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Résumé de thése

Les infections virales respiratoires demeurent un enjeu majeur de santé publique
dans le monde entier. C’est notamment le cas de la grippe, causée par les virus
influenza, et de la COVID-19, une maladie infectieuse émergente due au virus SARS-
CoV-2. De maniere notable, les populations les plus a risque de développer des
formes séveres de grippe ou de COVID-19, sont les individus obéses et les personnes
agées. Bien que l'obésité et le vieillissement soient associées a des altérations
fonctionnelles majeures du tissu adipeux blanc, la participation de ce dernier dans la
physiopathologie de la grippe ou de la COVID-19 reste trés peu étudiée. Le projet de
these s’inscrit dans cette thématique générale.

Les travaux récents de notre équipe ont montré, chez la souris, que I'infection par le
virus influenza entraine une reprogrammation métabolique des dépots sous-cutanés
de tissu adipeux blanc, notamment caractérisée par le brunissement du tissu : un
phénomene qui correspond a I’émergence d’adipocytes beiges présentant une activité
thermogénique accrue. Lors de ma these, par des approches expérimentales in vivo,
in vitro, ex vivo et in silico complémentaires, nous avons montré que la réponse au
stress du réticulum endoplasmique induit par 'infection par le virus de la grippe, et
plus spécifiquement la voie signalétique PERK, est impliquée dans le brunissement
du tissu adipeux blanc. Outre identifier un nouveau mécanisme moléculaire de
régulation de la thermogenese, nos travaux précisent un peu plus la place du tissu
adipeux blanc dans l'infection grippale.

En parallele, nous avons étudié I'impact de I'infection par le virus SARS-CoV-2 sur les
tissus adipeux blancs de hamsters jeunes adultes ou 4gés - un modele préclinique de
COVID-19 récemment mis en place dans notre équipe. Nos résultats montrent que
I'infection est plus sévere, en termes de morbi-mortalité, chez les animaux agés que
chez les jeunes adultes. L’analyse histomorphométrique des tissus adipeux blancs
sous-cutanés et viscéraux a permis de montrer que l'infection par SARS-CoV-2 est
associée a une diminution de la taille des adipocytes dans ces deux dépots ; effet qui
persiste uniquement chez les animaux agés. De maniere tres intéressante, 'analyse
histologique des tissus révele la présence de nombreuses et larges zones de nécrose
adipocytaire (ressemblant aux crown-like structures décrites dans les tissus adipeux
blancs en contexte d’obésité) uniquement dans les dépoOts sous-cutanés de tissu
adipeux des animaux agés, y compris a distance de l'infection. En cela, notre étude
confirme et renforce les plus récentes données de la littérature qui décrivent un role
majeur du tissu adipeux blanc dans la physiopathologie de la COVID-19.
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Thesis summary

Respiratory viral infections remain a major public health issue, worldwide. This is
particularly the case with flu, caused by influenza viruses, and COVID-19, an
emerging infectious disease caused by the SARS-CoV-2 virus. Importantly, the
populations most at risk of developing severe forms of flu or COVID-19 are obese
individuals and the elderly. Although obesity and aging are both associated with
major functional alterations of the white adipose tissue, the latter's involvement in
the pathophysiology of influenza or COVID-19 remains poorly studied. The thesis
project falls within this general theme.

Recent work by our team has shown, in mice, that infection with the influenza virus
causes metabolic reprogramming of the subcutaneous fat depots, mainly
characterized by the browning of the tissue: a phenomenon which corresponds to the
emergence of beige adipocytes with increased thermogenic activity. During my PhD,
using complementary experimental in vivo, in vitro, ex vivo and in silico approaches,
we showed that the response to influenza-infection-induced endoplasmic reticulum
stress, and more specifically the PERK signaling pathway, is involved in white
adipose tissue browning. Besides identifying a novel molecular mechanism that
regulates thermogenesis, our work further specifies the role of the white adipose
tissue in influenza infection.

In parallel, we studied the impact of infection with the SARS-CoV-2 virus on the
white adipose tissues of young adult and old hamsters - a preclinical model of
COVID-19 recently implemented in our team. Our results showed that the infection is
more severe - in terms of morbidity and mortality - in older animals than in young
adults. Histomorphometric analysis of subcutaneous and visceral white adipose
tissues showed that infection with SARS-CoV-2 is associated with a decrease in the
size of adipocytes in these two depots; an effect that persists only in the older
animals. Remarkably, the histological analysis of the tissues reveals the presence of
numerous and large areas of adipocyte necrosis (resembling the “crown-like
structures” that can be observed in white adipose tissues in the context of obesity)
only in the subcutaneous fat depots of the older animals, even at distance from
infection. As such, our study confirms and strengthens the most recent data in the
literature, which describes a major role of the white adipose tissue in the
pathophysiology of COVID-19.
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Ce travail de these s’est inscrit dans la continuité des travaux de I'équipe, qui a
mis en évidence le brunissement du tissu adipeux blanc sous-cutané lors de
l'infection de souris par le virus influenza [H3N2]. L’infection de préadipocytes
(précurseurs des adipocytes présents dans le tissu adipeux) induit ’expression des
genes liés au brunissement et provoque des modifications morphologiques des
cellules, notamment un changement de structure du réticulum endoplasmique,
suggérant que l'infection induit un stress du réticulum endoplasmique (Ayari et al.,
2020). Le stress du réticulum endoplasmique est proposé par la littérature comme un
nouveau régulateur du brunissement. L'objectif de mon projet de thése a donc été de
déterminer la contribution du stress du réticulum endoplasmique dans le
brunissement du tissu adipeux blanc induit lors de I'infection par le virus influenza A.
Dans le manuscrit, nous présentons une Introduction divisée en 4 chapitres
(influenza, tissu adipeux, stress du reticulum endoplasmique, liens entre
influenza/tissu adipeux/stress du réticulum endoplasmique), puis les Objectifs de la

theése sont listés avant de détailler les Résultats obtenus.

La pandémie de COVID-19 a débuté au cours de la réalisation de cette these.
Notre équipe, étant spécialisée dans les infections respiratoires, s’est naturellement
impliquée dans la recherche sur le SARS-CoV-2. Comme pour la grippe, les
personnes obeses (en exces de tissu adipeux) sont plus a risque de développer des
formes séveres de SARS-CoV-2. Cest pourquoi, lors de ma theése nous avons
déterminé les effets de I'infection par le SARS-CoV-2 sur les tissus adipeux blancs de
hamsters jeunes adultes ou agés infectés. Dans le manuscrit, cette partie est organisée

sous forme d’article avec une breve introduction avant la présentation des résultats.

Une discussion générale est présentée, qui reprend les données et avancées
obtenues a lissue de la réalisation des deux aspects de mon travail de these, et

propose des modeéles d’interprétation et des perspectives.
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Chapitre 1 : Les virus influenza et la grippe

I. Les virus influenza

1) Les virus influenza : Types, sous-types et variabilité génétique

Les virus influenza, responsables d’infections respiratoires aigiies, appartiennent
a la famille des Orthomyxoviridae qui comprend elle-méme 7 genres: les
Influenzavirus (A-D), les Thogotovirus, les Isavirus et les Quaranjavirus (Bravo-
Vasquez and Schultz-Cherry, 2021). Les virus influenza sont des virus a ARN
monocaténaire de polarité négative (ARN(-)), segmentés (7 ou 8 segments) et
enveloppés (Taubenberger and Kash, 2010). On distingue quatre types de virus
influenza sur la base de I'antigénicité de la nucléoprotéine virale NP et de la protéine
de matrice M : les types A (appartenant au genre alphainfluenza), B (appartenant au
genre betainfluenza), C (appartenant au genre gammainfluenza) et D (appartenant

au genre deltainfluenza), qui infectent des especes animales différentes (Figure 1).

Figure 1: Spécificité d’hotes des virus influenza. Représentation des espéces
infectées par les différents types de virus influenza. IAV : virus influenza de type A,
IBV: virus influenza de type B, ICV: virus influenza de type C, et IDV : virus
influenza de type D. Tiré de Asha and Kumar, 2019.
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Les virus influenza de type A ont un spectre d'hétes relativement étroit,
majoritairement limité a une ou quelques especes animales comme les porcs, les
chevaux et les oiseaux aquatiques sauvages (canards, oies, etc.); ces derniers
constituant leurs réserves naturelles (Parrish et al., 2015; Webster et al., 1992). Selon
I’hote d’origine, on parlera alors de virus aviaires, porcins ou autres. Bien qu’en regle
générale les virus influenza de type A soient incapables d’infecter 'Homme, on
observe régulierement des évenements de franchissement de barriere d'especes
favorisés par la grande variabilité des virus influenza ; un aspect qui sera détaillé dans
la derniére partie de ce paragraphe (page 17).

Contrairement aux virus de type A, les virus influenza de type B et de type C sont
presque exclusivement spécifiques de I'espéce humaine. Enfin, les virus influenza de
type D, récemment identifiés et proches des virus du type C, sont retrouvés
principalement chez les bovins et les ovins (Hause et al., 2013; Long et al., 20109;
Roquilly and Trottein, 2017; Wohlgemuth et al., 2018).

Seuls les virus influenza de type A et B sont responsables des épidémies annuelles
chez 'Homme, les virus de type C et D ne causant que des syndromes grippaux peu
séveres (fievre et toux), rarement notifiés. En santé humaine, les virus influenza de
type A sont prépondérants car ils provoquent les épidémies et les pandémies les plus
importantes (Taubenberger and Morens, 2010).

La nomenclature des virus grippaux décrit successivement le type viral, I'hote
d'origine, le lieu d'isolement, le numéro de souche, et I'année d'isolement (exemple :
A/Moscow/10/99) (Krammer et al., 2018). Pour les virus influenza de type A (IAV),
les différents sous-types sont définis selon la combinaison des deux glycoprotéines
de surface — ’hémagglutinine (H) et la neuraminidase (N). A I'heure actuelle, 18
hémagglutinines (H1 a H18) et 11 neuraminidases (N1 a N11) ont été identifiées pour
lesquelles 198 combinaisons seraient possibles et 131 ont été retrouvées parmi les
virus isolés a partir d’hotes infectés (Asha and Kumar, 2019; CDC, 2019). Seules les
combinaisons [H17N10] et [H18N11] n’ont été identifiées que chez la chauve-souris
(Tong et al., 2013; Wu et al., 2014). LHomme peut étre infecté par des virus aviaires
et d’autres virus zoonotiques, tels que les virus aviaires de sous-types [H2N2],
[H5N1], [H7N9], [H3N8] et [H9N2], et les virus porcins de sous-types [HiN1] et
[H3N2], comme le montre la Figure 2 qui illustre les principales pandémies
grippales des cent dernieres années, y compris la plus récente, ayant eu lieu en 2009
[H1N1].
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Figure 2: Représentation schématique de la circulation des virus
influenza de type A au cours des 100 derniéres années. Les dates des
pandémies majeures sont indiquées : 1918 ; la grippe espagnole ([H1N1]), 1957 ; la
grippe asiatique ([H2N2]), 1968 ; la grippe de Hong- Kong ([H3N2]), 1977 ; la grippe
russe ([HiN1]), et 2009 ; la grippe porcine ([HiN1]). Le nombre de déces lors des
pandémies est précisé. Tiré de Taubenberger et al., 2019.

Comme nous I'avons évoqué précédemment, les virus influenza possedent une
tres grande plasticité génétique, ce qui leur permet de s’adapter tres rapidement
a un nouvel hote. Il existe deux mécanismes responsables de la variabilité génétique
des virus influenza : les glissements antigéniques (antigenic drift) et les cassures
antigéniques (antigenic shift) (Figure 3, Bouvier and Palese, 2008; Kim et al., 2018;

Krammer et al., 2018).

Avian H3Nx Seasonal human H2N2

Figure 3: Mécanismes
impliqués dans la
variabilité génétique des
virus influenza.

Les glissements (drift) et les
cassures (shift) antigéniques.
Les glissements antigéniques
sont causés par des mutations
ponctuelles.

Les cassures antigéniques sont
dues a des recombinaisons entre
des segments génomiques entre
deux virus au sein de la méme
cellule hote. Tiré de Krammer et
al., 2018.

Antigenic shift

Antigenic drift
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Les glissements (ou dérives) antigéniques résultent de mutations ponctuelles créées
par les erreurs commises lors de la réplication virale, conduisant a I'apparition de
nouveaux variants viraux, et potentiellement a I’émergence de nouvelles épidémies.
Ceci est dii au fait que 'ARN polymérase virale ne posséde pas de mécanisme de
relecture lui permettant de corriger ses erreurs (Shao et al., 2017).

Beaucoup plus rares que les glissements antigéniques, les cassures antigéniques
entrainent des modifications radicales de I'antigénicité des virus influenza. La cassure
antigénique se produit a la suite d’'un réarrangement génétique entre des virus
humains et zoonotiques, et consiste en I’échange de segments génomiques entre les
deux virus au sein d'une méme cellule infectée. Les nouveaux virus ainsi créés sont
généralement responsables des pandémies, dont les pandémies de [H1N1] en 1918 et

2009 (Krammer et al., 2018; More et al., 2018).

2) Virus influenza A : Morphologie, structure et cycle viral
a) Morphologie et structure des virus influenza de type A
Les virus influenza de type A (IAV) sont majoritairement de forme sphérique
(diametre de 100 a 130 nm) mais ils peuvent également présenter une morphologie
filamenteuse (longueur de 250 nm) (Figure 4). Les formes sphériques sont
généralement caractéristiques des souches virales de laboratoire alors que les formes
filamenteuses sont plus fréquemment retrouvées dans les isolats provenant d’hotes
infectés (Noda, 2012). Le role de la morphologie des particules virales dans la
pathogénese reste actuellement mal connu et tres débattu (Al-Mubarak et al., 2015;

Conceicao, 2019; Peiris et al., 2009).

Figure 4 : Les principales
morphologies des IAVs.
(A) Virus de forme sphérique.
(B) Virus de forme
filamenteuse.

Vues au microscope
électronique.  Les  barres
représentent 200 nm. Modifié
a partir de Noda, 2012.
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Structurellement, les IAVs sont constitués de 8 segments d’ARN simple brin
négatif (alors que les genres C et D ne contiennent que 7 segments (Bouvier and
Palese, 2008; Ducatez et al., 2015)), codant 10 protéines essentielles (notamment les
protéines de structure et TARN polymérase) et plusieurs protéines accessoires, dont
le nombre est variable selon les souches. L’enveloppe virale est composée de lipides
provenant de la cellule hote infectée, de protéines virales (I’'hémagglutinine (HA), la
neuraminidase (NA) et la protéine M2), ainsi que de protéines de I’h6te (Shaw et al.,
2008). Sous l’enveloppe virale se trouve la capside composée de la protéine de
matrice M1. La capside renferme le génome viral qui est organisé sous la forme de
complexes viraux ribonucléoprotéiques (VRNP). Les vVRNPs sont constitués par les 8
segments d’ARN viraux associés a plusieurs nucléoprotéines (NP) et a un complexe

polymérase formé par les protéines PB1, PB2 et PA (Figure 5).

Influenza virus VRNAs IAV mRNAs
r |
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Figure 5: Structure schématisée des IAVs. (A) Structure du virus: les
protéines membranaires HA, NA et M2 sont représentées ainsi que les 8 complexes
viraux ribonucléoprotéiques (VRNPs) et la protéine de matrice M1. L’agrandissement
montre la composition d'un vRNP. (B) Schéma des 8 segments d’ARN du génome
viral (vVRNAs). (C) Représentation des ARN messagers (mRNAs) qui seront traduits
en protéines virales : les rectangles indiquent les segments d’ARN viraux codant les
protéines essentielles (rectangles colorés) et accessoires (rectangles transparents).
Modifié d’apres Dou et al., 2018.

b) Cycle de réplication des virus influenza de type A
Le cycle de réplication des IAVs se divise en différentes étapes : entrée du virus
dans la cellule héte, transport des vVRNPs dans le noyau cellulaire, transcription et

réplication du génome viral, exportation des vVRNPs du noyau, et assemblage et
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bourgeonnement de nouvelles particules virales (virions) ((Zheng and Tao, 2013),

Figure 6).

Influenza A virus =
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Figure 6 : Cycle de réplication des virus influenza de type A. Les différentes
étapes du cycle viral des IAVs sont représentées : I'entrée du virus dans la cellule
hoéte, le transport dans 'endosome, la libération des vRNPs dans le cytoplasme et leur
importation dans le noyau, la réplication virale dans le noyau, I'exportation des
VvRNPs du noyau vers le cytoplasme et le bourgeonnement, puis le relargage d’'un
nouveau virion dans le milieu extracellulaire. Tiré de Zheng W. & Tao Y. 2013.

L’infection d’une cellule commence par la fixation du virus a la surface de cette
derniere par la reconnaissance spécifique entre la glycoprotéine virale HA et les
acides sialiques des protéines membranaires présentes a la surface de la cellule cible.
Le virus est alors internalis€ dans la cellule par endocytose (ou par une voie
alternative, la macropinocytose (Vries et al.,, 2011; Wang and Jiang, 2009)) puis
véhiculé vers le noyau a l'intérieur d'un endosome. Les endosomes se déplacent a la
périphérie de la cellule (mécanisme dépendant de I'actine) puis en direction du noyau
(mécanisme dépendant de la dynéine et des microtubules) (Lakadamyali et al., 2003;
Luo, 2012). Le pH acide au sein de I’endosome (pH 5) active la protéine M2 (canal
ionique), ce qui conduit a I'acidification de l'intérieur du virus, et a une modification

conformationnelle de HA qui va permettre la fusion de 'enveloppe virale et de la
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membrane de l'endosome. L’acidification permet également la dissociation des
VvRNPs de la protéine M1, les vRNPs sont alors relargués dans le cytoplasme. Une
séquence de localisation nucléaire (NLS : nuclear localisation sequence) présente
dans la protéine NP permet aux VRNPs d’étre dirigés vers le noyau et de s’associer
avec 'importine-a. L'importine-a est ensuite reconnue par I'importine-f§ qui permet
I'importation nucléaire des VRNPs (Dou et al., 2018). La réplication virale a ensuite
lieu dans le noyau. Le génome viral n’est pas directement codant (contrairement au
génome des virus a ARN de polarité positive), c’est pourquoi le virus contient une
ARN polymérase ARN-dépendante qui permet la production, d'une part, dun ARN
messager (ARNm) viral qui est nécessaire pour la synthése des protéines virales, et
d’autre part, dun ARN complémentaire (ARNc) qui sert de modéle pour la
réplication du génome viral. I’ARNm viral a les mémes caractéristiques que les
ARNm cellulaires : une coiffe a 'extrémité 5° et une queue poly(A) a I'extrémité 3’. La
coiffe est ajoutée aux ARNms viraux par le phénomene de « cap-snatching » : la
coiffe des ARNms cellulaires est clivée et utilisée pour l'initiation de la transcription
de TARNm viral (Dou et al., 2018; Plotch et al., 1979). Le nouvel ARN viral, ainsi que
les protéines virales PB1, PB2, PA et NP qui ont été synthétisées dans le cytoplasme et
importées dans le noyau, s’associent pour former les vVRNPs qui sont exportés du
noyau suite a des interactions avec les protéines M1 et NS2. Les VRNPs sont ensuite
transportés a la membrane plasmique (mécanisme dépendant de Rabi1) ou les
nouveaux virions se forment avant le bourgeonnement et la libération de nouvelles
particules virales (Amorim et al., 2011; de Castro Martin et al., 2017; Neumann et al.,
2000; Zheng and Tao, 2013). La neuraminidase, de par sa capacité a cliver les acides
sialiques, permet aux particules virales d’étre détachées de la cellule apres

bourgeonnement.

3) Virus influenza A : Tropismes cellulaire et tissulaire
De facon générale, le tropisme d'un virus définit 'ensemble des cellules dites «
cibles » : cellules sensibles et permissives a l'infection par ce virus. Le connaitre
permet donc de déterminer la ou les especes animales pouvant étre infectées (cf.
paragraphe 1) ainsi que le ou les organes/tissus cibles.
Les virus influenza A pénétrent par le nez et la bouche et vont principalement
infecter les cellules épithéliales des voies respiratoires (a la fois supérieures et

inférieures). L’hémagglutinine virale assure la reconnaissance et 'attachement des
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virus grippaux aux récepteurs présents a la surface des cellules cibles, ce qui initie
I'infection. Plus précisément, '’hémagglutinine se fixe aux acides sialiques situés a
Pextrémité des chaines de glycoprotéines ou glycolipides membranaires (Dou et al.,
2018). La spécificité de liaison entre hémagglutinine et acides sialiques est
notamment déterminée par le type de liaison entre le carbone 2 de I'acide sialique et
le dernier carbohydrate de la chaine glycosidique (galactose) : la liaison de type a2-3
(sial-2,3) se fait avec le carbone 3 du galactose et la liaison a2-6 (sial-2,6) avec le
carbone 6. Ainsi, il a été montré que les virus ayant une glycoprotéine de surface Hi,
H2 ou H3 se fixent préférentiellement au sial-2,6 tandis que les virus ayant une
glycoprotéine de surface H5 se fixent au sial-2,3. De facon générale, les virus aviaires
se lient plut6t au sial-2,3 et les virus des mammiferes se lient au sial-2,6 (Byrd-Leotis
et al.,, 2017; McCullough et al., 2012). Chez 'homme, une grande quantité des
sialyloligosaccharides terminés par la liaison sial-2,6 est présente sur les cellules de
Iépithélium du tractus respiratoire supérieur. Les cellules portant des
sialyloligosaccharides terminés par la liaison sial-2,3 se trouvent quant a elles dans la

partie basse du tractus respiratoire (Shinya et al., 2006).

