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Appendices

Summary

CD36 is the predominant membrane fatty acid transporter in the heart and a main
contributor to the regulation of cardiac fatty acid uptake and metabolism. The basis of this
regulation is that upon specific stimuli, such as increased contraction or hormones (e.g.,
insulin), CD36 translocates from intracellular storage compartments to the sarcolemma
to increase fatty acid uptake. However, during overexposure of the heart to lipids (e.g., diet
with a high fat content) CD36 preferentially locates to the sarcolemma, thereby stimulating
myocardial fatty acid uptake and utilization, initiating a vicious cycle of excess intracellular
lipid storage, lipid-induced insulin resistance and ultimately cardiac contractile
dysfunction. As a result, CD36 is a key player in lipid-induced cardiac insulin resistance
and contractile dysfunction, which subsequently leads to type 2 diabetes and diabetic
cardiomyopathy.

It has been generally accepted that CD36-mediated fatty acid uptake is a primary
contributor to myocellular lipid accumulation that causes insulin resistance, which in turn
leads to contractile dysfunction. Although several key mediators, in particular lipid
metabolites, have been proposed to contribute downstream of CD36 to the onset of insulin
resistance which then results in contractile dysfunction, some observations have indicated
that lipids themselves can directly induce contractile dysfunction (reviewed in Chapter
2). Several pieces of evidence have been reported to support this hypothesis, but the exact
underlying molecular mechanism has not yet been unraveled. Therefore, the aim of this
thesis was to investigate the upstream events leading CD36 to preferentially locate at the
sarcolemma upon exposure to high fat, so as to further disclose the molecular mechanism

of lipid-induced cardiac contractile dysfunction.

Focus was on the endosomes that constitute the major intracellular CD36 storage
compartment, and in particular on vacuolar-type H*-ATPase (v-ATPase) that is
responsible for endosomal acidification. Preliminary evidence had shown that v-ATPase
is malfunctioning during lipid overload, leading to CD36 expulsion to the sarcolemma.
Indeed, exposure of rat hearts in vivo to high lipids, or of either rodent or human
cardiomyocyte cultures to high lipid media led to endosomal alkalinization, followed by
insulin resistance, and subsequently decreased sarcomere shortening (Chapter 3). Genetic
silencing or pharmacological inhibition of v-ATPase in cardiomyocytes was found to
reduce insulin sensitivity, insulin-stimulated glucose uptake, and cardiac contractility,
which were rescued by CD36 silencing. We further disclosed the potential underlying
mechanism: this involves the disassembly of the two sub-complexes of v-ATPase, with one
sub-complex (V) remaining at the endosomal membrane and the other sub-complex (V)
dissociating into the cytoplasm. This disassembly caused loss of enzymatic activity (proton

pumping) of v-ATPase, thereby decreasing endosomal acidification. The resulting
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alkalinization of the endosomal lumen induced CD36 relocation from endosomes to the
sarcolemma, subsequently leading to insulin resistance, and ultimately contractile

dysfunction of the heart.
To further study the association between CD36 and v-ATPase, Chapter 4 establishes a

novel approach to image CD36 fluorescently based on the introduction of a tetracysteine
sequence in the extracellular loop and application of biarsenical dyes. Three CD36 mutants
were constructed, each encoding the tetracysteine motif at a different site within the
extracellular domain of CD36. One of these mutants showed normal biological function,
and microscopic analysis after staining with a biarsenical dye was in agreement with the
expected endosomal localization of CD36. The two sub-complexes of v-ATPase were
stained via a classical immunofluorescent approach using distinct antibodies against
specific subunits within each sub-complex. The V sub-complex co-localized with CD36
under both low-palmitate and high-palmitate culturing conditions, whereas co-
localization of V| sub-complex and CD36 was only observed under low-palmitate
culturing condition. These data further confirmed disassembly of v-ATPase upon lipid
oversupply. Taken together, this new approach provides an alternative methodology to
study CD36 trafficking dynamics.

