ
thermogZnique du tissu. Elle est Zgalement responsable de la couleur bretZeistaae du

tissu. La vascularisation et IQinnervation des adipocytes bruns sont importantes.
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Figure 12 : Morphologie dOun adipocyte du tissu adipeux brun (df¥ss Giralt et Villarroya,
2013

R™le mZtabolique du tissu adipeux brun

La thermogenese obligatoire ou de repos, ~ une tempZrature ambiante de therritthetitra
en absence dOexercice, correspond au mZtabolisme de base et ~ un ensefabl®me
mZtaboliques libZrant de la chaleur et permettant le maintiertetaparature de IOorganisme
aux environs de 37iC. En dehors de ces conditions, il existe des situationsligadi
induisant unethermogenese dite facultative, rZgulatrice oadaptative, par exemple la
situation de IQexposition au froid (pour un mammifere non hibernant). Dans uneuaetlersit
de la chaleur doit «tre produite. Cefteoduction de chaleur peut se faire par des exercices
musculaires volontaires, par des tremblements involontaires (frissons thernuqueEsjore
par la production chimique de chaleur appéfigemogenese non frissonnantele IOadipocyte

brun.

Le TA brun est richement vascularisZ et innervZ, et les adipocytes bruns ou theymesyZni
sont riches en mitochondries. La thermogenese de IQadipocyte brun peut strepaddize
facteurs endocrines tels les BMPAsofle morphogenetic protginle VEGFA (vascular
endothelial growth factor Ale FGF21{ibroblast growth factor 2)i des myokines (pour revue
Carobbioet al, 2019) ou par un stimulus §-adrZnergique. Chaque adipocyte est en effet innervZ
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par le systeme nerveux sympathique qui permet la rZgulation de son mZtabdlésme
noradrZnaline se fixant sur les rZcepte@#agrZnergiques favorise la lipolyse adipocytaire
permettant de fournir deAGL (Frontini et al, 2013). Ceux-ci sont §-oxydZs dans la
mitochondrie formant de |OacZtyl-CoA qui entre dans le cycle de Krebs-émzsymes rZduits
(NADH et FADH2) produits par le cycle de Krebs sont rZ-oxydZs dans la ceapigatoire
mitochondriale, permettant par couplage chimio-osmotique la production dOZnerga& sous |
forme dOATP ou de chaleuedacides gras issus de la lipolyse adipocytaire sont un substrat
pour la production de chaleur dans IOadipocyte brun. lls permettent en effet IOdagrdentat
|IOexpression de la protZine dZcouplante UGREogpling protein ) aussi appelZe
thermogZnine et spZcifique de IQadipocyte brun (Cannon et Nedergaard, 2004). Dans les
mitochondries, les complexes de la cha’ne respiratoire permettent IOoxydatioredeymes
rZduits issus de IOoxydation des acides gras, gZnZrant ainsi un transpoond®Zieein de

la membrane mitochondriale intere¢un gradient de protons de part et dDautre de la membrane
interne mitochondriale. Ce gradient transmembranaire de protons permet, dansita oeg
cellules, dOapporter I0Zrendicessaire pour gZnZrer de IOATP " partir de IODADP (adZnosine
diphosphate) gr%o.ce ~ I0enzyme transmembranaire ATP synthase. Ce mdearssipiage

entre les oxydo-rZductions de la cha’ne respiratoire et la synthese dOATHes@appe
phosphorylation oxydative. La prZsence de la protZine UCP1 au sein de la ménibraae

de la mitochondrie entra”’ne une fuite de protons vers la matrice mitocho(fdyiale 13), qui
rZalise un dZcouplage entre la respiration mitochondriale (qui est actil&/syrghese dOATP

(qui est inhibZe). LOZnergie libZrZe par la dissipation du gradient de protonsayZazha’ne
respiratoire permet de produire de la chaleur au dZtriment de la production dE2#TeY (
Enerback, 2018, Kuhet al, 2012).
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Figure 13 : Cha’ne respiratoire mitochondriale (CRM) et r™Mle dZcouplant de la protZine UCP1
(dOapresBetz et Enerback, 2018

UCP1permet la production de chaleur en dissipngradient transmembranairde protonsissu du
fonctionnement de leha’ne respiratoirel ~ IV : complexesiOoxydoZductionde laCRM, I: NADH
dZshydrogZnaseél : succinate dZshydrogZnas®,: coenzyme Q, It coenzyme &ytochrome ¢
oxydorZductas&yt c: cytochrome c, IV cytochrome ¢ oxydase,.\ATP synthasd)JCP1 : uncoupling
protein 1, NADH nicotinamide adZnine dinuclZotide rZduit; NADigatinamide adZnine dinuclZotide
oxydZ,FADH2/FAD : flavine adenine dinuclZotideZduit/oxydZ,ATP : adZnosindriphosphate,
ADP : adZnosine diphosphat®j : phosphate in@anique ; H- : proton, MMI : membrane
mitochondriale interne

Il est indispensable pour IQadipocyte brun de maintenir un niveau de TG stogkZspul#
maintenir ce mZtabolisme oxydatif. La rZ-estZrification des AG y pertiContrairement au
TA blanc, qui a une fonction de stockage Tk brun favorise la dZpense ZnergZtique par
production de chaleur lors de la thermogensse adaptative. LOactivation dueSystweux
sympathique en rZponse au froid ou " tout autre stimulus §-adrZnergique induit I@expressi
dOUCP1. En effet, le stimulus §-adrZnergique dZclenche IOaugmentation de IOAMPc dans
cellule qui active la PKA. Cette activation stimirddine |Oexpression dOUCP1 par IOactivation
de PGC-1 (peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivatQr2GC1 se lie
" des facteurs de transcription PPARuU # (peroxisome proliferator activated recepiaat
augmente 10expression des genes de la mitochondriogenese ainsi que des cafeplaxes
cha’ne respiratoire, et dOUCP1 (Peited, 2014, Harms et Seale, 2013). DOautre part, les AG
libZrZs lors de la lipolyse adipocytaire brune sont non seulement des sylostrafoxydation
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mais activent directement la synthese dOUCP1. Outre le systeme nepwepathique, les
hormones thyroediennes (T3, T4), les thiazolidinediones et IOacide rZtinosquegjaleemzt
un r'™le dans IOinduction dOUCP1 (figure 14).

Figure 14 : SchZma gZnZral de la thermogenese adaptative dans lipadyte brun (dOapresPeirce
et al, 2019
$3-AR: rZcepteur$3-adrZnergique, AMPradZnosine monophosphate cyclique, PigfotZine knase
A, TG: triglycZride, AG: acide gras, PGCL : peroxisome proliferator activated receptor gamma
coactivatorl! , UCP1: uncoupling protein 1.

LOimportance dOUCP1 dans la thermogenese a ZtZ dZmontrZe gr%.ce au modsle mur
dOinvalidation dOUCP1, lequel est incapable de maintenir sa tempZratureecof¥g@lors
dOune exposition au froid et prZsente une obZsitZ lorsquOil est maintenutZ tieetraiijue
(Feldmannet al, 2009, Enerbackt al, 1997). Chez IOHomme, I0exposition ad &ar une
longue pZriode (19iC pendant 5~ 8 h et sans frisson) peut activer le TA brun. Li0adlivat
TA brunestcorrZlZe ~ une augmentation de la dZpense ZnergZtique au repos, ~ de meilleures
capacitZs dOutilisation du glucose et ~ une meilleure sensillituline, meme aprisretour
" la thermoneutralitZ (Chondronikokt al, 2014). LOensemble de ces rZsultats indique donc
dOune part IOimportance de la M@idrZnergique et dOUCP1 dans I0activitZ thermogZnique du
TA brun et dOautre part, IOimplication de la thermogenese adaptative dans |&@giemZost

ZnergZtique et la rZgulation du poids corporel.
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Il'y a quelques annZes un nouvel adipocyte ayant des caractZristiquesntigté3adipocyte
blanc et brun a ZtZ mis en Zvidence. Selon les auteurs, on |Qappellesdutipwpyurbrown
in whiteoubeige

Localisation et morphologie du tissu adipeux beige

Alors quOil Ztait autrefois admis que les adipocytes bruns et blancs entulesi sites
anatomiques diffZrents, plusieurs Ztudes ont identifiZ, chez la souris, la @dadpocytes
exprimantUCP1 dans les dZp™ts adipeux blancs sous-cutanZs. Certaines conditions comme
IOexposition au froid ou le traitement par des agonistes §-adrZnergiques ou des
thiazolidinediones, conditionnent le nombre de ces adipocytes (Pett@lic2010, Guerrat
al., 1998, Cousinet al, 1992). Ces adipocytes beiges sont retrouvZs dispersZs au sein
dOadipocytes blancs nOexprimant pas UCP1 (Frontini et Cinti, 2010). lls possedent les
caractZristigues morphologiques des adipocytes brunsm(ltiloculaires, nombreuses
mitochondries) et expriment notamment des marqueurs bruns dont UBRDM16 et
PGC1 , mais uniguement de faeon inductible. Les adipocytes beiges induits paqpasgien
au froid vont exprimer un profil semblable aux adipocytes blancs apres retour ~ la
thermoneutralitZ (Harms et Seale, 2013).

Selon les travaux de Spiegelman et coll. en 2012, ces adipocytes beigedistomuer des
adipocytes bruns/u et al, 2012). Les adipocytes beiges dZriveraient des memes prZcurseurs
que leurs homologues blancs et nOexprimeraient pas Myf5 (figure 2). Le phZnomene de
brunissement nOest pas gZnZral ~ tous les dZp™ts adipeux blancs. Estgffas important
dans IeTA viscZral que dans le TA sous-cutanZ chez IOHomme, soit IOinverspiideste
retrouvZ chez la souris (Bartelt et Heeren, 2014, Zueagh 2017). A ce jour, IQorigine des
adipocytes beiges reste controversZe. Les travaux R Gracbino tendent ~ dZmontrer que
ces adipocytes constitueraient une population cellulaire ~ part entisreeqilifriverait pas des
prZcurseurs mZsenchymateux comme les adipocytes blanc{(laéh2009). Il a Zgalement
ZtZ suggZrZ que les adipocytes beiges pourraient avoir une origine commerdesaalliscles
lisses Long et al, 2014). Les travaux de Cinti et coll., quant ~ eux, tendent ~ dZmontrer quOil
existerait des processus de transdiffZrenciation permettant dans cectaiuions la
conversion dOadipocytes blancs en adipocytes beiges et inversement (Cinti, 28l&R)eht,
certaines Ztudes montrent IOexistence de progZniteurs bipotents capables daidsanee ~

la fois aux adipocytes blancs et aux adipocytes belgesdt al, 2012). LOorigine ou tres
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probablement les origines de ces adipocytes beiges restent encore une soumt®vkrses ~

ce jour.

Potentiel thZrapeutique du tissu adipeux beige

Chez IOhomme adulte, IQactivation mZtabolique ou le recrutement des adipfmytes
potentiel oxydatif reprZsente une perspective thZrapeutique qui suscite un regint dOi
certain depuis la mise en Zvidence de TA brun chez IOHomme maidieuchssters
dOadipocytes beiges inductibles dans le TA blanc. En effet, augmentenedZprgZtique
a depuis toujours ZtZ considZrZ comme une stratZgie de choix pour traitedaldies
mZtaboliques. Appuyant cette idZe, une Ztude a dZmontrZ que des patien{snaisi
prZsentant initialement une faible activitZ du TA brun) exposZs de map#ttive au froid,
augmentent leur activitZ thermogZnique. Ce brunissement de leur TA est Eour#Z
diminution de leur masse adipeuse, une meilleure homZostasie du giugosesensibilitZ °
IOinsuline (Ramagg al, 2016, Cypesst al, 2015, Hansseet al, 2015, Chondronikolat al,
2014, Yoneshir@t al, 2013, Yoneshiret al, 2012, pour revue Emoet al, 2019).
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La dZcouverte de la leptine en 1994 par Friedman et coll. (Ztamg 1994) a permis de
faire passer I&A du rang de simple tissu de stockage " celui de vZritable organe endocrine.
Depuis, de nombreuses autres substances sZcrZtZ&pant&’tZ identifiZes parmi lesquelles
IOadiponectine, les interleukines (IL)-6 et -18, le TN@umor necrosis factor-), MCP-1
(monocyte chemoattractant proteip-1a rZsistine, I0apeline, le FGFJibrpblast growth
factor 21 et la neurorZguline (Nrg)-4 (Scheja et Heeren, 2019, €eak 2016, Sterret al,
2016). Ces protZines sont regroupZes sous le terme gZnZrique dOadipokines etions des act
autocrines-paracrines ou endocrines par voie systZmique (Preenah 2014). Elles
permettent les interactions entreTlA et les autres organes du corps et leurs effets sont dits
C plZeotropes E car ils concernent un large spectre de fonctions physiologiquese®utre
adipokines le TA sZcrete Zgalement des mZdiateurs lipidiques possZdant Zgaleraetibdss
autocrines-paracrines ou endocrines. Certaines adipokines sont synthZtisZesmeanitigiar
les adipocytes ou par les cellules de la FSV et dOautres sont syathiér les deux " la fois
(figure 15).
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Figure 15 : Principales adipokines secrZes par le tissu adipeux
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Premiere adipokine identifiZealeptine (du grec, leptos, mince), produit du g*nEP, est
une protZine de 16 kDa, extremement conservZe chez les vertZbrZs, exprim#n de fa
prZdominante (mais pas exclusive) par les adipocyt@Adsous-cutanZ. Cette cytokine est
exportZe dans le sang, va se fixer ~ son rZcepteur et induire ainsi lioaagliusieurs voies
de signalisation (Jak2/STAT3 aignal transducer and activator of transcription MAPK,
PI3K, AMPK ouAMP-activated protein kinagelLa leptine est produitgroportionnellement
audegrZ dOadipositZhez IOhomme comme chez les rongeurs, la synthese de la leptine est
stimulZe par la suralimentation, IQinsuline et les glucocorticosdes qaedie jezne, KMPc
et les agonistes adrZnergiques inhibent sa synthese (Metwadp 1996, Sliekeet al, 1996).
Les fonctions physiologiques de la leptine sont nombre&#lesexerce des effets centraux au
niveau de IOhypothalamus sur la rZgulation sttil&tZmais aussi pZriphZriques, en particulier
sur lemZtabolisme glucidolipidique en agissant sur les "lots §-pancrZatiquds\ |ée muscle
et le foie (pour revue Scheja et Heeren, 2019, Friedman, 2016). La leptine intégakment
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dans la rZgulation de la sZcrZtion des hormones hypophysaires, surrZnalienness sexieell
IOhormone de croissance (Mantzabal, 2011). Enfin, la leptine est capable de moduler la
rZponse du systeme immunitaire notamment en augmentant la phagocytge®ettdion de
cytokines pro-inflammatoires (Loffreds al, 1998). LOabsence de leptine fonctionnelle ou de
son rZcepteut EPR entra’ne une obZsitZ extreme et les complications associZes, en rapport
avec une hyperphagie majeure, respectivement chez les modesles murins ollimhlbet
(Chenet al, 1996, Zhanget al, 1994). Dans les syndromes lipodystrophiques, la leptinZmie
est diminuZe de fason proportionnelle ~ la sZvZritZ de la lipoatrophiedgfitat en leptine

contribue aux complications de ces maladies (Haqaéd, 2002).

C@9I-5&2,"%(&™ *

LGdiponectineestune protZine de 28 kDa chez IODHomme et 30 kDa chez la souris (Nakano
et al, 1996, Schereet al, 1995, pour revu8cleja et Heeren, 2019, Fang et Judd, 2018, Stern
et al, 2016). Dans le plasma, |Oadiponectine sOassocie en oligomeres (monomeres
dOadiponectine organisZs en une structure plus complexe gr¥%.ce " des ponts disdfiiels)
pour leur liaison " leurs rZcepteurs membranaires (AdipoR1 et AdipoR2, respedtiveme
exprimZs dans le muscle et le foie en majoritZ). Cette forme de hautpmifisulaire est
considZrZe comme la forme biologiquement active. Bien quQelle soit prineiggierduite
etsZcrZtZepar letissu adipeux il a ZtZ montrZ quQelle est faiblement exprimZe dans dOautres
types cellulaires tels que les ostZoblastes (Banak, 2004), les cardiomyocytes (Pineib
al., 2005), le tissu foetal (Caminesal, 2008) ou encore le muscle squelettique (Fiastail,
2014).

Chez IOHomme et en conditions physiologiques, les concentrations circulanpes a€au
sont importantes, de IQordre de 5~ 30 mg/L ce qui reprZsente 0,01% des prothia¢isyss
alors que celles de la leptine ne sont que de 2 ~ 8 pg/L. DOautre pare ponr la leptine, les
taux circulants dOadiponectine rZpondent ~ un dimorphisme sexuel avec des ciomsentrat
sZriques plus ZlevZes chez la femme que chez IOhomme(@h@n03). LOadiponectine est
une hormone insulino-sensibilisatrice en particulier au niveau du foie et du muscle
squelettique. Par |QintermZdiaire de sa principale cible IOAKMMR-gctivated protein
kinase, elle favorise IQutilisation des lipides en augmentant IOoxydation desgpagiau
niveau de ces deux organes, stimule le transport du glucose dans le mubcieng la
nZoglucogenese hZpatique (Tonedsal, 2002, Yamauchét al, 2002). Aussi, IQadiponectine

augmenterait la sZcrZtion de IQinsuline par les cellules § pancrZatiguesditions
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dOhyperglycZmie, toujowia IOactivation de IDAMP&( et al, 2006)et prZviendrait la perte

de masseles "lots pancrZatiquegia un effet anti-lipotoxique Ye et al, 2015). Leseffets
biologiquesbZnZfiquesde IOadiponectine ne sont pas restreints au mZtabolisme. En effet,
IOadiponectine possede des propriZtZs anti-inflammatoires (passant notammesteftets
anti-TNF-! (Ouedraogcet al, 2006), anti-athZrogenes et cardio-protectg@oldsteinet al,

2009)).

La concentration plasmatique en adiponectine est positivement corrldZsensibilitZ
IOinsuline mais inversement proportionnelle ~ la masse grasse (en pataquiasse viscZrale)
(Staigeret al, 2003, Aritaet al, 1999). De manisre intZressante, chez les individus obeses dits
C mZtaboliqguement sains E metabolically heathy obesgMHO), IQadiponectinZmie est
inchangZe (Matsuzawa, 2006) voire augmentZe par rapport aux individus minces {Aguilar
Salinaset al, 2008). LOexpansion prZfZrentiellddusous-cutanZ chez ces individus pourrait
expliquer ce phZnotype. En effet, le dZveloppement de ce dZp™t est assoGsfjlieun
cardiovasculaire moindre notamment gréoce " la sZcrZtion dOadipokines antatoftasiplus
importante avec en chef de file IOadiponectine (Kusmitishi 2016, Wormseet al, 2011).
LOadiponectine circulante est retrouvZe diminuZe dans les syndromes lipodyss@dhigue
et al, 2002).
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LOZtude des fonctions sZcrZtriceF Albrun sOest fait plus tardivement que IOZtude de sa
fonction thermogZnique. Elle met en Zvidence quBAlébrun ne sZcrete quOen tres faibles
quantitZs les adipokines classiquement sZcrZtZesTparlanc. COest le cas par exemple de
la leptine et de IOadiponectine (Cannon et Nedergaard, 2004). Plusieurs substacitiess
sZcrZtZes par les adipocytes brigssdipokinesduTA brun oubatokines, ont ZtZ identifiZes
au cours de ces dernieres annZes (Villarrelyal, 2017, Giraltet al, 2015, Villarroyaet al,

2013). Ces batokines sont impliquZes dans la diffZrenciation et/ou |Oactivatimy#reque
par voie autocrine ou paracrine. COest le cas du f&G&@1 (fibroblast growth factor 2)L

En 2000, Nishimura et coll. ont dZcouvert, chez IDHomme et la souri8¢ le2ibre de la
famille des facteurs de croissance fibroblastiques qui en compte 23 " |Qbtuetke
(Nishimuraet al, 2000). COest une protZine de 23 kDa exprimZe prZfZrentiellementalans le
mais aussi dans le pancrZas, les testicules, IQintestin, laiclrsaauscles squelettiques, le
TA blanc et brun (Petryszalt al, 2016, Fon Tacest al, 2010, Izumiyaet al, 2008, Zhangt
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al., 2008, Wenteet al, 2006). Le FGF21 se lie et active son rZcepteur membranaire de type
tyrosine kinase (FGFR). Chez les Mammiferes, sept isoformes du rZcepteu? aizicrites.
LOactivation du rZcepteur par FGF21 est dZpendante du co-facteur §-Klotho (KLB)sEGF21

lie prZfZrentiellement aux complexes FGFR1c/KLB et FGFR3c/KLB (Suzusl, 2008).
LOactivation de ces complexes conduit ~ des cascades de signaligedizeilulaire dont la
phosphorylation du substrat 2le FGFR qui active ensuite la voie ERKt2 (Fisheret al,

2010). FGF21 prZsente peu dOaffinitZ pour le complexe FGFR4/KLB et nQinduit pas de
phosphorylation de ERK (Yangf al, 2012).

Le FGF21 est considZrZ comme secrZtZ principalement par le foie {\Marka 2014).
NZanmoins, IQactivation du TA brun (par exposition au froid par exemple) conduit ~ une
augmentation de la sZcrZtion de FGF21 par les adipocytes bruns (Chartoetpek211).
FGF21 est exprimZ par l1@# bruns et beiges (Di Franat al, 2016, Hondarest al, 2014)
alors que son expression est nZgligeable dans le TA blanc. Le FGF21 adipbeytaposssde
surtout un r™le endocrine en plus de ses actions autocrines. LOadministratiotod@eidena
FGF21, le LY2405319, a permis dOaméililarglycZmie, le bilan lipidiquet la stZatéZpatite
non alcoolique (NASH) dans des modeles murins dOobZsitZ et dOinsulino-eZsiaterantrZ
des rZsultats encourageants sur la dyslipidZmie mZtabolique (hypertriglyaridZmi
HDL-cholestZrol bagdt la NASHassociZes " I0obZsitZ et au diabete chez IDHomme ¢8truik
al., 2019,Gaichet al, 2013). LOadministration de FGF21 recombinante ~ des modesles murins
de diabete et dOobZsitZ gZnZtique ou induite par un rZgime gras, augmelatelZpesise
ZnergZtique, et diminue la masse adipeuse ainsi que la masse coffosiimet al, 2008,
Kharitonenkovet al, 2005). La production hZpatique de FGF21 est stimulZe par les ligands de
PPAR et par le glucose (Inagakeét al, 2007). FGF21 est impliquZ dans rizgulation
nutritionnelle . 1l stimule la §-oxydation des acides gras et bloque la lipogetesaovo
hZpatique en rZponse au jezne ou sous rZgime cZtonique. NZanmiemdes effets directs
du FGF21 sont controversZs puisque FGFR4, qui est la principale isoforme duurZcepte
exprimZe au niveau hZpatique, nOinduit pas de signalisation cellulaire.