Tropisme cellulaire des IAVs
Outre les cellules épithéliales des voies respiratoires, les IAVs peuvent également
infecter de nombreux types cellulaires tels que des cellules immunes, a la fois innées
et adaptatives (Bedi et al., 2018; Manicassamy et al., 2010; Samarasinghe et al., 2017;
Steuerman et al., 2018) et, de facon intéressante, des cellules adipeuses (adipocytes et
préadipocytes) (Ayari et al., 2020; Bouwman et al., 2008) ; les IAVs possedent donc
un tropisme cellulaire relativement varié. Les types cellulaires ayant été montrés dans
la littérature comme pouvant étre infectés par les IAVs sont présentés dans le

Tableau 1, page suivante.
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Organe/tissu Matériel viral détecté Souche virale Cycle viral Modele Références
animal
ey a1 . Ch 1, 2011;
Cellules épithéliales Antigene NP H7N1 Complet* Furet Hemann ot o
(voies respiratoires, ARN viral H3N2 Homme zggaﬁ‘cﬁzr det
intestins, cerveau, Antigéne NP HiN1 Porc al., 2020; Wu et
rein) Virus (FFU) Hs5N1 Singe al,, 2016
RT-qPCR Chien
Antigéne NP H7N1 o e
Cellules RT-qPCR H7N7 Complet* Poulet al,, 2011, 2014;
endothéliales Virus (TCID50) H3N2 Homme ‘273391“91 etal,
H7N1 Chaves et al., 2011,
N ; Lands
Neurones Antigene NP HiN1 Complet Poulet ilolgof;m i Zi:ﬂd
Antigéne M1 H5N1 (selon Souris 2009a; Marreiros
et al., 2020; Ng et
RT-qPCR H2N3 souche) Homme al., 2010, 2018;
Virus (TCID50) H7Ng Rat f;glgésisfgrfe;te fle;i
1998 ’
Antigene NP H7N1 Complet Poulet
Chaves et al., 2011;
Astrocytes RT-qPCR HiN1 (selon Homme Ng et al., 2010,
Virus (TCID50) souche) 2018
. N H5N1 Poul?t Filgueiras-Rama et
Cardiomyocytes Antigene NP H7N7 Complet* Souris al., 2021; Kenney
Virus-GFP HiN1 mutant Homme etal. 2021; Suare
HiN1 Rat Ricl ot ot 8&373;
ARN viral
. H. 1., 8;
Cellules RT-PCR H5N7 Incomplet Souris Hemann etzz?l?,
dendritiques Marquage intracellulaire HiN1 (pas de Homme 23(‘)% Lopez et al.,
(conventionnelles anti-IAV H7N7 production Thitithanyanont et
et plasmacytoides) HA H2N2 de virions) f};nzoo(;{;n
Antigéne NP H3N2 Anderson et al.,
RT—qPCR H5N1 2010; Vogel et al.,
Virus (PFU) o
.y C in
Monocytes Antigene NP H3N2 Incomplet Homme zf;:rln(;-r[l(?e?/teit al.,
Macrophages Antigéne HA H5N1 (non Souris iﬁéia“ﬁii‘ie .
Marquage fluorescent HiN1 réplicatif) Poulet al., 1987;
Marquage anti-IAV Muramoto dei;?é’t
Virus (PFU) al., 2600; Suarez
L., ;
RT_qPCR '?‘th?tit}:z?r?}?anont et
Autoradiogrammes al., 2007; Wells et
al., 1978
Cellules NK Protéine M2 HiN1 Complet* Souris gl‘;‘(’)eettaall 22‘())‘())%
Antigéne NP Homme i
Eosinophiles Antigéne NP HiN1 Complet* Souris Samarasinghe et
Antigéne PB1 2017
Neutrophiles Antigéne NP HiN1 ? Souris Hufford et al.,
ARN viral o
Lymphocytes RT-qPCR HiN1 ? Homme Hufford et al,
(T etB) Autoradiogrammes H5N1 Souris 20093; Mock et
Antigéne NP al, 1987
Antigéne HA Incomplet Ayari et al, 2020;
Préadipocytes ARN viral H3N2 (pas de Souris Bouwman etal.,
Adipocytes Marquage fluorescent HiN1 production Homme 2008
de virions)

Tableau 1 : Tropisme cellulaire des virus influenza de type A. Les différents
types cellulaires permissifs a 'TAV sont indiqués, avec les souches virales étudiées,
P’état du cycle viral et 'espece d’origine des cellules.
Complet* : Pas d’'information sur la production de virion, le virus est réplicatif.
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Tropisme tissulaire des IAVs

Concernant le tropisme tissulaire des IAVs, les poumons sont évidemment le

principal tissu cible. Cependant, d’autres tissus/organes ont été identifiés comme

sites d’infection, voire de réplication, des IAVs; c’est notamment le cas des tissus

adipeux (Ayari et al., 2020). On peut également retrouver des particules virales, des

antigénes viraux et/ou du génome viral dans la rate, les intestins, le foie, le cceur et le

thymus (Ibricevic et al., 2006; Nishimura et al., 2000; Sellers

Uiprasertkul et al., 2005) (Tableau 2).

et al.,, 2017;

Organe/tissu Matériel viral détecté Souche virale Cycle viral Modele Références
animal
N H3N2 Furet Brand et al., 2012;
Nez Antigéne NP HiN1 Complet Poulet Chaves et al., 2011;
Virus (TCID50) H5N1 Homme 2R(')°2h;fd etal,
H7N1
Furet Brand et al., 2012;
, N A Iwatsuki-
Trachée Antigene NP HiN1 Complet Souris Horimoto et al.,
ARN viral H5N1 Macaque 2018; Kamiya et
. al., 2020; Kobasa
Virus (PFU) Marmoset etal., 2007
Ayari et al., 2020;
N Brand et al., 2012;
Poumons Antigene NP HiN1 Complet Furet Fislové et al.,
ARN viral H3N2 Souris iloogégéfl'{‘fr:ftau
Virus (PFU, FFU, EID50 et Hs5N1 Homme and Lennette,
marquage anti IAV) H7N2 Macaque 1940 IItV‘;:ttsiLl
RT-PCR H7N7 Marmoset Horimoto et al.,
_ 2018; Keeler et al.,
RT qPCR ggg; Poulet 2018; Kobasa et
al., 2007; Liu et
al., 2014a;
Muramoto et al.,
2006; Tavares et
al., 2017; Van Riel
et al., 2009; Vogel
et al., 2010; Zhang
et al., 2019a
Brand et al., 2012;
N Chaves et al., 2011,
Cerveau Antigene NP HsN1 Complet Furet 2014; Fislovaet
Antigéne M1 HiN1 (selon Poulet 21;0331 é“‘;fgee‘{“
Virus (TCID50, FFU, H7N1 souche +/- Homme al, 2002;
An1i 3 3 Iwatsuki-
EID59) H3N2 réplicatif) Souris Hommotoet al,
ARN viral H7N7 Marmoset 2018; Muramoto
et al., 2006;
H5N2 Schlesinger et al.,
H5N3 1989; Simon et al.,
2013; Vogel et al.,
2010
Tissus adipeux Avari et al,, 2020:
blancs Antigéne HA H3N2 Incomplet Souris Nishimura et al.,
(SCAT>VAT) HsN1 2000
Boyden et al.,
. 2012; Brand et al.,
Rate Virus (TCID50, PFU, FFU, H5N1 Complet* Furet 2012; Fislova et
immunomarquages) HiN1 Souris ;‘&a 2009
Démonstration indirecte®* H3N2 Macaque Horimoto et al.,
RT-PCR Hs5N2 Marmoset ilolgé)ﬁ;basa et
H7N7 Poulet Muramoto et al.,

2006; Turner et
al., 2013; Van Riel
et al., 2009; Vogel
et al., 2010
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Ganglions HiN1 Boyden et al
lymphatiques Antigéne NP H3N2 Complet* Furet 2012; Brand et al,,
(trachéo-bronchial, Virus (TCID50, FFU) HsN1 Souris 2012; Turner et al,,
7 1 . P ) . . . 2013; VanOosten
médiastinal, péri- Démonstration indirecte* H2N2 Anderson et al.,
bronchial) RT-PCR H7N7 2010; Vogeletal,,
Hs5N2
Brand et al., 2012;
. . H L, ;
Intestins Virus (TCID50) HsN1 Complet* Furet H?:c::ee;taaL,Q;ngf);
ARN viral H3N2 H2N2/H3N2 Homme i;faigjlti’_2002;
Antigene NP H5N3 Canard Horimoto et al.,
EID50 H7N7 Marmoset 2018 g‘;:;tziltal
RT—qPCR Poulet 1998;, Van Riel et N
al., 2009; Webster
t al., 1978
HiN1 Furet ;and et al., 2012;
. . A Fislové et al.,
Foie Virus (TCID50, PFU) Hs5N1 Complet* Souris 2:;)s0(_t)9‘gal\itaitisuki—
Antigéne NP H7yN2 Marmoset Horimoto et al.,
2018; Muramoto
H3N2 Poulet etal., 2006; Paget
H7N7 et a{., 2012; Zhang
et al., 2019a
Brand et al., 2012;
- Fil iras-R.
Coeur Virus (TCID50, PFU) HiN1 et HIN1 mutant Complet* Furet all.,g EZZ?SHSL“VZ «
NEP (ARNm) H5N1 Souris ?:vzlt's’flgf’m
Antigene NP H3N2 Macaque Horimoto et al.,
EID50 H7N7 Marmoset iflgoff“l‘(‘gg::a
Immunofluorescence Poulet et al., 2007;
RT-PCR Kotaka et al.,
1 s M t
etal 2006
Suarez et al., 1998;
Van Riel et al.,
2009
Brand et al., ;
. . C;i;oiziaet 6121.(312
Reins Virus (TCID50, EID50) H5N1 Complet* Furet 2011; Fislové et al.,
ARN viral H3N2 Souris 2009; Ttoet al,
RT-PCR HiN1 Marmoset Horimoto et al.,
Antigéne NP H4N8 Homme 2018; Muramoto
et al., 2006;
H7N7 Poulet Suarez et al., 1998;
S d
H5N3 sz?xi]::s?riggz;
Van Riel et al.,
2(2)1:’)19 lel et al
H5N1 Tto et al., 2002;
, . Van Riel et al.,
Pancréas Virus (EID50) H5N3 Complet* Poulet 2339 e
H7N7
. HiN1 Brand et al., 2012;
Amygdales Virus (TCID50, FFU et H3N2 Complet* Furet Kobasa et al., 2007
(Palatines) PFU) H5N1 Macaques
Antigéne NP H7N7
Hs5N2
) Fislovd et al.,
Thymus RT-PCR H3N2 Complet* Souris g:)soog‘gaﬁlt] el
Virus (FFU) HiN1 igiga;v"gel etal,
RT-qPCR H5N2
H7N7
Furet Brand et al., 2012;
Glandes surrénales Virus (TCID50) Hs5N1 Complet * Poulet Suarez et al,, 1098

Tableau 2 : Tropisme tissulaire des virus influenza de type A. Les différents
tissus pouvant contenir des IAVs lors d'une infection sont indiqués, ainsi que les
souches d’TAV, l'état du cycle cellulaire et les espéces concernées. Démonstration
indirecte : La génération de centres germinatifs dans les différents tissus suggere la
présence d’antigene viral d’apres les auteurs.

Complet* : Pas d’information sur la production de virion, le virus est réplicatif.
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II. La grippe humaine : Aspects épidémiologiques,

cliniques et immunologiques

1) Modes de transmission
La grippe est une infection respiratoire aigiie treés contagieuse. La transmission
interhumaine du virus se fait principalement par voie aérienne via des
microgouttelettes excrétées par des sujets infectés lorsqu’ils parlent, toussent ou
éternuent. La contamination peut également se faire par un contact rapproché avec
une personne infectée, voire méme par contact avec une surface touchée par une

personne infectée (Leung, 2021) (Figure 7).

Short-range transmission Long-range transmission

= Aerosol

* Droplet
= Indirect contact (fomite)

= Aerosol
= Direct (physical) contact
= Indirect contact (fomite)

Aerosol

<1lpm
1 Aerosol ® .a ° 9
i ;

.. ® .
Droplet e "ee*® . 4
- L] e ® 4, .00
o ® * e
Aerosol Mol Sl : L . e i .
b ) - " Fomite _aSee .
Droplet ® e e a0 0"
>100 pm & *e. 8 . °
. R

rf’_’,
'\
I

g | Ly
il TS

‘ Fomite Direct contact

Figure 7 : Principaux modes de transmission des virus respiratoires, dont
les IAVs. Un individu infecté (rouge) peut libérer des virus lorsqu’il parle, tousse ou
éternue, et peut également contaminer les objets ou les surfaces qu’il touche (fomite).
Si un individu non infecté (gris) est proche du sujet infecté, le touche ou touche les
surfaces ou objets contaminés par ce dernier, la transmission du virus peut avoir lieu
(short-range transmission). Ces modes de transmission peuvent également avoir lieu
meéme si le sujet non infecté est a distance du sujet infecté (long-range transmission).
Tiré de Leung, 2021.
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Les individus grippés excretent du virus a partir de 24 heures avant le début des
symptomes et jusqu’a 7 jours apres le début des signes cliniques (5 jours en
moyenne), sauf chez les patients immunodéprimés, les enfants ou les individus
obeses pour lesquels l'excrétion peut étre de plus longue durée et qui, donc,
demeurent contagieux plus longtemps (Carrat et al., 2008; Klimov et al., 1995;

Kumar, 2017; Maier et al., 2018; Vries et al., 2013).

Bien que généralement bégnine, la grippe reste une préoccupation importante de
santé publique, et ce, dans le monde entier. En effet, 'TOMS estime que lors des
épidémies saisonniéres il y a entre 3 et 5 millions de cas sévéres, et entre 290 000 et
650 00 déces liés a des défaillances respiratoires provoquées par la grippe. Outre le
fait de demeurer une menace majeure pour la santé publique, la grippe représente
également un probléeme médico-économique important en raison du tres grand

nombre de personnes touchées et des cofits résultants (arréts maladie, soins).

2) Symptomes et complications

Les signes cliniques de la grippe sont tres divers, allant de ’absence de symptomes
a des formes séveres (Figure 8, panel gauche).
Apres une phase initiale de multiplication virale (correspondant a la période
d’incubation, quidure de 1 a 2 jours), les symptomes suivants vont apparaitre
brutalement : toux seche, écoulement nasal, fievre élevée, céphalée, fatigue
importante, myalgie, et tachycardie (Rothberg and Haessler, 2010).
Lors de pandémies, plus rarement lors des épidémies saisonnieres, on peut
également observer chez certains patients (en particulier les enfants) des troubles
intestinaux tels que vomissement et diarrhées (Peteranderl et al., 2016). Ces
symptomes disparaissent généralement au bout d'une semaine, a l'exception de
lasthénie qui peut persister plusieurs semaines. Chez la plupart des individus la
guérison survient en quelques jours. Cependant, des complications peuvent survenir
chez des populations plus fragiles comme les immunodéprimés, les personnes agées,
les nourrissons, et les femmes enceintes, ainsi que chez les personnes présentant des
pathologies annexes (CDC, 2021a; Cocoros et al., 2014; Kerkhove et al., 2011;
Martinez et al., 2019; Memoli et al., 2014; Rodriguez-Rieiro et al., 2012) (Figure 8,

panel droit).
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COMPLICATIONS

Neurological

Febrile convulsions®
Reyes syndrome*
Meningitis/encephalitis
Transverse myelitis

SYMPTOMS

Sinusitis/bronchitis/pharyngitis
Pneumonia (viral, or secondary bacterial)
Exacerbation of chronic lung disease

Gastrointestinal
Nausea

Vomiting
Diarrhoea

Neurological ' Guillain-Barré syndrome
Fever %
Heada;he G Cardiac
Confusion \ _ ﬁ Pericarditis
Myocarditis
Respiratory e Exacerbation of cardiovascular disease
Dry cough
Sore throat Respiratory
Nasal congestion . Otitis media*®
Croup*

Pregnancy

Increased maternal complications
Increased infant perinatal mortality
Increased risk of prematurity
Smaller neonatal size

Lower birth weight

Musculoskeletal
Myalgia
Fatigue

Musculoskeletal
Myositis

o, 14
Up to 75% have no symptoms Rhabdomyolysis

*More common in children

Figure 8 : Symptomes et complications de la grippe. Les symptémes sont
présentés sur le panel gauche, les complications, sur le panel droit. Tiré de
Ghebrehewet et al., 2016.

Le développement de complications est responsable de la majorité des déces chez les
patients grippés. Il s’agit a la fois de complications pulmonaires et de complications

affectant d’autres organes.

Il y a deux types de complications pulmonaires : les bronchites et les
pneumonies (d’origine virales et/ou bactériennes) pouvant conduire au syndrome de
détresse respiratoire aiglie (Kumar, 2017; Rothberg and Haessler, 2010). Les
pneumonies d’origine bactériennes sont causées par des surinfections par
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenza ou Staphylococcus aureus
survenant 4 a 7 jours apres le début de l'infection grippale (Morris et al., 2017;
Roquilly and Trottein, 2017). L’épithélium respiratoire, fragilisé suite a I'invasion par

le virus de la grippe, devient une porte d’entrée pour ces bactéries. Durant la
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pandémie de grippe de 1918 (grippe espagnole), la majorité des patients décédés
présentaient une co-infection bactérienne (Morens et al., 2008).

Les pneumonies virales, quant a elles, sont beaucoup plus rares et directement dues a
l'infection primaire avec le virus influenza. Elles évoluent rapidement vers un
syndrome de détresse respiratoire aigiie (Rello and Pop-Vicas, 2009; Shah and
Wunderink, 2017). En effet, I'inflammation des poumons (notamment des structures
alvéolaires et capillaires) qui découle de l'infection virale (ou surinfection post-
grippale) peut étre trop forte et provoquer des dégats tissulaires, une augmentation
de la perméabilité pulmonaire avec apparition d'un cedéme, et conduire a une perte
de fonction respiratoire induisant le syndrome de détresse respiratoire aigiie

(Salihefendic et al., 2015).

Les complications extra-pulmonaires survenant pendant ou apres une
infection grippale sont relativement rares. Cependant, le lien direct avec la grippe n’a
pas forcément été démontré (Sellers et al., 2017). Il s’agit de complications affectant
les organes / tissus suivants :

e Le coeur: Lors d’épidémie de grippe il y a une augmentation des déces dus a
des problemes cardiovasculaires ; défaillance cardiaque, myocardite, ischémie,
et risque d’accident vasculaire cérébral augmenté.

e Les yeux: conjonctivite, syndrome d’effusion uvéale*, rétinopathies, névrite
optique. Elles peuvent étre induites par une infection directe de la conjonctive
par le virus influenza.

e Lagorge, le nez et les oreilles (sphere ORL) : otites, sinusites.

e Le cerveau: différentes encéphalopathies, syndrome de Guillain-Barré*,
encéphalomyélite aigué disséminée*, narcolepsie, syndrome de Reye*. Les
complications neurologiques sont plus courantes chez les enfants.

e Les muscles squelettiques: la rhabdomyolyse (destruction des cellules
musculaires).

e Le foie: les complications hépatiques sont plus fréquentes dans des cas de
grippe sévere.

e Lesreins : granulonéphrite aigiie.

e Le tissu sanguin: Thromboses, syndrome hémolytique urémique* et
thrombocytopénie purpura thrombotique* (rarement reportées), syndrome
hémophagocytique*.

These Johanna BARTHELEMY 2022-Page |32



*Syndrome d’effusion uvéale : Extravasation de liquide a partir des vaisseaux de la
choriocapillaire de I'eeil. Provoque perte de vue et/ou vision floue.

*Syndrome de Guillain-Barré: Altération des nerfs périphériques par le systeme
immunitaire. Provoque picotements, faiblesse musculaire, perte de sensation dans les
membres, paralysie possible.

*Encéphalomyélite aigué disséminée: Maladie auto-immune provoquant une
démyélinisation du systéme nerveux central. Elle provoque faiblesse musculaire, trouble de la
sensibilité, de I’équilibre et de la coordination, baisse de vision etc...

*Syndrome de Reye : Encéphalopathie aigué associée a une infiltration graisseuse du foie.
Elle provoque vomissements, amnésie, troubles de la vision et de l'audition, convulsions,
agitation et désorientation, coma possible.

*Syndrome hémolytique urémique : Dii a une infection par Escherichia Coli produisant
des shigatoxines ou des verotoxines. Caractérisé par des diarrhées sanglantes pouvant
conduire a une anémie hémolytique (destruction des hématies), une thrombopénie, et une
insuffisance rénale aigué.

*Thrombocytopénie purpura thrombotique : Formation de nombreux petits caillots
sanguins empéchant I'afflux du sang dans les organes vitaux.

*Syndrome hémophagocytique : Activation anormale des macrophages qui filtrent le sang
et phagocyte son contenu. Entraine une altération de I’état général, une hépatite, pancytopénie
(anémie, thrombopénie et leucopénie), hypofibrinémie et hyperferritinémie.

3) Populations a risque

Certaines populations sont plus a risque de développer des formes séveres de
grippe, associées ou non a des complications, et nécessitant une hospitalisation. Ces
populations subissent les plus forts taux de mortalité lors des épidémies et des
pandémies grippales.

L’age (notamment les ages « extrémes » i.e. < 6 ans et =65 ans) est le premier
facteur de risque lors des épidémies grippales. Chez les nouveau-nés et les jeunes
enfants, la plus forte susceptibilité face a la grippe peut étre expliquée par
immaturité du systeme immunitaire et, en conséquence, 'absence de mémoire
immunitaire face aux virus. Une étude a montré que lors d’une infection grippale les
enfants produisent des anticorps uniquement dirigés contre la souche d’infection,
alors que les adultes ont une production d’anticorps de spécificités plus larges,
pouvant protéger contre différentes souches grace a la réactivation de leur mémoire
immunitaire et du phénomene de réactivité croisée (i.e. reconnaissance de plusieurs
souches virales par un méme anticorps) (Meade et al., 2020). De nombreuses
données épidémiologiques montrent que chez les trés jeunes enfants (0-59 mois), il y
a plus d’hospitalisations et de mortalité chez les enfants de moins de 6 mois lors des
périodes de grippe. Or les vaccins contre la grippe ne sont pas autorisés pour les
enfants en bas age (< 6 mois) ; ils restent donc une population fragile face a la grippe
(Rasmussen et al., 2012). En plus d’étre plus susceptibles a I'infection, les enfants

sont par ailleurs d’importants vecteurs de contamination de la grippe puisqu’ils
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peuvent excréter le virus jusque 10 jours apres infection (contre 7 pour un jeune-
adulte) (Kumar, 2017).

Les personnes agées (=65 ans) sont également plus sensibles a I'infection par le virus
de la grippe pour plusieurs raisons : les altérations anatomiques et physiologiques
liées a 'age, la présence de comorbidités (pathologies cardiorespiratoires, diabete,
obésité...), et le vieillissement du systéme immunitaire (immunosénescence) qui se
caractérise par un défaut de réponse aux nouveaux antigenes, un défaut de mise en
place et maintien de la mémoire immunologique, une augmentation des réactions
auto-immunes et une inflammation chronique (« inflammaging ») (Chinn et al.,
2012; Fulop et al., 2018). En effet, il est plus fréquent chez les personnes agées de
retrouver des pathologies qui sont également des facteurs de risque face a la grippe ce
qui accroit leur vulnérabilité. De plus, la vaccination des personnes agées est moins
protectrice que pour d’autres populations car leurs réponses cellulaires et humorales
sont réduites avec I'age (Jiang et al., 2011; Nakaya et al., 2015; Powers et al., 1989). Il
a été montré que dans les poumons de souris agées le virus est éliminé plus
tardivement que chez des souris jeunes. Les souris agées ont moins de lymphocytes T
CD8+ spécifiques de I'’hémagglutinine et ont une production de cytokines et
chimiokines altérée et retardée, ce qui induit un recrutement tardif de cellules
immunes (notamment granulocytes et cellules dendritiques) dans les poumons. De
méme lactivation des cellules immunes pulmonaires (cellules dendritiques et
macrophages) est retardée chez les souris agées (Toapanta and Ross, 2009) et le
nombre et les fonctions des macrophage alvéolaires sont altérés, ce qui rend les

souris plus susceptibles a I'infection par IAV (Wong et al., 2017).