The reversible assembly/disassembly of the two sub-complexes appears as a main
regulatory mechanism of v-ATPase activity in both yeast and kidney cells. In yeast,
assembly/disassembly cycles have been reported to be regulated by glucose availability,
with glucose-enriched conditions favoring assembly and hence increased endosomal
acidification. Taking this a step further, we observed that high glucose concentrations may
stimulate v-ATPase reassembly in lipid-overloaded cardiomyocytes (Chapter 5). Since
2-deoxy-D-glucose did not induce v-ATPase reassembly, glucose did not act directly but
possibly via a glycolytic metabolite. In the meanwhile, A-769662, a potent AMP-activated
protein kinase (AMPK) activator, also exerted beneficial effects on restoring the loss of
lipid-induced v-ATPase dysfunction and preventing excess CD36 translocation to the
sarcolemma, thereby suggesting the possible involvement of AMPK-mediated

phosphorylation at a specific subunit in the regulation of v-ATPase assembly/disassembly.

Collectively, this thesis offers new insights on the molecular mechanisms by which
excesslipids ultimatelylead to cardiac contractile dysfunction and diabetic cardiomyopathy.
Loss of v-ATPase activity appears to be a key player in the initiation of the sequence of
events that lead to this pathological condition. As another result, strategies to re-activate
v-ATPase might restore endosomal CD36 retention, cardiac insulin sensitivity and

contractile function, which eventually would combat lipid-induced cardiomyopathy.
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Appendices

Samenvatting

CD36 is het belangrijkste membraangebonden vetzuur-transporterende eiwit in het
hart en het draagt in grote mate bij aan de regulatie van de vetzuuropname en het
vetzuurmetabolisme. Deze regulatie vindt als volgt plaats: na blootstelling aan specifieke
stimuli, zoals een toegenomen contractie van de hartspier of een verandering in de
bloedspiegel van hormonen (bijv. insuline) migreert dit CD36 van intracellulaire
opslagplaatsen (endosomen) naar het sarcolemma (plasmamembraan) alwaar de vetzuur-
opname snelheid kan worden vergroot. Wanneer het hart echter wordt geconfronteerd
met een grote hoeveelheden vetten (lipiden) - bijvoorbeeld na een voeding met een hoog
vetgehalte — blijkt het CD36 zich voornamelijk te bevinden op het sarcolemma, waardoor
de vetzuuropname in rustcondities al is verhoogd is. Het gevolg hiervan is dat zich een
overschot aan vetten in de cel opstapelt, waarna er op termijn insuline resistentie optreedt
en tenslotte een afname van de hartfunctie. CD36 vervult dus een sleutelrol bij lipide-
geinduceerde insulineresistentie en de daarmee gepaard gaande afnemende contractie

van het hart, wat vervolgens kan leiden tot zogenaamde diabete cardiomyopathie.

Alhoewel voor verschillende lipide-metabolieten is gesuggereerd dat zij de verbindende
schakel zijn tussen de CD36-gemedieerde vetzuuropname en het ontstaan van
insulineresistentie en afname van de contractiekracht van het hart, is het ook mogelijk dat
deze lipide-metabolieten direct verantwoordelijk zijn voor de afname van de hartfunctie
(zonder tussenkomst van insuline resistentie) (Hoofdstuk 2). Het preciese onderliggende
moleculaire mechanisme is echter nog niet bekend. Het belangrijkste doel van dit
proefschrift was dan ook om de gebeurtenissen voorafgaand aan de bovengenoemde
CD36 re-lokalisatie naar het sarcolemma als gevolg van verhoogde blootstelling aan
lipiden te onderzoeken, en daarmee de eerste stappen van het moleculaire mechanisme

van lipide-geinduceerd hartfalen verder te ontrafelen.

De focus van dit onderzoek lag op het endosomale compartiment dat de belangrijkste
intracellulaire opslagplaats van CD36 vormt, en met name op het eiwit vacuole-specifiek
H*-ATPase (v-ATPase) dat verantwoordelijk is voor verzuring van de endosomen. De
eerste experimenten lieten zien dat gedurende blootstelling van hartspiercellen aan grote
hoeveelheden lipiden v-ATPase niet goed functioneert (de endosomen worden minder
zuur) en leidt tot verplaatsing van CD36 naar het sarcolemma. In vervolgexperimenten
bleek dat na genetische manipulatie van hartspiercellen waarbij de hoeveelheid v-ATPase
is gehalveerd, of bij farmacologische remming van het v-ATPase zowel de insuline
gevoeligheid, de insuline-gestimuleerde glucose opname als de contractiekracht afnamen.
Deze afname kon worden hersteld door met genetische technieken het CD36 gehalte te
verlagen (Hoofdstuk 3). Hierna konden we het onderliggende mechanisme ontrafelen: de