Le FGF21 a des effets systZmiques plZeotropes. Son r™le raidtaleolisme glucido-
lipidique adipocytaire passerait par une augmentation de IQentrZe de glucose par le
transporteur GLUT1 et une augmentation de la lipolyse dans les adipdaey/feSF21 serait
impliquZ dans IQactivation dOadipocytes beiges dans le TA blanc en augG&ttarfERher
et al, 2012). En outre, FGF2drotege dustress oxydantcellulaire chez IOHomme (Zbtial,

2014) et exerce dgsopriZtZsanti-inflammatoires. En effet, dans des macrophages murins

stimulZs par du LPS (lipopolysaccharide), endotoxine bactZrienne, on observe unéogiminut
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de IOexpression des cytokines pro-inflammatoires (TFN-18, IL-6 et IFN#) et une
inactivation de la voie pro-inflammatoire NEB sous I0effet de FGFXu(et al, 2016). Enfin,
plusieurs Ztudes menZes dans des modeles animawnited dans des modeles cellulaires, ont
montrZ que le FGF21 aurait un r&alelio-protecteur vis-"-vis de |OathZrosclZrose, dOune part
gr¥oce ~ ses effets sur le mZtabolisme lipidique, et dOautre part enaigm@nbduction
dOadiponectine parTé (Lin et al, 2015).
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Chez les Mammiferes, le tissu adipeux, comme les muscles ets|egZrive du feuillet
mZsodermique. La formation dOadipocytes matures ~ partir de prZcurseurs mZsemchymat
pluripotents se rZalise en deux ZtapesiZtarmination de ces prZcurseurs en prZadipocytes
puis la diffZrenciation des prZadipocytes en adipocytes aulipogenese (figure 2). Ces
processus cellulaires et molZculaires sont ZtudiZétro gr%.ce ~ des modsles cellulaires
essentiellement murins. NZanmoins, ces Ztudes permettent dOidesitiierete et facteurs
impliquZs (figure 16).
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Les prZcurseurs mZsenchymateux pluripotents peuvent selon IOenvironnement seediffZrenci
en adipocytes, en ostZoblastes, en chondrocytes ou encore en myocytes (Rostehkffer
2008). La dZtermination adipocytaire consiste en une perte de plasticit@lldies souches
qui se transforment en progZniteurs capables de se diffZrencier en adipocgi&grmamation
de ces prZcurseurs vers le lignage adipocytaire fait intervenir diffZrents sigsatacteurs
extracellulaires tels que les membres de la famille des BBibtse (morphogenetic protgin
(Kanget al, 2009), le TGF-§8 (transforming growth factogr(Zamani et Brown, 2011), le FGF1
et FGF2 fibroblast growth factor 1/ (Kakudoet al, 2007, Hutleyet al, 2004) ou encore
|Oactivine A (Zaragost al, 2010). Par ailleurs, de nombreuses Ztudes montrent que les voies
Wnt/§<aZnine et Hedgehog inhibent IQorientation des prZcurseurs mZsenchymateux vers le
lignage adipogZnique au profit de la voie ostZogZnique (Rosen et MacDougald, 2006). Par
contre, la voie de IOIGF-ihgulin-like growth factor-1/ insuline potentialise le recrutement

adipogZniqueHu et al, 2015).
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LOanalyse des marqueurs de surface par cytomZtrie en flux a permis desearace
sous-population de prZcurseurs adipocytaires dans la FSV capable de se différencie
adipocytes de maniere beaucoup plus efficaceitro (Lin-, Scal+, CD34+, CD24+, a7-,
PDGFR +). NZanmoins, ces cellules prZsentent une faible capacitZ adipogZnigaee qui
dZmontre IQimportance du microenvironnement cellulaire dans cette phasendiaticte
(Joeet al, 2010, Rodeheffest al, 2008, Tanget al, 2008).

On considere aujourdOhui que selon le dZp™t adipeux, les adipocytes blancs pegsast stre
de diffZrents progZniteurs, ce qui pourrait expliquer par ailleurs [Oatrophie ou IOexpansion
sZlective de certain§A observZes au cours des lipodystrophies. Par exemple, des Ztudes
menZes chez IOHomme montrent quOil existe des diffZrences dans leesqiilession de
divers genes au cours de la dZterminati®hax2, Enl, Tbx15, Hoxa5, Hoxa8Hoxc9 entre
les prZadipocytes isolZs @A sous-cutanZ et ceux dd viscZral (Yamamotet al, 2010).
De plus, la notion dOhZtZrogZnZitZ des progZniteurs au sein dOun meme dZp™t delipeux es
plus en plus documentZe. En effet, [Oanalyse du transcriptome des celiuS\dapres tri
par cytomZtrie en fluxs{nglecell) a permis de montrer I0existence de diffZrents progZniteurs
dans lesTA de souris (Merricket al, 2019, Burlet al, 2018). En parallsle, le suivi par
fluorescence des lignages de prZadipocytes isolZs de diffZrents tissus adipesigdsouris
confirme la prZsence de diffZrents progZniteurs au sein dOun meme dZp ™t adipeak, (
2019). Chez IOHomme, les rZsultats sont plus contrastZs. Des Ztudes tewierer ‘que
diffZrentes sous-populations de progZniteurs coexisteraient Zgalement d@nslesains et
il semblerait que ces sous-populations prZsentent des caractZristidaiesliqués propres,
notamment au niveau des capacitZs adipogZniques ou encore sZcrZtoiresdivgrraikl9,
Raajendiraret al, 2019,Gaoet al, 2017).

C@**5&EE0$"%&-(&,*-5&2,%>(-&%$"

La diffZrenciation adipocytaire proprement dite ou adipogenese reprZsente lgepdgsa
prZadipocyte (type fibroblastique) ~ IQadipocyte mature. Plusieurs lignZes prZ&dgsocyta
unipotentes (3T3-L1, 3T3-F442A, Ob17, etc.) ont largement aidZ ~ la comprZhension des
mZcanismes cellulaires et molZculaires impliquZs au cours d&femtiiation adipocytaire.

In vitro, IOadipogenese se dZcompose en Zvenements prZcoces et en Zvenenfe ifiaisi
notamment par les diffZrentes sZquences dOexpression de facteurs de tradeotiptdains
sont liZs ~ IOenvironnement, en particulier hormonal et nutritionnel, et agissésiou de

maniere coopZrative.
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Les Zvenements prZcoces concernent le remodelage de la MEC et du dgtesqen
particulier le rZseau dOactine), ce qui provoque IQarrondissement des ceflutisuxCe
processus permettent aux prZadipocytes de rZaliser une Ztape dOexpansiosodisriale,
contr™le de IOIGF-1. A la suite de ces ZvZnements prZcoces, les prZadipucyi¢s
C engagZs dans la diffZrenciation adipocytaire E. En anglais, on parle ermorenitenent

des prZadipocytes.

Les Zvenements tardifs, quant ~ eux, impliquent la maturation des jeurscygis en
adipocytes matures et fonctionnels possZdant toute la machinerie nZaassgansport des
acides gras et du glucose, " la synthese des lipides, ~ [Oaction dén®iets” la sZcrZtion de
protZines spZcifiques. LOapparition progressive de vacuoles lipidiquesatgesties lipides

entra’ne alors une augmentation du volume des cellules.
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Les changements morphologiques majeurs qui accompagnent la diffZrenciation aidépocyta
sont la consZquence de variation dOexpression dOun tres grand nombre de genes. Cett
reprogrammation majeure est sous le contr™le de facteurs de transcription pro- ou
anti-adipogZniques. Les principaux facteurs adipogZniques sont le facteut, RRAREBPs
(CCAAT/enhancer binding proteinst le facteur ADD1/SREBP-1adipocyte determination
and differentiation factor 1/sterol regulatory element binding protein-1c

La famille des PPARS

Le rZcepteur nuclZaire PP#Rippartient ~ la super famille des rZcepteurs nuclZaires.
LOisoforme#2 est quasiment exclusivement exprimZe dans les adipocytes et{RBAR
facteur de transcription clZ de IOadipogensse (Estlagr2001). Une fois activZ par la liaison
" sesligands, PPAR se lie ~ un partenaire dOhZtZrodimZrisation : le rZcepteur de I@égide 9-
rZtinosque appelZ RXR. Les hZtZrodimeres PPRRR reconnaissent spZcifiquement des
ZIZments de rZponse PPRIPARresponsive elemensituZs dans les rZgions promotrices de
genes cibles. PPARtransactive de nombreux genes du mZtabolisme lipidique, de la fonction
sZcrZtoire et de la sensibilitZ ~ 1Qinsuline de I0adipocyte teEPRABP4, ADIPOQ
(adiponectine), PLIN1, LPL ou encore ACSL (Rostral, 2000). Plusieurs ligands capables
dOactiver le PPARmajorent le taux de conversion adipocytaire et IQamplitude de la
diffZrenciation. COest notamment le cas des thiazolidinediones qui sonftiuitisZes dans

le traitement du diabete et de IQinsulino-rZsistance. De plus, la 15%i@mstanglandine et
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|Oacide lysophosphatidique (LPA) sont dZcrits comme des activateurs de(RRARyre et
al., 2003, Brunet al, 1996). Toutefois, leur affinitZ pour le PPABSst beaucoup plus faible
que celle habituellement dZcrite pour les rZcepteurs nuclZaires awsc ligands

physiologiques. A IOheure actuelle, le ligand endogene de P&t pas clairement identifiZ.

La famille des C/EBPs

Les facteurs C/EBPs appartiennent ~ la famille des facteurs de timsciimotifs basiques
et glissieres de leucines (bHLHbasic lelix loop relix). Le domaine basique permet ~ ces
facteurs de se lier ~ IOADN alors que le motif en glissieres deksiteur permet de sOhomo-
ou de sOhZtZro-dimZriser. Trois isoformes de C/EBRS" possedent un r™le inducteur dans
IOadipogenese (Rosehal, 2000, Rosen et Spiegelman, 2000). Les protZines C/EBont
induites de maniere prZcoce et transitoire au cours de |Oadipogenese, aifjai¥td clZ dans
IGnclenchement de la maturation terminale. LOinduction de C/EBRait plus tardivement
et permet de transactiver diffZrents genes marqueurs de la diffZrenciationytaiipotels
qudaP2, PPARet la leptine mais Zgalement dOinduire sa propre expression (Rosen et
Spiegelman, 2000, Rosenal, 2000).

La protZine ADD1/SREBP-1c

La protZine ADD1/SREBP-1c appartient ~ la famille des facteurs de tigiise ~ motif
hZlice-boucle-hZlice (bHLMZ, basic helix-loop-helix leucine zipperSon expression, son
activation (par clivage protZolytique de sa forme prZcurseur au niveau des membrafds
et sa translocation nuclZaire sont rZgulZes par |Qinsuline (Ebeille 2004, Brown et
Goldstein, 1997). ADD1/SREBP-1c induit IOexpression gZnique de#RRARactive via la
production de ligands endogendsafaset al, 1999, Kim et Spiegelman, 1996). Par ailleurs, il
a ZtZmontrZ quOADD1/SREBP-1c est directement impliquZ dans la rZgulation de genes du
mZtabolisme lipidique (Eberkt al, 2004).
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Figure 16: La diffZrenciation adipocytaire, ZvZnements cellulairest molZculaires
CSM : cellule souche mZsenchymateuse, MEC : maticacellulaire, SHH : sonic hedgel. En vert
les facteurs stimulant et en rouge les facteurs inhibant |Oengagemipocytaire. En violet les
principaux facteurs de transcription et protZines impliquZs dans la ditfiéteon et la maturation de
|Oadipocyte blanc.

Bien que les TA blanc et brun aient des r™les physiologiques diffZrents, de nonsbrers fa
de transcription sont communs aux adipocytes bruns et blancs. Les adipocyteeblanos
requierent PPAR pour leur dZveloppement et leur fonction. C/EE®?' sont Zgalement

impliquZs dans les diffZrenciations adipocytaires brune et blanche.

40



LOactivation du programme thermogZnique des adipocytes bruns et beiges nZcessite
nZanmoins des facteurs spZcifiques dont PGGai induit IOexpression de la protZine
dZcouplante UCP1 et les enzymes clZs de la cha’ne respiratoire mit@téoddrautre facteur
spZcifique de I0adipogenese brune est PRDM16. PRDM16 est suffisant et e/ pessai
induire un phZnotype bruin vitro dans des cultures cellulaires mais Zgalement suffisant pour

induire un brunissement du TA viscZral sous stimulation §-adrZner§gakedt al, 2007).

Les adipocytes beiges expriment des marqueurs spZcifiques tels que CD137Zite prot
transmembranaire 26 (TMEM26), PRDM16, DIO2 (Deiodinase 2) ou CITEINb/p300
interacting transactivator with Glu/Asp rich carboxy-terminal domain\Wu et al, 2012).
CITED1 initialement connu sous le nom de MS@iefanocyte-specific gend &st dZcrit
comme Ztant un co-activateur transcriptionnel du facteur de transcription CBF3paitaét
al., 1996). Chez IOhomme il aurait plusieurs r™les. CITED1 stimulerait la aiigmaties
rZcepteurs aux oestrogenes, rZgulerait la voie de signalisation TGF-§, inhilzerait
minZralisation ostZoblastique et aurait un r™le dans la pigmentatioZldescytes. On le
retrouve principalement exprimZ au niveau des testicules et dans une maisdre dans des

tissus endocrines.

Adipocyte Blanc Beige Brun
Localisation Sous-cutanZ Au sein du TA blanc DZp™ts spZcifiques
ou viscZral viscZral
Morohologie GL unique GL multiples GL multiples
P 9 Mitochondries : + Mitochondries : ++ Mitochondries; +++
Lignage SMA, PDGFR /8§ SMA, PDGFR /8§ Myf5, Pax7, Enl
UCP1, PRDM16,
Ms;?i‘éflz‘srs LEP, PLIN1, ADIPOQ| PGC1 ,CITEDI, Ucﬁéb'iﬁg&’
CD137, TMEM26
Maintien Constitutif Activable/transitoire Constitutif

Tableau 1 :Pr?sentationsynchtique descarathristiquescellulaires~etdes marqueurs
molZculaires des adipocytes blancs, beiges et brusteez IOHomme
Les particularitZs diffZrencielles sont indiquZedku.
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Les cultures primaires de prZadipocygesa fortiori, dOadipocytes humains sont assez peu
utilisZesin vitro bien quOelles aient IOavantage de pouvoir provenir des diffZrentes localisations
etdiffZrents dZp™ts @A dOun donneur. La limitation majeure " leur utilisation revient au fait
que leur acces et disponibilitZ sont restreints, et quOelles ne satddas en culture (pour les
adipocytes). Par ailleurs les prZadipocytes ont dZj” subi les Ztapeeprdeta diffZrenciation
adipocytaire, quOil ne sera donc pas possible dOiftvitier Une alternative a ZtZ IQutilisation
de lignZes cellulaires murines Ztablies permettant la cultur@jidien et la diffZrenciation de
cellules prZ-adipocytaires indiffZrenciZes. Les lignZes cellulaires siniseches 3T3L1,
3T3F442A et brune T37i ont ZtZ tres largement utilisZes. Elles ont permimeitieure
comprZhension des mZcanismes physiologiques mais aussi physiopathologiqugsodgta
depuis des dZcennies. Elles ont IQavantage dOetre faciles dOentpsiercagteuses.
NZanmoins elles ont IOinconvZnient dOetre dOorigine murine. Leurs capacaggrigres,
|IOexpression gZnique de marqueurs spZcifigues et leurs rZponses ~ des stimuli
pharmacologiques sont diffZrentescedles des cellules humaines (Zuriagfaal, 2017, Arch,

2002).

Deux principales lignZes cellulaires prZadipocytaires blanches dOorigine homattg
utilisZes par la communautZ scientifique. DOune part les cellules?,LiSsues dOun
liposarcome, sont capables de se diffZrencier en adipocyte, bien quOil exit deses
dOexpression de genes impliquZs dans le mZtabolisme des acides gias adipocytes isolZs
(van Beelet al, 2008, Wabitsclet al, 2000). DOautre part les cellules SGBS, isolZes de la FSV
du TA sous-cutanZ dOun enfant atteint du syndrome Simpson-Golabi-Behemil, onti& capaci
de se diffZrenciein vitro avec un cocktail classique comprenant un agoniste de PRAR
profils dOexpression gZnique de ces cellules diffZrenciZes sont comparadles des
adipocytes matures humains. Cependant ces cellules sont issues dOusapatidiagnostic
prZcis chez lequel aucun variant pathologique nOa ZtZ retrouvZ (Wakits@®01) et elles
arboreraient un phZnotype brun plut™t que b¥ewet al, 2017).

LOZquipe de KE Pinnick et F KampealZveloppZ rZcemmienn autre modsle cellulaire
humain : des lignZes prZ-adipocytaires de TA sous-cutanZ abdominal ¢imluiitalisZes.
Ces cellules se diffZrencient en adipocytes fonctionnels molgsamtmespropriZtZs que leur

TA dQorigine. Cependant ces lignZes ont ZtZ obtenues par transduction lentivirale. Ces
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lentivirus, dZrivZs du VIH, sont intZgratifs et peuvent stre la cause dgenesa insertionnelle
~ proximitZ ou "~ 10intZrieur dOun oncogene ou dOun gene suppresseur de tumeur (Tetlorcevic
al., 2017).

Depuis 2006, les Zquipes de S Yamanaka et J Gurdon ont rZvolutionnZ le champ de la
mZdecine rZgZnZrative ave dZveloppement des cellules souches humaines induites " la
pluripotence ou hiPSCs obtenues " partir de cellules somatiques diffZreccide® des
fibroblastes cutanZs. Ces cellules sont pluripotentes et peuvent se défZdems tous les
types cellulaires (exceptZ les annexes et le placenta). Au laboratoiravenmissmis au point
un protocole de diffZrenciation adipocytaire beige en 2D, sans surexpression ded@cteur
transcription ni utilisation dOagoniste de PBAR qui permet de respecter les diffZrentes
Ztapes physiologiques de la diffZrenciation (GuZnahtih, 2017 - annexe 1). Cependant les
hiPSCs ne sont pas aussi faciles dOentretien que les lignZes de r&dmncastretien et leur
diffZrenciation est tres ca@ux.

En 2001, PA Zuk et coll. ont isolZ et caractZrisZ les cellules soadtkss durA (ASC)
(Zuk et al, 2001). Les ASC sont une composante de la FSV du TA facilement atcssiie
" une liposuccion, une lipoplastie ou une lipectomie. Elles reprZsentedaidnt 10% de la
FSV (Jurgenset al, 2008). Elles sont dOorigine mZsenchymateuse et peuvent se diffZrencier
dans plusieurs lignages cellulaires dont les ostZodgtzhondrocytes desadipocytesElles
sont caractZrisZes par leur adhZrence au plastique et expriment ou non diffheuesrs de
surface. LOanalyse croisZe des donnZes publiZes a montrZ que cesaS@soapositives
pour CD29, CD44, CD73, CD90, CD105HtA-I, et nZgatives pour CD11b, CD14, CD19,
CD31, CD34, CD4%t HLA-DR qui sont des marqueurs hZmatoposZtiques. Les principaux
avantagediZs ~ IOutilisation de ces cellules sont leur multipotence et leur fagacitZ
dOexpansion/renouvellement. Quelques Ztudes montrent quQil est possiblend&etertra
|OZtat indiffZrencid.de et al, 2018, Hoseiniet al, 2017). Elles reprZsentent un modsle
prZcieux qui permet I0Ztude des ZvZnements tres prZcoces de la difteradiipaigZnique
(pour revue Sadie-Van Gijsen, 2019).

En rZsumZ, &ipocyteblanc prZsente deuonctions mZtaboliquesprincipales, lstockage
des lipideset la mobilisation des lipidevia le processus dépolyse. L&dipocyte brun
participe ~ lathermogZnesenon frissonnante par dZcouplage de la phosphorylation oxydative
mitochondriale {ia UCP1).LGdipocyte beigeest un adipocyte intermZdiaire rZsidant dans le
TA blanc et capable, une foitivZ, de rZaliser lahermogZnese(figure 17). Ces activitZs

43



mZtaboliques, dans lesquelles dauttelette lipidique unique de IOadipocytdlanc et
multiloculaire de IOadipocytarun etbeigejoue un r™le majeur, sont Ztroitement rZgulZes par
des signaux neuro-humoraux. De plus, gr%.ce tamacitZ sZcrZtoireaussi multiple que
variZe, le TA joue um™le endocrinequi lui permet dOassurer une communication agec d
nombreux organes et tissus mais aussi un r™le paracrine et autocrine ntetmetta
communication locale entre les diffZrents types cellulaires qui le cempd@nfin, IeTA est

une source importante decellules souches adultegjui jouent un r™le physiologique dans la
rZgZnZration et la plasticitZ tissulagereprZsentent des modeles dOZtude expZrimentaux
dOintZret.

Figure 17: HZtZrogZnZitZ rZgionale et fonctionnelle du tissuipdux (dOapresKahn et al, 2019
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Les syndromes lipodystrophiques se traduisent par des atteintes gZnzralisattislles du
TA associZes ~ des troubles du mZtabolisme glucido-lipidique, notammenfsisiance °
IOinsuline sZvere. Le dZfaut de stockage du TA conduit ~ des troubles igdtzbphres
mZcanismes de lipotoxicitZ. Au cours de ce deuxisme chapitre, jOapportéidingests sur la
physiopathologie des syndromes lipodystrophiques et de la lipomatose de Launois-Bensaude.
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Les syndromes lipodystrophiques sont un groupe de pathologies hZtZrogenes et rares
caractZrisZes par une absence ou un dZfaut de dZveloppement de TA. Eies sfreuv
dOorigine gZnZtique ou acquise consZcutivement ~ un traitement pharmacologique ou une
atteinte auto-immune, gZnZralisZes ou partielles. La dysfonction du TA codesiitroubles
mZtaboliques associZs " une insulino-rZsistance sZvere, une hypertriglyeZretZone
stZatose hZpatique. En France, la prZvalence des syndromes lipodystrophégtiesZesentre
1/1 000 000 ~ 1/100 000 selon quOil sOagit dOune forme gZnZralisZe ou partielle (pour revu
Sollieret al, in press, Hussaiet al, 2019, Mann et Savage, 2019, Akietial, 2018).