Dans la population jeune-adulte (de 6 a 64 ans), cest la présence de
comorbidités chez les individus qui fait augmenter le risque de développer des
formes séveres de grippe. Parmi ces comorbidités il y a les pathologies cardiaques ou
rénales, les désordres métaboliques dont le diabete et l'obésité, et les états
d’immunodépression (rencontrés chez des patients greffés, traités pour un cancer, ou
des patients présentant le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA)). Les
patients immunodéprimés ont d’ailleurs la particularité d’excréter le virus plus
longtemps que des personnes immunocompétentes (19 jours en moyenne contre 6

pour un patient non immunodéprimé) (Memoli et al., 2014).
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Les femmes enceintes font également partie des populations a risque de
complications séveres au cours de la grippe (Cox et al., 2004). Pendant la grossesse,
les femmes enceintes subissent des changements physiologiques qui les rendent plus
vulnérables aux infections, en particulier lors du second et troisieme trimestre de
grossesse. Elles ont notamment une consommation d’oxygene plus élevée associée a
une capacité pulmonaire réduite, ce qui, dans le cadre d'une infection respiratoire,
peut conduire plus facilement a des cas de détresse respiratoire. D’'un point de vue
immunitaire, les femmes enceintes ont une balance immune en faveur de la réponse
humorale ce qui les rend plus susceptibles aux infections. Cependant, lors d'une
infection par IAV (souche [HiN1] de 2009), elles ont une production d’IgG et IgG2
plus faible et une réponse inflammatoire plus forte (en termes de production de
cytokines (et d’activation) par les cellules Natural Killer (NK) et lymphocytes T) que
les femmes non-enceintes. Ce déreglement immunitaire pourrait expliquer leur
propension a développer des complications (notamment des surinfections
bactériennes) lors d’'une infection grippale. En plus d’étre un risque pour les femmes
enceintes, la grippe peut également avoir un impact sur le foetus. Lors des pandémies
de grippe, on peut notamment constater une augmentation des fausses couches et des

naissances prématurées (Rasmussen et al., 2012; Somerville et al., 2018).

Enfin, le poids corporel est un facteur de risque important associé au
développement de complications lors de la grippe. Lors de la pandémie de 2009,
I'obésité (définie chez les adultes par un indice de masse corporelle (IMC) >30) a été
identifiée comme la comorbidité la plus fréquemment associée aux formes séveres de
grippe (1 cas sur 3). Les études chez la souris montrent que, chez les animaux obeses,
I'infection grippale dure plus longtemps (10 jours contre 6-7 en général), qu’il y a un
défaut de réparation de I’épithélium pulmonaire qui favorise le développement de
complications (cedeme et surinfections) et qu’ il y a une altération de la réponse
immune (le paragraphe 5d, page 41, sera dédié a la réponse immune anti-grippale
chez les individus obeses) (Honce and Schultz-Cherry, 2019; Louie et al., 2011;
Meliopoulos et al.,, 2019; O’Brien et al., 2012). De plus, une étude suggere que
I'infection de personnes obeses favoriserait 'émergence de souches plus virulentes
car leur réponse interféron est plus faible, et ne permettrait pas de contrdler
I'infection (Honce et al., 2020). Les individus obeses sont également plus contagieux

car ils excretent du virus plus longtemps et en émettent en plus grande quantité dans
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Pair (Luzi and Radaelli, 2020). De facon intéressante, un poids corporel trop faible
(IMC <18,5) est également un facteur de risque de développer des formes séveres de

grippe (Moser et al., 2019).

4) Prévention et traitements

Pour traiter les infections par IAVs, l'utilisation d’antiviraux est notamment
recommandée des la détection de I'infection dans les populations fragiles. Il existe
différentes classes d’antiviraux qui ont été ou sont encore utilisées aujourd’hui. Les
adamantanes (amantadine et rimantadine) inhibent I’action de la protéine virale M2,
empéchant ainsi la libération du virion dans le cytoplasme (Abed and Boivin, 2006).
Les adamantanes ne sont plus des molécules recommandées actuellement car les
souches circulantes d’IAVs y sont devenues résistantes (ECDC,2021). La seconde
classe d’antiviraux utilisés pour traiter les infections par IAVs est constituée des
inhibiteurs de la protéine virale NA (zanamivir, oseltamivir et peramivir). Ces
inhibiteurs empéchent le clivage entre les acides sialiques et les glycoprotéines virales
(HA et NA) et cellulaires, altérant ainsi la libération des virions en dehors de la cellule
(Abed and Boivin, 2006; CDC, 2021b). Enfin le baloxavir marboxil est un inhibiteur
de 'endonucléase dépendante de la coiffe 5’ ; il permet de réprimer la transcription
des ARNs viraux (CDC, 2021b).

Le meilleur moyen de lutte contre les infections par IAVs, notamment chez les
populations fragiles, est la vaccination. Trois formes de vaccins contre les IAVs sont
commercialisées : les vaccins avec le pathogene inactivé, les vaccins avec le pathogene
atténué et les vaccins recombinants. Tous les vaccins visent a favoriser la production
d’anticorps anti-HA, et sont multivalents : ils contiennent des éléments des virus
influenza de types A et B qui sont supposés circuler lors de la prochaine saison
(Houser and Subbarao, 2015). Cependant, l'efficacité des vaccins actuels dans
certaines populations fragiles (jeunes enfants et personnes agées) est insuffisante
(Kim et al., 2021). De ce fait, de nombreuses autres stratégies vaccinales sont a
Pétude telles que l'utilisation de vecteurs viraux, des vecteurs a ADN, les VLP (virus-
like particules), l'utilisation d’autres adjuvants ou encore le développement de
vaccins basés sur TARNm (Houser and Subbarao, 2015; Kim et al.; Lee and Ryu,

2021).
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5) Réponse immunitaire dirigée contre le virus de la grippe
a) Immunité innée et immunité adaptative : Généralités
Il est habituel de distinguer, de maniere simplifiée, 'immunité innée de

I'immunité adaptative (Figure 9).
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Figure 9: Immunité innée et immunité adaptative. L'immunité innée
comprend les barrieres naturelles telles que les cellules épithéliales, et de nombreuses
cellules immunes : cellules dendritiques, phagocytes (macrophages, neutrophiles,
éosinophiles, basophiles, mastocytes), lymphocytes T invariants NK et cellules
lymphoides innées (ILCs), ainsi que le systeme du complément. Limmunité
adaptative est constituée des lymphocytes B et T. Tiré de Abbas et al., 2014.

L'immunité innée constitue la premiére ligne de défense vis-a-vis des agents
pathogeénes. Rapide et de courte durée, elle est majoritairement assurée par les
cellules phagocytaires (macrophages, monocytes, neutrophiles, cellules dendritiques,
cellules lymphoides innées (ILCs)) et les lymphocytes NK, ainsi que par le systeme du
complément, et son activation conduit a la production des interférons. Les cellules de
I'immunité innée expriment des récepteurs « spécialisés », appelés PRRs (Pattern
recognition receptors), qui reconnaissent divers composés microbiens, appelés
PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) (Mogensen, 2009). Plusieurs
familles de PRRs existent : les NLRs (NOD-like receptors), les RLRs (RIG-I-like

helicases) et les TLRs (Toll-like receptors), qui sont les plus étudiés (Almatrrouk et
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al., 2021; Carrat et al., 2008; Ferrandon et al., 2004; Kappler et al., 1993; Lemaitre et
al., 1995). Chaque groupe de micro-organismes possede un certain nombre de PAMPs
caractéristiques. Parmi les PAMPs, on trouve des composants des parois bactériennes
(lipopolysaccharides, peptidoglycanes) et des flagelles (flagelline), des mannanes de
champignons, ainsi que des acides nucléiques bactériens et viraux (Figure 10).
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Figure 10 : Détection des PAMPs de différents types de pathogeénes par les
récepteurs de l'immunité innée. Les différents types de pathogenes sont
reconnus par plusieurs classes de PRRs (TLRs, RLRs, NLRs) selon la nature du
PAMP (ARN, ADN, polysaccharides...). Tiré de Mogensen, 2009.

Limmunité adaptative (ou acquise), quant a elle, est plus tardive que
I'immunité innée et nécessite la reconnaissance d’antigene(s) dérivant de l'agent
pathogene par des récepteurs spécifiques exprimés a la surface des lymphocytes T
(récepteur T ou TCR (T cell receptor)) et des lymphocytes B (récepteur B ou BCR (B
cell receptor)). L’antigene dérivant du pathogene est présenté aux lymphocytes T par
les cellules présentatrices d’antigenes, principalement les cellules dendritiques, ce qui

initie classiquement la réponse immunitaire adaptative.

b) Immunité innée antigrippale: Détection du virus par les
récepteurs de 'immunité innée et cellules impliquées

Les PAMPs associés aux virus influenza sont percus par les PRRs (membranaires

ou cytoplasmiques) exprimés par les cellules immunes. L’activation des PRRs qui en

résulte déclenche des voies de signalisation aboutissant a la production de cytokines

proinflammatoires et des interférons de type I. Bien que majoritairement exprimés

par les cellules immunes, les PRRs sont également exprimés par des cellules non
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immunes (Takeuchi and Akira, 2010), telles que les cellules épithéliales respiratoires,
ce qui permet d’initier la réponse immunitaire antigrippale deés l'infection de la

premiere cellule.

Dans le cadre de I'infection par IAV plusieurs PRRs sont impliqués, reconnaissant
différents motifs viraux. Dans les endosomes de la cellule infectée, le TLR3 (Toll-Like
Receptor 3) reconnait les ARNs double brins (Alexopoulou et al., 2001; Guillot et al.,
2005) tandis que les TLR7 et TLR8 (chez 'Homme, chez la souris uniquement le
TLR7 a été décrit) reconnaissent les ARNs simple brins (Diebold, 2008; Heil et al.,
2004; Lund et al., 2004). Les IAVs étant des virus a ARN simple brin, les TLR7 et
TLR8 peuvent directement détecter les ARN viraux dans les cellules infectées,
contrairement au TLR3 qui permet la reconnaissance des ARNs double brins, formés
lors de la réplication et transcription virales ou dans des cellules infectées et en voie
de mort cellulaire qui ont été phagocytées par les cellules dendritiques (Schulz et al.,
2005). Lorsque le matériel génétique du virus et ses intermédiaires transcriptionnels
se retrouvent dans le cytosol, ils sont détectés par des PRRs cytoplasmiques : RIG-I
(Retinoic acid-Inducible Gene I) et Mdas (Melanoma differentiation-associated gene
5). Une fois activés, ces derniers s’associent avec la protéine mitochondriale MAVS
(Mitochondrial antiviral signaling protein). L’activation de ces TLRs et de la voie
RIG-I/Mda5/MAVS conduit a linduction des facteurs de transcription IRF
(Interferon regulatory factor) 3 et 7, et de NF-xB (Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) qui permettent de déclencher la production de
cytokines proinflammatoires et la réponse interféron. Les interférons de type I (IFN-
a et IFN-B) et les interférons de type III (IFN-A) agissent de facon autocrine ou
paracrine sur les cellules infectées via leurs récepteurs respectifs IFNAR (Interferon-
alpha/beta receptor) et IFNLR (Interferon lambda receptor) pour activer la voie de
signalisation JAK-STAT (Janus kinase-signal transducer and activator of
transcription). La phosphorylation de STAT1 et STAT2 entraine leur association avec
IRF9, formant ainsi le complexe ISGF3 (Interferon-stimulated genes factor 3).
ISGF3 est alors « transloqué » dans le noyau pour induire la transcription des ISGs

(Interferon-stimulated genes) (Chen et al., 2018) (Figure 11).
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Figure 11 : Induction de la réponse immune innée dans une cellule
infectée par IAV. La détection du matériel viral induit I'activation de voies de
signalisation conduisant a I'activation de NF-xB et a la production d’interférons de
type I et III. Les interférons permettent ’expression de genes (ISG) notamment
impliqués dans la défense antivirale. dSRNA : ARN double brin, ssRNA : ARN simple
brin, TRIF : protéine adaptatrice induisant 'TFN-f3 et contenant un domaine Toll/IL-
1R, TYK2 : tyrosine kinase 2. Tiré de Chen et al., 2018.

Plusieurs ISGs sont impliqués dans la réponse immune contre les IAVs et
agissent sur différentes étapes du cycle viral (Figure 12) (Goraya et al., 2020). La
famille des protéines Mx existe chez 'Homme (MxA et MxB) et chez la souris (Mx1 et
Mx2). Les protéines Mx inhibent la réplication virale en empéchant la transcription :
MxA altere le transport du génome viral du cytoplasme vers le noyau (Xiao et al.,
2013), et Mx1 interagit avec NP et PB2 bloquant ainsi la bonne formation d'un vRNP
(Verhelst et al.,, 2012). La famille des protéines IFITMs (Interferon-induced
transmembrane proteins), notamment IFITM3, inhibe la libération du virus dans le
cytoplasme en altérant la fusion des membranes de l'’enveloppe virale et de
I’'endosome (Feeley et al., 2011). OAS (2-5 oligoadenylate synthase) produit des 2’-5'-
oligoadénylates qui permettent I’activation de la RNAse L, responsable du clivage des
ARNs viraux. La PKR (protein kinase R) inhibe la traduction via la phosphorylation
d’elF2q, limitant ainsi la réplication virale, maintient ’activation de la voie NF-xB et
stabilise les ARN messagers des IFNs (IFNa et IFNB). La vipérine empéche la

formation des radeaux lipidiques ce qui réduit le relargage de nouveaux virions. La
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CH25H (cholesterol 25-hydroxylase) transforme le cholestérol en 25-
hydroxycholesterol, un inhibiteur de la fusion entre l'’enveloppe virale et les
membranes cellulaires. TRIM22 (tripartite motif-containing protein 22) induit la
polyubiquitination puis la dégradation de NP via le protéasome. ISG15 s’associe aux
protéines virales nouvellement formées et réduit 'infectivité du virus (Durfee et al.,
2010; Iwasaki and Pillai, 2014). La tetherin retient les nouveaux virions a la
membrane plasmique de la cellule infectée. Ces virions peuvent alors étre endocytés
et dégradés (Evans et al., 2010). Plus récemment, un nouvel ISG impliqué dans la
défense contre les IAVs a été identifié : il s’agit de SERTAD3 (SERTA domain-
containing 3), qui inhibe la réplication du virus en bloquant I'assemblage de la

polymérase virale (Sun et al., 2020).
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Figure 12 : ISGs impliqués dans la réponse antivirale lors de I'infection
par IAV. Les ISGs indiqués avec des étoiles rouges inhibent différentes étapes de
I'infection par IAV. vRNA : ARN viral, cRNP : ribonucléoprotéine complémentaire.
Tiré de Goraya et al., 2020.

D’autres PRRs, avec des mécanismes d’action différents, sont impliqués dans la
réponse immune contre les IAVs. NLRP3 (NOD-like receptor family pyrin domain
containing 3), un NOD-like receptor, associé a la protéine adaptatrice ASC et a la
pro-caspase 1 forment I'inflammasome NLRP3. Cet inflammasome est activé par 3

signaux de danger : la détection du virus, l'activité de canal a protons de la protéine
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virale M2, et 'accumulation de complexes PB1-F2 dans les lysosomes. L’activation de
l'inflammasome NLRP3 permet la production des cytokines IL-1 et IL-18 qui
stimulent la réponse cellulaire (détaillée dans les sous-parties suivantes). Enfin,
STING (Stimulator of interferon gene), récepteur du cGAMP (cyclic GMP-AMP)
induit lors de la détection de virus a ADN par ¢GAS (cyclic GMP-AMP synthase), est
important dans la défense contre les IAVs, mais de facon indépendante de cGAS
(Holm et al., 2016). En effet STING peut également étre activé suite a la détection

d’un virus a ARN via des interactions directes avec RIGI ou MAVS (Lee et al., 2019).

Différentes cellules sont impliquées dans la défense pulmonaire lors de I'infection
par IAV. Les cellules épithéliales des voies respiratoires sont les premiéres cellules
infectées lors de l'infection par IAV. Elles produisent des cytokines et chimiokines,
telles qu’IL-1B, IL-6, CXCL1io, TGF-B, TNF-a, IL-8 et CCL2, qui permettent
notamment le recrutement et 'activation de cellules immunes lors de l'infection. Par
exemple, I'IL-1 augmente l'expression des molécules d’adhésion permettant le
recrutement des cellules immunes dans les poumons (Denney and Ho, 2018).
L’action de I'IL-1p et du TNF-a permet le recrutement des macrophages, des cellules
dendritiques et des cellules NK (Natural Killer, Julkunen et al., 2001). CCL2 permet
également le recrutement des monocytes. L'IL-6, produit par les cellules épithéliales
alvéolaires de type II et les cellules bronchiques, stimule I’élimination du virus par les
macrophages, limite 'apoptose des cellules épithéliales, et réduit le développement
de la fibrose pulmonaire en inhibant la production de TGF- et en controlant le
renouvellement de la matrice extracellulaire (Denney and Ho, 2018). Les cellules
épithéliales respiratoires limitent également l'infection grace a l'expression de la
mucine 1 (MUC1) et de la mucine 5AC (MUC5AC) qui servent de « récepteurs
leurres » au virus (Denney and Ho, 2018; McAuley et al., 2017).

Les macrophages alvéolaires limitent la diffusion du virus en phagocytant des
cellules infectées, contribuent au recrutement d’autres monocytes et régulent la
réponse immunitaire adaptative (Chen et al., 2018; Herold et al., 2006). De méme,
les cellules NK lysent les cellules infectées soit apres reconnaissance via leurs
récepteurs NKp44 et NKp46, soit via le mécanisme d’ADCC (antibody-dependent cell
cytotoxicity ; reconnaissance dun anticorps sur la cellules infectée et lyse de la
cellule) (Kreijtz et al., 2011). Deux types de cellules dendritiques interviennent dans la

réponse immune contre un IAV : les cellules dendritiques conventionnelles (cDCs) et
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les dendritiques plasmacytoides (pDCs). Les ¢DCs sont localisées a la base de
I’épithélium respiratoire. Leurs dendrites s’inserent entre les cellules épithéliales, en
direction de leur pdle apical pour drainer les antigenes présents dans le mucus a la
surface des cellules (Denney and Ho, 2018). Les ¢cDCs peuvent également capturer
Pantigene viral par phagocytose de cellules épithéliales apoptotiques (Albert et al.,
1998). Apres capture de I'antigene, les ¢DCs vont induire la réponse immunitaire
adaptative dans les ganglions périphériques (GeurtsvanKessel et al., 2008). Les pDCs
sont quant a elles recrutées sur le site d’'infection et participent a la production d’IFN-
a, et seraient capables d’induire une réponse T CD8+* cytotoxique (Lui et al., 2009;
Thomas et al., 2014). Les neutrophiles font partie des premieéres cellules recrutées sur
le site d’infection. Ils permettent de limiter la réplication virale par phagocytose des
cellules infectées et par dégranulation de défensines qui ont un effet antiviral direct
(Camp and Jonsson, 2017; Tate et al., 2011). En revanche, une trop forte activation
des neutrophiles peut conduire a des dommages pulmonaires importants,
notamment a cause de la production de ROS (dérivés réactifs de 'oxygene) et des
NETs (Neutrophil extracellular traps), et est couramment associée au
développement du syndrome de détresse respiratoire (Tang et al., 2019; To et al.,
2020). Enfin, les iNKTs (cellules T Natural Killer invariantes) réduisent la réplication
virale, protegent I'épithélium pulmonaire via la production d’IL-22 et stimulent le

développement de la réponse T CD8+* (Paget et al., 2012).

c¢) Immunité adaptative antigrippale

Réponse cellulaire : Lors de l'infection par IAVs, les lymphocytes T CD4* sont

activés dans les ganglions lymphatiques drainant par les DCs provenant des
poumons. Les T CD4* se différencient majoritairement en lymphocytes T auxiliaires
Th1 (T helper 1) qui produisent des cytokines proinflammatoires comme I'ITFNy, le
TNF et I'IL-2. Ces cytokines permettent d’activer et/ou stimuler les macrophages
alvéolaires et de controler la différenciation des T CD8+*. Des Th2, Th17 et des
lymphocytes T régulateurs (Tregs) sont également générés. Les Th2 favorisent la mise
en place de la réponse humorale. De méme, les lymphocytes T CD8+ se différencient
en lymphocytes T cytotoxiques capables de « tuer » les cellules infectées, soit par
dégranulation de granules contenant des perforines et des granzymes, soit par

induction de I'apoptose via I'expression de TNF, FASL et TRAIL. Les Tregs régulent
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la réponse des T auxiliaires et des T CD8*. Les Th17 stimulent la réponse T auxiliaire

en produisant de I'IL-6 qui inhibe les Tregs (Kreijtz et al., 2011).

Réponse humorale : L’infection par IAV induit la production d’anticorps

spécifiques du virus suite a lactivation des lymphocytes B. Les anticorps sont
principalement dirigés contre les 2 protéines virales HA et NA, bien que des anticorps
contre M2 et NP soient également produits. Les anticorps anti-HA inhibent ’entrée
du virus dans les cellules et facilitent la phagocytose et TADCC. Certains de ces
anticorps peuvent reconnaitre les HA de différentes souches virales. Les anticorps
anti-NA inhibent 'activité enzymatique de la protéine virale et les anticorps anti-NP
seraient de bon activateurs de la lyse cellulaire via le systeme du complément (Kreijtz
et al., 2011). Les lymphocytes B (LB) initient la réponse humorale par production
d’IgM (immunoglobuline M). Ces IgMs sont nécessaires a I’ expansion des LBs et la
bonne production d’IgGs et de LBs mémoires spécifiques du virus (Nguyen et al.,
2017). Les IgMs peuvent s’associer au systeme du complément pour neutraliser le
virus. L’infection induit également une rapide production d’IgAs qui protegent
localement 1’épithélium respiratoire. Les IgGs ensuite produits apportent une

protection a long terme (Kreijtz et al., 2011).

d) Cas particulier: L’'immunité antigrippale en contexte
d’obésité

L’obésité est caractérisée par un exces de tissus adipeux qui peut s’accompagner

ou non de désordres métaboliques. Les tissus adipeux des individus obeses sécretent
plus de leptine (proinflammatoire, quantité proportionnelle a la masse du tissu
adipeux), moins d’adiponectine (anti-inflammatoire), et plus de cytokines
inflammatoires ; ce qui participe au développement d'une inflammation chronique
entrainant l'installation progressive d’'un état d’insulinorésistance et perturbant les
réponses immunitaires (Ellulu et al., 2017; Luzi and Radaelli, 2020; Stepien et al.,

2014).