afname van v-ATPase activiteit bleek samen te gaan met het uiteenvallen van v-ATPase in
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twee sub-complexen waarbij het ene sub-complex (V) in het endosomale membraan blijft
en het andere sub-complex (V) wegdrijft in het cytoplasma. Het wegvallen van de
verbinding tussen deze twee sub-complexen veroorzaakt verlies van enzymatische
activiteit (protonpomp functie) van v-ATPase, waardoor de endosomale zuurgraad
afneemt. De resulterende alkalinizering van de endosomale binnenruimte induceert de
verplaatsing van CD36 van endosomen naar het sarcolemma, hetgeen vervolgens leidt tot

insuline resistentie en afname van contractiele functie van de hartspiercellen.

Om het verband tussen CD36 en v-ATPase verder te onderzoeken, is een nieuwe
benadering opgezet om CD36 via fluorescentie in beeld te brengen. Deze benadering is
gebaseerd op het inbrengen van een tetracysteine sequentie in het extracellulaire domein
van CD36 en het labelen met bi-arsenicum kleurstoffen (Hoofdstuk 4). Drie CD36
mutanten werden geconstrueerd, waarbij het tetracysteine motief op verschillende
plaatsen in het extracellulaire domein van CD36 werd ingebracht. Eén van deze mutanten
toonde een normale biologische functie, en ook het microscopische kleuringspatroon na
kleuring met het bi-arsenicum was in overeenstemming met de verwachte endosomale
lokalisatie van CD36. De twee sub-complexen van v-ATPase werden gekleurd via een
klassieke immunofluorescente benadering met behulp van verschillende antilichamen
gericht tegen specifieke sub-units van elk sub-complex. De lokalisatie van het V sub-
complex overlapte met die van CD36 onder zowel lage als hoge lipide-concentraties in het
kweekmedium, terwijl co-lokalisatie tussen het V', sub-complex en CD36 alleen optrad bij
lage lipide-concentraties. Deze resultaten bevestigen het mechanisme van het uiteenvallen
van v-ATPase tijdens een verhoogde blootstelling aan lipiden. Bovendien vormt deze
nieuwe experimentele benadering een alternatieve methode om verandering in de

cellulaire lokalisatie van CD36 te bestuderen.

Het omkeerbare proces van assemblage en uiteenvallen van de twee sub-complexen
van v-ATPase is al een bekend regelmechanisme voor de activiteit van v-ATPase in gist.
Cycli van assemblage en uiteenvallen van de sub-complexen worden in gist gereguleerd
door de mate van beschikbaarheid van glucose, waarbij hoge glucose spiegels assemblage
bevorderen alsook endosomale verzuring. Gebruikmakend van deze inzichten hebben wij
ook waargenomen dat in hartspiercellen blootgesteld aan hoge lipide-spiegels de
toevoeging van een hoge glucose concentratie de re-assemblage van v-ATPase weer
bewerkstelligt (Hoofdstuk 5). Aangezien 2-deoxy-D-glucose deze re-assemblage van
v-ATPase niet bleek te herstellen, is het aannemelijk dat glucose dit effect teweegbrengt via
een metaboliet uit de glycolyse. Ook vonden we dat A-769662, een sterke activator van
AMP-activated protein kinase (AMPK) het lipide-geinduceerde verlies aan v-ATPase
functie en de daaraan gekoppelde excessieve verplaatsing van CD36 naar de sarcolemma
eveneens herstelt. Dit laatste doet vermoeden dat v-ATPase assemblage wordt gereguleerd

door AMPK-gemedieerde fosforylering van een specifieke sub-unit.
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Samengevat verschaft dit proefschrift een aantal nieuwe inzichten in de moleculaire
mechanismen waarbij verhoogde lipide-spiegels uiteindelijk leiden tot verlies van de
contractiekracht van het hart en het ontstaan van diabete cardiomyopathie. Een afgenomen
v-ATPase activiteit blijkt een hoofdoorzaak te zijn bij de initiatie van een keten aan
veranderingen die tesamen leiden tot dit ziektebeeld. Hiermee samenhangend kunnen
strategién die erop gericht zijn om de activiteit van v-ATPase te herstellen bijdragen aan
de internalisatie van CD36 naar endosomale opslag, waarna de insuline gevoeligheid en
de contractiele functie van het hart hersteld kunnen worden en in breder perspectief

diabete cardiomyopathie bestreden kan worden.
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