Insulino-rZsistance et lipotoxicitZ

La rZsistance " IOinsulineest une anomalie mZtabolique frZquente qui correspond ~ une
diminution de la rZponse biologique destissus ciblesde IQinsuline en rZponse ~ des
concentrations physiologiques de IOhormone. Dans un premier temps, le pancrZas ompense
rZsistance " I0insuline par une hypersZcrZtion dOinsuline, qui permet, tempbrdeEeme
maintien de IOhomZostasie glucidique. A terme, un dZfaut de sZcrZtion d@imsidirte ce
qui se traduit par une augmentation de la glycZmie et le dZveloppement Héedeligpe 2.
LOinsulino-rZsistance est causZe par des facteurs gZnZtiques et enviramnésetentaritZ,
mauvaise alimentationE). NZanmoins, bien que l'insuline exerce des fonctitasrppes sur
les mZtabolismes glucidique, lipidique, protZique, mais aussi sur la ptifZrallulaire, on
restreint en pratique clinique la dZfinition de la rZsistance " I'mesQIC un Ztat dans lequel des
quantitZs d'insuline supZrieures ~ la normale sont nZcessaires pour mahuer{ostasie
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glucidique E. Ainsi, c'est l'inadZquation entre la glycZmie et l'insuikngLi permet de mettre
en Zvidence chez les patients une insulino-rZsistance au plan biologigurjebl&valuation
quantitative de la sensibilitZ ~ I'insuline nZcessite des expmogathZtaboliques plus prZcises,

comme le clamp euglycZmique hyperinsulinZmique.

La rZsistance " IOinsuline des syndromes lipodystrophiques est associZgtockage
ectopique de lipides dans les tissus non adipeux, cOest-"-dire en particigitr fidge et le
muscle, " IOorigine du phZnomene de lipotoxicitZ. Il y a bient™t soixante rad§exdpliquer
le mZcanisme dOinsulino-rZsistance musculaire en rZponse "~ I0augndeniatiprantitZ de
lipides musculaires, Randle et coll. postulaient que IOoxydation accrue des @eis
produisait une augmentation du citrate mitochondrial qui passait alors deytedel o- il
entra’nait une inhibition de la phosphofructokinase (enzyme clZ de la glycolgse (B),
conduisant ~ une augmentation de glucose-6-phosphate (Retralle1963). LOaccumulation
de glucose-6-phosphate provoquait une inhibition de IOhexokinase, conduisant "~ une
augmentation de la concentration intracellulaire en glucose et " IQorhithétison transport
vers 10intZrieur de la cellule (figure 18).

Figure 18: Le cycle de Randle Girard, 2003)

Des hypotheses alternatives ont ZtZ ZvoquZes pour expliquer les mZcarisfoakaires de
IOinsulino-rZsistance. En effet, il a ZtZ montrZ que les concentratiutsode-6-phosphate et
de glucose sont en rZalitZ diminuZes dans le muscle exposZ "~ destrations ZlevZes

dOacides gras.

Une nouvelle proposition a alors ZtZ faite par Schulman et coll., qui sugg-i®exes
dOacides gras perturbe les mZcanismes de la transmission du sigmigitiag@hulman, 2000)
(figure 19).
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hZpatiques, |Oinsulino-rZsistance hZpatique, I0inflammation et la fibaiseutissent ~ une
stZatose hZpatique. Au niveau du muscle squelettique, IOaccumulatiodedediipinue la
translocation de GLUT4 " la membrane plasmique en rZponse " la dionutar |Qinsuline
conduisant au dZveloppement de |Qinsulino-rZsistance. Les lipides peuvemséade
maniere ectopique dans le pancrZas et induire une dysfonction des cellulesZpanes avec
diminution de la sZcrZtion dOinsuline qui est IOune des principales capsesioddu diabete
de type 2. Les dZp™ts lipidiques sOaccumulent Zgalement autour du clur a/nivaalique
ou intramyocardique. Ces dZp™ts sont associZs ~ des dysfonctions des cardioatyaaytes

dZveloppement de IQathZrosclZrose.

LOZtude desyndromes lipodystrophiquespermet de montrer IQimportance tpsles
ectopiquesdans laZsistance "~ IQinsulinsystZmique en sOaffranchissant du r™le de IOobZsitZ.
En effet, dans ces maladies rares, cOest le dZfidiadeorporel qui est associZ "~ une
insulino-rZsistance majeure, avec stZatose hZpatique et hypertriglycridZmres.
DiffZrentes altZrations primitives @, dont certaines affectent directement la formation et/ou
la structure de la gouttelette adipocytaire, en sont responsables, condwisardiminution
majeure de la capacitZ adipocytaire " stocker I0excZdent ZnergZtidoersods triglycZrides

et " sZcrZter I0adiponectine et la leptine (figure 20).

Figure 20: Syndromes lipodystrophiques et consZquences mZtabai@s (adaptZ dé/igouroux,
2018
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La lipodystrophiegZnZralisZedOapparition secondaire eyndrome de Lawrencese
caractZrise par urdisparition progressivedu TA, plus ou moins rapide souvent au moment
de IOadolescence ou " la fin de IOenfance et avec une nette prZdominaineg(¥3jret faisant
souvent suite ~ une panniculite (inflammation TA sous-cutanZ) (Garg, 2004, Misraal,
2004). Biologiquement, les anomalies mZtaboliques sZveres observZes (insulinne&sis
diabete, dyslipidZmie) induisent des complications vasculaires, pancrZagih@patiques
prZcoces. Les taux circulants de leptine et dOadiponectine sont trididrase( al, 2004,
Haqueet al, 2002). LOZtiologie de ce syndrome nOest pas connue mais une origine auto-immune
a ZtZ avancZe car ces patients ont tres souvent des signes dOautiZ-iazsocis (anticorps
anti-nuclZaire, anti-muscle lisse ou anti-mitochondrie par exemple (elisah 2004).La
prZvalence est tres faible.

Le syndrome dBarraquer-Simons est une lipodystrophigartielle acquise. Il se caractZrise
par une perte graduelle & sous-cutanZ dans la partie supZrieure du corps (visage, membres
supZrieurs, thorax) confZrant une lipoatrophie sZvere, tandis qe 4&accumule au niveau
de la partie infZrieure du corps (hanches, fesses, cuisses). Bien que ce sgitdftfneZcrit
depuis plus de cent ans,dhysiopathologiede la maladie resiaconnue La plupart des cas
sont sporadiques. Les femmes sont plus affectZes que les hommes (4h)oiNZason

A

association certaines maladies auto-immunes telles que ladimakiliaque, la
dermatomyosite, et le lupus ZrythZmateux systZmique (Garg, 2004,eMaa2004) et la
prZsence ZlevZe dOauto-anticB6®dNephritic Factodaissent suspecter une possible origine

auto-immune.

LOinfection paelvirus de IOimmunodZficience humair@IH) et le traitement par certaines
molZcules antirZtroviralesest associZ ~ un risque dOapparition progressivelgdatrephie
faciale et/ou undipohypertrophie viscZrale (Duranet al, 2001). Les anti-protZases et les
inhibiteurs nuclZosidiques (deux des classes des molZcules antirZtrostralessociZs ~ un
risque accru de lipodystrophies avec un effet directestidl (Heathet al, 2002, Martinezt
al., 2001) et sur les cellules endothZliales (Afoetsal, 2017, Auclairet al, 2014). Au cours
dOun prZcZdent travail au laboratoire, jOai pu miontiep que le Darunavir seul (inhibiteur
de protZase) nOa que peu dOeffet sur les fonctions adipocytaires, et attedestement la
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diffZrenciation adipocytaire et la fonction mitochondriale lorsquQil est asso@&tonavir
(Capelet al, 2012 - annexe 2).

C@")*382,55)($,2:8")*?0 '0(&F6") *<*?0'0$-3&)0")*,6%:NG *'(*
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Les lipodystrophies congZnitales gZnZralisZé€GL) ou syndrome de Berardinelli-Seip
sont des maladies autosomiques rZcessives caractZrisZes par unghipagZnZralisZe avec
uneabsence quasi totale de TAans les rZgions souastanZes, viscZrales et la moelle osseuse,
et par une musculature tres dZveloppZe des la naissance ou peu apresntestrations
sZriques dieptine et d&diponectinesont tresbassegproportionnellement ~ la quantitZ dé
des patients mais sont abaissZes diffZremment selon IQorigine gZnsqD&ldéAntuna-
Puenteet al, 2010, Agarwalet al, 2003). La prZvalence dans la population mondiale a ZtZ
estimZeentre 1/10 000 000 (Patni et Garg, 2015, Garg, 2004) et 3/100 000 (de Azevedo
Medeiroset al, 2017). Quatre sous types gZnZtiques distincts de CGL ont ZtZ dZcriés mais
bases gZnZtiques cks syndromes restent inconnues pour certains patients. Les patients atteints
de CGL ont des caractZristiques acromZgalosdes avec une mandibuledéisirgans et pieds
avec une musculature apparente, des veines proZminentes et une croissZlAcEeacCes
patients sont hyperphagiques, ont une hZpatomZgalie et/ou une splZnomZgalie. Une
cardiomyopathie hypertrophique et un retard mental modZrZ ont ZtZ rapportZs chez certains
patients. Ces patients dZveloppent des troubles du mZtabolisme auesuline-rZsistance
extrme (qui se manifeste cliniquement par des IZsions cutanZes appeltghosis
nigricang, une stZatose hZpatiqueet ure hypertriglycZridZmie ~ la naissance ou durant
IOenfance. LOinsulino-rZsistance se complique diéhste, gZnZralement ~ la pubertZ.
LOinstallation du diabete, associZ ~ la dyslipidZmie favorise le dZvelepperZcoce de
|OathZrosclZros®e plus IOatteinte hZpatique peut Zvoluer 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 montrZ que le CGL de type 1 Ztait dZ ~ destsadia gene
codant la protZineGPAT2 (1-acyldycerl-3-phosphate acyltransferasgithpliquZe dans le
mZtabolisme de Isynthese des triglycZridegfigure 7) (Agarwalet al, 2002). Cette enzyme,
surtout exprimZe dans le TA, est localisZe au niveau du RE et ed@égg/lation de IOacide
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lysophosphatidiqgue (LPA) en acide phosphatidique (PA) dans la voie de synthese des
triglycZrides.

CGL de type 2 (BSCL2 - Seipine)

En 2001, MagrZ et coll. ont identifiZ le premier variant pathogene du B®EL2
(Berardinelli-Seip congenital lipodystrophy) 2odant laseipine (Magre et al, 2001). La
seipine est une protZine transmembranaire du RE impliquZe d@assemblage de la
gouttelette lipidique (GL) par fusion des GL naissantes et dans la diffZrenciation adipocytaire.
Elle participerait au trafic lipidique et pourrait jouer un r™le dans dagpsttase des TG en
interagissant avec AGPAT34&loet al, 2016, Dolletet al, 2014, Szymanslet al, 2007).

CGL de type 3 (CAV1)

Un seul patient (dZcrit par notre laboratoa@tZapportZ dans la littZrature portant un variant
pathogene du gesn€AV1 codant pour la protZirmvZoline-1(Kim et al, 2008). Cette protZine
tres conservZe au cours de IOZvolution entre dans la composition des invaginations de |
membrane plasmique connues sous le nom de cavZoles. Les cavZoles sontesdensids
membranes plasmiques adipocytaisgcontribuent ~ IQinternalisation des acides gtas.
cavZoline est Zgalement prZsente dans la paroi de la gouttelette lipidique adipocytaire.

CGL de type 4 (CAVIN1/PRTF)

Les CGL de type 4 sont causZs par des variants pathogenes dCAWYiN1 (caveolae
associated protein)lou PRTF (polymerase | ans transcript release fagt(alle Teyssieres
et al, 2016, Hayashet al, 2009). La protZin€avin-1 est un facteur essentiel de la biogZnese

des cavZoles et co-localise alaecavZoline-1 dans IOadipocyte.

Contrairement aux lipodystrophies congZnitales gZnZralisZégothstrophies partielles
familiales (FPLD) nOaffectent pas 10intZgralitZTduet sont plus volontiers dOapparition
pubertaire. La FPLD est caractZrisZe papeme de TA au niveau desxtrZmitZs (surtout
dans la partie infZrieure du corps) avec une prZservation du TA au niveau de dulvisage
et/ou une lipohypertrophie intra-abdominale. Les patients prZsenteisutieo-rZsistance
sZvere(acanthosis nigricans) et uhgpertrophie musculaire. Le diabete et lesomplications
cardio-mZtaboliquesapparaissent ~ I0%.ge adulte (Zpisodes de pancrZatite consZcutifs ~ une
hypertriglycZridZmie, stZatose hZpatiqueZvolutive, pathologies cardio-vasculaires). Six
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sous-types gZnZtiques distincts de FPLD ont ZtZ dZcrits mais éss gZastiques des
syndromes de lipodystrophies partielles familiales restent inconnues pour de nombreux
patientsLa FPLD est " tansmission autosomique dominante chez la plupart des patients meme

si de rares cas de transmission autosomique rZcessive ont ZtZ dZcrits.

Lipodystrophie partielle familiale de type 1 (FPLD1)

LaFPLD1, aussi connue comme le syndromédeberling est de cause gZnZtique inconnue
(Herbstet al, 2003). Il est possible que cette pathologie soit dOorigine oligo- ou multigZnique.
Elle pourrait reprZsenter une forme sZvere de syndrome mZtabolique commun avidomZpart
tres androede dTA.

Lipodystrophie partielle familiale de type 2 (FPLD2)

La FPLD2 ou syndrome de Dunnigan, dZcouvert par Caolket estcausZe par des variants
pathogenes du geneMNA, codant pour les lamines nuclZaires A et C (Cao et Hegele, 2000).
Les lamines A/C sont des protZimeglZairesqui forment, en association avec les lamines B,
un rZseau protZique qui tapisse la face interne de IOenveloppe nualEairma. Les variants
les plus frZquemment retrouvZs affectent le rZsidu arginine en position 482 (p.Arg482GiIn,
p.Arg482Trp, p.Arg482Leu). Ces patients, dZcrits au laboratoire, considZrZs comme FPLD2
typique, prZsentent yphZnotype sZvergBidaultet al, 2013, Bereziaét al, 2011) alors que
les patients FPLD2 porteurs dOautres variants pathogenes " des positionatekffAent
considZrZs comme atypiques et peuvent avoir un phZnotype modZrZ (pour revue Véjouroux
al., 2018).

Lipodystrophie partielle familiale de type 3 (FPLD3)

La lipodystrophie partielle familiale due "~ des variants pathogenes dd&RRRAISSI appelZe
FPLD3 (familial partial lipodystrophy of Dunnigan typg,3e caractZrise par udieninution
du TA sous-cutanZ des membreforas et jambes) eted fesses et unépohypertrophie
abdominale. Les patients porteurs atteints de FPLD3 ontatsplications mZtaboliques
majeures, en particulier unénsulino-rZsistance tres sZvereavec une apparition prZcoce du
diabste de type 2 et une dyslipidZmie marquZe notamment une hypertriglycZri@#mie
retrouve Zgalement souvent chez ces patientshypertension artZrielle et une stZatose
hZpatique (Auclaiet al, 2013). Les femmes affectZes prZsentent souvent un syndrome des
ovaires polykystiques. Jusqud™ prZsent, une quinzaine de mutations diffZrentes, toutes
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inactivatrices, ont ZtZ reportZes tout au long du BM&RG chez les patients. PPARSt tres
exprimZ dans le TA et a un r'™le essentiel dans IOadipogZnese. Il nPastdoncant que des
mutations dans ce gene inhibent la diffZrenciation adipocytaire. NZanmainajdens pour
lesquelles la perte deA est uniquement pZriphZrique restent largement incomprises.

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

La FPLD4 est la consZquence dOune inactivation piériipine-1, protZine de la GL codZe
par PLIN1 (Gandotraet al, 2011a). La pZrilipine exerce uaetion duelle Sous sa forme
non-phosphorylZe, ellmhibe la lipolyse adipocytaire basaleen sZquestrant la protZine
CGI-58 (co-activateur de IOATGL, lipase intervenant dans la premisre Ztape gS@yais|
triglycZrides en diglycZrides et acides gras). La pZrilipine permet domrotiéger la
gouttelette lipidique de la lipolyse en conditions basal&n conditions lipolytiques, la
pZrilipine phosphorylZe libsre CGI-58 et permet aux enzymes lipolytiques de saliselot
proximitZ de la gouttelette et é@voriser la lipolyse.

La FPLD5 a ZtZ rapportZ chez un seul patient et est causZe par une mutatiorDeths
(Rubio-Cabezast al, 2009). Tout comme PLIN1, la protZine CIDEC participe " la structure
et " la fonction de la GL.

Des variants de llipase hormonosensible codZe par le geneIPE sont la cause de la
lipodystrophie partielle familiale de type 6 BELD6 (Zolotov et al, 2017, Albertet al, 2014,
Farhanet al, 2014). Je consacrerai un chapitre particulier (chapitre IV) ~ cette protZine
puisquOune partie de mon travail de these consistait eZkeslieffets dOun nouveau variant de
LIPE.
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La lipomatose de Launois-Bensaude(LLB) ou muliple symmetric lipomatosesn anglais
(MSL) a ZtZ dZcrite pour la premisre fois en 1846 (Brodie, 1846). COest une mzatadie
caractZrisZe cliniquement par le dZveloppement au niveau du TA sous-cut@agsde
adipeusessiZgeant prZfZrentiellement danspiartie supZrieure du corps Ces masses
adipeuses non encapsulZes (pseudo-lipomes) sont surtout localisZes au niveaeat dua
racine des membres (Erei al, 2015). La prZvalence de la maladie a ZtZ ZvaluZe " 1/25000,
atteignant plus frZquemment les hommes (sex ratio 6/1) avec un dZbut veds {¥age en
association ou non avec une obZsitZ (Ehzl, 2015, Enziet al, 2002). La plupart des cas
rapportZs sont dOorigine mZditerranZenne.

Cliniguement, ce syndrome a ZtZ classZ en deux types. Dans la LLB Hidéggmatients ont
gZnZralement un IMC bas et prZsentent une accumulation symZtrique des, liplisie
particulisrement dans le TA sous-cutanZ de la rZgion du cou (bosse de bisaadest
dans le dos, en association avec une lipoatrophie des extrZmitZs. Auedainaila LLB de
type 2, les patients sont plut™t en surpoids et les lipomes sont plud dgfpatients peuvent
dZvelopper une dysphagie, une dysphonie et un syndrome de IOapnZe du sommeil. Lorsque le
lipomes sont consZquents, les patients peuvent avoir des difficultZs pour respéssitant
une prise en charge chirurgicale. Biologiquement, les LLB de type 1 et 2 sociZas ~ une
hypertriglycZridZmie et uneinsulino-rZsistance Une neuropathie pZriphZrique est une
composante de la maladie retrouvZe chez de nombreux patients.

C@*)*5&EE0$"(")*0(&,3,7&") *5"+3-*#-3-5&" *

Sur le plan clinique, les diffZrentes formes de lipomatose de Launois-Bensaniolent
similaires dOapres les descriptions de la littZrature. Historiquentiest,oat dOabordtZ
dZcrites chez des patients ayant une consommation excessive dOalc¢oet 4En2002).
LOapparition des lipomes serait en lien avec un dZfaut de la sigimaBsatirZnergique et avec
les propriZtZs lipogZnique et anti-lipolytique de I0alcool. COest I0ZiggidrZquente de
la LLB.

NZanmoins, de rares cas de lipomatose sans contexte dOZthylismeiativasseec le
syndrome MERRFnjyoclonic epilepsy withagged red fiberont ZtZ rapportZs, laissant ~ penser
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" un caractere hZrZditaire. Le syndrome MERRF provoque, ~ des degrZs divers, phigiess
cliniques tels quOune myopathie, une ataxie cZrZbelleuse, une dZmence, undi@europat
pZriphZrique et des lipomes. COest en 1990 que le variant pathogZnique le plus frZquent
m.8344A>G du gene mitochondridlIT-TK codant le tARN'® a ZtZ identifiZ (Shoffner JM,

1990). Trois autres variants de ce meme gene ont ZtZ associZs au syndrdRiRF ME
(m.8356T>C, m.8363G>A et m.8361G>A).

Plus rZcemment, dOautres formes gZnZtiques de la pathologie liZs antssitagendIFN2
ont ZtZ mise en Zvidence. Concernant le §tRE, de rares cas ont associZ des variants de
LIPE ~ des prZsentations cliniques de lipodystrophie partielle avec ou gmmsatbse.
LOimplication de ces deux genes dans la lipomatose de Launois-Bensaude feintéOubp
travaux de recherche et seront dZveloppZs dans la suite du manuscrit.
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Les mitochondries sont organisZes en wZseau tubulaire dynamique en constant
remodelage. En fait ces organelles sont mobiles et peuvent doitsse et former degntitZs
individuelles par le processus dission, soit fusionner par le processusfdsion et former un
rZseau continu De nombreuses Ztudes suggerent que les mitochondries sont connectZes aux
organelles fonctionnkds pour pouvoir changer rapidement en fonction des conditions
cellulaires. Un rZseau continfusionnZ est associZ ~ une grandggoduction dOATP
probablement dZ aux Zchanges optimisZs de mZtabolites et dOADN mitochaDiiTat)
dans leur matrice mitochondriale. COest le cas par exemple lors dugesinee le besoin en
ATP devient critique pour la cellule (Rambatal, 2011). Au contraire, lkagmentation est

associZe ~ ungZduction de larespiration mitochondriale.