Le développement de formes séveres de grippe est plus fréquent chez les individus
obeses car le virus atteint plus fréquemment les voies aériennes inférieures
(Easterbrook et al.,, 2011; Honce and Schultz-Cherry, 2019), causant des dégats

pulmonaires importants qui ne sont pas contrecarrés par la réparation épithéliale car
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la réparation tissulaire est moins efficace chez les sujets obéses (O’Brien et al., 2012).
De plus, la réponse immunitaire induite apres I'infection par IAV est altérée chez les
sujets obéses : le nombre et I'état d’activation des macrophages alvéolaires sont
diminués, la maturation des DCs est altérée, il y a une réduction de prolifération et de
fonction des lymphocytes T, plus d’infiltration de NK et les neutrophiles sont plus
inflammatoires (Figure 13, Honce and Schultz-Cherry, 2019).

mv (215G e @ 4——@

) o
Baseline (SIFNa/p
® G-csF
IP-10
@nfectd ce - |54_@Phagocytosisd——
!
®é ..Q-f
Respiratory ‘
I =
SPIrE Cytotoxicity and g i
epithelium @vi?; clearas:lce uptake @WrJund repair R,
@Prctem leakage ={ e
@ O and edema Decline in
Ab titers

- @
TGFp ‘
e (S)ISGs l I
@Increased @Chemoanraction - @
(=)Decreased l

@De?ayed @ﬁm polarization

(@)Unknown/conflicting O
»(F)NET production
@N‘I polarization

Figure 13 : Réponse immune pulmonaire altérée chez les obeses. Les
conséquences de l'obésité sur la réponse antivirale sont d’augmenter (+ vert), de
diminuer (- rouge) ou de retarder (... bleu) chacun des mécanismes indiqués. Les ?
noirs indiquent ce qui n’est pas connu et/ou reste débattu dans la littérature. Tiré de
Honce R. and Schultz-Cherry, 2019.
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Ces perturbations de la réponse immunitaire, notamment pulmonaire, dans le cadre
d’une pathologie ou le tissu adipeux est un acteur majeur, souligne le role du tissu
adipeux dans 'immunité de 'organisme (cet aspect sera détaillé dans la partie sur les

tissus adipeux, page 62).
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6) Impact de I'infection par IAV sur le métabolisme énergétique

a) Métabolisme énergétique cellulaire : Généralités

Pour assurer ses fonctions, une cellule consomme de 1’énergie sous la forme
d’un intermédiaire métabolique, ’ATP (adénosine triphosphate). I’ATP est produit
dans la mitochondrie grace a I'’ATP synthase qui est alimentée par la chaine
respiratoire mitochondriale (CMR), localisée dans la membrane interne
mitochondriale. Cette chaine de transport des électrons est composée de 5 complexes,

schématisés sur la Figure 14.
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Figure 14 : Production de I'ATP par I'ATP synthase et la chaine
respiratoire mitochondriale. La CMR est composée de 5 complexes (I a V). Lors
du transfert d’électrons, un gradient de protons (H*) se forme de part et d’autre de la
membrane interne mitochondriale, permettant la synthese d’ATP par le complexe V.
Tiré de Benard et al., 2011.

L’ATP peut étre produit a partir de différentes macromolécules telles que les
carbohydrates (dont le glucose), les protéines, et les acides gras (Bonora et al., 2012;
Fritsch and Weichhart, 2016; Hatefi, 1993). La glycolyse est un enchainement de
réactions enzymatiques qui conduisent a la transformation du glucose en pyruvate
(Figure 15). Le pyruvate est ensuite importé dans la mitochondrie ou il est oxydé et
associé au coenzyme A, devenant de 'Acétyl-CoA. L’Acétyl-CoA peut également étre

produit suite a l'oxydation des lipides. L’Acétyl-CoA alimente le cycle TCA
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(TriCarboxylic Acid Cycle ou cycle de Krebs). La glycolyse, 'oxydation des lipides et
le cycle TCA produisent du NADH (nicotinamide adénine dinucléotide) et FADH.
(flavine adénine dinucléotide) qui créent un gradient de protons a la membrane
interne de la mitochondrie et fournissent des électrons a la chaine de transport des
électrons (Figure 14). Ceci permet la formation de 'ATP a partir de 'ADP ; ce
processus est appelé phosphorylation oxydative. De I'ATP est également généré
directement par la glycolyse et le cycle TCA (2 ATP par la glycolyse et 2 ATP par le
cycle TCA).

Les acides aminés peuvent également étre une source d’énergie pour la cellule. La
glutamine permet la formation de glutamate, lui-méme est transformé en a-
cétoglutarate qui alimente le cycle TCA. L'utilisation du a-cétoglutarate pour former

du pyruvate et du NADPH est appelée glutaminolyse (Fritsch and Weichhart, 2016).

Les produits intermédiaires de la glycolyse et du cycle TCA sont utilisés par la
cellule pour produire différentes macromolécules. Le glucose-6-phosphate peut étre
dérivé vers la voie des pentoses phosphates pour permettre la production de
nucléotides, de lipides, d’acides nucléiques et de glutathion (antioxydant). Le
fructose-6-phosphate permet la formation d’'UDP-GlcNAc (uridine diphosphate-N-
acétylglucosamine) qui est nécessaire a la N-glycosylation des protéines (c’est par
exemple le cas pour les protéines virales dans le cadre d’'une infection). Enfin, le
citrate est utilisé pour la synthese des lipides et du cholestérol. Lorsqu’il y a une forte
augmentation de la glycolyse et de l'import du glucose, dans des cellules en
prolifération par exemple, une partie du pyruvate est réduit en lactate en présence
d’oxygene ; ce phénomeéne correspond a la glycolyse aérobie ou « effet Warburg »
(Fritsch and Weichhart, 2016).
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Figure 15 : Description du métabolisme énergétique cellulaire. Le glucose
est capté par la cellule et métabolisé dans le cytoplasme en pyruvate par le processus
de glycolyse. Le pyruvate est alors transporté dans la mitochondrie puis oxydé en
Acétyl-CoA, qui entre dans le cycle de Krebs (TCA). Une autre source d’énergie
importante est représentée par les lipides, dont 'oxydation conduit a la production
d’Acétyl-CoA. Enfin, la glutamine, autre source de carbone pour la cellule, peut
également entrer dans le cycle TCA. Tiré de Fritsch and Weichhart, 2016.

b) Effets de I'infection par IAV sur le métabolisme

bi-Impact de linfection par IAV sur le métabolisme de l'organisme

L’infection de souris par IAV ([H3N2]) induit une perte de poids corporelle et
une réduction de la masse des tissus adipeux (associée a une réduction de la
lipogenese et de la lipolyse dans ces tissus), qui sont maximales 77 jours post-infection
(Ayari et al., 2020). L’arrét de la prise alimentaire par les souris lors des premiers
jours d’infection peut expliquer ces résultats (Figure 16). Cependant, des
perturbations métaboliques systémiques liées a I'infection sont également observées
et persistent dans le temps, jusque 20 semaines apres infection. Chez les souris
infectées, les taux sanguins de glucose et de résistine (hormone impliquée dans la

résistance a l'insuline) sont réduits, et le taux d’insuline est supérieur au taux des
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souris non infectées. Ces différences n'ont étonnamment pas d’impact sur la
tolérance au glucose des souris infectées (Ayari et al., 2020). Une étude sur I'infection
par une autre souche d’IAV ([HiN1]) montre au contraire une altération de la
tolérance au glucose (Ohno et al., 2020). Dans les deux modeles d’infection des souris
par IAV, une diminution du cycle TCA est suggérée (Ohno et al., 2020), et une sous-
expression dans les tissus adipeux est observée en transcriptomique (Ayari et al.,

2020).
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Figure 16 : Induction de la lipolyse ou de la lipogenése en fonction de
Papport nutritionnel. Lors de la prise alimentaire, le glucose et les acides gras
libres sont importés dans 'adipocyte et permettent la formation des triglycérides par
le processus de la lipogenese. Lors de I'arrét de la prise alimentaire, la lipolyse permet
de dégrader les triglycérides pour fournir du glycérol et des acides gras libres qui
seront utilisés comme source d’énergie par la cellule. TG : triglycérides, IR : récepteur
a l'insuline, FFA : acide gras libre, AR : récepteur adrénergique, DGAT : diacylglycérol
O-acétyltransférase, ATGL: adipose triglycéride lipase, HSL: lipase hormono-
sensible, MG : monoacyglycérol, DG : diacylglycérol. Modifié a partir de Luo and Liu,
2016a.
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b2- Impact de linfection par IAV sur le métabolisme cellulaire

Pour se développer, les virus utilisent la machinerie cellulaire de leur hote. De ce
fait, les infections virales ont un impact important sur le métabolisme des cellules
infectées.

L’infection d’embryons de poulet a permis de mettre en évidence 'augmentation
de la glycolyse (1h30 apres infection, Smith and Kun, 1954) et 'oxydation directe du
glucose via la voie des pentoses phosphates (3h apres infection, Klemperer, 1961).
Ritter et co-auteurs ont approfondis ces résultats en mesurant les différents
métabolites de la glycolyse, apres infection de cellules MDCK (Madin-Darby canine
kidney cells) par [HiN1] (Ritter et al., 2010). Ils ont notamment montré que
I'infection induit une augmentation de I'import de glucose dans la cellule et une
sécrétion de glutamate et de lactate, indiquant 'activation de la glycolyse aérobie. Les
différents intermédiaires de la glycolyse, de la voie des pentoses phosphates et du
cycle TCA sont augmentés a partir de 10-12 heures apres infection. En revanche, ils
ont constaté une diminution de I’ATP cellulaire 12-18 heures apres infection. Ces
auteurs suggerent que 'augmentation de la glycolyse est induite pour compenser la
baisse de production d’ATP dans les cellules infectées qui seraient en voie de mort
cellulaire. En effet, I'infection par IAV réduit la phosphorylation oxydative dans les
cellules infectées in vitro (Derakhshan et al.,2006) mais également dans les poumons
de souris infectées (Alsuwaidi et al., 2013). Plus le virus se multiplie, plus le potentiel
de membrane mitochondriale diminue et plus la production d’ATP est réduite
(Maruyama et al., 2018). Une analyse protéomique réalisée a partir de cellules
primaires épithéliales bronchiques humaines (NHBE) infectées in vitro avec [HiN1],
confirme que le métabolisme énergétique de la cellule est modifié a différent
niveaux : augmentation de la glycolyse, du cycle TCA, du métabolisme des acides
gras, de la phosphorylation oxydative, et de la voie des pentoses phosphates
(Smallwood et al., 2017). Chez 'Homme, on constate également un import plus
important de glucose dans la rate et les ganglions lymphatiques apres une vaccination
ou une infection par IAV (Bahadoran et al., 2020), qui permet de fournir de I’énergie

supplémentaire aux cellules immunes.

Le glucose, la glycolyse, et 'ATP qui est produit, sont essentiels pour la réplication
du virus : I'inhibition de la glycolyse diminue la quantité d’ATP produit, or 'ATP est

nécessaire a l'acidification de 'endosome lors du cycle viral, ce qui réduit ainsi la
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production de nouveaux virus (Kohio and Adamson, 2013). La régulation du
métabolisme du glucose a un intérét pour le virus mais également pour I’hote infecté.
Chez des souris infectées par IAV ([H1N1]), un apport calorique (solution de glucose
ou régime équivalent a 1 kilocalorie) en parallele de I'infection les protégent de la
mortalité, alors que I'ajout d’'un traitement avec un inhibiteur de la glycolyse (2DG, 2-
déoxy-glucose) annule cet effet protecteur (Wang et al., 2016).

Lors de linfection, I'inflammation induit I'activation d’une voie de réponse au stress
appelée UPR (unfolded protein response) dans les neurones avec I'expression de la
protéine apoptotique CHOP. Le glucose est importé dans le tronc cérébral et l'aire
hypothalamique et protege d'une dysfonction neuronale en empéchant 'induction de

lapoptose via CHOP (Figure 17).

1AV
1 IFN
IFNaR
UPR 2DG
Glucose \— Glucose
CHGP
Adaptation Dysfunction

Figure 17: Utilisation du glucose durant l'inflammation induite par
Pinfection par IAV - Un mécanisme d’adaptation. Le glucose est nécessaire
pour que la cellule s’adapte au stress du réticulum endoplasmique induit par
I'inflammation associée a 'infection par IAV. Modifié a partir de Wang et al., 2016.

Les changements métaboliques lors de linfection ne sont pas uniquement
directement dfis au virus. La réponse immunitaire induite suite a linfection,
notamment la réponse interféron, impacte également le métabolisme cellulaire
(Fritsch and Weichhart, 2016; Keshavarz et al., 2020). En effet, il a été montré que
linfection par IAV modifie le métabolisme des lipides et du cholestérol par
I'intermédiaire des interférons (Keshavarz et al., 2020; Lin et al., 2010), comme

représenté Figure 18.
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Figure 18 : Role des interférons (IFNs) dans les changements du
métabolisme cellulaire associés a l'infection par IAV. Les IFNs affectent
notamment le métabolisme lipidique, ce qui se traduit par une augmentation de la
synthese du cholestérol. Adapté a partir de Keshavarz et al.,2020.

Comme montré sur cette Figure, lors de I'infection par IAV la synthese des lipides est
augmentée mais la B-oxydation est réduite ; suggérant le stockage des lipides pour la
production de nouvelles particules virales. Il est important de noter que l'altération
du métabolisme des lipides est corrélée a la sévérité de la pathologie. L’augmentation
de diacyl glycérophosphocholine (PC) et de diacyl glycérophosphoéthanolamine (PE)
est associée a la présence de lésions dans les poumons et la trachée. L’acide
arachidonique (AA), fabriqué a partir de phospholipides composés de PC, s’accumule
lors de l'infection et est également associé a I'inflammation. PC, PE et AA sont des
lipides proinflammatoires qui favorisent la syntheése d’eicosanoides et d’autres
médiateurs inflammatoires qui conduisent a la nécrose et aux dommages tissulaires
dans les poumons (Keshavarz et al., 2020). En parallele, les interférons favorisent la
formation de 25-hydroxycholestérol (25-HC) a partir du cholestérol, qui est sécrété
par les macrophages (Blanc et al., 2013). Le 25-HC est un facteur antiviral qui altére
l'infection par des virus enveloppés, dont IAV, en inhibant la fusion entre les
membranes virales et celles de la cellule hote (Liu et al., 2013). Lors d’une infection
par IAV, le 25-HC amplifie également la réponse inflammatoire (Gold et al., 2014).
Suite a l'infection, les interférons stimulent la voie kynurénine, voie catabolique du
tryptophane. L'IFNa, I'TFNP et 'IFNy sont tous les trois capables d’induire la

surexpression de IDO1 (indoléamine-pyrrole 2,3-dioxygenase), la premiere enzyme
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de la voie. Cette surexpression conduit a 'augmentation de la production de dérivés
de la kynurénine a partir du tryptophane (Gaelings et al., 2017). La déplétion du
tryptophane, résultant de 'activation de la voie, et la production des intermédiaires
de la kynurénine, conduisent a la mise en place d'un environnement tolérogénique
(inhibition de l'activation et la prolifération des cellules T, apoptose des lymphocytes
T, production de T régulateurs, Fallarino et al., 2006; Li et al., 2009; Terness et al.,
2002). Par ailleurs, les interférons induisent l'expression de SAT-1, enzyme
catabolisant la spermine et la spermidine, ce qui inhibe la production de nouveaux
virus (vrai pour les virus a ARN de polarité positive, non testé pour IAV, Mounce et

al., 2016).

Enfin, les interférons contribuent a la création d'un environnement oxydant via la
production d’oxyde nitrique (NO) dans les poumons par les macrophages (Fritsch
and Weichhart, 2016; Keshavarz et al., 2020). La mise en place de cet environnement
oxydant est essentielle a la réplication virale (Amatore et al., 2015). Le virus est lui-
méme capable d’induire la production de ROS via la protéine M2 (Lazrak et al.,

20009) et d’altérer leur gestion par la cellule (Shin et al., 2015).

De facon intéressante, les modifications métaboliques dues a linfection
pourraient avoir un effet sur la température cellulaire. L’infection de cellules
pulmonaires humaines (lignée H292) par un IAV ([H1N1]) induit une augmentation
de température cellulaire mesurée a la membrane plasmique jusqu’a 5°C pendant les
4 premieres heures d’infection. Cette augmentation de température serait corrélée a
la consommation d’ATP utilisée pour la synthese d’ARN viral (Maruyama et al.,

2018).

c) Effet de l'infection par IAV sur les organelles des cellules
hotes

La morphologie des organelles est également impactée lors d’infection par IAV.

Toutes les souches d’IAVs (aviaires et humaines) induisent des modifications du

noyau et du nucléole. Cependant ces modifications sont spécifiques a chaque

souche virale. Par exemple, [H3N2] (A/Moscow/10/99H3N2) et [H1N1] (A(H1N1)

pdm2009) provoquent la disparition des centres fibrillaires et des éléments denses

fibrillaires normalement présents dans le nucléole, et I'apparition de structures
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tubulaires striées. Dans le cytoplasme, des inclusions entourées de ribosomes, dont le
nombre augmente avec la progression de l'infection, sont observables. Une infection
par [H2N2] (A/Singapore/4/57H2N2) induit une ségrégation du matériel nucléolaire
sous forme de granules et 'apparition de structures globulaires dans le noyau (Terrier

et al., 2012, 2014).

L’infection de cellules épithéliales alvéolaires humaines (A549) par [HiN1] a
révélé la présence de mitochondries allongées et non pas globulaires comme cela
est observé dans les cellules non infectées. Cette élongation des mitochondries est
associée a une réduction des sites de contact entre la mitochondrie et le réticulum
endoplasmique. La réduction des contacts entre le réticulum et la mitochondrie
favorise la réplication virale en réduisant I'induction de la réponse immunitaire innée
(signalisation ~MAVS-RIG-I altérée). L’élongation des mitochondries est
caractéristique des virus influenza puisqu’elle se produit également lors d’infection
avec [H3N2] et IBV (Pila-Castellanos et al.,, 2021). L’infection par IAV induit

également un stress oxydant dans les mitochondries (Reshi et al., 2018).

La morphologie du réticulum endoplasmique peut également étre modifiée.
Lors de l'infection par IAV [HiN1] il y a une expansion du réticulum endoplasmique
(RE) rugueux qui apparait « gonflé » et de nombreuses vésicules au niveau du MTOC
(microtubule organizing center). Dans le reste de la cellule infectée, le RE s’organise
sous forme tubulaire orientée du noyau vers la membrane plasmique. Les membranes
du RE sont majoritairement dépourvues de ribosomes; les ribosomes étant
regroupés au niveau des citernes du RE sous la surface de la cellule (de Castro Martin

et al., 2017).
Enfin, 'appareil de Golgi est également impacté lors de l'infection par IAV.

Dans une cellule infectée, 'appareil de Golgi est dispersé et semble se fragmenter au

cours de l'infection (Yadav et al., 2016).
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Chapitre 2 : Les tissus adipeux et le

phénomene de brunissement

I. Les tissus adipeux

Le tissu adipeux est l'un des principaux organes métaboliques de
l'organisme a la fois quantitativement, puisqu’il représente en moyenne 20% du poids
total d’'un individu (ce chiffre pouvant atteindre 50% chez une personne obeése), et
qualitativement, puisqu’il joue un role majeur dans le stockage et la libération des
lipides ; assurant ainsi la gestion des réserves énergétiques de notre organisme en
fonction des apports et des besoins. Le tissu adipeux assure également le maintien de
la température corporelle (par isolation thermique et production de chaleur), et

la protection contre les chocs mécaniques (Zwick et al., 2018).

Bien que longtemps considéré comme un organe de stockage de I'énergie
relativement inerte, il est admis depuis quelques années que le tissu adipeux est
également un organe endocrine et immunitaire a part entiere, capable de
sécréter de nombreuses hormones, cytokines, et/ou peptides antimicrobiens,
regroupés sous le terme générique d’adipokines (Fasshauer and Bliiher, 2015; Funcke
and Scherer, 2019; Hotamisligil et al., 1995). Les adipokines peuvent étre sécrétées
par de nombreux types cellulaires présents dans le tissu adipeux, tels que des
préadipocytes (précurseurs des adipocytes), des adipocytes et/ou des -cellules
immunes (a la fois innées et adaptatives) (Mraz and Haluzik, 2014). Pouvant agir au
niveau local (par voie autocrine ou paracrine) ou systémique, les adipokines pourront
atteindre d’autres tissus/organes et ainsi réguler tous les grands systemes de

Porganisme, y compris le systéme immunitaire.

1) Les différents types de tissus adipeux

Il existe différents types de tissus adipeux, avec une localisation (Figures 19
(localisations chez la souris) et 20 (localisations chez 'Homme)) et des fonctions

propres a chacun (détaillées dans les paragraphes qui leur sont dédiés).
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Figure 19 : Répartition des différents tissus adipeux chez la souris. (A) Vue
ventrale et (B) vue dorsale de la souris. WAT : tissu adipeux blanc, BAT : tissu
adipeux brun, MAT : tissu adipeux médullaire. Il existe aussi du tissu adipeux au
niveau de la face, non représenté ici. Tiré de Barthelemy, Bogard & Wolowczuk, MS
en préparation (image créée grace a BioRender).
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Figure 20 : Répartition des différents tissus adipeux chez I'Homme. Les
dépots de tissu adipeux brun sont représentés sur la gauche de la figure. La partie
droite de la figure montre les dépots de tissu adipeux blancs. Tiré de Gesta et al.,
2007.

a) Le tissu adipeux blanc
Le tissu adipeux blanc est le principal réservoir énergétique de
Porganisme. Les adipocytes blancs qui le composent stockent les lipides sous forme
de triglycérides, et les liberent sous forme d’acide gras libres selon les besoins de
Porganisme (Luo and Liu, 2016a). Selon sa localisation, le tissu adipeux blanc peut
également assurer d’autres fonctions : par exemple, le tissu adipeux blanc du derme
est impliqué dans la réparation des blessures cutanées et le cycle de vie du follicule

pileux (Zhang et al., 2019c¢).

Le tissu adipeux blanc est réparti dans l'organisme en différents dépéts (cf.
Figures 19 (souris) et 20 (Homme)) : les deux dépots majeurs sont le dépot sous-
cutané (SCAT) et le dépot viscéral (VAT ; lui-méme composé des dépots

rétropéritonéaux, péri-rénaux, mésentériques, périgonadaux et omentaux).
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Outre ces 2 principaux dépots (les plus étudiés), on distingue également le tissu
adipeux du derme et le tissu adipeux intrathoracique (incluant les tissus adipeux
péricardiques, épicardiques et médiastinaux; Luong et al., 2019). Chaque dépot de
tissu adipeux blanc posseéde des caractéristiques métaboliques et inflammatoires
propres ; ainsi le VAT est considéré comme plus inflammatoire et plus actif

métaboliquement que le SCAT (Ibrahim, 2010; Lee et al., 2013a; Luo and Liu, 2016a).

b) Le tissu adipeux brun

Le tissu adipeux brun (BAT) a la particularité d’étre un tissu thermogénique :
les adipocytes bruns qui le composent, trés riches en mitochondries, oxydent les
acides gras libres pour produire de la chaleur (Cannon and Nedergaard, 2004).
Ce processus est dune part, un mécanisme de régulation métabolique (par
consommation des acides gras), et d’autre part, un mécanisme de thermogénese
adaptative. En effet, le tissu adipeux brun peut étre activé par différents stimuli, dont
la température environnementale, pour induire une thermogénese sans frissons, en
opposition a la thermogénese induite par la contraction musculaire (Himms-Hagen,
1984). Cette thermogénese particuliere est rendue possible grace aux nombreuses
mitochondries contenues dans les adipocytes bruns composant le BAT qui expriment
une protéine thermogénique appelée UCP1 (uncoupling-protein 1) (Ikeda and
Yamada, 2020; Matthias et al., 2000).
UCP1 est exprimée a la membrane interne des mitochondries et permet de découpler
la respiration mitochondriale (Figure 21). Lors de la respiration mitochondriale, la
chaine de transport des électrons crée un gradient de protons en augmentant la
quantité de protons dans 'espace intermembranaire de la mitochondrie. Ces protons
sont pompés et renvoyés vers la matrice mitochondriale par ’'ATP-synthase ce qui
permet la production d’ATP (adénosine triphosphate). En présence d’acides gras
libres, UCP1 est activée et transfere une partie des protons de lespace
intermembranaire vers la matrice mitochondriale (découplant ainsi le
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale). Ce transfert de protons est
source d’'une énergie motrice qui est dissipée sous forme de chaleur (Fedorenko et al.,

2012).
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Figure 21 : Découplage de la respiration mitochondriale par UCP1. La
respiration mitochondriale crée un gradient de proton qui est utilisé par I’ATP-
synthase pour la production d’ATP. Ce gradient de proton est partiellement détourné
par UCP1 permettant ainsi la thermogénese. ADP : adénosine diphosphate. Modifié a
partir de Brondani et al., 2012.