La fusion est un processus unique dans la cellule qui implique deux memhbrdaes
membrane mitochondriale externe(MME) et la membrane mitochondrialeerne (MMI),
qui doivent stre rZ-arrangZes de maniere coordonnZe pour maintenir 10intZgritZ des
mitochondries. La fusion des mitochondries est mZdiZe par des homo- ou hZtrs-dene
MFN2 et/ou MFN1. En effetin vitro, des cellules dZficientes en MFN1 ou MFN2 ont une
fragmentation du rZseau mitochondrial. Cependant le rZseau est un peu diffZremui@ilon
sOagit dOune dZficience en MFN1 ou en MFN2. Alors que le MFN1-KO induit une
fragmentation mitochondriale sZvere avec la formation de petites spheres ursifolese
cellules MFN2-KO ont un rZseau moins fragmentZ avec une mixitZ dehamitbies
sphZroedes et ovales de taille tres variable, parfois meme plus largdamgsela condition
contr™le (Chest al, 2003, pour revue Wai et Langer, 2@t&-iladi et al, 2015).

Chez IOHomme, le geMFN2 est situZ sur le chromosome 1 (19 exons) et code pour la
mitofusine 2(MFN2), une protZine de 80 kDa impliquZe darfsséon mitochondriale. Chez
les mammiferes, les mitofusines MFN1 et MFN2 sont des protZines homselggug0%
dOhomologie) qui appartiennent ~ la famille des GTPases transmembraitatkerdriales.
Les mitofusines ont ZtZ caractZrisZes en premier lieu chez la d®sbpbsophila
melanogastesous le nom d&uzzy oniongFzo) (Hales et Fuller, 1997). Chez les eucaryotes,
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comme un environnement rZducteur. Il est donc difficile dOexpliquer la dynamiquesSSISG/
avec la topologie classiqguement admise (figure 21). Mattie et coll. ositZeld topologie de
MFN2 en validant les prZdictions bioinformatiques par des expZriences bioctsimatque
fonctionnelles. MFN2 existerait sous deux topologies : celle avec lesirdesmal- et
C-terminaux cytosoliques (topologie classique) et une nouvelle avec le domasnmingat
cytosolique, un seul domaine TM et le domaine C-terminal, contenant HR2, aw nivea
mitochondrial (figure 22)Nlattie et al, 2018).

Figure 22: Topologie et modele de fusion mitochondriale seloMattie et al, 2018
Les especes rZactives de IQoxyger@JRproduits dans |Oespace intermembranaire (IMS) actikent
fusionmitochondrialeen prZsence de GSH par la formation de GSRGprZsence de GSSG, MFN2
forme des oligomeres via des ponts dissulfui@s). LOidentitZ des protZines auxquélEd?2 est
conjuguZerestent ~ Zlucider Cependant, MFN2 forme des oligomer@gec ellememe ou avec une
protZine de IOIM@rotZine X) La formation des ponts-S pourrait conduire ~ des changements de
conformation induisantOattachement des mitochondries ou desigéments de |QactivitZ GTPase.
MFN2 est recyclZe par un processus dynamique dOoXgdetion du couple GSSG/GSH.
GSSG/GSH glutathion oxydZ/rZduit

MFN2 serait Zgalement un ZIZment clZ dans |0Ztablissememttdets enitochondries - RE,
meme si les fonctions exactes de ces interactions demeurenttiel@ifgenses dZbats (figure
23). NZanmoins, une petite fraction de MFN2 a ZtZ observZ au niveau du RE, aulesvea
membranes mitochondriales associZes au RE (MalNbchondria-associated membrahes
(Giorgi et al, 2015). De nombreux processus dont la formation des autophagosomes seraient
rZgulZs par ces MAM faisant intervenir MFN2 (Hamasalkil, 2013, Sugiur@t al, 2013).
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Figure 25: ReprZsentation schZmatique des variants les plus comnmsudeMFN2 liZs”™ CMT2A
(dOapresFiladi et al, 2018

Ce schZma reprZsente la protZine MR 2llustre les variants pathogenes de MFMN8sociZs ~ la

neuropathie de typ@MT2A.Les couleurs se rZferent au domaine affe@id rouge le domaine GTPase,

en jaune les domaines HR1/2, en bleu le domaemesimembranaire, en noles liaisons entre les

domaines. En graglvariantle plus frZquemment retrouvZ impliquant IOarginine (R) en position 94.

LOZtude des liens entre MFN2 et CMT2A est sujet ~ dOintenses recle¢rphesieurs
mZcanismes physiopathologiques ont ZtZ proposZs. Le dZfaut de fusion mitochondridle pourra
participer ~ la pathogenese de la neuropathie CMT2A en perturbant le matlsedistribution
de IDADNmt (Cheet al, 2007). Comme IOADNmt code pour plusieurs protZines de la cha’ne
respiratoire, la dZplZtion en ADNmt conduit ~ une altZration de la phosphamytedydative
et donc™ un dZficit en ATP qui entra’ne, du fait de la dZpendance ZnergZtique impogante de
tissus nerveux vis--vis de IOATP, des atteintes neurodZgZnZratives. UmZugrésme
perturbZ est le transport mitochondrial, qui est anormal en prZsence dOune pfiXZine M
dZficiente. Les mitochondries se dZplacent en effet le long des neurone pocaliser
prZfZrentiellement aux synapses oe elles peuvent subvenir aux besoins ZnengyZtiessssres
pour la mobilisation des neurotransmetteurs. La distance parcourue, du cor@sreediul
neurone " la synapse, peut stre tres importante, de IOordre dOun metre pour certains

moto-neurones. La dynamique mitochondriale contribue au dZplacement des mitocleondries
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permettant leur dZformation. En consZquence, les axones les plus longs sons gus le
touchZs dans la CMT2A, ce qui se traduit par une neuropathie pZriphZrique.

Les altZrations dOexpression d®IFN2 pourraient stre impliquZes dans maladie
d@lzheimer, la maladie deParkinson, certainescardiomyopathies et les situations
dysmZtaboliques(obZsitZ/diabste/insulino-rZsistance). LOintolZrance au glucose associZe ~
IOinsulino-rZsistance est en effedctZrisZe par une diminution de IOoxydation du glucose, de
la respiration mitochondriale et une dysfonction mitochondriailez(et al, 2015, Miskecet al,

2012, Peterseat al, 2004,Patti et al, 2003). LOexpression de MFN2 est diminuZe chez les
patients diabZtique de type 2 et cette rZduction est proportionnellerisidiktZ ~ IQinsuline
(Liu et al, 2014, Bachet al, 2005). La perte de MFN2 provoque une dysfonction
mitochondriale, une augmentation de la production des ROS, IOactivation de JsKaie
induit la formation dOintermZdiaires lipidiques cytosoliques conduisant ~ unendnsuli
rZsistance dans les muscles squelettique et le foie. Ces dZfalés sonsZquences dOun stress
du RE induit par les dysfonctions de MFN2 (Sebastiaai, 2012).

RZcemment, un nouveau variant IEN2 ~ [OZtat homozygote ZtZdZcrit dans deux
publications comme responsableldépomatose de Launois-BensaudéRochaet al, 2017,
Sawyeret al, 2015). Il sOagit dOun variant localisZ dans IOexon 17 qui induit la transition dOune
cytosine de IDADN en thymine (c.2119Ceige traduit par la prZsence dOun variant faux-sens

p.Arg707Trp au niveau de la protZine.

En 2015, Sawyer et coll. ont dZdriis patients %.gZs dOune cinquantaine dOannZes, issus de
deux familles indZpendantes (deux freres et une femme non apparentZe) averelss pa
consanguins dOorigine irlandaise et australienne respectivement. Les igois pat des
lipomes volumineux dans la partie supZrieure du corps et lip@atrophie majeure des
membres infZrieurs ainsi quOueeropathie pZriphZriquemodZrZe ~ sZvere en fonction des
patients. lls sont tous les trois porteurs du vapaiitg707Trp ~ 10Ztat homozygote.

En 2017, Rocha et coll. montrent IQimplication de ce meme variant ~ I0Ztatybota ou
hZtZrozygote composite (en association avec le variant p.Arg343d&bpodes patients) chez
quatre autregpatientsissus de trois familles indZpendantes. Ces patients, plus jeunes que dans
IOZtude prZcZdente, (3 femmes de 17, 18 et 33t anshomme de 16 ans) sont dOorigine
europZennetprZsentent demassesdipomateusesdans le haut du corps avec lipeatrophie
duTA sous-cutanZ des membres infZrieurs, ainsi qu@urapathie pZriphZriquepour deux

dOentre eux. LOinvestigation clinique a rZvZIZ une insulino-rZsistance hsZdZiZeles taux
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de triglycZrides plasmatiques ZlevZs chez deux patients. Tousdessgait des taux de leptine

et dOadiponectine sZriques tres diminuZs. LOanalyse du tissu lipomateis dks tquatre
patients montre une expression inchangZe de la protZine MFN2 mais un effondfement
IOexpression des genes de la leptine et de IOadiponectine en accordddViei de ces
adipokines mesurZ au niveau plasmatique. Une augmentation de |Oexpression gZnique dt
CITED1 (marqueur dOadipocyte beige) est retrouvZe dans les masses pseudo-igsodesteus

3 patients. LOanalyse histologique Td\i lipomateux montre des adipocytes uniloculaires
entourZs de nombreuses et grosses mitochondries, pour partie fragmentZes, nOexpigmant pa
marqueur thermogZnique UCP1. Aucune de ces observations nOa ZtZ retrouvZe dans I0Ztude
fibroblastes cutanZs issus de trois des patients.

Toutes ces donnZes sont en faveur di@oncausal entre la lipomatose de Launois-
Bensaudeet le gZnotypep.Arg707Trp homozygote d&MFN2, ou le gZnotype hZtZrozygote
composite associant p.Arg707Trp ~ un autre variant allZlique du meme gene. lagliena
lipomateuse pourrait «tre liZe ~ une dysfonction mitochondriale au nived@ihdu

Chez la souris, la dZIZtion M#n1 ouMfn2 est IZtad au cours de la gestation, rZvZlant ainsi
le r'™le essentiel des mitofusines pour le dZveloppement embryonnairet(@h&003).Des
modsles murins transgZniques, pour certains conditionnels, ont ZtZ gZnZrZsesurtolat
IOZtude du systeme nerveux pZriphZrique impliquZ dans la CMT2A. Une des démikess
montre |Qimportance du ratio MFN1/MFN2 dans le systme nerveux. Chez la souri
conditionnelleMfn2R94Q IOaugmentation de I0expression de MFN1 dans les neurones rZtablit
un phZnotype normal des souris. Moduler la quantitZ de MFN1 pourrait tre une stratZgie
thZrapeutique pour traiter la neuropathie associZe aux variants pathagMESI2(Zhou et
al., 2019). Le rZtablissement des interactions MFN2 - RE ou la diminution osicir&E, par
des traitements pharmacologiques, amZliore la morphologie des mitochongriésiett la
dZgZnZrescence axonale dans des cultures primairesvet(Bernard-Marissaét al, 2019).
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(gZnotype DD). Comparativement aux six autres membres de la fratrie ne partantgartant
cevariant ~ 10Ztat hZtZrozygote (gZnotype ID ou II), les patients de gZnotypes&iemtdine
triglycZridZmie, uneglycZmie” jeun, unevaleur de 10indelOMA -IR d@nsulino-rZsistance

et unpourcentagede graisses hZpatiques plus Zlevésdes taux dédDL -cholestZrol plus
faibles. LOimagerie est en faveur dOune redistribution modZrZe de la masdesgrisssujets

de gZnotype DD (diminution de la masse grasse sous-cutanZe desetallgtaentation du

TA viscZral), sans que des lipomes ne soient dZcrits. LOanalyse par-Westeontre que la
protZineLHS nOegtas dZtectabledans IETA blanc sous-cutanZ abdominal des patieRE
p.Val767Qyfs*102 homozygotes. Ce variant provoque donc un dZfaut de synthese de la LHS.
Les adipocytes de ce tissu sont plus petits et ont un contenu en diglycdrigeentZ par
rapport aux sujets sains. Dans les homogZnafsAdsous-cutanZ des patients homozygotes
LIPE p.Val767Qyfs*102, la lipolyse basale et stimulZe par IQisoprotZrZnol est diminuZe.
LOeffet anti-lipolytique de IOinsuline est diminuZ. Parallslement, lestsgnitZiques du
rZcepteur "~ IOinsuline et de son substrat IRS1 sont abaissZes. Denplysel@iatologique et
IOZtude de I0expression gZnique du TA montre quOil est inflammatoire (augrdentation
IOinfiltration macrophagique, de |Oexpression dulgénet de la production dOIL6) et quOil
prZsente un dZfaut de diffZrenciation adipocytaire (expression diPBARGnon modifiZe

par rapport aTA des sujets de gZnotype ID ountiaisexpression des gen&XRA SREBP1A
SREBP1C, CEBPA, CEBRBEminuZe). LOexpression des genes impliquZs dans la synthese des
acides grasHASN SCD), la synthese des T@GATL GPAM ACSL), la lipolyse PLIN1) et

le transport du glucos&(UT4) sont fortement diminuZs. LOexpression gZnique et protZique
de IOenzyme qui catalyse la premiere Ztape de la lip@\§$&L() estZgalement diminuZe dans

le TA des sujets de gZnotype DD. A IOZtat homozygote, ce variant p.V767Gfs1I®E de
rZsulte donc en un syndrome mZtabolique dygertriglycZridZmie, insulino-rZsistance
hyperglycZmie rZpartition androsde du TA etstockage hZpatique des graissesssociZs *

une absence complete de la protZine LHS et une lipolyse adipocytdiréealt es Ztudeles
Zquipes dOAlbert et de Strdm (Albetral, 2014, Stroret al, 2009) soulignent IOimportance

de la lipolyse pour la rZgulation de la transcription gZnique par les rZcemiel#aires
(Zechner et Langin, 2014).

La meme annZe Farhan et coll. identifient un autre vapsia507fsTer563deLIPE, ayant
pour effet de coder une protZine deux fois plus courte que la LHS originale. Darétude,
deux patients (une femme et un homme), initialement dZcrits par Carboni éCadboniet

al., 2014), sont issus dOune fratrie dOorigine italienne et consanguine. Tous les deentprZsent
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" la quarantaine, uneedistribution duTA avec accumulationde celuiei au niveau du cou,
de IOabdomen, des bras, du dos, et/ou des rZgions axillaires etenigs undiabete et une
dyslipidZmie (hypertriglycZridZmie et HDL cholestZrol bas), st#atose hZpatiqueainsi

quOunéaiblesse musculaireassociZs au variant pathogene prZsent ~ I0Ztat homozygote.

En 2017, Zolotov et coll. investiguent une famille arabo-israZlienne de parerdaguins,
dont certains membres ont une redistribution du TA avec notamment une lipohypewrophie
niveau cervical et du tronc et une lipoatrophie partielle des jambes suggZ @rnotype de
lipomatose de Launois-Bensaude. A ce phZnotype sont associZs un dZficitireusmea
amyotrophie des membres infZrieatsles pieds creux. LOanalyse gZnZtique a permis de mettre
en Zvidence le variant pathogene ¢.3103G>TI&E ~ I0Ztat homozygote qui prZdit la synthese
dOune protZine plus courte (p.Glu1035*) chez trois membres de la fratrie (une ferame et
hommes). Ces trois patients ont une hypertriglycZridZmie modZrZe "~ sZvere. LOwstdOeux
diabZtique, un autre a une stZatose hZpatique. Les parents prZsententptiesticom
cardio-mZtaboliques. Cette Ztude confirme IOassociation entre dZfaut I8 let lune
myopathie progressive et suggere une association avec la lipomatose de {Banmszsde

et'ou un phZnotype lipodystrophique partiel.

Plusieurs modesles murins invalidZs péait HS (HSL-KO) ont ZtZ dZcrits dans la littZrature.
Zimmermann et coll. ont dZcrit une rZduction du tauXAlélanc chez des souris HSL-KO,
une diminution de la synthese des triglycZrides liZe " une baisse d@algivertaines enzymes
de la lipogenese. La synthese dOacide deasovoest Zgalement diminuZe dans IQadipocyte,
due " la diminution de 10entrZe et IQincorporation du glucose (Zimmeeiahn2003).
NZanmoins, le phZnotype murin dOinvalidation du gene nOest pas superposable au phZnotyg
des patients porteurs des variants pathogenes homozygot¢BEld es souris dZficientes en
LHS ne sont ni diabZtiques, ni dyslipidZmiques, ne prZsentent pas de $iZpatisgie, et sont
infertiles (Zechner et Langin, 2014). DOautres auteurs ont dZcrit une augmentatinasse
duTA brun chez les souris dZficientes en LHS (Osigd, 2000).

Gr%oce ~ des modsles dOinvalidation spZcifique de la LHS dehstde foie, IOZquipe de
Xia et coll. ont mis en Zvidence IOimportance de cette enzyme d@ngder le maintien de
IOhomZostasie glucidique. LOinvalidation spZcifiquement adipocytaire detlai®een effet
une atrophie et une inflammation @A, une rZsistance systZmique " IQinsuline, une stZatose

hZpatique et une diminution de la sZcrZtion de la leptine et de IQadipoi@ctevanchde
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KO de LHS au niveau hZpatique nOentraine ni dOaltZration mZtaboliquesei BZfmtique
(Xia et al, 2017, Bluher, 2005).

Objectifs

Les travaux de notre groupe au laboratoire explorent la physiopathologie des syndromes
lipodystrophiques dOorigine gZnZtique. Le laboratoire est en Ztroite relaties aeedces de
gZnZtique et dOendocrinologie de IOh™pital Saint-Antoine et a un recrutement daporta
patients lipodystrophiques du fait de son implication dewsntre de rZfZrence Maladies Rares
PRISIS (Pathologies de la RZsistance " I0Insuline et de IOInsulino-8&nsiifdonnZ par le
Pr Corinne Vigouroux). Gr%.ce ~ ce recrutement, nous avons pu rechercher les matations d
LIPE et de MFN2 chez les patients dont le phZnotype pouvait correspondre ~ un syndrome de
Launois-Bensaude.

Mes travaux de these ont permis, dOune part de prZciser les caractZ Gtiebiologique
des patients porteurs de variants pathogenes dans ces genes, et dOautre yshet, l@OZt
retentissement des variants sur le tissu adipeux obtenu lors de IO hkZirgieale de lipomes.
Ces Ztudes tissulaires ~ la fois morphologiques (microscopie optique &biitpe) et
fonctionnelles (immuno-histochimie, expression gZnique et protZique) ont ZtZtZes pkt
IOZtude des cellules souches adipocytaires adulf€a,dpour laquelle jOai pu analyser la
diffZrenciation et les fonctions vitro, cequi nous permet de faire Zmerger de nouvelles pistes

physiopathologiques dans ces maladies.
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La lipomatose de Launois-Bensaude ou LLB est le plus souvent une maladigicgpora
associZe ~ une consommation excessive dOalcool. Pour autant certaitssratialcooliques
prZsentent les memes sympt™mes. LOZtude de quelques familles aGinggitiation dOune
composante gZnZtique dans la LLB en lien avec des dysfonctions mitochoi@oaies al.,
2000). Depuis, plusieurs Ztudes ont montrZ chez de rares patients |Oimplicaticants
pathogenes de IOADN mitochondrial dont le variant m.8344A>G de la tRNAlysine en
association avec le syndrome MERRHRy(clonic epilepsy, ragged-red muscle flbavec
myopathie proximale et, de fason inconstante, Zpilepsie et diabste (@hahg2003). De par
|Oanalyse de leur cohorte de 72 patients italiens atteints de LLBaelittérature, en 2015
G. Enzi et coll. ont fait IOhypothese dOun lien entre lipor& dirun. En effet I0analyse
histologique de lipomes de patients atteints de lipomatose de Launoisi@em@ssociZ ~ un
alcoolisme, a montrZ la prZsence dOadipocytes multiloculaires ~ |@&sagipocytes dUA
brun ou beige (Enat al, 2015). De plus, Enzo Nisoli et coll. ont montrZ IQexpression dOUCP1

dans des prZcurseurs adipocytaires issus de patients atteints de LhBoM&dOexpression
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dOuUCP1 nOest pas induite par la noradrZnaline (inducteur de la voie dOactivatiem&yae)y Z
(Nisoli et al, 2002). Les auteurs proposent que les lipomes proviendraientTdObiun
dysfonctionnel qui stockerait le surplus de lipides.

En 2015, Sarah L. Sawyer et coll. ont mis en Zvidence IQimplication dOun nouvdangysne
la lipomatose de Launois-Bensaude chez trois patients : [eMfshR, codant la mitofusine 2,
dont certains variants avaient prZcZdemment ZtZ associZs "~ la nesidg@athiarcot-Marie-
Tooth (Sawyeet al, 2015). Les trois patients dZcrits (deux freres et une femme non apparentZe)
sont issus de deux familles indZpendantes avec parents consanguins dOorigiise ielanda
australienne respectivement. lls prZsentent des masses lipomateuseisersles dans la
partie supZrieure du corps et une neuropathie pZriphZrique de sZvZritZ variable fappertZ
maladie de Charcot-Marie-Tooth. LOZtude gZnZtique a permis dOidentifier le.2adiaG>T
(p.Arg707Trp) deMFN2 " IO Ztat homozygote chez ces trois patients.

LOZtud@n vitro dans les fibroblastes des patients a montrZ une morphologie mitochondriale
normale. LOZtude fonctionnelle dans des cellules U20S (lignZe cellulai#osbosme)
dZplZtZes en MFN1 et MFN2 endogene (par ARN interfZrence) a permis dOZviaisien|
mitochondriale de la protZine MFN2 porteuse du variant p.Arg707TrgMEB2 en
comparaison avec la protZine non mutZe. Dans les cellules exprimantdanatemte de la
protZine, la capacitZ des mitochondries ~ fusionner est rZduite et laiforaies oligomeres
MFN2/MFN2 est altZrZe, ce qui ne semble pas etre le cas dédifieres MFN1/MFN2.

Chez la souris, MFN1 nOest quasiment pas exprimZe dahdlen. Ces donnZes suggerent
que dans la lipomatose de Launois-Bensaude MEN2, le variant p.Arg707Trp conduirait ~
des dysfonctions dUA brun.