Le tissu adipeux brun chez la souris et chez 'Homme est situé dans les zones
inter- et sub-scapulaires, cervicales, péri-rénales, péri-aortiques et paravertébrales
(cf. Figures 19 et 20). Chez 'Homme, le tissu adipeux brun est particulierement
développé chez les nourrissons pour qui la thermorégulation est essentielle, alors que
chez T'adulte, le BAT est présent et fonctionnellement actif mais dégénere
progressivement avec I’age (Sacks and Symonds, 2013; Sidossis and Kajimura, 2015;
Virtanen et al., 2009). Les préadipocytes du BAT sont également toujours capables de
former de nouveaux adipocytes bruns (Lee et al., 2011). La nature exacte du BAT
humain n’est pas clairement définie. En effet, des études suggerent que le BAT
humain ne serait composé que d’adipocytes beiges, dont nous parlerons dans le
prochain paragraphe, alors que d’autres montrent que le BAT humain serait un

mélange d’adipocytes bruns et beiges (Sanchez-Gurmaches et al., 2016).

c) Le tissu adipeux beige
Le tissu adipeux beige est un réel intermédiaire entre le tissu adipeux blanc
et le tissu adipeux brun: aussi bien au niveau morphologique, que
transcriptomique et fonctionnel. Comme le BAT, le tissu adipeux beige est constitué
d’adipocytes avec de nombreuses petites gouttelettes lipidiques, un grand nombre de

mitochondries, et est capable de thermogénese via I'expression d’'UCP1. Le tissu
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adipeux blanc est quant a lui constitué d’adipocytes avec une unique grosse
gouttelette lipidique et peu de mitochondries (Sanchez-Gurmaches et al., 2016)

(Figure 22).

En conditions homéostatiques, il n’y a pas ou peu de tissu adipeux beige dans
lorganisme. Ce tissu a la particularité de se développer uniquement dans certaines
conditions (détaillées dans le paragraphe e), page 59, et le II de ce chapitre, page 66)
et en particulier dans le SCAT, sous la forme d’ilots d’adipocytes beiges au sein du
tissu adipeux blanc. Ce phénomeéne est appelé le « brunissement du tissu
adipeux blanc ». Quelques études, plus rares, montrent que des adipocytes beiges
peuvent également se développer dans le VAT (Contreras et al., 2017; Qiu et al., 2014;

Rao et al., 2014; Suarez-Zamorano et al., 2015; Weiner et al., 2016; Yang et al., 2017).
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Figure 22 : Caractéristiques principales des adipocytes bruns, blancs et
beiges. Les adipocytes bruns sont caractérisés par de nombreuses petites
gouttelettes lipidiques, un grand nombre de mitochondries et I'expression de la
protéine mitochondriale découplante UCP1. A linverse, les adipocytes blancs
possedent une unique grosse gouttelette lipidique, peu de mitochondries et
n’expriment pas UCP1. Véritables intermédiaires entre les adipocytes blancs et les
adipocytes bruns, les adipocytes beiges présentent plusieurs petites gouttelettes
lipidiques, un nombre relativement important de mitochondries et expriment UCP1.
Tiré de Sanchez-Gurmaches et al., 2016.

d) Cas particuliers: le tissu adipeux médullaire et le tissu

adipeux « rose »
La moelle osseuse est constituée de cellules souches hématopoiétiques, de cellules
stromales (comprenant notamment des préadipocytes), et d’adipocytes qui forment le

tissu adipeux de la moelle osseuse (tissu adipeux médullaire ou MAT).
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Le MAT représente 10% de la masse totale de tissus adipeux d’'un adulte. Deux types
de MAT existent : le MAT constitutif (¢cMAT) qui se forme tot lors du développement
et qui se situe dans la partie distale du squelette, et le MAT régulé (rMAT) qui est
localisé dans les parties proximales du squelette (Figure 23). Comme tout tissu
adipeux, le MAT présente également une trés grande plasticité ; ainsi son volume
change selon les conditions physiologiques. Il existe d’ailleurs un lien entre le volume
du MAT et la densité osseuse : plus la masse du MAT est importante plus la densité
osseuse est faible (c’est le cas dans 'ostéoporose). Comme les autres tissus adipeux
également, le MAT a une capacité sécrétoire importante. Les adipokines sécrétées
régulent le métabolisme osseux, notamment la balance adipogenése/ostéogenese (Li

et al., 2019).
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Le tissu adipeux « rose », plus rarement décrit, est présent uniquement chez
les femelles gestantes et disparait apres I'arrét de la lactation. Durant la gestation, les
adipocytes blancs de la glande mammaire se transforment (de maniére réversible) en
cellules épithéliales produisant le lait maternel. Ainsi, le tissu adipeux « rose »
consiste en une couche unique de cellules épithéliales riches en lipides, contenant des
gouttelettes lipidiques, des vésicules qui contiennent les protéines du lait maternel, et
plusieurs microvilli au pdle apical. Ces cellules forment des alvéoles dans la glande
mammaire (Figure 24). Ces adipocytes «roses» sécretent les lipides qui

composeront le lait maternel (Cinti, 2018).
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e) Origine des adipocytes blancs, bruns et beiges
L’identification des précurseurs des différents types d’adipocytes est complexe. En
effet, des études suggerent que l'origine des adipocytes varie selon les dépots de tissu
adipeux (Sanchez-Gurmaches et al., 2016). L’étude de différents dépots de tissu
adipeux permet de compléter notre connaissance sur le développement des différents

tissus adipeux (Figure 25).

Les précurseurs des adipocytes sont formés a partir des cellules souches
mésenchymateuses. Les adipocytes bruns et une partie des adipocytes blancs dérivent
de cellules progénitrices qui sont communes avec les cellules musculaires
squelettiques : ce sont les cellules exprimant les marqueurs Eni, Myf5 et Pax3
(Figure 25A). De facon intéressante, les adipocytes blancs du TAB sous-cutané ont
une origine différente des autres adipocytes blancs. En effet, ils proviennent des
cellules souches mésenchymateuses exprimant le marqueur Prxi. Les adipocytes
beiges, quant a eux, se développeraient soit a partir de cellules progénitrices
exprimant les marqueurs Ebf2, PDGFRa et Tbx11 (Sanchez-Gurmaches et al., 2016),
ou soit a partir de la conversion dun adipocyte blanc en adipocyte beige (le
phénomene étant réversible) (Barbatelli et al., 2010). De méme que pour les
adipocytes blancs, les adipocytes beiges pourraient également avoir une origine
différente selon leur localisation. Ainsi, les adipocytes beiges sous-cutanés

proviendraient de la conversion des adipocytes blancs, ou de progéniteurs Sca-1*, ou
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de progéniteurs de cellules musculaires lisses Myh11+, alors que les adipocytes beiges
viscéraux proviendraient de progéniteurs PDGFRa+ (Zhang et al., 2016) (Figure
25B).

Il est important de mentionner que les différentes études ne permettent pas de savoir
si les progéniteurs identifiés sont les mémes d'une étude a 'autre a cause de la variété

de marqueurs utilisés pour les identifier.
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Figure 25 : Origine des adipocytes blancs, bruns et beiges. (A) Mode¢le de
formation des cellules du muscle squelettique, des adipocytes bruns et des adipocytes
blancs a partir d'un précurseur commun (En1*Myf5+Pax3+). (B) Modele proposé
pour la formation des adipocytes blancs ou beiges du tissu adipeux sous-cutané. Tiré
de Sanchez-Gurmaches et al., 2016.
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2) Role central du tissu adipeux blanc dans la physiologie de
l'organisme

a) Communication entre le tissu adipeux blanc et les autres
tissus/organes

Le tissu adipeux régule de nombreux processus biologiques via la sécrétion de

facteurs solubles nommés adipokines. Les adipokines ont un réle autocrine et

paracrine leur permettant de réguler notamment I’adipogenése, et également un role

endocrine important leur permettant d’agir sur de nombreux tissus/organes et, ainsi,

de réguler plusieurs grandes fonctions (Figure 26).
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Figure 26: Fonctions des adipokines. Les adipokines, via leurs actions
autocrines et endocrines, participent au maintien de ’'homéostasie du tissu adipeux
blanc (fleche courbe). Les effets endocrines des adipokines (fleches droites), qui
s’exercent sur de nombreux tissus/organes, permettent de maintenir ’homéostasie et
la « bonne santé » de 'ensemble de 'organisme. Tiré de Fasshauer and Bliiher, 2015.

Ainsi, les adipokines permettent de réguler la prise alimentaire, le métabolisme
énergétique (métabolisme glucidique et lipidique, sécrétion d’insuline, dépense
énergétique), la fonction endothéliale (dont 'angiogenese), la pression sanguine, la

fonction cardiaque (notamment la contraction des myocytes), la croissance,
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Padhésion cellulaire, et la thermogénese. Les adipokines agissent également sur le
systétme immunitaire en favorisant le recrutement et la différenciation des cellules
immunes et en régulant l'inflammation et la réparation tissulaire (Fasshauer and
Bliiher, 2015). Enfin, les adipokines régulent le systeme reproducteur (sécrétion des
hormones sexuelles, maturation des follicules ovariens, spermatogénese (Sara et al.,
2020)). Majoritairement produites par le tissu adipeux, certaines adipokines ont été
décrites comme pouvant étre produites par d’autres tissus/organes. Par exemple, la
leptine - qui est produite par le tissu adipeux en proportion de la masse de ce dernier
(Shimizu et al.,, 1997) - est également produite par le cerveau, les poumons et

I’'estomac (Ayari and Wolowczuk, 2017).

b) Roéle immunitaire du tissu adipeux blanc

Nous venons de I’évoquer, les adipokines produites par le tissu adipeux blanc
peuvent agir directement sur le systéme immunitaire (cf. Figure 26). Cependant, il
est important de noter que le tissu adipeux per se contient de nombreuses cellules
immunes (innées et adaptatives) et peut donc, de ce fait, étre considéré comme un

organe ayant véritablement un role immunitaire.

Comme tout tissu/organe de I'organisme, le tissu adipeux est un site potentiel
d’infection. De nombreux pathogenes (parasites, bactéries et virus) sont capables
d’infecter et/ou d’impacter le tissu adipeux (Barthelemy, Bogard & Wolowczuk, MS
en préparation, Trim and Lynch, 2021). Certains pathogenes semblent d’ailleurs
associés au développement de I'obésité (Dhurandhar, 2001; Hegde and Dhurandhar,
2013). Le tissu adipeux n’est pas sans défense face a ces infections. En effet, il
contient de nombreuses cellules immunes, a la fois innées et adaptatives (Ferrante,
2013; Kosteli et al., 2010; Weisberg et al., 2003; Wensveen et al., 2015) (Figure 27).
Ces cellules participent a la physiologie du tissu. En contexte d’obésité, la
composition du tissu adipeux en cellules immunes et ses sécrétions changent en
faveur d’un profil proinflammatoire qui contribue a l'installation d’'une inflammation
chronique et des désordres métaboliques liés a lobésité, notamment
I'insulinorésistance (Fuster et al., 2016; Huh et al., 2014; Liu and Nikolajczyk, 2019;
Lolmede et al., 2011; Trim and Lynch, 2021). Ces modifications pourraient participer
a la plus forte susceptibilité des individus obéses aux infections, notamment aux

infections respiratoires (Almond et al., 2013; Karlsson and Beck, 2010; Maccioni et
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al.,, 2018) ; suggérant un réle des cellules immunes du tissu adipeux blanc dans

I'immunité générale de 'organisme.
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Figure 27: Composition en cellules immunes du tissu adipeux en
condition mince ou obeése. Chez les individus minces (lean) les cellules immunes
du tissu adipeux sont essentiellement de type anti-inflammatoire (type 2)
(éosinophiles, iNKT, macrophages de type 2, Tregs, ILC2). Lors de l'installation de
Pobésité (overweight), des neutrophiles, des cellules NK et des lymphocytes T CD8+
s’accumulent et les macrophages se polarisent en macrophages de type 1. En
condition d’obésité (obese), les cellules immunes du tissu adipeux sont
majoritairement de type proinflammatoire (type 1). Tiré de Wensveen et al., 2015.

Ainsi, le tissu adipeux blanc contribue a I'immunité générale de I'organisme de 2
facons : par l'action des cellules immunes qu’il contient (cf. Figure 27) et par la
régulation du systeme immunitaire via les adipokines (cf. Figure 26, page 62).

Le tissu adipeux blanc est notamment important pour la réponse immunitaire
mémoire. En effet, ce tissu contient les différents sous-types de lymphocytes T
mémoires : les T mémoires effecteurs, les T mémoires résidents et les T mémoires
centraux (Han et al., 2017). Ces lymphocytes T mémoires confeérent une meilleure
résistance lors d’'une seconde infection : la transplantation du tissu adipeux blanc de
souris précédemment infectées a des souris Ragi/- (qui sont déficientes en
lymphocytes), induit une protection lors d’une infection de ces souris avec une dose
létale de bactéries Yersinia pseudotuberculosis. La contribution des cellules immunes
du tissu adipeux lors d’infections a été peu étudiée dans un contexte physiologique

sain. En revanche, leur role dans la susceptibilité aux infections en contexte d’obésité
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est mieux connu. L’infection de souris avec le virus LCMV (lymphocytic
choriomeningitis virus) montre le développement de lymphocytes T mémoires dans
le tissu adipeux blanc et dans la rate (moins dans le tissu adipeux que dans la rate
mais les lymphocytes T mémoires du tissu adipeux produisent plus d’IFNy apres
restimulation in vitro que ceux de la rate) (Misumi et al., 2019). Chez les souris
obeses ces lymphocytes T mémoires sont plus nombreux et persistent mieux apres
infection que chez les souris minces. Lors d’'une seconde infection, ces T mémoires
seraient a l'origine de la mortalité observée chez les souris obéses. En effet, chez les
souris obeses on observe inflammation du pancréas associée a une nécrose du tissu
adipeux qui entoure le pancréas. La déplétion des lymphocytes T, avant la seconde
infection, empéche la mortalité accrue dans le groupe des souris obéses, qui ne
présentent pas d’inflammation du pancréas. Ces études montrent que les cellules
mémoires qui se développent dans le tissu adipeux lors d’'une infection participent a
la protection lors d'une seconde infection chez un sujet sain, mais peuvent étre

déléteres en amplifiant I'inflammation systémique chez des sujets obeses.

Les adipokines sont des immunomodulateurs. Elles peuvent étre classées en 2
catégories : les adipokines proinflammatoires comme la leptine, la résistine, et les
adipokines anti-inflammatoires comme l’adiponectine. La leptine stimule I’activation
et la prolifération des monocytes/macrophages, des granulocytes, des -cellules
dendritiques et NK. Elle favorise également la production de cytokines
proinflammatoires par les lymphocytes T. La résistine améliore la réponse
inflammatoire en stimulant la production de cytokines proinflammatoires telles que
le TNFa et I'IL-6 et en favoris I'activation du TLR4. La résistine aurait méme un effet
bactéricide. L’adiponectine réprime la voie NF-kB et favorise I'activation de TAMPK,
ce qui inhibe l'activation des cellules immunes. L’adiponectine réduit la phagocytose
des macrophages et réduit leur production de cytokines inflammatoires en faveur de
I'TL-10 et I'IL-1Ra, elle réduit la réponse des cellules T et diminue la production de
lymphocytes B dans la moelle osseuse (Cava and Matarese, 2004; Li et al., 2021; Luo

and Liu, 2016b; Wensveen et al., 2015).
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II. Brunissement du tissu adipeux blanc

1) Définition du brunissement du tissu adipeux blanc
Le brunissement du tissu adipeux blanc correspond au développement, au sein de
ce tissu, d’ilots d’adipocytes possédant plus de mitochondries et renfermant des
gouttelettes lipidiques plus nombreuses et de plus petite taille que les adipocytes
blancs adjacents, et exprimant la protéine thermogénique UCP1: ce sont les

adipocytes beiges (Figure 28) (Sanchez-Gurmaches et al., 2016).
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Figure 28 : Histologie du tissu adipeux beige. A gauche, I'histologie du tissu
adipeux blanc, a droite, I'histologie du tissu adipeux beige montre la présence d’ilots

d’adipocytes de plus petite taille contenant de nombreuses petites gouttelettes
lipidiques. Coloration H&E. Tiré de Sanchez-Gurmaches et al., 2016.

L’expression d’'UCP1 s’accompagne dune plus forte biogéneése mitochondriale et
d’'une augmentation de la lipolyse et de la B-oxydation, expliquant la plus petite taille
des adipocytes beiges comparativement aux adipocytes blancs (Calderon-Dominguez
et al., 2016; Jezek et al., 2019; Lee et al., 2012, 2014). L'induction du brunissement et
Pactivation du tissu adipeux beige (mais également du tissu adipeux brun) sont
associés a une amélioration métabolique de 'organisme, ce qui fait du brunissement
une cible et/ou un outil thérapeutique potentiel pour traiter diabete, obésité et
désordres métaboliques (Bartelt and Heeren, 2014; Cheng et al., 2021; Kaisanlahti
and Glumoff, 2019). Cependant, le brunissement peut également étre délétere
notamment dans le cadre de cancers ou de briilures séveres ; il serait responsable de
cachexie et de stéatose hépatique (Abdullahi and Jeschke, 2016, 2017; Abdullahi et

al., 2019).
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2) Mécanismes d’induction du brunissement du tissu adipeux

blanc
Le brunissement du tissu adipeux blanc peut étre induit par différents stimuli,
notamment par des modifications des conditions environnementales et
comportementales : température, activité physique, alimentation* et jetine. Nous
allons décrire les mécanismes ou facteurs connus impliqués dans le brunissement du
tissu adipeux blanc (Figure 29 et Figure 40 récapitulative a la fin du chapitre, page
83).
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Figure 29 : Induction du brunissement du tissu adipeux blanc. CNS:
systeme nerveux central, SNS: systeme nerveux sympathique, Hormone
thyroidienne T3 : tri-iodothyronine, T4 : thyroxine, FGF21 : fibroblast growth factor
21, Metrnl : meteorin-like. Tiré de Barthelemy and Wolowczuk, 2020.

*Thé vert, curcumin, capsinoides (issus des piments rouges), resvératrol et berbérine (issus de fruits et
de plantes) sont des inducteurs du brunissement du tissu adipeux blanc (Brandao et al., 2021).

a) Role du systéeme nerveux dans le brunissement du tissu
adipeux blanc
L’augmentation de la thermogénese correspondant au brunissement du tissu
adipeux blanc, est une adaptation de l'organisme pour maintenir la température
corporelle lors dune baisse des températures environnementales. Ainsi, une
exposition au froid déclenche le brunissement du tissu adipeux blanc (Barbatelli et

al., 2010; Cousin et al., 1996; Gao et al., 2018; Hui et al., 2015; Knudsen et al., 2014;
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Li et al., 2018a; Vitali et al., 2012). Le froid induit une activation du systéme nerveux

sympathique qui innerve les tissus adipeux bruns et blancs (Figure 30).
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®

[ ]
o @
v o*/RécepteurBs-adrénergique

S

t AMPc wmmp UCP1

LT4 > T3 -J

Figure 30: Controle du brunissement par le systéme nerveux
sympathique. L’activation du systéme nerveux sympathique par un stimulus
conduit a la libération de norépinéphrine par les nerfs innervant le tissu adipeux
blanc. La norépinéphrine se lie au récepteur [(3-adrénergique exprimé par les
adipocytes et induit une augmentation de TAMPc qui permet la synthese de la T3 et
Iexpression d’'UCP1. Figure réalisée avec Servier Medical Art et BioRender.

L’activation des neurones POMC (neurones exprimant la proopiomélanocortine) de
I’hypothalamus ventromédian (VMH) permet I'induction du brunissement (Dodd et
al., 2015), tandis que I'activation des neurones AgRP (neurones exprimant 'agouti-
related protein) réprime le brunissement (Ruan et al., 2014). Les nerfs sympathiques
(activateurs) sécretent ensuite la norépinéphrine activant les récepteurs [33-
adrénergiques exprimés par les adipocytes. Ceci provoque une augmentation de
PAMP cyclique (AMPc) dans le cytosol des adipocytes. L’AMPc stimule directement
I’expression d’'UCP1, et induit 'expression de I'enzyme D2 (iodothyronine désiodase),
permettant ainsi la conversion de la T4 (tétra-iodothyronine ou thyroxine) en T3 (tri-
iodothyronine), qui peut alors induire la biogénese mitochondriale et 'expression des
genes liés au brunissement dont Ucp1 (Chen et al., 2013; Jesus et al., 2001; Villarroya
et al., 2017a; Weitzel and Alexander Iwen, 2011; Zhang et al., 2016).

De facon intéressante, un adipocyte beige qui a été exposé au froid puis qui est
revenu a thermoneutralité garde cet événement en mémoire. En effet, lors dune
exposition au froid induisant lapparition des adipocytes beiges, une marque

épigénétique (H3K4me1 ; correspondant a une modification épigénétique de ’histone
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H3) est enrichie dans les régions régulatrices des genes thermogéniques et
d’oxydation des lipides. Cette marque épigénétique persiste lors du retour a la
thermoneutralité et indique que la chromatine est ouverte. Les régions régulatrices
ainsi marquées permettraient une expression des geénes impliqués dans le
brunissement plus rapide et plus forte lors d’'une seconde exposition au froid (Roh et

al., 2018).

b) Role du microbiote intestinal dans le brunissement du tissu
adipeux blanc

Lors dun jeline intermittent, la modification du microbiote intestinal est
responsable du brunissement du tissu adipeux blanc (Li et al., 2017; Liu et al., 2019).
La proportion de Firmicutes par rapport aux Bacteroidetes, les deux phyla principaux
dans lintestin, est fortement augmentée lors du jetine. Cette modification du
microbiote provoque une plus forte sécrétion de lactate et d’acétate dans le sang qui
sont importés dans les tissus adipeux via le transporteur MCT1 (monocarboxylate
transporter 1). Le lactate et l'acétate sont tous les deux des inducteurs du
brunissement (Hanatani et al., 2016; Kim et al., 2017b; Sahuri-Arisoylu et al., 2016;
Yao et al., 2020b). L’exposition au froid est également associée a des modifications du
microbiote intestinal démontrées comme étant responsables du brunissement du
tissu adipeux blanc et d’'une augmentation de la thermogénese (Chevalier et al., 2015;

Zietak et al., 2016).