En 2017, Nuno Rochat coll. ont dZcrit quatre nouveaux patients issus de trois familles
indZpendantes porteurs du meme variantMieEN2 ~ 10Ztat homozygote ou hZtZrozygote
composite (en association avec le variant p.Arg343del pour un des quatre p@iechset
al., 2017). Ces patients (3 femmes et 1 homme) dOorigine europZenne prZsententsles masst
lipomateuses dans le haut du corps combinZ " une lipoatropfik dous-cutanZ des membres
infZrieurs, ainsi quOune neuropathie pZriphZrique pour deux dOentre eux. LOinvestigatio
clinique a rZvZIZ une insulino-rZsistance modZrZe ~ sZvere, des tawglyeZrides
plasmatiques plus ou moins ZlevZs en fonction des patients. Invariablemésd padents ont

des taux de leptine et dOadiponectine sZriques tres diminuZs. LOanadgseligortiateux de
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trois des quatre patients montre une expression inchandZEN2mais un effondrement de
IOexpression des genes de la leptine et de IOadiponectine en accordd@Viei de ces
adipokines mesurZ au niveau plasmatique. Une augmentation de |Oexpression gZnique dt
CITED1 (marqueur dOadipocyte beige) est retrouvZe dans les masses pseudodgooete

3 patients. LOanalyse histologique Td\i lipomateux montre des adipocytes uniloculaires
entourZs de nombreuses et grosses mitochondries, pour partie fragmentZes, nOexggmant pas
marqueur thermogZnique UCP1.

LOanalyse transcriptomique du tissu adipeux lipomateux rZvele une augmentejichende
IOexpression des genes de la voie de la phosphorylation oxydative mitochondrialpacodZs
IOADN nuclZaire, et une diminution de IOexpression des genes codZs par [OAD¥dnial.
Pour autant IOexpression des protZines de la cha’ne respiratoire codZedpardZAibe est
diminuZe en Western-blot. Cette augmentation des transcrits mitochondriaupaold?sDN
nuclZaire pourrait stre une rZponse compensatoire aux dysfonctions mitochondriales Auc
de ces observations nOa ZtZ retrouvZe dans IOZtude des fibroblastesestdaZseitains

patients.

Toutes ces donnZes sont en faveur dOun lien causal entre le variant p.Arg70/AN2 de
homozygote ou associZ ~ un autre variant allZlique du meme gene, et latipssrde Launois-
Bensaude. La maladie serait liZe ~ une dysfonction mitochondriale observZemenitjae
niveau duTA.

RZcemment le gene codantdalcyphosindike (CAPSL) a ZtZ suggZrZ comme impliquZ dans
la LLB (Lindneret al, 2019). Cette protZine de la famille de la calmoduline, capable de lier le
calcium, pourrait intervenir dans IOadipogenese. Meme si son implication darferomee
familiale monogZnique de MSL nOa pas pu stre formellement prouvZe, la dimiheition
IOexpression de CAPSL dansTke pourrait contribuer au dZveloppement de la maladie, en

perturbant IOadipogenese et IOautophagie adipocytaire.

Sur le plan anatomique, les lipomes sont situZs ~ proximitZ de territwresogZniques chez
|Oadulte (van Marken Lichtenbat al, 2009). Les rZsultats de la littZrature montrent
IOexpression de certains marqueurs thermogZniques comme CITED1 dRalgH2017) et
UCP1 Yila et al, 2000) dans le tissu lipomateux de cause gZnZtique diffZrente. Enfin il est
clairement Ztabli que la mitochondrie a un r'™le important lors de IQadip(iDeraawet al,

2009), dOautant plus dans |Oadipocyte brun oe la mitochon@i¢CP1, est le siege de la
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thermogenese sans frisson (Chouchetrél, 2019). Nous faisons IOhypothese que ces lipomes
liZs “MFN2 pourraient provenir de dysfonctions Tl brun ou beige dOorigine mitochondriale.

Nous avons sZquenb#N2 chez 66 patients issus du recrutement hospitalier Zvocateurs de
lipomatose de Launois-Bensaude, cOest-"-dire prZsentant une ou plusieurspoasgesises
avec une distribution corporelle de masse grasse altZrZe. Dans un praypseletepatients
porteurs du gZnotypdFN2 p.Arg707Trp ont ZtZ ZtudiZs sur le plan clinique et mZtabolique.
Dans un second temps nous avons caractZrisZ les lipomes de ces patidets analyses
molZculaires, Isto- et immuno-morphologiques, et de microscopie Zlectronique. Ces rZsultats
ont fait IOobjet dOune publication originale en juillet 2018 damsrleal of Clinical Lipidology

D@*10)63(-()*

Nous avons diagnostiquZ six nouveaux patients porteurs du gZiMEpRp.Arg707Trp
" 10Ztat homozygote. Il sOagit de cing femmes et dOun homme, issus deilsg fam
indZpendantes dOorigine franeaise pour P1 & P3 et portugaise pour les patieftsBX: P
P6.

La chronologie dOapparition des sympt™mes chez ces six patients est NZaabieins
tous les patients prZsentent un syndrome lipodystrophique caractZrisZ par desriptiples
dans la partie supZrieure du corps et par une lipoatrophie des membres infZgguiralisZe
associZe " des IZsions osseuses chez plusieurs patients. Maddurhke parfois important des
lipomes, nous avons mesurZ une diminution du pourcentage total de la masseesas&e
par absorptiomZtrie biphotonique (DEXA) (6.8 ~ 18.9% de masse grasse totale). €efs pati
prZsentent des troubles mZtaboliques avec notamment des taux sZriginasiizs de leptine
et dOadiponectine (0.98 0.28 pg/L et 1.03 + 0.43 mglL respectivement), une
hypertriglycZridZmie modZrZe (263 mmolL), une insulino-rZsistance et/ou un diabste ainsi
quOune stZatose hZpatique. La neuropathie de Charcot-Marie-Tooth ou CMT2A associZe
lipomatose de Launois-Bensaude est de gravitZ variable suivant les patients.

JOai pu analyserTA pseudo-lipomateux de deux des six patients (P1 & P4) en comparaison
" du TA sous-cutanZ contr™le de sujets non obeses (n=3). Ces pseudo-lipomes sont non
encapsulZs, non fibrotiques et hypervascularisZs comme le montrent les immuages
positifs pour [Oactine musculaire lisse et pour CD34, un marqueur des cetlokd kales et
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des progZniteurs hZmatoposZtiques. Chez les deux patientes, jOai observEpomtssux
composZ majoritairement dOadipocytes uniloculaires avec la prZsence de quiipogtes
multiloculaires ~ proximitZ des vaisseaux/capillaires. LOimmunomarquage @Rt bt
nZgatif alors que celui pour CITED1 et FGF21 (marqueurs thermogZniques) est tits posi
Comme montrZ dans I0Ztude de Rocha et coll., nous remarquons par IOanalyseagiemicrosc
Zlectronique que le cytoplasme des adipocytes est rempli de nombrewsésmateuses
mitochondries prZsentant des altZrations morphologiques (Bbah&2017).

Les analyses gZniques et protZiques des lipomes issus des palieR#efou P5 mettent
en Zvidence une diminution marquZe de la leptine et IOadiponectine, envaciesidosages
plasmatiques, ainsi quOune augmentation des marqueurs thermogZniques CITER1.et FGF
Ce rZsultat molZculaire est en adZquation avec le taux tres augmentdéxP@&F21 dans le
sZrum de cing des six patients testZs 3881 ng/L) en comparaison ~ des sZrums contr™|es
(40£ 23 ng/L).

Enfin nous avons observZ chez les patients P1, P2, P4 & P5, en mesurant IQincodporati
18F.FDG au cours dOUFEP-scan une activitZ mZtabolique importante dans les tissus adipeux

lipomateux mais aussi dans les zones lipoatrophiques.
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Nos rZsultats sont en accord et complstent ceux des Zquipes de Saeolbr(8 patients,
Sawyeret al, 2015) et Rocha et coll. (4 patients, Roehal, 2017). Nous avons dZcrit ici la
plus grande sZrie de patients (6 patients) porteurs du variant pathogZnique p.Arg707Trp de
MFN2 " I0Ztat homozygote associZ " la lipomatose de Launois-Bensaude. diisrpefmet
de confirmer quOil sOagit bien dOune nouvelle forme de syndrome lipodystrophique 1iZ ~ des
atteintes mitochondriales. Le spectre clinique de cette mitochondriopatht®emplexe. Les
patients dZveloppent des lipomes multiples, une lipoatrophie sous-cutandéeassate
insulino-rZsistance, une hypertriglycZridZmie, une leptinZmie et adiponeetivasse et des
taux de FGF21 sZriques ZlevZs.

Ces lipomes prZsentent des caractZristiques dites C beiges Emiserae dOadipocytes
ayant une morphologie de type C adipocyte blanc E uniloculaire et une petite proportion
dOadipocytes multiloculaires bien visibles en microscopie Zlectroniqugsebe®-lipomes
surexpriment deux marqueurs thermogZniques : CITED1 et FGF21, sans surexpression
dOUCP1. Les marqueurs dOadipocytes matures leptine (LEP) et adiponectine YADIRPOQ

peu exprimZs en regard @A sous-cutanZ contr™le.

De fason originale, nous observons une augmentation dOincorporation du glucose marquZ lors
de IO6examen ddimagerie fonctionnelle p&-lEDG couplZe ~ un scannéff-FDG PEFCT).
Cette augmentation du signal (exprimZe en SUV) est enregistrZe damseledipomateuses
mais aussi dans les zones de lipoatrophi&@AluBien que les valeurs de SUV soient bien en
dee" de ce qui est mesurZ dansTke brun (Nishidaet al, 2009, Virtaneret al, 2009), cOest
une nouvelle donnZe qui va dans le sens de la prZsence de tissu adipeux trgrenobZni
ces patients.

Toutes ces donnZes suggerent quOun faible taux de leptine et dDadiponecting woffiobinZ
taux de FGF21 pourraient constituer un panel de biomarqueurs utiles pour diagnostiquer la
lipomatose de Launois-Bensaude associMEN2.
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JOai travaillZ sur cette thZmatique au laboratoire avec Camiide @dtister 2 NUMZSi -
Nutrition MZtabolisme et Signalisation 2019) et Martine Auclair (IngZnieur dOftudes).
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Le Pr fric Renard (Centre Hosaio-Universitaire de Montpellier) a adressZ au laboratoire
de gZnZtique molZculaire de IOh™pital Saint-Antoine, les prZlsvements ttmeysgecte
de syndrome de Launois-Bensaude pour exploration gZnZtique. LOhistoire familiale de la
patiente est compatible avec une cause gZnZtique autosomale rdeeksivialadie (parents
cousins germains asymptomatiques). La rZcente dZcouverte du nouveau syndrome
lipodystrophique liZ au variaMFN2 p.Arg707Trp et les sympt™mes cliniques de cette patiente
laissaient ~ penser que ce gene pourrait stre impliquZ (Cepal, 2018) mais le sZquensage
de MFN2 nOa pas montrZ de variant pathogene. NZanmoins, le sZqueneage dOun panel de 2
genes impliquZs dans les syndromes dQinsulino-rZsistance extreme etjoodgstribphies
gZnZtiques a permis de mettre en Zvidence un variant diLiipBeE 1OZtat homozygote. I
sOaygit de la dZIZtion dOune base nuclZotidique dans la sZquence codan(e.2iB2gded),
qui conduit ~ un dZcalage du cadre de lecture et |Oapparition dOun codon stop prZcoce
(p-Glu943Glyfs*22).

Trois articles rZcents sont en faveur de IQimplication de diffZrents vétiagtseLIPE,
codant pour la lipase hormono-sensible qui est une protZine clZ de la liptEpseun
phZnotype de lipodystrophie ou lipomatose, ou dans des hypertriglycZridZmies familiales
(Zolotov et al, 2017 Albert et al, 2014, Farhaet al, 2014). Il nOy a que peu de cas rapportZ
" ce jour : 9 patients porteurs de 3 variants diffZrents (tableau 2).
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5 Localisation .
GZnotype Sujets atteints | des pseude Trgubleg A_ut_res signes
(rzfZrence) i mZtaboliques cliniques

ipomes

€.2300_2318del 4 sujetsdOune | Aucun lipome | HypertriglycZridZmie
p.Val767Glyfs*102| fratrie Amish dZcrit diabete chez tous les
Homozygote (42 " 56ans 3 patients
(Albert et al, femmes et 1
2014 hommg@
€.ins1519CG 2 membres Abdomen, Diabete, Faiblesse
p.Ala507fs*563 dOunéatrie rZgionaxillaire, | hypertriglycZridZmie | musculaire
Homozygote dOunéamille nuque, dos et | et HDL-cholestZrol | proximalechez
(Farharet al, consanguine bras bas chez tous les IOun des 2
2014 (49 et50ans 1 patients patients

femme et 1

homme)
c.3103G>T 3 membres Face, cou, Diabete chez un Myopathie
p.Glu1035* d®une fratrie nuque, tronc, patient, distale
Homozygote consanguine | rZgion hypertriglycZridZmie | symZtriquedes
(Zolotov et al, (23" 4l1lans 1 | inguinaket et HDL-cholestZrol | membres
2017 femme et 2 pubis bas chez tous les infZrieurs

homme) patients atrophie

musculaire
Tableau 2: CaractZristiques cliniques des sujets rapportZs dates littZrature

Nous faisons IOhypothese que le variant du ¢getRE est responsable du syndrome

lipodystrophique associZ " la lipomatose chez cette patiente. En miasragie a ZtZ fait chez

les patients porteurs du variant p.Arg707 TrgveN2, nous rZalisons une description clinico-

biologique de la patiente et I0Ztude dOun prZlsvement obtenu lors de 10 ZurgisaletiOun

pseudo-lipome axillaire. Les mZthodes utilisZes sont celles dfentedOarticle Caped al,

2018. Il sOagit dOun travail en collaboration avec le Pr Renard et le Dr Aguilhon

(endocrinologues Montpellier), le Dr Cervera (anatomo-pathologiste ~ IOh™pital
Saint-Antoine) et avec |Qaide des plateformes dOhistomorphologie LUMIC UMS_30

(Saint-Antoine) et dOImagerie et de CytomZtrie LUMIC UMR_S1155 (Tenon).

D@*10)63(-()**

Identification du variant pathogene d&.IPE

La patiente porte le gZnotyptPE c.2828del ~ IOZtat homozygote qui conduit ~ un dZcalage
du cadre de lecture dans la sZquence codante (NM_005357.4) et " la synthese dOnee protZ
tronquZe (p.Glu943Glyfs*22). Ce nouveau variant nOest pas prZsent dans les bases de donnZ
qui rZpertorient les variants de la population gZnZmémofne aggregation database

92









LOanalyse dOimagerie fonctionnéffe-kKDG TERscan) ne montre pas dOaugmentation

dOincorporation du glucose marquZ, ni dans les zones lipomateuses, ni dans les rZgions

lipoatrophiques. LOZlectro-neuro-myogramme est sans anomalie.

De fason intZressante le taux de FGF21 mesurZ par ELISA dans led& tamatiente est

tres augmentZ (x9) par rapport aux contr™les (LIFEE : 365.6 ng/L, n=1; contr™les : 40 ng/L,

n=10) (tableau 3).
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Tableau 3: Carathristiqyes cliniques et biologiques de la patnte LLB-LIPE
Les valeurs normales sont indiquZes entre crochets.

CaractZristiques du tissu lipomateux

Le tissu lipomateux de la patiente LUBPE a ZtZ obtenu apres une lipectomie chirurgicale

axillaire. Nous avons comparZ la morphologie et IOhistologie de ce tistsaigsus contr™les

prZcZdemment dZcrits, obtenus apres une chirurgie plastique de trois $ngefArsmins non
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obeses (IMC de 20.4, 21.2 et 25.6) et celui de la patiente MEBI2 P4 (Capekt al, 2018).

Les adipocytes dliA LLB-LIPE sont de type C blanc E uniloculaires. Il existe nZanmoins une
hZtZrogZnZitZ de taille desadipocytes comme cela est dZcrit pour LMBN?2 (figure 30A,

au milieu et " droite). Le tissu lipomateux de la patieheE prZsente une organisation
architecturale diffZrente de la structureTdhicontr™|e visible sur la coloration en rouge Sirius
(marqueur du collagene), avec la prZsence de nombreux nodules qui pourraient correspondre
une rZgZnZration tissulaire, sans quOil existe vZritablement de structatrec@ o lipomes

bien organisZs (figure 30B). En accord, le marghai-mobility group AT-hook HMG2A)
caractZristique des lipomes communs est nZgatif dans leltBsulPE (rZsultat non montrZ).

Contrairement au contr™le, le tissu lipomateux de la paltidtEeest tres infiltrZ par des
monocytes et macrophages (marquage CD68 et CD163 positifs, figure 30C et D) avec un
nombre plus important de lipogranulomes. Le marquage de la pZrilipine-1 (PLINf)ikstes
dans les tissus adipeux LLUBPE, LLB-MFN2 et tZmoins (figure 30E).

LOexpression du marqueur thermogZnique FGF21 est augmentZe en immunohistochimie dan:
le tissu lipomateux issu de la patiente LLBRE (figure 30F). Ces anomalies (dZsorganisation
des lobules, taille hZtZrogene des adipocytes, expression augmentZe de BGtFafjilaires
" celles observZes dans le tissu pseudo-lipomateux des patientdENB{Capelet al, 2018).

96



Figure 30: Histologie et immunohistologie du tissu adipeux des rZgions lipomateuskss
patientes LLB-LIPE et LLB-MFN2 P4 (Capelet al, 2018
Les diffZrentpanek (A ~ F) correspondent aux marquages spZcifiques indiquZs "~ gauché llanc
souscutanZ dOun contr™le reprZsentatif et des patientesIREBet -MFN2 P4. Dans le tissu
lipomateux des patientes LIPE et MFN2, nous obserdeasadipocytes uniloculaires. Des adipocytes
multiloculaires sont prZsents uniquement chez-MmBN2 P4 (marquage hZmatoxyliZesine, panel
A, fleches). La coloration du collagene au rouge iS8& dZtoure les nombreux lobules chez HLIBE
comparZ au contMle (panel B). Les psedgmmes des patientes LHBPE et LLBMFN2 sont
caractZrisZs par un infiltrat inflammatoire (marquages88Det CD163, panel C et D, pointes de
fleches), une expression de la pZrilipingPLIN1) similaire au contr™le (panel E) et une augmentation
modZrZe ou importante du marquage FGF21 (panel F,-IUEE et -MFN2 respectivement).
AbrZviations HE, hZmatoxylin€osine RS, rouge SiriusPLIN1, pZrilipinel.
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Ultrastructure et morphologie des adipocytes

LOanalyse par microscopie Zlectronique a ZtZ rZalisZé Suddela patienté.IPE et dans
les contr™les Zgalement utilisZs pour [OZtude histologique. ContrairementtatsxputsiZs
dans les tissus lipomateux des patientes MMBN2, nous observons uniquement des
adipocytes uniloculaires entourZs dOun fin cytoplasme similaire aux adipanyte¥les
(figure 31A). Les mitochondries de la patiente LLERE ne prZsentent pas dOanomalie de
structure et sont en nombre Zquivalent aux contr™les. Leur diamstre moy#£ri 8L&%) est
supZrieur " celui des contr™les (5 %), mais significativement infZrieur ~ celui des
mitochondries de la patiente LLBFN2 P4, de volume tres augmentZ (44126 %n)
(figure 31B).

Figure 31: Ultrastructure des masses lipomateuses des patientelsB -LIPE et LLB-MFN2 P4
Les images obtenues en microscopie " transmissestrdhique sont reprZsentatives dOun des contr™les
(TA blanc souscutanZ), de la patiente LEBPE et LLBMFN2 P4. (A) Focus sur IQanneau
cytoplasmique entourant IQadipocytéletitrastructure des mitochondries. LOZpaisseur du cytoplasme
est reprZsen&par la fleche ~ double sens. (B) Analyse statistique de la taille mogedes
mitochondries dans leur plus petite largeur, testistique non paramZtrique non appariZ de Mann
Whitney (*: P<0.0001 versus contr™les,: ##<0.0001 pour la comparaison entiel B-LIPE et
LLB-MFN2). AbrZviations L, gouttelette lipidique m, mitochondrie.
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Profil protZique du tissu adipeux des rZgions lipomateuses

Nous avons ZvaluZ |Oexpression protZique des pseudo-lipomes chez leslfiaBidrifes
(rZgion axillaire) etMFN2 (patiente P1 - rZgion du bras gauche et P4 - rZgion pZri-ombilicale)
en comparaison ~ deux des trois tissus adipeux sous-cutanZs contr™les deh@tviabisue.

Les rZsultats pour la patiente LUBPE correspondent ~ un rZplica biologique cOest-"-dire deux
Zchantillons diffZrents du meme lipome en regard des deux patiente$/EN2-P1 et P4

respectivement.

Le gZnotype p.Glu943Glyfs*22 dd.IPE entra’ne une expression de la lipase
hormono-sensible (LHS) indZtectable dans le tissu lipomateux et diminuZeatC5%i dans

celui des patientes LLRAFN2 par rapport aux contr™les (figure 32A).

Les marqueurs dOadipogenese PRARC/EBP sont un peu moins exprimZs comparZ aux
contr™les. Le marqueur dOadipocyte mature adiponectine (ADIPO@)tgtdaid synthase
(FAS) sont fortement diminuZs chez les patientes LIBE et LLB-MFN2 comme
prZcZdemment observZ (Cagtel, 2018) en regard des tissus adipeux contr™les (figure 32B).
Ce dZfaut dOexpression est en accord avec les taux dOadiponectine sZeguedsasher ces
patientes.

La patiente LLBLIPE prZsentant un phZnotype clinique similaire aux patientesNIER2,
nous avons ZtudiZ IOexpression de marqueurs de la biogensse mitochondriale aveetPGC1
de marqueurs thermogZniques dont FGF21 et CITED1 retrouvZs fortement augmentZs dans le
tissu pseudo-lipomateux des patientes LMBN2 (Capelet al, 2018). La protZine PGClest
respectivement 4 et 10 fois plus exprimZe dans le tissu lipomateuxidesashlPE et MFN2
en regard des tissus contr™les. Ces donnZes sont en accord avec les obfstestiems
microscopie Zlectronique " savoir une augmentation de taille et/ou du nonmitdeondries
dans les tissus adipeux pathologiques beaucoup plus marquZe dans le caardssIFaR.
Nous mesurons une expression protZique de FGF21 augmentZe dOun facteur 2 dans le tiss
lipomateux de la patiente LLBHPE et 3 pour les patientes LLBFEN2 (figure 32C). Ces
rZsultats sont corrZIlZs aux taux de FGF21 sZriques dosZs par ELISA 385vmjfL pour la
patiente LLBLIPE, 410 + 157 ng/L pour les patientes LLAFN2 (n=2, P1 & P4) et
40 + 23 ng/L pour les sZrums contr™les (n=10). LOexpression protZique de CITED1 est

augmentZe dOenviron 3 fois par rapport aux tissus contr™les chez la patiémiE] LB-
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niveau dOexpression intermZdiaire ~ celui des patientesVENR, nettement plus ZlevZ (x8)
(figure 32C).