Les changements de composition du microbiote sont provoqués par une
augmentation de la production d’acides biliaires (Worthmann et al., 2017). Les acides
biliaires induisent le brunissement via I'activation du récepteur TGR5 (récepteur
membranaire pour les acides biliaires) dans les tissu adipeux, ce qui permet
I'induction de la lipolyse et la biogénéese mitochondriale (Velazquez-Villegas et al.,
2018). Les acides biliaires pourraient également induire le brunissement en activant
les récepteurs FXR (farnesoid X receptor) intestinaux. Les acides biliaires seraient
ensuite transformés en acides biliaires secondaires (avec une majorité d’acide
lithocholique) et permettraient ainsi l'activation de TGR5 (Fang et al., 2015).
Etonnamment, la déplétion du microbiote intestinal conduit également au

brunissement du tissu adipeux blanc (Suarez-Zamorano et al., 2015). Dans ce
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modele, le brunissement résulte du développement d’un profil immunitaire de type 2

dans le tissu adipeux blanc.

¢) Roéle du systéme immunitaire dans le brunissement du tissu
adipeux blanc

Le développement d'une immunité de type 2 (anti-inflammatoire) dans le tissu

adipeux blanc semble essentiel au brunissement du tissu. En effet, en contexte

d’obésité, dans lequel le tissu adipeux blanc a un profil immunitaire majoritaire de

type 1 (proinflammatoire, Figure 31), le brunissement du TAB est réprimé. Nous

allons ici décrire comment le systéme immunitaire permet le développement du tissu

adipeux beige.
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Figure 31 : Modifications des cellules immunes du tissu adipeux blanc en
contexte d’obésité. Le tissu adipeux blanc d'un organisme normo-pondéral (lean)
est majoritairement composé de cellules immunes de type 2, son profil sécrétoire est
anti-inflammatoire. A linverse, le tissu adipeux dun organisme obese est
majoritairement composé de cellules immunes de type 1, son profil est
proinflammatoire et il est dysfonctionnel (notamment, insulino-résistant). Tiré de
Choe et al., 2016.

Comme représenté sur la Figure 32, lors de l'induction du brunissement du
tissu adipeux blanc, I'IL-33 (dont une source cellulaire a été identifiée en 2019
comme étant des cellules stromales exprimant le marqueur PDGFRa (Spallanzani et
al., 2019)) permet le recrutement et I'activation des ILC2s (type 2 innate lymphoid

cells). Les ILC2s sécretent alors la méthionine-enképhaline, de 'IL-5 et de I'IL-13

Thése Johanna BARTHELEMY 2022-Page |72



(Brestoff et al., 2015). La méthionine-enképhaline se lie au récepteur opiacé delta des
cellules adipeuses, ce qui entraine une augmentation de TAMPc et une augmentation
de l'activité de PKA (cAMP-dependent protein kinase) ; induisant ainsi la lipolyse et

le brunissement (Liu et al., 2003; Nestler and Tallman, 1988; Suo et al., 2018).
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Figure 32 : Role du systéme immunitaire dans le brunissement du tissu
adipeux blanc. Représentation des différentes cellules immunes du tissu adipeux
blanc et de leurs sécrétions impliquées dans le brunissement. Le BAT sécrete
également une chimiokine (CXCL14) permettant le recrutement des macrophages
M2-like dans le tissu adipeux blanc. Schéma congu a 'aide de Servier Medical Art et a
partir de Brestoff et al., 2015; Cereijo et al., 2018; Finlin et al., 2017; Lee et al., 2015;
Molofsky et al., 2013; Qiu et al., 2014; Wood et al., 2009; Zhang et al., 2019b.

L’IL-5 et I'TL-13 permettent le recrutement et 'activation d’éosinophiles. L'IL-13 peut
induire directement la différenciation des préadipocytes en adipocytes beiges (Lee et
al., 2015). Les éosinophiles produisent de I'Il.-4 qui permet le recrutement et la
polarisation des macrophages en macrophages « M2-like ». En parallele, I'IL-4 agit
directement sur les préadipocytes pour induire leur différenciation en adipocytes
beiges (Lee et al., 2015). L'IL-4 est également sécrétée par les mastocytes. Les
mastocytes activés libeérent également de I'histamine qui favorise le brunissement
(Finlin et al., 2017). Cependant, les mastocytes auraient également un role inhibiteur
du brunissement via la sécrétion de sérotonine (Zhang et al., 2019b). Les iNKT et les
Tregs présents dans le tissu sécretent de I'IL-10 qui participe a la polarisation des

macrophages en macrophage « M2-like ». L'IL-2 sécrétée par les iNKT permet la
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prolifération des Tregs et leur survie. Les Tregs sont retenus dans le tissu adipeux par
leur interaction avec les ILC2s via les molécules ICOS (inducible co-stimulator,
exprimé par les Tregs)-ICOSL (ICOS ligand, exprimé par les ILC2s) (Molofsky et al.,
2015). Enfin, le BAT activé sécrete la chimiokine CXCL14 (chemokine (C-X-C motif)
ligand 4) dans la circulation sanguine. Le CXCL14 favorise la migration des
macrophages « M2-like » vers le tissu adipeux (Cereijo et al., 2018). Plusieurs études
montrent que le brunissement est associé a la polarisation des macrophages en « M2-
like » cependant leur role dans le brunissement n’est pas clairement défini. En effet,
une étude montre que la sécrétion de catécholamines (NE) par les macrophages
« M2-like » du tissu adipeux est nécessaire au brunissement lors d'une exposition au
froid (Qiu et al., 2014). Cependant, une autre étude contredit la capacité des
macrophages a produire des catécholamines et montre qu’ils ne sont pas nécessaires

au brunissement et a la thermogénese adaptative (Fischer et al., 2017).

d) Role de 'autophagie dans le brunissement du tissu adipeux

blanc

Plusieurs études suggerent un role de lautophagie - un processus
d’« autodigestion » consistant en la dégradation de composants intracellulaires par le
lysosome (Mizushima, 2007) - dans le brunissement du tissu adipeux blanc.
Cependant, les résultats de ces études sont contradictoires. Deux études montrent
qu’une exposition de souris au froid (Altshuler-Keylin et al., 2016; Cair6 et al., 2016)
ou un traitement d’adipocytes bruns avec un agoniste $3-adrénergique (Altshuler-
Keylin et al., 2016), un inducteur de ’AMPc ou encore de la norépinéphrine (Cair6 et
al., 2016), entrainent la diminution de 'expression des genes liées a I'autophagie. Ceci
suggere que 'autophagie ne serait pas induite lors du brunissement du tissu adipeux
blanc. D’autres études montrent au contraire que l'exposition au froid active
lautophagie dans le tissu adipeux brun et dans les neurones POMC de
I'hypothalamus, et qu’elle est nécessaire a la thermogénése du tissu adipeux brun
(Martinez-Lopez et al., 2016; Yau et al., 2021). De plus, I'autophagie est essentielle
pour la conversion d’'un adipocyte beige en adipocyte blanc (Altshuler-Keylin et al.,
2016). Ces résultats suggerent que l'autophagie pourrait étre impliquée dans le
brunissement du tissu adipeux blanc (positivement ou négativement), notamment

via deux formes particulieres d’autophagie : la mitophagie et la lipophagie.
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La mitophagie correspond a la dégradation sélective des mitochondries par un
processus autophagique. Ce processus permet DI'élimination des mitochondries
exprimant UCP1 dans les adipocytes beiges ; favorisant ainsi le retour vers un
phénotype d’adipocyte blanc (Altshuler-Keylin et al., 2016).

La lipophagie, quant a elle, correspond a la dégradation des gouttelettes lipidiques
par autophagie, ce qui permet de libérer de 1’énergie. La lipophagie survient dans le
tissu adipeux brun lors de son activation suite a une exposition au froid et, en
association avec la lipolyse, permet de fournir des acides gras libres pour la
thermogénése (Martinez-Lopez et al., 2016). Ainsi, il est trés probable que ce

mécanisme intervienne également lors du brunissement du tissu adipeux blanc.

e) Role des hormones, cytokines, métabolites, adipokines ou
myokines sur le brunissement du tissu adipeux blanc.
Plusieurs facteurs solubles impliqués dans le brunissement du tissu adipeux blanc
ont été identifiés.
Les hormones thyroidiennes peuvent moduler la thermogénese adaptative en
agissant directement sur le tissu adipeux ou, indirectement, en agissant sur le
systeme nerveux central (Figure 33). En effet, les récepteurs des hormones
thyroidiennes, notamment le récepteur TR[3, sont exprimés dans ’hypothalamus et
les tissus adipeux (blanc et brun) (Santini et al., 2014). L’administration directe de la
T3 dans le noyau ventromédian hypothalamique induit le brunissement du tissu
adipeux blanc (Martinez-Sanchez et al.,, 2017). Plus précisément, dans
I’hypothalamus la T3 inhibe la voie AMPK (AMP-activated protein kinase) dans les
neurones SF1 (steroidogenic factor 1) induisant une baisse de la quantité de
céramides. La diminution des céramides entraine une réduction du stress du
réticulum endoplasmique (RE) dans les neurones hypothalamiques, ce qui permet
Pactivation du systéme nerveux sympathique et la signalisation B3-adrénergique ;

déclenchant le brunissement du tissu adipeux blanc (Martinez-Sanchez et al., 2017).
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Figure 33: Role des
hormones thyroidiennes
dans le brunissement du
tissu adipeux blanc.

Les hormones thyroidiennes
peuvent agir directement sur
le tissu adipeux blanc, ou
indirectement, sur le systeme
nerveux central, au niveau
des noyaux ventromédians

hypothalamiques.
Les triangles rouges vers le
bas indiquent une

diminution, ceux vers le haut
indiquent une augmentation.
Modifié a partir de Martinez-
Sanchez et al., 2017.

Au niveau cellulaire, il a été montré que la T3 provoque la lipolyse dans les cellules

adipeuses et active la voie AMPK et le complexe TAB1/TAK1 qui permettent

Pactivation de la kinase p38. P38 permet la phosphorylation d’ATF2 (Activating

Transcription Factor 2) qui est alors transloqué dans le noyau pour induire

Pexpression de genes thermogéniques dont UCP1. En contexte d’obésité, cette

cascade moléculaire initiée par la T3 est inhibée par une surexpression de la protéine

MKK®6 (Figure 34) (Matesanz et al., 2017). De plus, un site de liaison des récepteurs

aux hormones thyroidiennes existe dans la séquence régulatrice du promoteur

d’UCP1, ce qui permettrait a la T3 de directement réguler I'expression d’'UCP1

(Santini et al., 2014).
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Parmi les hormones sexuelles, 'oestradiol semble réguler le brunissement du

tissu adipeux blanc. L’cestradiol agit d'une part sur lactivité du systéme nerveux
sympathique et la sensibilisation du SCAT a la norépinephrine. En effet, I'cestradiol
inhibe la voie AMPK dans le noyau ventromédian de ’hypothalamus permettant
Pactivation du systéme nerveux sympathique (Martinez de Morentin et al., 2014).
L’cestradiol provoque également une augmentation de I'expression de la tyrosine
hydroxylase (nécessaire a la production de norépinephrine) dans les neurones
innervant le SCAT et une augmentation de l'expression des récepteurs [(3-
adrénergiques (Miao et al., 2016).
D’autre part, l'cestradiol induit l'expression de la heéme oxygénase-1 dans les
macrophages du tissu adipeux blanc, ce qui permet la réduction des ROS (espeéces
réactives de 'oxygene) cytoplasmiques et favorise la polarisation des macrophages en
« M2-like » (Sul et al., 2021).

Le FGF21 (Fibroblast Growth Factor 21) est produit principalement par le foie et
est donc considéré comme une hépatokine (Markan et al., 2014). Cependant, le
FGF21 peut également étre sécrété par les tissus adipeux (blanc et brun), le pancréas
et les muscles squelettiques (Owen et al., 2015). Lors d’exercices physiques ou d’'une
exposition au froid, la quantité de FGF21 produite dans les tissus adipeux et sécrétée

dans le sang est augmentée (Cuevas-Ramos et al., 2012; Fisher et al., 2012; Kim et al.,
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2013; Lee et al., 2013b, 2014; Tanimura et al., 2016). Le FGF21 induit le
brunissement du tissu adipeux blanc en agissant sur le systéme nerveux central ou
directement sur les adipocytes. Le FGF21 traverse la barriere hématoencéphalique et
active le systeme nerveux sympathique, ce qui déclenche le brunissement du SCAT
(Douris et al., 2015; Owen et al., 2014). Par ailleurs, le FGF21 produit suite a la
stimulation des tissus adipeux par le systéeme nerveux sympathique, agit de facon
autocrine sur le tissu permettant 'expression de la chimiokine CCL11 (C-C motif
chemokine ligand 11) par les adipocytes (Figure 35). CCL11 permet le recrutement
des éosinophiles dans le tissu adipeux (Huang et al., 2017). De plus, le FGF21 stimule
la production d’adiponectine qui est nécessaire a la prolifération des macrophages
M2 (Hui et al., 2015).
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Figure 35 : Role du FGF21 dans le brunissement du tissu adipeux blanc.
La signalisation [(3-adrénergique provoque la production de FGF21 par les
adipocytes. Le FGF21 provoque l'expression de CCL11 par les adipocytes, favorisant
ainsi le recrutement des éosinophiles dans le tissu adipeux blanc et la polarisation des
macrophages nécessaire au brunissement. Tiré de Huang et al., 2017.

Plusieurs myokines (cytokines sécrétées par les muscles) telles que l'irisine,
la meteorin-like, 1a myostatine, et I'acide -aminoisobutyrique, ainsi que I'IL-6, ont
été rapportées comme étant impliquées dans le brunissement du TAB (Stanford et al.,
2015).

L’irisine est produite principalement dans les muscles suite a 'exercice physique et

est sécrétée dans la circulation sanguine. Il a été montré que lirisine induit le
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brunissement du SCAT en permettant la production du facteur de transcription
PPARa (Peroxisome proliferator-activated receptor alpha) (Bostrom et al., 2012).
Chez 'Homme, une étude montre que lirisine est produite également lors d’une
exposition au froid, mais que cette production est liée aux frissons (donc a l'activité
musculaire) et permet I’activation du tissu adipeux brun et des adipocytes beiges (Lee
et al., 2014).

La meteorin-like (Mtrnl) est produite par les muscles lors d’exercices physiques et
par les tissus adipeux lors d’une exposition au froid. Elle induit le brunissement du
tissu adipeux blanc (SCAT et VAT) en favorisant le recrutement des éosinophiles dans
le tissu et la production d’IL-4/IL-13 nécessaire a la polarisation des macrophages en
« M2-like » (Rao et al., 2014).

L’acide B-aminoisobutyrique est produit lors d’'un exercice physique par les muscles
et induit I'expression de genes thermogéniques dans le SCAT de souris également via
P’action du facteur de transcription PPARa (Roberts et al., 2014).

Contrairement aux autres myokines, la myostatine a plut6t un role inhibiteur sur le
brunissement du tissu adipeux blanc. Elle régule la production d'un micro-ARN
(miR-34a) qui inhibe, dans les muscles et les tissus adipeux, 'expression du gene
Fndcs (codant la fibronectin type III domain containing 5), responsable de la
production du précurseur de lirisine (Ge et al.,, 2017). De plus, la myostatine
empéche l'activation de la voie AMPK nécessaire a la production du facteur de
transcription PGCia (peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-
activator-1 alpha) qui induit 'expression de Fndcs (Shan et al., 2013).

Enfin, L'IL-6 produite par les muscles, les tissus adipeux et la moelle osseuse semble
participer au brunissement du TAB (Abdullahi et al., 2017; Kristo6f et al., 2019;
Phillips, 2019).

Le succinate, un intermédiaire métabolique du cycle de Krebs, est impliqué
dans la thermogénése UCP1-dépendante des tissus adipeux brun et beige. La quantité
de succinate est augmentée dans les tissus adipeux lors de l'induction de la
thermogéneése induite par le froid. Le succinate augmente la respiration
mitochondriale qui est source de ROS. Les ROS produits permettraient de
sensibiliser UCP1 aux acides gras via I'oxydation d’'une de ses cystéines (Chouchani et

al., 2016; Mills et al., 2018; Phillips, 2019).
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La PGE2 (prostaglandine E2) est un métabolite lipidique produit a partir de
lacide arachidonique grace a I'action des cyclooxygénases (les enzymes COX). Lors
d’'une exposition au froid, I'expression des COX est augmentée et l'inhibition
spécifique de COX2 réprime I'expression d’'UCP1 (ARNm et protéine) dans le SCAT.
La régulation de I'expression d’'UCP1 par les protéines COX se fait par I'intermédiaire
de PGE2. Bien que PGE2 n’ait pas été dosée lors de I'exposition au froid, 'utilisation
d’inhibiteurs de ses récepteurs a permis de montrer qu’elle est nécessaire a la
surexpression d’'UCP1 (Madsen et al.,, 2010). De plus, PGE2 induit in vitro
I'expression des geénes liés au brunissement chez des préadipocytes primaires
(Garcia-Alonso et al., 2013). Par ailleurs, PGE2 permettrait la polarisation des

macrophages en « M2-like » (selon contexte) (Saleh et al., 2020).

Le VEGF (vascular endothelial growth factor) est produit par les adipocytes
lors d'une exposition au froid, d'un jeline intermittent et d’exercices physiques
(During et al., 2015; Kim et al., 2017a; Xue et al., 2009). Le VEGF participe au
brunissement du tissu adipeux blanc : il favorise la polarisation des macrophages en
« M2-like » et améliore l'innervation et la production de norépinéphrine, la
vascularisation et la réponse des tissus adipeux au systeme nerveux sympathique (par
augmentation des récepteurs 3-adrénergiques) (Kim et al., 2017; Zhao et al.,2018).
Etonnamment, une autre étude montre que le VEGF aurait plut6t un role inhibiteur

sur le brunissement du tissu adipeux blanc (Chen et al., 2019).

SIRT1 (sirtuine 1) est une désacétylase qui joue un role important dans le
brunissement du tissu adipeux blanc. L’activation de la voie AMPK dans les
adipocytes entraine une augmentation de l'expression de SIRT1 (Lai et al., 2021).
SIRT1 désacétyle alors PPARY, ce qui permet le détachement de son répresseur NCoR
(nuclear receptor co-repressor 1) et le recrutement de PRDM16 (PR-domain
containing 16) conduisant a 'induction des genes liés au brunissement (Qiang et al.,
2012).

Les peptides natriurétiques, produits par le cceur (lors de surcharge
volémique du liquide extra-cellulaire), provoquent le brunissement du tissu adipeux
blanc in vivo chez les souris, et induisent I'expression des genes liés au brunissement
et la biogénese mitochondriale dans des cellules souches adipocytaires humaines in

vitro. Les peptides natriurétiques provoquent une augmentation de GMP cyclique qui
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permet l'activation de la voie PKG (cGMP-dependent protein kinase). La voie PKG
conduit a lactivation de la signalisation p38 MAPK et de mTORC1 (mammalian
target of rapamycin complex 1) qui sont impliqués dans le brunissement du tissu
adipeux blanc (Bordicchia et al., 2012; Liu et al., 2016, 2018). Cependant, le role de
mTORC1 dans le brunissement n’est pas définitivement établi puisquune étude
préalable avait plut6t identifié un role inhibiteur de mTORC1. En effet, lors d’une
exposition au froid, il y a une plus forte production de Grb1o (growth factor receptor
binding protein-10) dans les tissus adipeux. Le Grb1o inhibe mTORC1 permettant

ainsi la lipolyse et le brunissement du SCAT (Liu et al., 2014).

L’angiotensine II (produit lors de déplétion volémique) induit le
brunissement du tissu adipeux blanc chez la souris et induit les genes
thermogéniques dans des préadipocytes primaires traités in vitro. L’angiotensine II
agit via une diminution de la voie ERK1/2 et une augmentation des voies de
signalisation Akt et AMPK. A contrario, I'angiotensine I aurait plutét un role
inhibiteur sur le brunissement. L’angiotensine II semble étre impliquée dans le
brunissement induit par la T3: la T3 augmente l'expression du récepteur de
Pangiotensine II, et I'inhibition de ce récepteur par un antagoniste réduit 'expression
des protéines PRDM16 et UCP1 (Than et al., 2017).

Une nouvelle adipokine, 'asprosine, inhibe le brunissement du SCAT via la
réduction de I'expression de NRF2 (Nuclear Respiratory Factor 2), régulateur de

I'expression de genes mitochondriaux (Miao et al., 2021).

D’autres facteurs comme linsuline et la leptine pourraient également
participer au brunissement du tissu adipeux blanc puisqu’ils ont déja un role identifié
dans la thermogénese du tissu adipeux brun (Luo and Liu, 2016a). C’est d’ailleurs le
cas de 'adiponectine qui est nécessaire a la polarisation des macrophages en « M2-

like » (Hui et al., 2015).

La Figure 36 ci-dessous résume 'ensemble des facteurs identifiés a ce jour

comme participant au brunissement du tissu adipeux blanc.
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Figure 36 : Facteurs impliqués dans le brunissement du tissu adipeux
blanc. Le BMP7 (bone morphogenetic protein 7) favorise la polarisation des
macrophages M2 (effet indirect, mécanisme non connu ; Boon et al., 2013) et avec
BMP4 induit 'expression des genes liés au brunissement (Qian et al., 2013; Tseng et
al.,, 2008). Le BMP8b augmente la thermogénése dans le tissu adipeux brun et la
phosphorylation d’AMPK dans l'’hypothalamus (Whittle et al., 2012). Le GLP1
(glucagon-like peptide-1) est une incrétine, c’est-a-dire une hormone intestinale. Son
récepteur : le GLP1R est exprimé par le systeme nerveux central et son activation
inhibe la voie AMPK hypothalamique (Beiroa et al., 2014). La répression de MR
(mineralocorticoid receptor) réduit l'autophagie dans les cellules adipeuses et
favorise le brunissement (Armani et al., 2014). Slit2 est une protéine notamment
produite par les adipocytes beiges et est surexprimée lors d’'une exposition au froid.
Elle favorise la thermogénese via l'activation de la voie PKA dans les adipocytes
(Svensson et al.,, 2016). TASKi1 (Twik-related acid- sensitive K+ channel-1)
amplifierait la signalisation des récepteur P3-adrenergique et MR (Pisani et al.,
2016). Les dérivés de la vitamine A, notamment le rétinol, semble participer au
brunissement du SCAT via 'induction de genes thermogéniques et de genes oxydatifs
de la mitochondrie (Fenzl et al., 2020). L’expression de BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) dans 'hypothalamus est nécessaire au brunissement du tissu
adipeux blanc (Cao et al.,, 2011). Enfin, TOGT (O-GlcNac transferase) inhibe le
brunissement en régulant I'activité des neurones AgRP (Ruan et al., 2014). Modifié a
partir de Luo and Liu, 2016.
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f) Régulation transcriptionnelle du brunissement du tissu

adipeux blanc
L’expression d’UCP1 et linduction de la biogénése mitochondriale sont
essentielles au brunissement du tissu adipeux blanc et sont finement régulées au

niveau transcriptionnel.

Régulation par des facteurs de transcription - L’activation de la signalisation
B3-adrénergique dans les cellules adipeuses active p38 MAPK qui phosphoryle le
facteur de transcription ATF2 permettant la production de PGCi-a (Figure 37).
PGCi1-a déclenche la biogéneése mitochondriale, notamment via la production de
NRF1 (Nuclear Respiratory Factor 1) qui induit l'expression de TFAM
(mitochondrial transcription factor A), facteur responsable de la réplication
mitochondriale (Bargut et al., 2017). PGC1-a permet également la production des
facteurs de transcription PPARs. PPARY controle la différenciation des préadipocytes
en adipocytes matures. PPAR-a et PPAR-f} sont impliqués dans l'oxydation des
lipides et la transcription d’Ucpi. PPAR-a controle également I'expression de
PRDM16 qui est essentiel a I'identité des adipocytes de type bruns/beiges (Seale et
al., 2011). En effet, la perte d’expression de PRDM16 dans les adipocytes beiges induit

leur retour vers un phénotype d’adipocytes blancs (Bargut et al., 2017).

B3-AR
stimulation
l P38 MAPK

NRF1—>TFAM

PPAR Mltochondnal

sl PPAR-0 FA oxidation, PRDM16, UCP1

- a PPAR-B FA oxidation, UCP1

- d PPAR-Y Adipocyte differentiation

Brite
adipocyte

Figure 37: Principaux facteurs de transcriptions impliqués dans le
brunissement du tissu adipeux blanc. La signalisation -3 adrénergique induit
Pactivation de la p38 MAPK permettant 'expression de PGCi-a. PGCi-a permet
Pactivation des facteurs PPAR et la biogénése mitochondriale. Modifié a partir de
Bargut et al., 2017.
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La régulation de la transcription d’Ucp1 est effectuée au niveau de deux régions

régulatrices situées dans la partie 5’ non codante du gene (Figure 38).
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Figure 38 : Régions régulatrices du promoteur d'UCP1. LXR: liver X
receptor, LSD1: lysine-specific demethylase-1, ATF2: activation transcription factor
2, RAR: retinoic acid receptor, TR: thyroid hormone receptor, RXR: retinoid X
receptor, RIP140: receptor-interacting protein 140. Tiré de Villarroya et al., 2017.

La région proximale contient un site de liaison a CREB (c-AMP Response Element-
binding protein) qui permet I'induction d’'Ucp1 via ’AMPc et une répression via AP2
(c-Jun/c-Fos), et un site de liaison C/EBP (CCAAT-enhancer-binding protein) qui
permet le recrutement de C/EBPa et C/EBPP. Dans la région proximale il y a
également un site de liaison du facteur Zfp16 (Zinc finger protein 16). La deuxiéme
région régulatrice est une région « enhancer » qui contient des récepteurs nucléaires
hétérodimériques PPARa/RXR, RAR/RXR, LXR/RXR, TR/RXR permettant la
régulation d’Ucp1 par des dérivés d’acides gras, les acides rétinoiques (dérivés de la
vitamine A), et les hormones thyroidiennes, et elle contient un site de liaison d’ATF2
qui permet également une réponse a ’AMPc. Des co-régulateurs comme PGCi-q,
RIP140 (receptor-interacting protein 140) et LSD1 (lysine-specific demethylase-1)
se lient aux récepteurs nucléaires et régulent leur activité (Villarroya et al., 2017b).
RIP140 inhibe I'expression des genes spécifiques des adipocytes bruns/beiges dont

Ucp1 et Prdm16, et favorise la synthese de triglycérides via le cycle futile de recyclage
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du glycérol* (Figure 39) (cycle actif dans les adipocytes beiges, (Guan et al., 2002;

Kiskinis et al., 2014; Mazzucotelli et al., 2007)).

*Cycle futile de recyclage du glycérol : Les triglycérides sont formés a partir du glycérol (et non
du glucose) et des acides gras libres. Cette réaction induit plus de consommation d’ATP (Kiskinis et al.,
2014; Mazzucotelli et al., 2007).

Glycerol-3-P w Fatty Acids

Acyl-CoA

/
/
Glucose

Figure 39 : Cycle futile des triacylglycérols (TAG) dans les adipocytes. Le
cycle futile est indiqué par les fleches bleues. Les triglycérides (TAG) sont formés a
partir du glycérol et des acides gras libres. AMP : adénosine monophosphate, PPi :
pyrophosphate inorganique. Modifié a partir de Kiskinis et al., 2014.

LSD1 inhibe I'expression de genes spécifiques des tissus adipeux blancs et interagit
avec NRF1 pour activer l'expression de genes spécifiques du tissu adipeux brun
(Duteil et al.,, 2016). LSD1 favorise également l'expression des genes liés au
métabolisme oxydatif dans les tissus adipeux blancs (Duteil et al., 2014). IRF4
(interferon regulatory factor 4) est induit dans les adipocytes lors du brunissement
du tissu adipeux blanc (suite a un jeline ou une exposition au froid) et stimule
Iexpression de PGCia et PRDMi16. IRF4 interagit avec PGCia pour induire
P’expression d’'UCP1 (Kong et al., 2014).

De nombreux autres facteurs de transcription tels que Ebf2 (Early S-cell factor
2), Ews (Ewing sarcoma) et Ybx1 (Y box binding protein) sont également impliqués

dans I'expression d’'UCP1, la thermogénese et le brunissement (Brandao et al., 2021).

Régulation épigénétique - L’expression d'Ucp1 et des genes
thermogéniques est également régulée via des mécanismes épigénétiques (Brandao
et al., 2021). L’activation de la signalisation 33-adrénergique permet 'augmentation

de Tlacétylation de l'acide aminé 27 de l'histone 3 (H3K27) et la réduction des
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méthylations de H3K27, au niveau du promoteur d’'Ucp1 (Li et al.,, 2016). Ces
modifications des marques épigénétiques favorisent ainsi la transcription d’Ucp1. De
méme, LSD1 interagit avec Zfp516 et est recrutée sur les promoteurs des genes
spécifiques des adipocytes bruns/beiges, permettant leur activation via la

déméthylation de I'acide aminé 9 de I'histone 3 (H3K9) (Sambeat et al., 2016).

Régulation par des ARNs non codants- Enfin, des ARN non codants (micro
ARNSs et ARNs long non codants (IncRNAs)) participent au bon développement des
tissus adipeux et au brunissement du TAB (Brandao et al., 2021), notamment miR-
30b/c qui réprime RIP140 permettant ainsi 'expression des génes thermogéniques
(Hu et al., 2015). De nombreux autres micro ARNs régulant le brunissement ont été

répertorié par Gharanei et al., 2020.

3) Le stress du réticulum endoplasmique : un nouvel acteur dans
la régulation du brunissement du tissu adipeux blanc ?

L’obésité est un contexte physiopathologique dans lequel le tissu adipeux beige ne
peut se développer. Pour expliquer I'incapacité du tissu adipeux blanc a « brunir » en
contexte d’obésité, une hypothese récemment proposée est I'implication du stress
du réticulum endoplasmique (RE, que nous détaillerons dans le chapitre
suivant). En effet, il a été montré qu’en condition d’obésité I'activation de la voie
IRE1a (une des voies signalétiques activées en réponse au stress du RE) dans les
macrophages du tissu adipeux participe a l'inhibition du brunissement de celui-ci
(Shan et al., 2017). De méme, I'obésité est associée a un stress du RE au niveau
hypothalamique également impliqué dans l'inhibition du brunissement du tissu
adipeux blanc (Contreras et al., 2017). L’inhibition du stress du RE dans le cerveau de
rats obeses permet 'activation du tissu adipeux brun et le brunissement des tissus
adipeux blanc (SCAT et VAT), résultant en une perte de poids et une augmentation de
température corporelle. De plus, le stress du RE, en particulier le facteur CHOP,
semble impliqué dans la polarisation des macrophages en « M1-like » dans I'obésité

(Suzuki et al., 2017), et empécherait ainsi le brunissement du tissu adipeux blanc.

Ainsi, le stress du réticulum endoplasmique s’ajoute aux différents
facteurs/inducteurs/mécanismes impliqués dans le brunissement du tissu adipeux

blanc, comme nous ’avons synthétisé Figure 40.

Thése Johanna BARTHELEMY 2022-Page | 86



Stimuli
W AMPK
W ERstress

T e Norépinéphrine
o ©®
SNS * o° Récepteur p3-adrénergique
A AMPK
& | -
(.\ - A - A AMPcEmpT4 D T3
Immunité de type / ‘ [ Biogénése mitochondriale
N . . * Ucpl pgoylée par FT,
Microbiote ¥ Ad_ljno!(mes ncARN, marques

~ { ‘ épigénétiques

& 5

UCP1

Hormones

(T3, E2, peptides

natriurétiques,

irisine...) Acides
biliaires

Figure 40: Schéma des mécanismes et facteurs impliqués dans le
brunissement du TAB. Les nombreux régulateurs du brunissement (SNS,
immunité de type 2, microbiote, hormones, peptides natriurétiques, acides biliaires,
adipokines) sont représentés. Les conséquences de la signalisation 3-adrénergiques
dans les adipocytes, dont I'induction du brunissement, sont également détaillées. Les
cellules jaunes sont des adipocytes blancs, et les marrons sont des adipocytes bruns.
Les triangles rouges vers le bas indiquent une diminution, ceux vers le haut indiquent
une augmentation. FT : facteur de transcription, ncARN : ARN non codant.
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Chapitre 3 : Le stress du réticulum

endoplasmique

I. Stress du réticulum endoplasmique et réponse UPR

1) Généralités sur le réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite cellulaire présent uniquement
dans les cellules eucaryotes. Le RE apparait sous la forme d’'un réseau membranaire
en continuité avec la membrane externe du noyau. Le RE est composé de tubules
membranaires (souvent interconnectés) dispersés dans tout le cytoplasme et pouvant
étre lisses ou rugueux (quand associés a des ribosomes). Le RE est lié a d’autres
organites comme les mitochondries, 'appareil de Golgi ou la membrane plasmique
via des zones de contact intermembranaire. Le RE assure de nombreuses fonctions
essentielles au maintien de l'homéostasie cellulaire: synthese, repliement,
maturation, dégradation, et controle de la qualité des protéines, ainsi que synthese
des lipides, et stockage et régulation du calcium intracellulaire (Almanza et al., 2019)

(Figure 41). Ainsi, 'abondance du RE sera proportionnelle aux besoins de la cellule.

T pid

metabolismi _________
¥ ‘ Golgi
I apparatus

Mitochondria

Calcium handling

Figure 41 : Structure et fonctions du réticulum endoplasmique. Le RE est
un organite dynamique divisé en RE rugueux (présence de ribosomes (points noirs))
et RE lisse (absence de ribosomes). Le RE joue un réle essentiel dans 'homéostasie
calcique et la syntheése des protéines et des lipides. Ses connections avec 'appareil de
Golgi permettent l'export des produits de synthése du RE vers la membrane
plasmique. Le RE intervient également dans la régulation des activités
mitochondriales via les zones d’interaction MAM (mitochondria-ER associated
membrane). Modifié d’apres Bravo et al., 2013.
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2) Stress du réticulum endoplasmique et réponses adaptatives
Lorsque la capacité du RE a exercer une ou plusieurs de ses fonctions est
dépassée, on parle alors de stress du RE. Ce stress, caractérisé par 'accumulation de
protéines mal repliées dans la lumiere du RE, peut étre délétere pour la cellule si elle
ne parvient pas a rétablir 'homéostasie du RE. Deux types de réponses adaptives sont
décrites : la voie de 'TERAD (ER-associated protein degradation) et la réponse UPR
(unfolded protein response). Ces réponses adaptatives ont pour de rétablir et

maintenir ’homéostasie du RE.

a) Inducteurs du stress du RE

Les facteurs induisant un stress du RE peuvent étre intrinséques ou
extrinseques a la cellule : le stress du RE peut étre provoqué par des mutations, une
trop forte synthese protéique, une indisponibilité des protéines chaperonnes, un
stress nutritionnel (manque ou exces), ’hypoxie, un stress oxydatif, une température
anormale (hyper ou hypothermie) ou une modification de la composition en lipides
des membranes du RE (Almanza et al., 2019; Pluquet et al., 2014). Dans ce dernier
cas, le stress du RE peut étre associé ou non a 'accumulation de protéines mal
repliées (Fun and Thibault, 2020).

Il est important de mentionner que les infections virales sont également
inductrices de stress du reticulum endoplasmique (Pluquet et al.,, 2014). Clest
notamment le cas pour les infections par les virus influenza, ce dont nous parlerons
plus en détail dans le II (page 92). En effet, les virus détournent la machinerie
cellulaire a leur propre profit, de maniere a produire suffisamment de protéines

virales qui serviront a la formation de nouveaux virions (Kaufman 2002).

b) Réponses adaptatives au stress du RE
Afin de gérer le stress du RE et de rétablir 'homéostasie du RE, deux
mécanismes peuvent étre mis en place par les cellules: le systeme ERAD (ER-

associated protein degradation) et la réponse UPR (unfolded protein response).

Le systeme ERAD permet 'export des protéines mal repliées du RE vers le
cytoplasme ou elles seront dégradées par le systeme ubiquitine-protéasome. Je ne
détaillerai pas plus ce processus, car au cours de ma these je me suis surtout

intéressée a I'autre mécanisme de maintien de ’homéostasie du RE : la réponse UPR.
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La réponse UPR consiste en 'activation de différentes voies de signalisation
qui permettent la réduction de la synthese protéique et l'expression de genes
impliqués, entres autres, dans 'ERAD, et de genes codant pour des chaperonnes et
des facteurs de l'autophagie. L'UPR controle également la synthése des lipides,
permettant ainsi I'expansion du RE et la réduction du stress du RE (Schuck et al.,
2009). Lorsque le stress du RE perdure il conduit a la mort cellulaire (Pluquet et al.,
2014).

La réponse UPR est composée de 3 voies de signalisations qui fonctionnent en
paralléle. Ces différentes branches sont désignées par les senseurs du stress situé au
niveau de la membrane du RE qui leur est spécifique : IRE1a (Inositol Requiring
Enzyme-1a), PERK (Protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase) et ATF6 (Activating
Transcription factor 6) (Figure 42). Les voies UPR peuvent étre activées
simultanément ou de facon indépendante. Classiquement, la détection des protéines
mal repliées par la protéine chaperonne BiP (binding immunoglobulin protein),
également connue sous le nom de Grp78 (glucose-regulated protein 78kDa), induit
sa dissociation des protéines senseurs, et permet I’activation des voies UPR (Liu and

Kaufman, 2003).
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Figure 42 : Les 3 branches de la réponse UPR : IRE1a, ATF6 et PERK. Les
3 voies de 'UPR sont représentées ainsi que les processus qu’elles régulent. RIDD :
regulated-IRE1 dependent decay, GLS : Golgi localisation signal. Modifié a partir de
Smith, 2018.

Thése Johanna BARTHELEMY 2022-Page |90



IRE1a est une protéine transmembranaire de type 1 du RE qui présente, au
niveau de son domaine cytosolique C-terminal, une activité sérine/thréonine kinase
et une activité endoribonucléase. Il s’agit de la branche de 'UPR la plus conservée et
la plus étudiée. La forme monomérique d’IRE1a est inactive. Son activation survient
a la suite d'un changement conformationnel induit par la dimérisation des
monomeres, ce qui permet sa trans-autophosphorylation. Ceci conduit au
recrutement de TRAF2 (Tumor necrosis factor receptor-associated factor 2)
induisant la signalisation JNK (Janus kinase), et a lactivation de lactivité
ribonucléase d’'IRE1a. IRE1a permet la production du facteur de transcription Xbpis
via le clivage d’'un intron de 'TARNm codant la protéine XBP1. IRE1a est également
impliqué dans le RIDD (Regulated IRE1-dependant decay), un processus de clivage
de nombreux ARNs (ARNm, ARN ribosomaux et micro-ARNs) au niveau d’une
séquence consensus (CUGCAG suivi d'une structure en tige-boucle). Le RIDD permet
de réduire la quantité ’ARNm a traduire et serait impliqué dans la régulation du
meétabolisme glucidique, de I'inflammation et de I'apoptose. La voie IRE1a (via Xbpis
ou via JNK) permet I'expression de genes de chaperonnes du RE, de genes de
ERAD, de genes impliqués dans le métabolisme des lipides, dans I'apoptose, la
survie et dans 'autophagie (Almanza et al., 2019; Hetz et al., 2020; Smith, 2018).

En parallele de la branche IRE10,/XBP1, la kinase transmembranaire (de type 1)
PERK est également activée en réponse au stress du RE. Comme pour IREiaq,
lactivation de PERK induit son oligomérisation et sa trans-autophosphorylation.
PERK activé phosphoryle alors le facteur d’initiation de la traduction, elF2a
(eukaryotic initiation factor-2), réprimant ainsi la traduction. Ceci permet de réduire
la quantité de protéines entrant dans le RE. Malgré l'inhibition de la traduction,
certaines protéines sont sélectivement produites, notamment le facteur de
transcription ATF4. ATF4 est impliqué dans linduction de l'apoptose (via
I’expression de CHOP), le controle du statut rédox, le métabolisme des acides aminés
et 'autophagie. Un autre substrat de PERK est le facteur de transcription NRF2 (INF-
E2-related factor 2), facteur impliqué dans la réponse antioxydante (Almanza et al.,
2019; Hetz et al., 2020).

Enfin, ATF6 est une protéine transmembranaire de type 2 qui posséde un
domaine bZIP de liaison a ’'ADN et 3 domaines structuraux : un domaine cytosolique
N-terminal, un domaine transmembranaire et un domaine luminal C-terminal. A la

suite de son activation, ATF6 est transloqué vers I’appareil de Golgi ou il est clivé par
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les protéases S1P (Site-1 Protease) et S2P (Site-2 Protease), puis son domaine
cytosolique ATF6f est dirigé vers le noyau. ATF6 est impliqué dans I'expression de
protéines chaperonnes, de genes du métabolisme des lipides et des génes de 'UPR,
ainsi que dans la dégradation et la sécrétion des protéines (Almanza et al., 2019; Hetz

et al., 2020).

Il est important de noter qu’il peut y avoir des interactions entre les 3 voies de
I’UPR et que certaines fonctionnalités et cibles des voies se recoupent. En effet, les
protéines des 3 voies peuvent interagir entre elles et engendrer une réponse
différente de celle qui aurait été induite si une seule voie avait été activée. Ainsi,
XBP1s peut interagir avec ATF6, activant ainsi I'expression de genes différents de

ceux qu’aurait activés XBP1s ou ATF6 (Shoulders et al., 2013).

3) Role de 'UPR dans la physiologie cellulaire

Le stress du réticulum endoplasmique peut apparaitre dans de nombreux
contextes physiologiques (développement, différenciation, prolifération...).
L’induction de la réponse UPR est essentielle au maintien de ’homéostasie cellulaire
dans ces différents contextes. Le role de 'UPR a été décrit dans différents types
cellulaires : controle de la différenciation des cellules neuronales (souches et
matures), des astrocytes et des oligodendrocytes par les voies PERK et IRE1a (Murao
and Nishitoh, 2017), survie des cellules acinaires pancréatiques et développement des
glandes salivaires via XBP1 (Lee, 2005), différenciation des cellules épithéliales
mammaires via XBP1 et ATF4 (Tsuchiya et al., 2017), et différenciation des

ostéoblastes par la voie PERK-ATF4 (Saito et al., 2011).

Le stress du RE et 'UPR sont également impliqués dans le développement et
la fonctionnalité des cellules immunes, et donc, dans le controle de
I'inflammation (Figure 43). En effet, 'UPR participe au développement et a la survie
des cellules immunes telles que les dendritiques et les éosinophiles, et module
I'expression des PRRs et la production des cytokines (Smith, 2018). La voie IRE1a est
essentielle au développement des lymphocytes B et a la sécrétion des
immunoglobulines (Reimold et al., 2001; Zhang et al., 2005). Enfin, les voies UPR
peuvent favoriser la migration et la polarisation des macrophages en macrophages
M2 notamment via CHOP et ATF3 (Li et al., 2018b; Sha et al., 2017).
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De facon intéressante, le stress du RE et 'UPR sont également impliqués dans la
physiologie du tissu adipeux, et notamment dans 'adipogeneése. En effet, lors de la
différenciation d'un préadipocyte HB2 (de type « brun ») un stress du RE est induit
et favorise la formation de 'adipocyte brun mature. L'inhibition du stress du RE
provoque une réduction de I'accumulation des lipides et de I'expression d’'UCP1 (Kida
et al., 2018). La voie IRE1a semble jouer un réle central dans ce processus.

Lors de la différenciation des préadipocytes en adipocytes blancs, le facteur pro-
adipogénique C/EBPf induit I'expression d’Xbp1 en se fixant directement sur son
promoteur. XBP1 permet ensuite I’expression d’autres facteurs adipogéniques comme
C/EBPa et inhibe la voie Wnt1ob/p-caténine (Cho et al., 2013; Sha et al., 2009). Une
autre étude, confirme l'activation de la voie IRE1a lors de 'adipogenese et montre
également une induction de CHOP, décrit comme ayant un réle inhibiteur de
l’adipogenéese (Han et al., 2013). L'expression de Xbpis étant 2 fois plus forte que
I’expression de Chop (ARNm), 'adipogeneése est quand méme possible malgré I'action
inhibitrice de CHOP. Ces 2 études montrent bien que les facteurs de 'UPR ont des
effets différents sur un méme type cellulaire, et démontrent l'importance

d’investiguer toutes les voies UPR dans un méme contexte.

Certains éléments de 'UPR sont également impliqués dans la thermogénese

des tissus adipeux. L’activation de PERK, en absence de stress du RE, permet la
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thermogénese du tissu adipeux brun. PERK induit la phosphorylation de GBPa, ce
qui permet la biogénese des protéines de la membrane interne de la mitochondrie
dont UCP1 et des protéines impliquées dans la respiration mitochondriale. Dans cette
étude, l'effet de PERK n’est pas induit par ATF4 (Kato et al., 2020). Une étude avait
par ailleurs suggéré un role inhibiteur d’ATF4 sur la thermogénese. En effet, chez des
souris génétiquement déficientes en ATF4 (Atf4 KO) il y a une plus forte lipolyse dans
le tissu adipeux blanc, une plus forte expression des genes liés a l'oxydation des
acides gras, et une augmentation de I'expression d’'UCP1 dans le tissu adipeux brun
(Wang et al., 2010). De facon contradictoire, il a été rapporté que la voie PERK-ATF4
est impliquée dans la formation des complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale et dans la respiration mitochondriale (Balsa et al., 2019). De plus, la
voie PERK est impliquée dans la transdifférenciation des adipocytes blancs en
adipocytes beiges, notamment via le facteur ATF3 (Cheng et al., 2019). Enfin le stress
du RE, notamment l'activation de la voie JNK, réprime 'expression d'UCP1 dans les

adipocytes beiges (Yuliana et al., 2019).