Figure 32: Expression protZique des marqueurs dOintZret dansslenasses lipomateuses des
patientes LLB-LIPE et LLB-MFN2 P1 & P4
LOanalyse par Westebiot a ZtZ rZalisZe dans 2 zones distinctes du tissu lipomateux deetatepati
LLB-LIPE (rZplicat biologique), les 2 patientes LIMFN2 (P1 et P4 respectivement) en comparaison
"~ du TA souscutanZ de 2 contr™les. Les rZsultats sont reprZsentZs comoyetmendes 2 pistes
+10Zcart type (SD). Immunoblots et quantification de I0expressidiqype dd.HS(A), des marqueurs
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dOadipogenese PPARC/EBP , ADIPOQ et FAS (B), @urmarqueur de la biogenese mitochondriale
PGC1 et des marqueurs thermogZniques FGF21 et CITED1 (@ &t tubuline (tZmoin de charge).
UA : unitZ arbitraire.

.@*:,'%36)&," *

Par cette Ztude, nous avons analysZ les consZquences cliniques, histabgiopiZgues
du gZnotype homozygote p.Glu943Glyfs*22 du geh¢PE codant pour la lipase
hormono-sensible. Nous avons Zgalement comparZ ses diffZrentes caractZristdjess
observZes chez les patients atteints de MIBN2. Les principales similitudes cliniques
(enbleu) et divergences (ert pour LIPE et pour MFN2) entre ces 2 gZnotypes

responsables de la lipomatose de Launois-Bensaude sont reprises dans le tableau ci-dessous.

GZnotype p.Glu943Glyfs*22 deLIPE p.Arg707Trp de MFN2

pseudclipomesaux racines des membres et~ la partie supZrieure du tronc
lipoatrophie associZe edistalitZ des membres
troubles mZtaboliqueghypertriglycZridZmie, insulintZsistance, stZatose hZpatiqt

Clinique
Zlectreneuromyogramme pZriphZrique
8t FDG PET scan pseudelipomes en
"¥F-FDG PET scan
adiponectinZmiebasseFGF21 augmentZ
Biologique

leptinZmie leptinZmie

Tableau4 : Synthese des caractZristiques cliniques et biologiques des patiestZtudiZes atteintes
de lipomatose de LaunoiBensaude

Sur le plan clinique, la patiente ayant ureB-LIPE prZsente donc un phZnotype clinique
similaire ~ celui des patients LLBAFN2 prZcZdemment dZcrits au laboratoire (Capell,
2018) : une lipomatose (pseudo-lipomes) de la partie supZrieure du corps, une lipoatrophie
distale des membres et des troubles mZtaboliques associZs aux lipodystidphirZsultats
concernant la patiente ayant le gZnotype p.Glu943Glyfs*22LIBE sont Zgalement
concordants avec ceux observZs pour les patients au gZnotype p.Val767Glyfst1BE de
publiZs par Albert et coll. Les 4 patients homozygotes pour ce variant prf sisstéroubles
mZtaboliques : dyslipidZmie, stZatose hZpatique, rZsistance ~ I0iasulinbete. Aucun
lipome ni zone de lipoatrophie nOa ZtZ dZcrit chez ces patients.edesiégptine plasmatique

sont comparables aux sujets hZtZrozygotes et non mutZs ; et leurs taux dfadipone
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plasmatique sont significativement plus bas comme observZ chez notneepmtant le variant
p.Glu943Glyfs*22 (Alberet d., 2014).

Sur le plan de IOZtiologie molZculaire, le variant p.Glu943Glyfs*22PdenOavait jamais
ZtZ rapportZ chez IODHomme. La pathogZnicitZ de ce variant est conf®@iae homozygote
car il entra’ne un dZfaut dOexpression duldf®ie responsable dOune absence complste de la
lipase hormono-sensible dans T&, comme pour le variant p.Val767Glyfs*102 d&PE
(Albert et al, 2014).

Chez la patiente LLRIPE comme chez les patients LLBFN2, le tissu pseudo-lipomateux
est caractZrisZ morphologiquement par une dZsorganisation des lobules adipedesavec
adipocytes de taille hZtZrogene sans particularitZ dOanomalies de nateteesttucture des

mitochondries.

Dans notre Ztude, IOexpression protZique de #&tAfR CEBP estmodZrZment diminuZe
dans le tissu lipomateux de la patiente LLEBXE. LOanalyse dliA des patients ayant le
gZnotype homozygote p.Val767Glyfs*102 Id@E avait mis en Zvidence une diminution de
|IOexpression des genes cibles de PPé&dtnme C/EBP et SREBP1c mais sans diminution
dOexpression de PPARIbert et al, 2014). Les diffZrents variants HEPE pourraient donc
altZrer la diffZrenciation adipocytaire " divers niveaux.

Chez la patiente ayant une LUBPE ZtudiZe au laboratoire, deux marqueurs thermogZniques
sont augmentZs dansT@ : CITED1 et FGF21. NZanmoins les masses lipomateuses captent
normalement le glucose éfF-FDG TERscan, ce qui nOest pas en faveur dOune activitZ
thermogZnique majeure de ce tissu.

Une des principales limites de notre travail est I0Ztudié guovenant dOune seule patiente
prZsentant un variant ddPE. Ces rZsultats prZliminaires devront donc stre confirmZs par
|Gexploration dOautres patients prZsentant une LLB seconavaiant de_IPE.
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JOai travaillZ sur cette thZmatique au laboratoire avec Martinér flmganieur dOftudes),
Camille Sollier (Master 2 NuMZSi - Nutrition MZtabolisme et Sigadion 2019) et Juliette
Robert (Master 2 NuMZSi 2017). Il sOagit dOun travail collaboratif avec |Catidesdaite de
Jennifer Gorwood et Matthieu Mantecon (UMR_S938 Zquipe Feve) pour IOisolem&SQjes
de Romain Morichon de la plateforme dOimagerie CISA LUMIC UMS_30 (Saint-Antoine) pour
IOacquisition et la quantification des imagesRed Oil et avec Laura Braud et Roberto
Motterlini (Inserm U955, Zquipe 12, FacultZ de mZdecine - UniversitZ Pa@sZsil) pour

les Ztudes sur la respiration mitochondriale.
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Les syndromes lipodystrophiques sont des pathologies complexes pour lesquels les
explorations sont limitZes dOune part par la raretZ des patients epd@aatrda difficultZ ~
mettre en place des modsles cellulaires adaptZs. Les lignZes snadne difficilement
transfectables et le modele murin prZsente plusieurs limites "~ |Odasleathologies
adipocytaires avec des diffZrences dans le mZtabolisme lipidique ritutiz duTA et la
structure adipocytaire (Bluher, 2005). E ce jour, il nOexiste pas de lignZe adipbeyteinee
permettant de rZcapituler, sans surexpression du gene dQintZret, la physiopathslogie de
lipodystrophies et plus particulisrement de la lipomatose de Launois-Bendagleellules
souches adultes, qui participent ~ la rZparation et au maintien de |@int&grtissus, ont la
capacitZ de se multiplier ~ 10Ztat indiffZrenciZ par auto-renouvelletreonit multipotentes
(Ferrariet al, 1998, Johnstonet al, 1998, Hauneet al, 1987, Grigoriadi®t al, 1988). Les
CSM de la moelle osseuse peuvent ainsi se diffZrencier dans plusieugedigabulaires dont
les ostZocytes, les chondrocytes et les adipocytes (PitetraerL999). LOintZret des cellules
souches adipocytaires humaines ou Addifgose-derived stem cekst en pleine expansion
depuis leur dZcouverte dans la fraction stroma-vasculaifé&dZuk et al, 2001), aussi bien

au niveau physiopathologique (Kalet al, 2019) que dans des perspectives de mZdecine
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rZgZnZrativedi et al, 2019). Nous faisons |Ohypothese que les ASC issues des patientes
pourraient stre un bon modele cellulaire pour IOZtude et la caractZrisatimrlyifonction
adipocytaire associZe aux variantBE et MFN2.

Les rZsultats prZsentZs ci-apres sont des donnZes prZliminaires. DegnespZri

complZmentaires sont en cours.

D@ (0$&"3*"(*#0(;,5") *

Isolement et culture des cellules souches adipocytaires ou ASC

Les ASC issues des patientes LMB-N2 P1 & P4 et LLBLIPE ont ZtZ isolZes dans les 24 h
suivant I0exZrsse des lipomes. Les ASC contr™les sont issues ddifissnsous-cutanZs de
femmes non diabZtiques (IMC < 25kg) dO%.ge moyen de 401%.2 ans ayant eu recours
une chirurgie plastique. Tous les sujets inclus dans cette Ztude ont dono@hkentement
libre et ZclairZ permettant IQutilisation de TeMf des fins de recherche.

Les ASC ont ZtZ extraites du TA par digestion " la collagZnase cdZeriepar Zhiet al,
2013. Brisvement le tissu a ZtZ digZrZ de fason enzymatique ~ la coliag@r2®b. Apres
centrifugation, l&SV a ZtZ filtrZe (100 um), rincZe et ensemencZe. Les celluleZ onltiX¥es
en! MEM (minimum Eagle's mediunGibco, ThermoFisher) supplZmentZ par 10% de SVF
(sZrum de veau fital - PAN Biotech, Dominique Dutscher), 2 mmol/L de glutaitileco),
1% de penicilline-streptomycine (10 000 Ul/mL, Gibco) et 145 nmol/lbasc fibroblast
growth factor (PeproTech). E prZ-confluence, les cellules adhZrentes ont ZtZ trypsinZes et

ensemencZes " 10ellules/cr.

DiffZrenciation adipocytaire blanche et beige des ASC

La diffZrenciation adipocytaire dite C blanche E des ASC a ZtZ induits pgst confluence
par 10ajout dOun milieu pro-adipogZnique (DMEM 4.5g/L de gludak®cco Modified
Eagle's MediumGibco, ThermoFisher) supplZmentZ par ¢, 1%mol/L de rosiglitazone
(Enzo Life Science), 1%mol/lL de dexamZthasone, 5@@nol/L dOIBMX (3-isobutyl-1-
methylxanthine), 4mol/L dOinsuline (Sigma-Aldrich) pendant 7 jours, puis maintenues en
DMEM additionnZ d®%mol/L dOinsuline pendant 7 jours. La diffZrenciation adipocytaire dite
C beige E differe uniquement par I0ajout supplZmentaire pendant les 7 premigesgoliuse
de 50%nol/L dOindomZtacine et 2 nmol/L de triiodothyronine ou T3 (Sigma), puis maintenues
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pendant 7 jours en DMEM additionnZ d@ol/L dOinsuline, 2 nmol/L de T3 e®nol/L de
rosiglitazone. Les milieux de culture ont ZtZ changZ tous les 3-4 jours.

La diffZrenciation adipocytaire a ZtZ ZvaluZe "~ J14 par |IQaccumulafigidetedellulaires
(comme dZcrit prZcZdemment par GuZnagitad, 2017 - annexe 1). Brievement, les cellules
cultivZes en plaque 12 puits ont ZtZ fixZes par du formol 10% tamponnZ et colecZés
|@Dil Red O(0.6% dans d&lsopropanol 60%) pendant 2 h ~ tempZrature ambiante. Les noyaux
ont ZtZ marquZs par le 4',6-diamidino-2-phZnylindole (DAPI). La coloration rouRgddDil
a ZtZ quantifiZe en microscopie " fluorescence (Olympus 1X83, logiciSkcsliDimension).
Ensuite les cellules ont ZtZ solubilisZes dans du SDS 10% et iZintersloration diRed

Oil a ZtZ quantifiZe ~ 520 nm (Spectrafluor Plus, Tecan).

Expression gZnique

Les ARN totaux cellulaires ont ZtZ extraits ~ J14 avec |&lkitleoSpin RNAMacharey-
Nagel) selon les recommandations du fabricant. LOADRZSynthZtisZ ~ partir de 0.5~ 1 g
dOARN HKigh capacity cDNA reverse transcription kitife Technologies).La PCR
quantitativea ZtZrZalisZe sur un Light Cycler 480 en utilisantldght Cycler 480 SYBR
Green | Master mix (Roche Diagnostics). LOARNm de HPRThypoxanthine
phosphoribosyltransferayea ZtZ utilisZ pour la normalisation. Les mesures dOexpression
gZniques relatives sont rZalisZes selon la mZthode @sn prenant en compte IQefficacitZ
rZelle des PCR.

Expression protZique

Les protZines totales ont ZtZ lysZes en Laemmli (Biorad) ~ JO edligsats ont ZtZ soumis
" un SDS-PAGE et transfZrZs sur membrane de nitrocellulose. Les prefZoisjues ont ZtZ
dZtectZes en utilisant des anticorps dirigZs contre MFN2 (1/1000, Abcam, ab5{(®38),
(1/100, Cell Signaling Technology, #4107), C/EBR1/100, Proteintech, #18311-1-AP),
SREBP1c (1/500, Santa Cruz, SC-366), PRARS00, Santa Cruz, SC-7273), ADIPOQ
(1/1000, Invitrogen, KIA1-054), FAS (1/1000, Cell Signaling Technology, #3180), PLIN1
(1/1000, Abcam, ab3526), ATGL (1/1000, Cell Signaling Technology, #2138), PGC1
(1/1000, Proteintech, #20658-1-AP), FGF21 (1/1000, abcam, ab171941), UCP1 (1/1000,
Sigma Aldrich, U6382) et tubuline (1/5000, Sigma-Aldrich, T5168). La tubuline a AsZ ettil
comme contr™le de charge protZique. Les complexes immuns ont ZtZ giétectZs

chemiluminescence et quantifiZs sur le logiciel ImageJ (NIH).
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SensibilitZ ~ 10insuline

LOeffet de IOinsuline sur la phosphorylation de la sous-unitZ beta du rZceptsulirielOi
(IR8) et de son substrat IRS1, sur la protZine kinase B (Akt/PKB) et sur |Qactilati
IG@xtracellular-regulated kinasgERK) a ZtZ dZterminZe ~ J14 par analyse en Western-blot sur
des lysats cellulaires totaux ~ partir de cellules dZplZtZ&8/Eret stimulZes pendant 8 min
avec delGnsuline (100 nmol/L) en utilisant des anticorps dirigZs contre IR§ (1/1000, Cell
Signaling Technology, #3025), IRS1 (1/1000, Upsate, #07-247), Akt (1/500, sc-8312, Santa
Cruz Biotechnology), p-Akt (1/500s¢7985-R), ERKet p-ERK (1/1000, Cell Signaling
Technology, #9102t #9101), ainsi que contre les tyrosines phosphoryl?8¥ ( 1/500,
Santa-Cruz Biotechnologgg7020).

Transport du glucose

Le transport du glucose a ZtZ mesurZ ~ J14 comme dZcrit prZcZdemm&apdesal,
2012 (annexe 2). Brisvemengdcellules ont ZtZ incubZes prZalablement 24 h dans un milieu
DMEM sans SVF et sans glucose, avec 0.5% dOalbumine bovine. Les celldé&emtses
dans un tampokrebs Ringer Phosphate Pyruvadgec 2% dOalbumine et stimulZes par de
IOinsuline (100 nmol/L) pendant &0(n avec ou sans cytochalasine B (5 umol/L) qui est un
inhibiteur des transporteurs de glucose, permettant de mesurer le transport rimuspdci
mZlange contenant du 2-deoxy-D*G] glucose (capable dOstre phosphorylZ en intracellulaire
sans intZgrer la glycolyse) a ZtZ ensuite ajoutZ pendaint Bes cellules ont ZtZ lavZes avec
du PBS, lysZes (SDS 0.05%) et IOincorporatidfCde ZtZ mesurZe (compteur §, HIDEX). Les
rZsultats ont ZtZ rapportZs " la quantitZ protZique mesurZe en spect(Bnadifioed protein

assay Biorad).

Lipolyse adipocytaire

La lipolyse a ZtZ ZvaluZe ~ J14 par la libZration de glycZrol dangele aei culture (DMEM
sans SVF supplZmentZ ~ 0.5% dOalbumine bovine), en utiisiaeé glycerol reagent kit
(F6428, Sigma-Aldrich). Nous avons comparZ la libZration de glycZrol ~ 10Zkatt Isaste
une stimulation pendant 4 h par la forskoline ¢&ol/L), qui active la lipolyse en stimulant
IOadZnylate cyclase. La coloration a ZtZ mesurZe en spectromZtrien"e54s rZsultats sont
exprimZs en nmol/L de glycZrol secrZtZ par mg deipeatgllulaie.
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Fonctions mitochondriales et stress oxydant

Le colorant cationique JC-ltefrachlorotetra-ethyl-benzimidazolyl-carbocyanine iod)de
permet dOZvaluée potentié de membrane mitochondriat la sondeMitoTracker Red
(Invitrogen) est un reflet da masseamitochondrialeLes cellles, cultivZes en plaque 48 puits,
ont ZtZ incubZesJO et J14 de diffZrenciation avec du JC-1 (1 pmol/L) oumdatracker
(1.9 %nol/L) dans duDMEM supplZmentZ avec 4.5 g/L de glucose pendant 2 h ~ 83;C.
quantificationa ZtAZalisZe sur un spectromstre ~ 595 et 530 nm (JC-1 ag®@lgabnomeres,
respectivement) ou 630 nm (MitoTrackelth production dOespeces rZactives de 10oxygene
(ROS) a ZtZZvaluZe par IQoxydation Bt6-chloromethyl-2,7-dichlorodihydro-fluorescein
diacetate(CM-H2DCFDA) (Invitrogen)Les Zsulats ont ZtZ normalisZs au contenuA&N
(DAPI).

Respiration mitochondriale

La consommation dOoxygene (OGBRygen Consumption Ratdes ASC a ZtZ ZvaluZe *
|Oaide dOun analyseur de flux extracellBaiadorse XF2@Seahorse Bioscience). Les cellules
ont ZtZ ensemencZes " la densitZ de®Zé&lules par puits et soumises au protocole de
diffZrenciation adipocytaire blanc ou beige. E J14 le milieu a ZtZ rempéacdu milieu
DMEM sans SVF et sans bicarbonate supplZmentZ par 4.5 g/L de D-glu2osenel/L de
glutamine. Apres une incubation dO1h dans un incubateur safs3Z(, IOOCR basal a ZtZ
mesurZe pendant 30 min. Plusieurs parasidis que la respiration liZe ~ IOATP, la respiration
maximale, la fuite de protons et la respiration non-mitochondriale ont ZtZZZvdDaide du
testMito StressCe test a ZtZ rZalisZ par IQajout sZquentigigdmll oligomycine inhibiteur
de IOATP synthase), 'fmol/L carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone
(FCCP, agent dZcouplant) durhol/L rotZnone/antimycine A (inhilgitrs des compless| et
Il de la cha’ne respiratoire, respectivement). Les valeurs ont ZtZ normalis/@sasse
mitochondriale (Mitotracker/DAPI).

Analyses statistiques

Les donnZes sont exprimZes sous forme de moyerfeart-type ~ la moyenneSEM,
standard error mean Les analyses statistiques ont ZtZ rZalisZes ~ I0aide du ®gipiePad
Prism 6en utilisant un test non paramZtrique non appariZ de Student. Le @stomsitiZrZ

significatif si la valeur dé est infZrieure "~ 0.05.
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Expression protZique de MFN2 et LHS dans les ASC soumises " la diffZrenciation

adipocytaire blanche

LOexpression protZique de MFN2 nOest pas significativement modifiZe ASGsdes trois
patientes LLB en comparaison avec les ASC contr™les soumises "~ 14 jdifiidreeciation
adipocytaire blanche (figure 34A). LOexpression de la LHS est quant " elle effondrZ
uniqguement dans les ASC LLBPE (figure 34B). Le gZnotype p.Glu943Glyfs*22 HE¥PE
abolit donc IQexpression de la lipase hormono-sensible dans les adipodiyte<Ces rZsultats
sont en accord avec IQexpression protZique de LHS retrouvZe dans le tissaubipdesat
patientes LLBMFN2 et-LIPE dZcrits prZcZdemment.

Figure 34: Expression protZique de MFN2 et LHS dans les ASC destientes LLB-LIPE et -
MFN2 ~ J14 de diffZrenciation adipocytaire blanche
Immunoblots et quantification de |Qexpression moe¢Zde MFN2(A) et LHS (B) dans les lysats
protZiques totaux extraits des ASC ~ J14 de diffZrenciation adipocytaireh@ahes rZsultats sont
exprimZs sous forme de moyemr&EM (n=4, sauf pour le point MFN2 / LEBPE o+ n=1). * P<0.05,
**P<0.01 en canparaison avec les ASC contr™les (n=2 " 3 par espde). MFN2 mitofusine 2,
LHS: lipase hormonesensible, Ctrt contr™les, UAunitZ arbitraire, ns non significatif.

DiffZrenciation adipocytaire blanche dans les ASC porteuses des variants LLB-MFN2
et-LIPE

E J14 de diffZrenciation adipocytaire blanche, la coloratidRealiOildesGL des ASC issues
des patientes LLBIPE et-MFN2 est significativement diminuZe par rapport ~ celles des ASC
contr™les. Ceci montre que les mutatidifN2 p.Arg707Trp etLIPE p.Glu943Glyfs*22
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alterent la capacitZ des adipocytes ~ stocker les lipides intudaiets au cours de la
diffZrenciation, et ceci de fason plus marquZe chez ces dernieres (figure 36A)O@
nZanmoins une hZtZrogZnZitZ du marquaBedil dans les cellules issues de patients.

Apres 14 jours de diffZrenciation des ASC LIBPE, IOexpression des transcrits et/ou des
protZines des marqueurs dOadipogenese SREBPR® et C/EBP est significativement
diminuZe. Plusieurs marqueurs de |Oadipocyte mature, dont IQadiponectine, (ARIPOQ),
pZrilipine-1 (PLIN1), et la synthase des acides gFaS{/FAS), sont significativement
rZprimZs (figure 35B et C).

Concernant les ASC LLBAFN2, seuls les marqueurs protZiques PLIN1 et PPAst
significativement diminuZs dans les cellules des deux patientes. |[&iespression protZique
de PPAR est diminuZe dOau moins 50% dans les ASC issues des patiented® ELd-
LLB-MFNZ2 par rapport aux contr™les. Les protZines dOadipocyte mature telles la {Zrilipine
(PLIN1) et la FAS sont diminuZes dOau moins 60% dans les ASC LLB en dsompate
ASC contr™les (figure 35B et C). Ces rZsultats sont en accord avec le ddfpogeGse
observZ par la coloration &ed Oil(figure 35)). Concernant la leptine (LEP), seules les ASC
issues des patientes LLBFN2 prZsentent un dZfaut dOexpression gZnique par rapport aux
ASC contr™|es (figure 35B). Ces rZsultats sont en accord avec la leptirsgmizhba les deux
patientes LLBMFN2 mais normale chez la patienteR-LIPE.

DOautres expZriences en cours permettront dOaugmenter la puissance statistgue
rZsultats.
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Figure 35 Effets des variants gZniques de LLB.IPE et-MFN2 sur la diffZrenciation
adipocytaire blanche des ASC " J14 posinduction

Les ASC ont ZtZ diffZrenciZes en adipocytes blatms & protocole dZcrit dans les mZthodes. La
diffZrenciation adipocytaire a ZtZ ZvaluZe par la coloration au Red Oil paitdeZtrie optique et en
fluorescence. (A) Photos reprZsentatives et quaatidfics duRedQil. (n=3 ~ 6) (B) Expression gZnique
relative des marqueurs mesurZe par-PICR (normalisation ~ HPRT, n=2 "~ 4). (C) Immunoblots
reprZsentatifs et quantification de [Oexpression protdiguearqueurs adipocytaires et de la tubuline
(tZmoinde charge) de lysats protZiques totaux (n=1 " 3). Les rZsultats soris@&mpZs comme la
moyenne des expZrienegeSEM. * P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 en comparaison
avec les ASC contr™les (n=2 "~ 3 par expZrience). ADIP@@iponectine, PLIN: pZrilipine-1,
FAS: fatty acid synthase, Ctricontr™les, UAunitZ arbitraire, ns non significatif.
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Diminution de la sensibilitZ ~ IQinsuline dans les ASC porteuses des varidBsMFN2
et-LIPE

Nous avons ZvaluZ la capacitZ des ASC " J14 de diffZrenciation adipocyiaiteet] activer
les intermZdiaires de signalisation sous |Oeffet de IOinsuline. En rdpdiag®h de I0insuline
" son rZcepteur, celui-ci est phosphorylZ sur des rZsidus tyrosine spZcifiqges,lswe
IOinhibition de son activitZ tyrosine kinase. Le rZcepteur de 1Qinsuline phosdbsydes
protZines de signalisation, en particulier celles de la famillmsieln receptor substrai@RS),
qui servent ensuite de signaux ~ dOautres protZines impliquZes dans lesdipatesrivoies
de signalisation de IOinsuline.

La voie PI3K - PKB/Akt est responsable de la plupart des actions matastie IOinsuline.
La voie MAPK via ERK rZgule IOexpression de certains genes et coopere avec la voie PI3K
pour la croissance et la diffZrenciation cellulaire (figure 7). LOinsulmelstiOentrZe du
glucose dans IOadipocytia le transporteur du glucose GLUT 4 et sa transformation en
glycZrol-3-phosphate, ce qui permettra IQestZrification des acides grasstickage sous
forme deTG (figure 8).

LOinsuline stimule significativement I0entrZe de glucose radiomarquz datfislEs ASC
contr™les ce qui nOest pas le cas dans les ASC des patientes LisBspdete variantdPE
et MFN2 (figure 36A). LOeffet de IOinsuline sur la phosphorylation dOIRS, IRS1, Akt/PKB et
ERK est significativement diminuZ dans les ASC issues des pafi¢@es|PE et LLB-MFN2
en comparaison aux contr™|es (figure 36B). Les ASCLLPB-et-MFN2 prZsentent donc un
dZfaut de la signalisation qui atteint ~ la fois la voie mitogZniquia e@bie mZtabolique
stimulZes par IQinsuline. Le dZfaut dOadipogensse de ces cellulesasstanAé une insulino-
rZsistance.



Figure 36 : Effets des variants gZniques de LLB.IPE et-MFN2 sur la signalisation insulinique
des ASC " J14 postinduction

Les ASC ont ZtZ diffZrenciZes en adipocytes blatursls protoole dZcrit dans les mZthodes. (A) Les
cellules dZprivZes en SVF et en glucose ont ZtZ stimulZes pasa@E{100 nmol/L) pendant 20 min
puis du glucose radiomarquZ a ZtZ ajoutZ pendant 8 min. Le transport du glucogvalzdar la
quantitZ de radioactivitZ intracellulaire rapportZe au contenu protZique (Gdthparaison statistique
des rZsultats obtenus en condition stimulZe vs basale dans les ASC sqi@itiyleu issues des
patientscomme indiquZ * P<0.05, ns: non significatif. (B) Les dliles dZprivZes en SVF ont ZtZ
stimulZes avec de 10insuline (100 nmol/L) pendant.8Laiphosphorylation du rZcepteur ~ 1Qinsuline
(IR$), de son substrat (IRS1), a ZtZ ZvaluZe par le maecqagPhosphoTyr (PY) et celle de la protZine
kinase B (Akt/PR) et de la MAR ERK (extracellulasregulated kinase) par des anticorps spZcifiques
(Western blot sur lysat cellulaire total) (n=3 ~ 4). $ €Zsultats sont reprZsentZs comme la moyenne des
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expZriences SEM. * P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 en comparaison avec les ASC contr™les (n=2).
Ctrl : contr™les, UAunitZ arbitraire.

AltZration de la fonction lipolytique dans les ASC porteuses des variants LIFEE

Au cours de la lipolyse adipocytaire, €6 stockZs dans I&L sont hydrolysZs en acides
gras et glycZrol. Pour Zvaluer IQintensitZ de la lipolyse adipocytairesdaS&€lenous avons
mesurZ la quantitZ de glycZrol cellulaire libZrZ dans le milieu de culture.

Apres 14 jours de diffZrenciation adipocytaire blanche, la quantitZ de glycZrdedaiigu
de culture des ASC LLRBIPE et-MFN2 " I0Ztat basal nOest pas diffZrente des ASC contr™les.
Nous avons ensuite stimulZ les ASC avec de la forskoline, qui est uripgjgtiue activant
|OadZnylate cyclase et augmentant ainsi le taux dOAMPc intraeetialgii active la LHS par
phosphorylation\ia la protZine kinase A) (figure 9). Apres 4 h de stimulation par la forskoline,
les ASC contr™les secretent 3 fois plus de glycZrol quO” 10Ztat bapahdn ria forskoline,
la quantitZ de glycZrol libZrZ dans le milieu de culture des ASCLIRB: nOest pas
significativement augmentZe par rapport ~ la condition basale. Les AB€side la patiente
LLB-LIPE prZsentent donc une fonction lipolytique altZrZe. Ce rZsultat montre queute dZfa
dOexpression de la LHS dans les ASC porteuses du gZnotype p.Glu943GlyisPR sie
traduit comme attendu par une lipolyse inefficace. Cet effet nOest pas rdtmosigs ASC

LLB-MFNZ2, qui activent correctement leur lipolyse dans les memes conditions (figure 37).

Figure 37: Effets des variants pathogenes d&IPE et MFN2 sur la fonction lipolytique des ASC

~ J14 postinduction de la diffZrenciation adipocytaire blanche
Les ASC ont ZtZ diffZrenciZes en adipocytes blatms k& protocole dZcrilans les mZthodes. Les
cellules dZprivZes en SVF ont ZtZ stimulZes par de la forskdli#m¢l/L) pendant 4. La lipolyse a
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ZtZ ZvaluZe par la quantitZ de glycZrol secrZtZ rapportZe au comtdigque. Les rZsultats
reprZsentent la moyenne des exp¥rs+ SEM. Comparaison statistique des rZsultats obtenus en
condition stimulZe vs basale dans les ASC contr™les ¢Gtidsues des patient®mme indiquZ *
P<0.05 (n=2), ** P<0.01 (n=2 ou 3)ns: non significatif.

Dysfonctions mitochondriales dans les ASC porteuses des variants IUBE- et MFN2

Dans les ASC " 14 jours de diffZrenciation, la masse mitochondriale mesurEesonde
fluorescentamitotrackerest significativement augmentZe dans les ASC issues de patients pa
rapport aux ASC contr™les (figure 38A panel de gauche). Nous observons une tendance ~
IOaugmentation du stress oxydant (ROS) dans les ASQ IRBet -MFN2 par rapport aux
ASC contr™les (figure 38A panel du milieu). Le potentiel de membrane mitochandsaiZ
par le rapport d'agrZgats de JC-1llssmonomeres de JC-1 est similaire dans les ASC contr™les
ou issues de patients ~ J14 de la diffZrenciation adipocytaire (figure 38A panel de droite).

Apres 14 jours de diffZrenciation adipocytaire blangheitro, la respiration mitochondriale
des ASC des patientes LLB et contr™les a ZtZ ZvaluZé&eahtesear le tesMitoStress
Suite "~ 10ajout sZquentiel des inhibiteurs du complexe V, | & lll de laehaspiratoire
mitochondriale (oligomycine, rotZnone et antimycine A - R/AA respectivemed®wt agent
dZcouplant (FCCP), la consommation dOoxygene (OCR) par les cellules est mesurZe.
Globalement les ASC LLBRIPE et -MFN2 ont une consommation dOoxygene diminuZe
comparativement aux ASC contr™les (figure 38B panel du haut). Les valeurs dOOCR ont Ztz
rapportZes " la masse mitochondriale mesurZe paitégracker La mesure dOOCR suite *
IOajout de AA/R permet dOZvaluer la respiration non mitochondriale. La diffhtemdese
valeurs moyennes dOOCR " 10Ztat basal et liZe " la respiration ntvomiitade permet de
calculer la respiration basale. Ces paramstres sont diminuZs trescstiméiment dans les ASC
issues des patientes LUBPE, et LLB-MFN2 de fason plus marquZe. La respiration maximale
correspond " la diffZrence entre la valeur moyenne dOOCR apres ajout de FGeF ¢ i
respiration non mitochondriale. Ce parametre est significativement diminuZleR#sSC
porteuses du variahiPE et plus fortement du variaMFN2. La fuite de protons est calculZe
par la diffZrence des valeurs dOOCR entre le taux suite " [Oajout dOoligard@ddR. Nous
observons une diminution importante de ce parametre dans les ASCIHBet -MFN2 en
comparaison aux ASC contr™|es (figure 38B panel du bas).
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LOensemble de ces donnZes suggerent que les ASC soumises " la diffirextijaicytaire
blanche porteuses des varidnf3E et MFN2 prZsentent des dysfonctions mitochondriales avec
un phZnotype plus marquZ pour ces dernieres. Ces donnZes sont en accord avec lDanalyse
microscopie Zlectronique du tissu lipomateux des patienteSMEB2, ainsi que la mesure de
la masse mitochondriale ZvaluZe panittracker en faveur dOune augmentation du nombre
et/ou de la taille des mitochondries dans les cellules porteusesutisons responsables de
LLB.
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dOOCR entre le taux basal et suite ~ 10ajout dOoligomycine. La foiteothes a ZtZ calculZe par la
diffZrence des valeurs dOOCR entre le taux suite ~ I0ajout dOatigahg®AA/R. Les rZsultats ont ZtZ
normalisZs ~ la masse mitochondriale (MTK) (n=2 " 4). Les rZsultatst seprZsentZs comme la
moyenne des expZrienceSEM. * P<0.05, **P<0.01 en comparaison avec les ASC contr™les (n=2).
Ctrl : contr™les, UAunitZ arbitraire, ns non significatif.
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Les ASC issues des patientes LMB-N2, soumises ~ la diffZrenciation adipocytaire beige,
ont une quantitZ de lipides intracellulaires comparable aux ASC contr™iegafithe, dans
les memes conditions, la coloration Red OildesGL des ASC issues de la patiente LLBRE

est significativement diminuZe par rapport aux ASC contr™les (figure 39A).

Dans les ASC LLBVMIFN2, apres diffZrenciation adipocytaire beige, [Oexpression gZnique et
protZique des marqueurs de diffZrenciation et de maturation adipocytaire tB&IRE
PPARY, adiponectine (ADIPOQ) et pZrilipine-1 (PLIN1) nOest pas significativement mliéfZre
de celle des cellules contr™les (figure 39B et C). LOexpression gZniqueptiedaest
nZanmoins diminuZe de 30 ~ 50% dans les ASC issues des patiented PdspeBtivement,
par rapport aux contr™les. Des Ztudes complZmentaires sont en cours pour conclure quant
IGaugmentation ou non de IOexpression des marqueurs thermogZniques (UCP1, CITED1) dar
les ASC des patients LLBHN2 en comparaison aux contr™les.

LOensemble de ces rZsultats montrent que le protocole de diffZrenciatioytaitkpoeige
que nous avons mis au point est efficace. Ces donnZes montrent Zgaléraergrdigue les
ASC LLB-MFN2 soumises ~ une diffZrenciation adipocytaire beige sont capable de se
diffZrencier, ce qui ne semble pas stre le cas des ASC WUPE; dOapres les rZsultats de la
coloration auRed Oil Les Ztudes gZniques et protZiques complZmentaires permettront de
prZciser ces donnZes.
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Figure 39: Effets des variants pathogenes deIPE et deMFN2 sur la diffZrenciation
adipocytaire beige des ASC "~ J14 posinduction

Les ASC ont ZtZ diffZrenciZes en adipocytes bedtms e protocole dZcrit dans les mZthodes. La
diffZrenciation adipocytaire a ZtZ ZvaluZe par la coloration au Red Oil paitdmZtrie optique et en
fluorescence. (A) Photos reprZsentatives et quantifications dquage par le Red Oil (n=2 " 5).
ns: non significatif et *: P<0.05en comparaison avec les ASC contr™ie®)( Le marquage au Red
Oil est significativement diffZrent dans les ASCHLUIBE comparZes aux ASC LINBFN2 (** p<0.01)
(B) Expression gZnique relative des marqueurs adip@eg blancs SREBPF1, PPARG, ADIPOQ &
LEP et des marqueurs beiges CITED1 & UCP1umés par RTgPCR (normalisation ~ HPRT, n=2 "
3) et **P<0.001 en comparaison avec les ASC contr™les. (C) Immunoblotsemtptis et
quantification de |Qexpression protZique de marqueurs adipocytaires blancs 1SREBRAR:
ADIPOQ & PLIN1, des marqueutiseiges FGF21 & UCP1 et de la tubuline (tZmoin de charge) de
lysats protZiques totaux (n=1" 3). Les rZsultats reprZsetdenbyenne des expZrienaeSEM. Deux
ASC contr™les ont ZtZ utilisZs dans chaque exgZri@B¢POQ : adiponectine, LEP: leptine,
PLIN1: pZrilipine-1, Ctrl: contr™les, UAunitZ arbitraire, ns non significatif.
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La lipomatose de Launois-Bensaude est une pathologie rare et singulisre psiSagditiOun
syndrome lipodystrophique caractZrisZ ~ la fois par la prZsendé deseudo-lipomateux,
prZdominant dans la partie supZrieure du corps, et par une lipoatrophie toudhantoe
lipomateux. En cas dOexZrese chirurgicale, il est possible dOisoleflules s®uches
adipocytaires adultes des pseudo-lipomes. Ces ASC pourraient reprZsentepenforrtibint
pour 10Ztude de la physiopathologie de la maladie du variant dOintZret comgee leamu
capacitZ dOauto-renouvellement et de diffZrenciation en plusieurs lignages dont les adipocytes,

Au cours de cette Ztude jOai mis au point un protocole de diffZrenciatiorytadfipdmige
efficace avec I0expression de marqueurs beiges/bruns comme CITED1, FGE21 et
UCP1.

Les principales similitudes phZnotypiques des ASO(ey) et divergences (en pour
LIPE et pourMFN2) confZrZes par les variants des g4ni€E ou MFN2 responsables
de la lipomatose de Launois-Bensaude sont reprises dans le tableau ci-dessous.

GZnotype p.Glu943Glyfs*22 deLIPE p.Arg707Trp de MFN2
ProtZing dOexpression de LHS expressiori deLHS
pathogZnique expression de MEN2 expression o MEND

dZfautdediffZrenciation adipocytaireblanche

e i dZfautdesignalisati IGinsuli [ itogZni t mZtaboli
DifFrenciation  2ECcd<£fautdesignalisation par IOinsuline (voies mitogZnique et mZtaboliqu

adipocytaire dysfonctions mitochondriales(( masse €} respiration mitochondrialeglus

blanche des marquZes dans les ASC LINBFN2
ASC

de la lipolyseadipocytaire lipolyse
DiffZrenciation e : _ N
adipocytaire de diffZrenciation adipocytaire se diffZrencier avec
beige des ASC beige (coloration aiked Oi) |Oexpression de marqueurs beiges

Tableau 5: Synthese des caractZristiques phZnotypiqués vitro des ASC des patientes ZtudiZes
atteintes de lipomatose de LaunoiBensaude
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Le gZnotype p.Glu943Glyfs*22 ddPE entra’ne une expression quasi nulle de la lipase
hormono-sensible dans les adipocyitesiitro, comme cOest Zgalement le cas tatissu

lipomateux.

Les ASC soumises " la diffZrenciation adipocytaire blanche, issuestaaggmporteuses du
gZnotype p.Glu943Glyfs*22 déPE et du gZnotype p.Arg707Trp ME-N2 montrent un dZfaut
de diffZrenciation. Au niveau cellulaire, le dZfaut dOadipogensse sOaccompagne dOun
diminution de la sensibilitZ ~ IQinsuline, et de dysfonctions mitochondpi@dsminant dans
les cellules porteuses du variant pathogen®/@N2. Seul le gZnotype p.Glu943Glyfs*22 de
LIPE entra’ne une altZration de la fonction lipolytique adipocytaire.

Les ASC de la patiente PE soumises " la diffZrenciation adipocytaire beige se distinguent
de celles des deux patientd&N2. En effet, seules les ASC LLBPE prZsentent un dZfaut
de diffZrenciation adipocytaire beige. Ces rZsultats doivent stre complZtdsspatudes au

niveau gZnique et protZique.

Le gZnotype p.Arg707Trp d&IFN2 nQaltere pas la diffZrenciation beige/brune des
adipocytes. En accord, nous avons observZ dans le tissu lipomateux des paEbI2ed et
P4, des adipocytes multiloculaires et une surexpression marquZe des margpeqysaireis
beiges CITED et FGF21, en faveur dOun phZnotype adipeux beige partiel ~ |0 {€aelsa
et al, 2018).

Les cellules souches adipocytaires adultes ou ASC prZsentes fiAnsdestituent donc un
bon modele cellulaire pour 10Ztude de la physiopathologie de la lipomatose de

Launois-Bensauda vitro.
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Les travaux que jOai pu mener au cours de ma these sOinscrivent danhidneatigsés du
laboratoire qui vise " identifier et comprendre les mZcanismes physiopathokbgiyje dans
les lipodystrophies gZnZtiques. Ces travaux de recherche sont le reflet dOunkerecherc
translationnelle allant de la clinique aux tests cellulaimestro avec le modele des ASC, en
passant par I0Ztude des tissus et de la diffZrenciation et des fouliioogaires des ASC
isolZs des pseudo-lipomes des patients.

Les syndromes lipodystrophiques gZnZtiques constituent un groupe hZtZrogene de maladies
rares, caractZrisZes par un dZfaut gZnZralisZ ou parfiél, qalus ou moins associZ ~ une
hypertrophie de ce TA dans dOautres dZp™ts. Ces anomalies de rZpartition duddxigore
des complications mZtaboliques comme IQinsulino-rZsistance, le d@&typesrtriglycZridZmie

et la stZatose hZpatique.

Elargissement du spectre des syndromes lipodystrophiques

La lipomatose de Launois-Bensaude due aux variants pathogend$N2 constitue un
nouveau sous-type de lipodystrophie partielle. En effet, nous avons mis en ZvidengduguOe
de leurs masses lipomateuses, les patients prZsentent la plupaym@®'mes cliniques
associZs aux lipodystrophies partielles familia\éatiér et al, 2019, Guillin-Amarelleet al,
2018, Akinciet al, 2017). En effet,dsonze patients homozygotes dZcrits ~ ce jour (Capel
al., 2018, Rochat al, 2017et Sawyeret al, 2015) ont tous une lipoatrophie des extrZmitZs
des membres, des troubles mZtaboliques tels la rZsistance " IQinsdiaeiponectinZmie
basse, une hypertriglycZridZmie ainsi quOune stZatose hZpatique rZvdtkagke sttopique
des graisses. Les patients ont une redistributiohAddans la partie haute du corps caractZrisZe
par la prZsence, parfois discrete, ou, le plus souvent, cliniquement Zvidenteyde-fsomes
" la racine des membres, au niveau cervical (bosse de bison), sus-cievieutu niveau du
tronc. La prZsence dOune leptinZmie basse malgrZ la prZsence deliporasseuses, est en

faveur dOune atteinte gZnZralisZEAlnon pas limitZe aux zones lipomateuses.

Cette atteinte adipocytaire est caractZrisZe dans notre Ztude pamutdelAifZrenciation
adipocytaire blanche observZ en gPCR et/ou Western-blot dans les homogZnats des

pseudo-lipomes et dans les ASC isolZes des lipomes. Nous avons montidinutodi de
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IOexpression gZnique et protZique des facteurs adipogZniques prZcoces tels SREB®E-1c,
et C/EBP ainsi que des marqueurs tardi&sSN PLIN1, ADIPOQetLEP. On note nZanmoins
une hZtZrogZnZitZ du marquage des lipidé®eduOildans les ASC issues des patients. Ce
rZsultat peut stre corrZIZ ~ IOhZtZrogZnZitZ de taille des adiposylg®mes observZe en
histologie. En accord avec IQinsulino-rZsistance clinique, les ASCdssugatientes ont une
altZration du transport du glucosé des voies mZtabolique et mitogZnique stimulZes par
IOinsuline. Le variant pathogeneMEN2 entra’ne donc un retentissement adipocytaire majeur
qui rappelle celui que 10on observe dassyndromes lipodystrophigs dOautres origines
gZnZtiques. Les autres formes monogZniques de lipodystrophies affectent @foeffettion
et/ou la structure de AL et conduisent ~ une diminution profonde de la capacitZ adipocytaire
" stocker 10excZdent ZnergZtique sous forme de triglycZrides et ~ sDedifmriectine et la
leptine (Sollieret al, in press, Vigourouet al, 2018,Salle Teyssiereset al, 2016, Gandotra

et al, 2011b, Gandotrat al, 2011a).

LOZquipe dOAlbert et calidentifiZ et dZcrit pour la premisre fois un variant du geheE
associZ au dZveloppement dOun syndrome mZtabolique dans une famillet(aAlp&a14).
LOZtude des dZterminants gZnZtiques de IOhypertriglycZridZmie des 2 738asujgisrte
Amish (ACDRP) a ZtZ le point de dZpart de leur Ztude. Par ce point dOewinZ&pils’Z us
femme (cas index) homozygote pour le variant p.Val767Glyfs*102, ce gZnotype ayant
Zgalement ZtZ identifiZ chez trois autres membres de la fratrie (dengget un homme). Ce
gZnotypeZtaitassociZ " la prZsence de troubles mZtaboliques associZ " 10insisiana&.

Cette Ztude ne fait nZanmoins aucunement rZfZrence " la prZsence dedipemues patients.

Pour autant, dans notre Ztude nous avons mis en Zvidence un nouveau JVaidhagsociZ
" un phZnotype de lipomatose de Launois-Bensaude. Notre patiente prZsente de nombreux
sympt™mes similaires ~ ceux de la lipomatose de Launois-BensautéviiZ¢2 que nous
venions de rapporter, ~ savoir, dOune part des masses pseudo-lipomateusesriie |a
supZrieure du corps, et dOautre part des troubles mZtaboliques (insulino-rZsistance,
hypertriglycZridZmie, stZatose hZpatique), avec une adiponectinZmie basaaetie FGF21
sZrique tres augmentZ (Caglal, 2018). En dehors de 10Ztude initiale dOAlbert, des variants
pathogenes du gene de la lipase hormono-sensible ont ZtZ dZcrits dans dedarailkessavec
des anomalies de distribution corporelleTd et des troubles mZtaboliques (Zolottval,
2017, Carbonet al, 2014, Farhaet al, 2014), ce qui a justifiZ de dZcrire ce syndrome comme
une forme de FPLDFPLD6, Brown et al, 2016). Ceci souligne les difficultZs du diagnostic
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clinique diffZretiel entre FPLD et syndrome de Launois-Bensaude. La diffZrencemsasees
lipomateuses non encapsulZes et zones dOaccumulation de masse grasseffes
dOinterprZtation clinique dZlicate.

Certaines caractZristiques cliniques permettent de distingagratients LLBMFN2 et
LLB-LIPE. Les patients porteurs du variant p.Arg707Trp MEN2 dZveloppent une
neuropathie pZriphZrique en lien avec |Qatteinte mitochondriale. Le phZnotype neerologi
peut stre au premier plan de la prZsentation clinique chez certainggat@mme nous IOavons
dZcrit. Chezla patiente atteinte de LLBIPE |Oexamen neurologique nOa rien rZvZIZ de
particulier. Une attention toute particuliere doit tre portZe par legcens pour poser le bon
diagnostic en confrontafgsexamens cliniques, biologiques et gZnZtiques.

AmZlioration de la connaissance des bases molZculaires et cellulaires dusyrdrLB

Sur le plan molZculaire, le variant p.Arg707Trp MEN2 ~ 10Ztat homozygote ou
hZtZrozygote composite (Roattaal, 2017, Caret al, 2015) est responsable dOune lipomatose
associZe " une neuropathie.l€sautres variants pathogenes Mé&EN2 dZcrits ~ ce jour, quOils
soient monoallZliques ou biallZliques, sont uniquement responsables dOune nelsapsthie
phZnotype lipomateux associ£ variant p.Arg707Trp déMFN2 a donc probablement une
spZcificitZ particuliere. Isesitue dans le domaine HR2 de MFN2 (figure 21) qui est directement
impliquZ dans le processus de fusion et permet le rapprochement et la fasibiEde deux
mitochondries ~ proximitZ. Nos rZsultats montrent une expression conservZerdeiiae
MFNZ2, aussi bien dans les homogZnats de tissu lipomateux que dans les adififi¢sgesiZs
issus dOASC. Ce variant faux-sens conduit au changement dOune arginine, un acide amin
basique chargZ nZgativement, en tryptophane, neutre Zlectriquement, apolaire et hydrophobe,
LOarginine crZe des liaisons Zlectrovalentes avec des acides dmaigZs aZgativement
(comme |IOacide aspartique ou glutamique) qui contribuent ~ la structurectettigiiaternaire
de la protZine. Le tryptophane, quant ~ lui, est un acide aminZ aromatiqast qupable
dOinteragir avec dOautres acides aminZs hydrophobes comme la leucine, IQikpleucine
phZnylalanine. Ce changement dans la sZquence protZique primaire de la mRafuirie
certainement un changement de la structure tertiaire et/ou quatee®ENL qui modifie la
fonctionnalitZ de la protZine. Bien que le processus de fusion soit thZoriquiFr@ntnaus
observons en microscopie Zlectronique dans les adipocytes du tissu lipomateux, des
mitochondries plus volumineuses et plus nombreuses. Ceci est ~ mettréatem ravec
IGaugmentation de la biogenese mitochondriale observZe dans les tissuslipoespatients

(expression de PGClaugmentZe) qui pourrait stre interprZtZ comme un mZcardem

124



compensation pour la cellule, lui permettant de maintenir un niveau de productioR dOAT
suffisant. La mitofusine 2 est Zgalement un acteur important de la ngiepda fait des
interactions quQelle favorise entre le RE et les mitochondries. Si MEXpln©nctionnelle,

il est possible de penser gufine la dZgradation des mitochondries est perturbZe et donc
quQelles soient plus nombreuses. Dans la littZrature, il nOy a que peufd@dinideslles de
MFN2 et/ou MFN1 (protZines spZcifiques des Mammiferes). La structurergaiagecompleste

de MFN2 nQest pas totalement ZlucidZe. En 2004, Koshiba et coll. ont moterdomuaine

HR2 de MFN1 Ztait directement impliquZ dans le processus de fusiates complexes
protZiques qui agissent en trans (Koskibal, 2004). Par ailleurs, MFN2 existerait sous deux
conformations dynamiques. DOune part un Ztat non permissif, dZfini par une interaction
intramolZculaire antiparallele des domaines HR1 et HR2, empschera@rigiiin avec son
partenaire situZ sur la membrane mitochondriale externe opposZe. DOautreteparta sui
dZstabilisation de IQinteraction HR1-HR2, le domaine HR2 peut interagie deetaine HR2
dOune mitofusine opposZe. (Fragical, 2016).L&Girginine en position 707 pourrait avoir un
r™le important dans IOune ou plusieurs des interactions initiZes par les domaines HR2.

A I@tat hZtZrozygote, le variant p.Arg707Trp nOa pas ZtZ impliquZ dans IOapmgtien de
clinique dOordre mZtabolique mais pourrait donner un CMT "~ bas bruit (Setvate2015).
Par contre, exception faite de p.Arg707Trp, quel que soit le variaME8E incriminZ, ilest
" lui seul suffisant pour induire un phZnotype de CMT2A.

Le spectre des variants HEPE associZe ~ une lipodystrophie et/ou lipomatose est plus variZ
que celui deMFN2. Lestrois variants homozygotes dZcrits dans la littZrature, ainsi que celui
que nous dZcrivons dans ce travail, conduisent ~ une protZine LHS abétshesttronquZe
de presque la moitiZ de sa sZquence dans le cas p.Ala507fsTer563 ¢Eadh&@014), ou
raccourcie de quelques dizaines ou centaine dOacides aminZs pour les variant
p.Val767Glyfs*102 (Albert et al, 2014), p.Glul035* (Zolotovet al, 2017) et
p.Glu943Glyfs*22 (notre Ztude). Ces variants alterent le domaine catalytique oodigem
rZgulateur de la protZine (figure 27). LOZquipe dOAlbert et coll. a montrZ un dZfassiddexpre
etune altZration marquZe lddonction lipolytique de la protZine LHS dans le tissu lipomateux
des patients. Nous trouvons des rZsultats identiques avec une expressiorabieZted HS
et une lipolyse inefficace en rZponse " la forskoline (agent lipolytique) dartss$us et les
ASC isolZes de la patiente porteuse du variant p.Glu943Glyfs*22. Ces deux vartiaritseat
donc probablement une perte de fonction du fait de IOabsence de la protZinadpusigss.
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DZveloppement dOun modele cellulaire dOZtude des syndromes lipodystrophiques

Dans la littZrature,es ASC sont utilisZes dans un nombre croissant dOZtudes. Elles sont
capables de se diffZrencier dans diffZrents lignages cellulaires et mg@mZse modsle
physiologique dOintZret. Ces cellules sont des modsles cellulaires pour emg® laut
diffZrenciation ostZogZnique (Berezedt al, 2019), chondrogZnique (Yaref al, 2018),
hZpatique (Davoodiaat al, 2017), endothZliale (Skeit al, 2014), myogZniqueSgoet al,
2018), neuronale par transdiffZrenciation des ASC vers le lignage ectodermique (LetFurno
al., 2018) mais aussi adipogZniqliéu(et al, 2018). Au cours de mon travail de these jOai pu
Ztudier la diffZrenciation adipocytaire des ASC des patientes en compardésonontr™|es.
Les Ztudes publiZes prZcZdemment ont ZtZ menZes sur des homogAnaéspdeients et/ou
des fibroblastes porteursheriants p.Arg707Trp dMFN2. COest donc la premiere fois que
IOimpact des variants de MFN2 et de la LHS a pu tre ZvaluZ dgpe de modele. Les ASC
permettent dOZtudier les consZquences fonctionnelles des mutadéiNga LIPE au cours
du processus de diffZrenciation adipocytaire. LOexpression gZnique et protZiqueutss fac
clZs de la diffZrenciation adipocytaire blanche et de marqueurs dOadipouygervale un
dZfaut de diffZrenciation associZ ~ une insulino-rZsistance. MalgrZ lareatipe du nombre
de mitochondries ZvaluZ pamhétotracker la respiration mitochondriale (par mesure du taux
dOoxygene dans le milieu cellulaire) diminue considZrablement dans les #8€ndiZes
LLB-MFN2et LLB-LIPE. Ce dZfaut de respiration mitochondriale pourrait aussi stre en partie
expliquZ par le dZfaut de diffZrenciation adipocytaire des ASC en lui-mementint peu ou

pas fonctionnelles.

De fason intZressante au niveau cellulaire, le tissu lipomateux desitpatLLBMFN2
exprime les marqueurs beiges CITED1 et FGF21. Bien que le FGF21 soitietesaent
dOorigine hZpatique, les analyses immuno-histochimiques des lipomes de deuwss patient
montrent un marquage "~ proximitZ des vaisseaux mais aussi au seirdepadipocytes. Les
adipocytes des zones lipomateuses pourraient participer ~ IOaugmentatiore majtaux de
FGF21 dans le sZrum. Ce taux ZlevZ de FGF21 circulant, par son r™le catutitent
protecteur, pourrait expliquer le phZnotype mZtabolique modZrZ en comparaison des autres
causes gZnZtiques de lipodystrophie. Compte tenu de IOexpression de ces magmseets be
de la localisation des lipomes dans des territoires anatomiques pouvagiehZseA brun
chez IOHomme, nous avons Zmis IOhypothese que les adipocytes de cesppsslo-li
pourraient provenir de prZcurseurs beiges. Afin de vZrifier cette hypothese, jQapoiig an
protocole de diffZrenciation adipocytaire beige ~ partir dOASC. Apres 14 jours de
diffZrenciationin vitro, IQexpression gZnique des marqueurs be&dEED]L, UCP1 et
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PPARGC1estsignificativement augmentZe dans les ASC tZmoins. Les rZsultatsmaifés
concernant les ASC soumises " la diffZrenciation adipocytaire beige moatrenZponse
diffZrerte entre les ASC LLBVIFN2 et LLB-LIPE, objectivZe lors du marquage Red Oil

Dans les ASC porteuses du variant p.Arg707Trp, on note une expression protZique et gZnique
des marqueurs adipocytaires blancs et beiges/bruns comparable aux ASC conts™les. Ce
rZsultats nZcessitent dOstre reproduits et prZcisZs par des expZoemiZsnentaires
notamment dans les ASC LLBPE. De plus, on note que seules les ASC LMBN2 ont une
expression gZnique de la leptine diminuZe en accord avec la leptinZseienessrZe chees
patientes. Dans le cas du variant p.Arg707TrM&&2, ce protocole de diffZrenciation beige
permettrait de rZcapitul@r vitro le phZnotype adipocytaire obseimZivo.

En somme, les ASC LLBAFN2 soumises ~ une diffZrenciation adipocytaire beige sont
capables de se diffZrenciém vitro alors quOelles prZsentent un dZfaut dOadipogenese
lorsquQelles sont soumises ~ une diffZrenciation adipocytaire blanche. @etiendiie pourrait
expliquer que la lipoatrophie sous-cutanZe (dZfaut de diffZrenciation blanehe3te avec
une hypertrophie de masses lipomateuses (de phZnotype beige). Les ASC reprZsentent
probablement un modele cellulaire pertinent pour IOZtude physiopathologique des formes
monogZniques de syndromes lipodystrophiques. Nous suggZrons par cette Ztude une hypothese
physiopathologique nouvelle pour la lipodystrophie associZe aux variants dMGNZ qui
pourrait provenir dOune altZration de la balance de diffZrenciation adipocytaire blanche/beige.

Limites de 10Ztude et perspectives

NZanmoins, ces rZsultats molZculaires proviennent de la caractZdeatimsus et cellules
issus de deux patientes LLBFN2 etdOune seule patiehtieB -LIPE, ce qui reprZsente IOune
des principales limites ~ notre Ztude. Il sera nZcessaire de vasleioonZes chez dOautres
patients si cOest possible puisquOil sOagit de maladies rareparfdigslifficile dOavoir acces
auTA.

De plus, les ASC proviennent des pseudo-lipomes et ne sont peut-stre péstleas
adipocytes du TA sous-cutanZ. En effet, comme discutZ plus haut, ils sésf$odans des
territoires bruns/beiges. Compte tenu des diffZrences rZgionales (Karpe é PDiB) et des
origines embryonnaires diffZrentes (Sebo et Rodeheffer, 2019) des dZpAV1is sk pourrait
que le tissu lipomateux chez les patients LMBN2 provienne de prZcurseurs beiges. ||
pourrait en stre de meme pour le variant pathogené.tRE.



Pour complZter nos analyses, |Outilisation de la technologie dOZdition de gRR-CRIS
(CRISPR associated proteip@ TALEN (ranscription activatortike effecto nucleas¢ dans
les ASC porteuses des variants pathogenes permettrait dOZtudier la tZodsiloiversion de
|OaltZration de diffZrenciation adipocytaire blanche dans des celluldéepss mogZniques.
En cas de rZversion, il serait intZressant de comparer les ASC mer&issorrigZes par des
analyses de transcriptomique pMA®q, I0analyse du protZome et/owdipokine arrayafin
dOidentifier les voies cellulaires de signalisation et/ou mZtaboligpastZes par les variants
de MFN2 et de la LHS. Ces Ztudes permettraient dOavancer dans chessmes
physiopathologiques impliquZs.

Par ailleurs, on observe une infiltration macrophagique et une fibrose dansusatgpeux
lipomateux de la patienteLB-LIPE, non retrouvZe chez les patientes LMBN2. Un
remodelage de IRIEC pourrait participer ~ la mise en place de la maladie comme mdans
la littZrature dans dOautres lipodystrophies (Le &al; 2017, Bereziagt al, 2011, Gandotra
et al, 2011a). LOinflammation d joue aussi un r™le important dans la physiopathologie de
plusieurs formes de lipodystrophies. Ainsi la lipodystrophie peut sOintZgrer dansawndabl
maladie systZmique auto-inflammatoire dOorigine gZnZtique (variants homodggstés
gene PSMB8par exemple, Agarwadt al, 2010et Kitamuraet al, 2011). Dans les formes dites
C acquises E de lipodystrophies, dOorigine auto-immune ou associZe aux antirZtrovirgux du VIH
mais aussi dans les formes gZnZtiques liZes aux variants dLMjNde on peut retrouver une
inflammation du tissu adipeux avec des structures en forme de couronnes s@sp#irune
infiltration de macrophages autour des adipocytes en apoptose (At al, 2012,
Savageet al, 2009, Lagathtet al, 2007). Il serait important dOexplorer cette composante
inflammatoire dans les homogZnatsTde mais aussi dans les ASC. Une culture dOASC de la
patienteLIPE en prZsence de milieux conditionnZs de lignZes macrophagiques humaines (tel
THP-1 ou U937) ou une co-culture entre ces deux lignZes cellulaires pourraient mongrer sOil

a une influence des cellules inflammatoires dans la pathologie.

Les patients LLBMFN2 ont une leptinZmie effondrZe. Compte tenu des rZsultats bZnZfiques
obtenus chez dOautres patients lipodystrophiques, un traitement par la leptiigngte
humaine (metreleptine) pourrait stre une solution thZrapeutique "~ envisageceshpatients
afin dOamZliorer leur confort de vie et dOattZnuer les troubles mZtaboligiiés @ater et
al., 2016).
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Au plan clinique, cette Ztude permet de mettre en lumiere la diffid@i&&socier un phZnotype
clinique ~ un phZnotype molZculaire dans le domaine des lipodystrophies. Il estr@eut-st
nZcessaire de redZfinir le groupe hZtZrogene des lipodystrophies gZnZtiquesisréades

mZcanismes physiopathologiques dZmontrZs ou prZsumZs.

Dans ce contextées lipodystrophies gZnZtiques nOont jusqualors pas impliquZ de protZine
mitochondriale dans leur physiopathologie. MFN2 code pour une protZine mitochondriale.
Une Ztude publiZe en 2017 met en cause le §k@25A24codant pour un transporteur de
phosphate mitochondrial dans un syndrome progZroede avec lipoatrophie é¥\it2017).
Au laboratoire, dans le cadre de lipodystrophies dOorigine gZnZtique, nous venons dOidentifie
dOautres genes candidats codant des protZines exprimZes dans la mitotkariigemajeur
de la mitochondrie dans le processus de diffZrenciation et/ou de fonctions adige@gh

probablement un champ physiopathologique nouveau ~ explorer.



Figure 40: Retentissementdipocytaire des variants pathogenes d&FN2 p.Arg707Trp et de
LIPE p.Glu943Glyfs*22.
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CAPEL Emilie B These de doctorat - 2019

Formes monoaniquesvde lipomatose de LauneBensaude : Ztude clinique
et molZculaire, et modZlisation cellulaire

RESUME

Ce travail initiZ en lien avec le centre de rZfZeetesPathologiefRaresde la RZsistance " IOInsuline et
de 10Insulin@ensibilitZ sOintZresse ~ 10Ztude de la physiopathologie de forneseagndromes
lipodystrophiques. Parmi cetx, la lipomatose de LauneBensaude (LLB) est caractZrisZe par la
prZsence de masses lipomateuses associZes " des troublesiguéstigbus avongvestiguZ la plus
grande cohorte de patients atteints de LLB due au variant p.Arg707Trp duM@Ng2 codant la
mitofusine 2, une protZine de la fusion mitochondridlous avons Zgalement ZtudiZ une patiente
prZsentant des sympt™mes compatibles avét Brorteuse dOun nouveau variant p.Glu943Glyfs*22
deLIPE, codant la lipase hormorsensible, enzymelZ de la lipolyse adipocytaire. Les caractZristiques
de ces patients porteurs de variantsMieN2 et LIPE sur le plan clinicebiologique et tissulaire,
permettent de mieux dZfinir les particularitZs de la LLB @udws syndromes lipodystrophiques. Nous
avons isolZ les cellules souches adipocytaires (ASC) des lipetnutitisZ ce modesle pour Zvaluer le
retentissement des variants sur la diffZrenciat&nles fonctions adipocytaires. Les Ztudes
morphologiques (microscopie optique et Zlectronigee¢) fonctionnelles (immunaistochimie,
expression anlque et protZiglipolyse et respiration mitochondrigldes lipomes et/ou des ASC,
montrent des altZrabns adipocytaires multiples avec un phZnotype thermogZnigsieadipocytes
LLB-MFN2. La lipodystrophie associZeMFN2 pourrait provenir dOune altZration de la balance de
diffZrenciation adipocytaire blanche/beige

Mots-clZs :Lipodystrophie Lipomatosele LaunoisBensaude Mitofusine 2- Lipase hormoneensible
- Cellules souches adipocytaireMitochondrie

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

ABSTRACT

This work, initiated in cooperatiomith the rare diseases reference ce@athologies de la RZsistance
" 10Insuline et de IOInsuliBensibilitd) focuses on the pathophysiology of rare lipodystrophic
syndromes. Among them, Laund@@&nsaude lipomatosis, also called multiple symméeipiematosis
(MSL), is characterized by uppéody lipomadous masseand frequeninetabolicalterationsWe have
investigated the largest reported series of patieitts MSL due tothe MFN2 p.Arg707Trp variant.
MFN2 encodes mitofusin,2a proteininvolved in mitochondrial fusion Additionally, a patient with
clinical symptoms consistent witMSL, harboring a new 51u943Glyfs*22 variant oLIPE, encoding
hormonesensitive lipase, a key enzyme in the lipolysis pathwag, also been studiefihe clinical,
biological and adipose tisseharacteristicef patients carryindFN2 andLIPE variants, allow for a
better definition of MSL within the lipodystrophic syndromes. We haveaisdladiposelerived stem
cells (ASC) from lipomas and used this cellular model to astesimpact of variants on adipocyte
differentiation and functions. Morphological (optic and electronic miapgtand functional studies
(immunohistochemistry, gene and protein expressiomlyigis, and mitochondrial respiration) on
pseuddipomasand/or on ASC show numerous adipose dysfunctions andigfigtthe thermogenic
phenotype of adipocytes froliFN2-MSL patientsThis MFN2-related lipodystrophgould result from

a misbalancef white and beige adipocythfferentiation

Keywords Lipodystrophy- Multiple symmetric lipomatosisMitofusin 2- Hormonasensitive lipase
Adiposederived stem cellsMitochondria