Ainsi, bien que son role nécessite d’étre clarifié, le stress du RE, et en particulier la
voie PERK, semble impliquée dans le brunissement du tissu adipeux blanc.
Cependant, a 'heure actuelle nous ne savons pas si le stress du RE a un réle dans tous

les modeles de brunissement, ni si ce potentiel réle est identique entre les modeles.

II. Stress du réticulum endoplasmique et virus influenza

1) Role de 'UPR dans les infections virales

L’induction d’un stress du RE et des voies UPR a été observé dans le cadre de
nombreuses infections virales (Ambrose and Mackenzie, 2011; Carpenter et al., 2011;
Catanzaro and Meng, 2020; Chan, 2014a; Lazar et al., 2014; Mulvey et al., 2007; Qian
et al., 2012; Turpin et al., 2021; Xue et al., 2018; Yu et al., 2006). L'UPR peut autant
étre a 'avantage de I'hote et permettre de limiter le développement de I'infection, qu’a
l’avantage du virus et favoriser sa réplication et '’échappement a la réponse antivirale
(Chan, 2014b).
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L’infection par le virus de I’hépatite C conduit a 'activation de toutes les voies
UPR et active 'autophagie. L’autophagie favorise ainsi la réplication virale et la
persistance du virus en inhibant la réponse immunitaire innée, dont l'induction des
interférons. De plus, 'autophagie induite par la voie PERK-NRF2 favorise la survie
des cellules lors de I'infection (Dash et al., 2016, 2019; Shinohara et al., 2013).

Chez 'Homme, l'infection par le virus de I’hépatite B active la voie IRE1a qui
conduit a lactivation de 'ERAD. L’ERAD permet de réduire la production de
nouveaux virions (Lazar et al., 2014).

Les voies UPR peuvent avoir des roles et des effets différents selon les virus
étudiés. Par exemple, lors d’une infection par le TGEV (transmissible
gastroenteritis virus) la voie PERK réduit la production virale par inhibition de
la traduction (dont la traduction des protéines virales), et réprime la réplication virale
par activation de NFkB qui permet la production des interférons de type I (Xue et al.,
2018). En revanche, la voie PERK, notamment le facteur ATF4, est nécessaire a la
réplication de ’'ADN du cytomégalovirus murin et permet I'expression des genes
viraux tardifs (Qian et al.,, 2012). De plus, la voie PERK est responsable de la
dégradation d’IFNAR1 dans de nombreux modeles d’infection permettant ainsi
I’échappement du virus a la réponse immunitaire (Liu et al., 2009).

Ainsi, les nombreuses interactions entre les voies UPR et les infections virales font de
I'UPR une potentielle cible thérapeutique dans le traitement de ces infections

(Schogler et al., 2019).

2) Role de 'UPR dans l'infection par le virus influenza A

Données in vitro - Plusieurs études ont montré que I'infection in vitro de cellules
épithéliales pulmonaires (humaines lignées HTBE, A549 et primaires NHBE) par IAV
[HiN1] peut induire un stress du RE, avec l'activation de la voie UPR IRE1a et
induction de la signalisation JNK/MAPK (Hassan et al., 2012; Hrincius et al., 2015).
L’activation de la voie PERK a également pu étre observée. De facon intéressante, le
stress du RE induit par un virus influenza pandémique participerait au
développement dune inflammation pathologique, délétére a la survie des souris
infectées (Hrincius et al., 2015). L’activation de la voie IRE1a lors de l'infection est
nécessaire au virus. En effet, I'utilisation d’'un inhibiteur du stress du RE (acide
tauroursodéoxycholique (TUDCA)) ou d’un inhibiteur spécifique de la voie IRE1a

(3,5-dibromosalicylaldéhyde), préalablement a I'infection des cellules in vitro réduit
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la production de virions (Hassan et al., 2012). De méme, l'utilisation de siRNAs
dirigés contre Erps57 (protéine chaperonne induite par la voie IRE1a) conduit a la
réduction de la charge virale (souche [HiN1]) et de la mortalité cellulaire (Roberson
et al., 2012). Cependant, l'activation de la voie IRE1a est également bénéfique a la
cellule hote infectée. L'expression de la protéine virale HA induit 'expression d’Xbpis
qui permet la dégradation de HA via 'ERAD, réduisant ainsi la production de virions
(Frabutt et al., 2018). La voie ATF6, quant a elle, ne semble pas induite lors de
l'infection par IAV (Hassan et al., 2012; Hrincius et al., 2015), elle serait méme
inhibée, sauf dans le modéle d’infection des cellules MTEC (cellules épithéliales

thymiques médullaires) (Roberson et al., 2012).

Données in vivo - L'infection par [H1N1] induit un stress du RE avec l'activation
d’ATF6 et 'expression de CHOP dans les poumons des souris infectées, et ce méme
apres la disparition du virus dans le tissu (ATF6 détectable jusque 35 jours et CHOP

jusque 21 jours apres infection) (Pociask et al., 2017).

Thése Johanna BARTHELEMY 2022-Page |96



Chapitre 4 : Liens entre le virus influenza, le
brunissement du tissu adipeux blanc et le

stress du réticulum endoplasmique ?

Bien que l'obésité - qui correspond a I'accumulation excessive de tissu adipeux
blanc - soit un facteur de risque reconnu des formes séveres de grippe, I'impact de
l'infection par IAV sur le tissu adipeux blanc et ses fonctions métaboliques,

inflammatoires et immunologiques, a rarement été exploré.

Les travaux récents réalisés dans notre équipe (Ayari et al, 2020), ont permis de
montrer, chez la souris, que linfection par IAV est associée a une
reprogrammation métabolique du tissu adipeux blanc sous-cutané,
pouvant partiellement résulter d'un effet direct du virus sur les préadipocytes. Les

principales données en sont résumées dans les paragraphes suivants.

I. L’infection par le virus influenza A induit le

brunissement du tissu adipeux blanc (in vivo)

En étudiant I'impact de l'infection par IAV ([H3N2]) sur le tissu adipeux blanc,
chez la souris, notre équipe a mis en évidence le brunissement du tissu adipeux
blanc sous-cutané (et non du dépot viscéral), 7 jours apres infection (Figure
44) (Ayari et al., 2020). A notre connaissance, il s’agissait de la premiere
démonstration de l'induction du brunissement du tissu adipeux blanc lors d’'une

infection respiratoire virale aigiie.

En effet, 'observation de coupes histologiques du tissu adipeux sous-cutané de souris
infectées révele la présence de nombreux ilots d’adipocytes beiges, comparativement
au tissu des animaux non infectés (qui présente une histologie classique de tissu
adipeux blanc) (Figure 44a). La quantification de la taille des adipocytes par
histomorphométrie montre que les adipocytes du tissu adipeux de souris infectées

sont plus petits que ceux du tissu de souris non infectées (Figure 44b), ce qui est
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cohérent avec 'augmentation de la lipolyse qui caractérise le brunissement. De plus,
I'expression de la protéine UCP1 - le facteur thermogénique prototypique - est plus
importante dans le tissu adipeux des souris infectées, comparativement au tissu des
animaux non infectés (Figure 44c). Enfin, confirmant I'induction d’'une activité
thermogénique dans le tissu, la température de surface (au niveau des tissus adipeux

sous-cutanés) est plus élevée chez les souris infectées que chez les animaux non

infectés (Figure 44d).
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Figure 44 : L’'infection par le virus de la grippe induit le brunissement du
tissu adipeux blanc sous-cutané, 7 jours post-infection. a) Images
représentatives (coloration H&E) du tissu adipeux sous-cutané (SCAT) de souris
infectées vs. non-infectées (mock). Les ilots d’adipocytes beiges sont indiqués par des
tétes de fleches. b) Distribution de la fréquence (%) des adipocytes classés selon leur
taille. ¢) Expression de la protéine UCP1 (western-blot) dans les poumons (lungs),
SCAT et tissu adipeux viscéral (EWAT), et quantification en d). e) Mesure de la
température de surface des SCAT (thermographie infrarouge) de souris infectées vs.
non-infectées. Tiré de Ayari et al., 2020.
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Le brunissement du tissu adipeux sous-cutané pourrait étre lié a la présence du virus
dans le tissu. En effet, le brunissement est concomitant de la présence du matériel
génétique viral (ARN de la protéine M1). On retrouve de 'ARN viral dans les tissus
adipeux ; en plus forte quantité dans le dépot cutané (SCAT) que dans le dépot
viscéral (EWAT) (Figure 45).
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Figure 45 : Présence d’ARN viral dans le tissu adipeux sous-cutané, 7
jours post-infection. Niveaux d’ARN viral (protéine M1), exprimés en valeurs de
Ct. SCAT : tissu adipeux sous-cutané, EWAT : tissu adipeux viscéral. Tiré de Ayari et
al., 2020.

II. L’'infection par le virus influenza initie la
différenciation des préadipocytes blancs en

adipocytes beiges (in vitro)

Pour vérifier un possible effet direct du virus sur le brunissement, des cellules
adipeuses (préadipocytes et adipocytes) ont été infectées in vitro. L'infection des
préadipocytes, et non des adipocytes, induit l'’expression de genes liés au
brunissement du tissu adipeux blanc (Figure 46). Ce résultat indique que I'infection
par IAV favorise une différenciation des préadipocytes en adipocytes beiges et non

une transdifférenciation des adipocytes blancs en adipocytes beiges.
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Figure 46 : L’'infection de préadipocytes par IAV induit ’expression des
genes thermogéniques. L'expression des geénes thermogéniques (RT-qPCR) est
induite lors de l'infection par IAV dans les préadipocytes (panel gauche) et pas dans
les adipocytes (panel droit). Tiré de Ayari et al., 2020.

III. L’infection par le virus influenza induit un stress du

réticulum endoplasmique dans les préadipocytes

En plus des modifications nucléaires et nucléolaires classiquement associées a
I'infection par IAV (Terrier et al., 2014), I'infection des préadipocytes par IAV induit
des changements de la structure du réticulum endoplasmique (Figure 47). Ces
changements structuraux du RE semblent caractéristiques dun stress du RE

(Montalbano et al., 2013).

Figure 47 : L’infection de préadipocytes par IAV induit des modifications
structurales du réticulum endoplasmique. L’infection de préadipocytes par
IAV induit des modifications nucléaires et nucléolaires (symboles jaunes) ainsi que
des changements de structure du réticulum endoplasmique (carré rouge).
Observation en microscopie électronique. N = noyau. Tiré de Ayari et al., 2020.

Thése Johanna BARTHELEMY 2022-Page |100



Ainsi, notre équipe a montré que I'infection par IAV induit le brunissement du
tissu adipeux blanc sous-cutané et que ce phénomene pourrait résulter d'un effet
direct du virus sur les préadipocytes. Compte-tenu des changements structuraux du
réticulum endoplasmique observés dans les préadipocytes infectés et des données de
la littérature synthétisées dans I’ Introduction, qui suggerent un role du stress du
réticulum endoplasmique dans la régulation du brunissement des tissus et cellules
adipeuses, 'objectif premier de ma thése a été d’identifier les mécanismes
impliqués dans la thermogéneése induite par IAV (tissu adipeux blanc sous-
cutané (in vivo) et préadipocytes (in vitro)), supposant que le stress du réticulum
endoplasmique puisse étre impliqué.

Les résultats obtenus sont présentés dans la Partie 1 des Résultats (page 110).

Au cours de ma deuxiéme année de these, I'’émergence dans le monde entier
d’'une nouvelle maladie infectieuse: la COVID-19, causée par le virus
respiratoire SARS-CoV-2, et la mise en place, dans notre équipe, dun modele
d’infection par SARS-CoV-2 chez le hamster, nous ont conduit a étudier 'impact de
Pinfection par SARS-CoV-2 sur les dépots majeurs de tissus adipeux
blancs : le dépdt sous-cutané et le dépét viscéral.

Les résultats obtenus, précédés d’'une introduction et dun rationnel de I'étude, sont

présentés dans la Partie 2 des Résultats (page 139).
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Objectifs de la These
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Les infections respiratoires - comme la grippe et, plus récemment, la COVID-19 -
représentent un probléme majeur de santé publique. En effet, certaines populations,
dont les personnes obeéses et les personnes agées, sont plus a risque de développer
des formes séveres de grippe et de COVID-19 conduisant a des hospitalisations de
longue durée et, éventuellement, au décés du patient. En contexte d’obésité et de
vieillissement, de nombreuses altérations des tissus adipeux blancs sont notables

(changements métaboliques et immunologiques).

En étudiant, chez la souris, I'impact de I'infection par le virus de la grippe ([H3N2])
sur le tissu adipeux, notre équipe a mis en évidence le brunissement du tissu adipeux
blanc sous-cutané (SCAT), 7 jours apres infection. L'infection de cellules adipeuses
(préadipocytes et adipocytes) induit I'expression de genes liés au brunissement
uniquement dans les préadipocytes. Différents mécanismes induisant le
brunissement du tissu adipeux sont décrits dans la littérature, nous en avons fait la
synthese dans I'Introduction. Cependant, le brunissement du SCAT n’avait jamais été
observé dans le cadre d’une infection virale aigiie. Depuis peu, le stress du réticulum
endoplasmique est proposé comme un nouveau régulateur du brunissement du tissu
adipeux blanc. De plus, l'infection de préadipocytes montre une altération de la
morphologie du réticulum endoplasmique ; suggérant I'induction d’un stress de cet
organite lors de I'infection.

Par ailleurs, la COVID-19 étant une maladie récente et actuelle, I'impact de I'infection

par le SARS-CoV2 sur les tissus adipeux blancs n’est pas ou tres peu connu a ce jour.

Les objectifs de ma these ont donc été de :

1) déterminer les mécanismes impliqués dans le brunissement du tissu
adipeux blanc lors de l'infection par le virus influenza, notamment le réle du stress du
réticulum endoplasmique et de la réponse UPR, et

2) caractériser I'impact de I'infection par le SARS-CoV-2 sur les tissus adipeux

blancs de hamsters infectés.
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Pour chacun de ces objectifs, nous avons déterminé plusieurs axes de travail :
1) Infection par le virus influenza et brunissement du tissu adipeux
blanc sous-cutané (souris)
» Détermination de la cinétique du brunissement (in vivo et in vitro).
» Analyse de la réponse UPR au cours de I'infection (in vivo et in vitro).
» Démonstration de I'implication de 'UPR dans le brunissement in vivo

et in vitro.

2) Infection par le virus SARS-CoV-2 et tissus adipeux blancs
(hamsters)

» Détermination de I'impact de l'infection sur les tissus adipeux de
hamsters jeunes adultes et agés en termes d’expression de genes et
d’histologie des tissus.

» Détermination des altérations métaboliques systémiques associées a

I'infection.
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Matériels et méthodes
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1) Animaux, protocole d’infection et prélevements
Des souris males C57BL/6 (Janvier Labs) agées de 5 semaines sont mises sous régime
contenant 10 % de lipides (Research Diets) pendant 3 a 4 semaines. Les souris sont
ensuite infectées par voie intranasale avec le virus influenza A [H3N2] (souche
A/Scotland/20/1974, d’origine humaine et adaptée a la souris) a une dose non létale
(50 PFUs « Plaque forming units », dans 50 uL de PBS), puis sacrifiées a différents
temps apres infection (2, 4, 7, 14, 28, 51 et 63 jours). Les temps J2 et J4q
correspondent a des temps précoces, J7 étant le pic de linfection (en terme
d’inflammation et de charge virale pulmonaire), le temps J14 correspond a la phase
de résolution de I'inflammation aprés infection, et les temps J28, J51 et J63 sont des
temps tardifs auxquels le génome viral n’est plus détectable (selon les tissus) et
permettent de voir les effets longs termes de l'infection. Les animaux contréles
(mock) recoivent 50 uL de PBS par voie intranasale. Les poids corporels sont relevés
tout au long de l'infection. Le sang, les poumons, ainsi que les tissus adipeux sous-
cutanés (inguinaux) et viscéraux (épididymaux) sont récupérés a chaque temps de

sacrifice.

2) Infection des cellules in vitro

Les cellules épithéliales pulmonaires murines (lignée MLE15, Applied Biological
Materials, To495) et les préadipocytes murins (lignée 3T3-L1, ATCC®, CL-173™)
sont cultivés dans du milieu complet Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM),
supplémenté en GlutaMax™ (Gibco), sérum de veau feetal décomplémenté (Gibco)
(10%) et pénicilline/streptomycine (1%), dans un incubateur a 37°C et 5% de CO.. Les
cellules sont mises en plaque a une densité de 10° cellules par puits dans des plaques
6 puits la veille de l'infection. Juste avant infection, les cellules sont lavées avec du
PBS (3 fois) et mises dans du milieu sans sérum le temps de I’heure de contact avec le
virus. Les cellules sont infectées a différentes doses de [H3N2] : 0,01; 0,25; 0,5 et 1
MOI. Apres I'heure de contact avec le virus, les cellules sont lavées avec le PBS (3 fois)
puis remises en culture avec du milieu complet jusqu’a la fin de I'expérience. Les
cellules sont ensuite décollées avec de la trypsine et congelées dans le tampon
d’extraction d’ARN (350 pL de tampon RA1 du kit d’extraction ’ARN + 3,5 uL B-
mercaptoéthanol par tube) ou dans le tampon de lyse pour I'extraction protéique (Cell
lysis buffer, Cell Signaling Technology, 9803) supplémenté avec un mélange
d’inhibiteurs de phosphatases (Phosphatase Inhibitor Cocktail, Sigma).
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3) Extraction ’ARN

Pour les tissus adipeux: Les tissus sont broyés dans du QIAzol (QIAzol Lysis

Reagent, Qiagen, 1 mL pour 100 mg de tissu) avec un Ultra-turrax. Un (1) mL de
broyat est utilisé pour I'extraction. On ajoute 200 pL de chloroforme dans le broyat et
on centrifuge a 12 000 g pendant 15 min a 4°C. Apres centrifugation, la phase
supérieure translucide contenant les ARNs est récupérée et on y ajoute un volume
équivalent d’éthanol 70%. On poursuit ’extraction en utilisant le kit Nucleospin RNA
(Macherey Nagel).

Pour les poumons : Les tissus sont broyés dans 1 mL de tampon RA1 + 3,5 uL de B-

mercaptoéthanol. Cent (100) uL de broyat est dilué avec 200 uL de tampon RA1
avant de poursuivre le protocole du kit d’extraction.

Pour les cellules (3T3-L1 et MLE15): On réalise l'extraction en utilisant le kit
Nucleospin RNA (Macherey Nagel).

4) Rétrotranscription et PCR quantitative (RT-qPCR)
La rétrotranscription est réalisée avec le kit « High capacity RNA-to-cDNA kit »
(Applied Biosystems) a partir de 0,2 a 1 ug d’ARN, selon les expériences. Pour la
détection de ’ARN viral, une rétrotranscription spécifique de 'TARNm du gene M1
(segment 7) est réalisée. Les ARNs totaux sont traités a la RNAse OUT (Invitrogen) et
rétro-transcrit avec la SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen) en utilisant
un oligonucléotide spécifique du gene M1 (5°-TCT AAC CGA GGT CGA AAC GTA-3).
La qPCR est effectuée avec la technologie TagMan (TaqMan Universal PCR Master
Mix, Applied Biosystems), des oligonucléotides de détection de M1 (sens : 5-CAA
AGC GTC TAC GCT GCA GTC C-3 ‘ et anti-sens : 5-CAA AGC GTC TAC GCT GCA
GTC C-3’) ainsi qu'une sonde spécifique de M1 ((FAM) 5-TTT GTG TTC ACG CTC
ACC GTG CC-3’ (TAMRA)). Pour les autres genes, les qPCR ont été réalisées avec la
technologie SYBR green et le Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Les qPCR ont été réalisées avec les QuantStudioTM 5 et 12 K Flex Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). Les expressions de génes sont calculées par

la méthode de 2-2ACT (Livak and Schmittgen, 2001).
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5) Extraction protéique et Western Blot

A cause de I'importante quantité de lipides dans les tissus adipeux, les protocoles
d’extraction protéiques classiques ne donnent pas de résultats satisfaisants.
L’extraction de protéines a partir des tissus adipeux a finalement été effectuée selon
le protocole établi par Diaz Marin et al. (Diaz Marin et al., 2019). Briévement, 50 mg
de tissu est broyé dans du tampon RIPA contenant des inhibiteurs de phosphatases,
plusieurs cycles de broyage (5,65 m/s pendant 30 secondes) peuvent étre nécessaires
(entre chaque broyage, un refroidissement des échantillons (sur carboglace, 45
secondes) est effectué). Les échantillons sont ensuite plongés 1 heure dans la
carboglace puis centrifugés 15 minutes (20 000g a 4 degrés). Les surnageants sont
récupérés. On préleve ensuite le liquide sous la phase graisseuse (en ne prélevant pas
de graisse) et on centrifuge a nouveau. Ces étapes doivent étre répétées au moins 2
fois.

Pour les Western Blots, plusieurs protéines de ménages ont été testées (la GADPH et
Pactine) et la vinculine a été sélectionnée (anti-vinculin antibody, Santa Cruz, sc-
73614, dilué au 1/400, associé a I'anticorps secondaire anti-mouse IgG antibody, Cell
Signaling, 7076S, dilué au 1/5000). Les protéines détectées par Western Blots sont
UCP1 (anti-UCP1 antibody, Abcam, ab10983, dilué au 1/5000, associé a 'anticorps
secondaire anti-rabbit IgG antibody, Cell Signaling, 7074S, dilué au 1/2000), BIP
(anti-BiP/GRP78 antibody, BD Biosciences, 610979, dilué au 1/100, et associé a
I’anticorps secondaire anti-Mouse IgG (Fab specific) antibody, Sigma, A9917 dilué au
1/2000), PERK (anti-PERK antibody (C33E10), Cell Signaling, 3192S, dilué au
1/1000 et associé a l'anticorps secondaire anti-rabbit IgG H&L antibody, Abcam,
ab6721, dilué au 1/2000), Phospho-PERK (anti-phospho-PERK antibody (Thrg80),
Cell Signaling, MA5-15033, dilué au 1/1000, et associé a I'anticorps secondaire anti-
rabbit IgG H&L antibody), ATF4 (anti-ATF-4 antibody, Abcam, ab23760, dilué au
1/800, et associé a l'anticorps secondaire anti-rabbit IgG H&L antibody), IRE1a
(anti-IREa (14C10) antibody, Cell Signaling, 3294S, dilué au 1/500, et associé a
Panticorps secondaire anti-rabbit IgG antibody), phospho-IRE1a (anti-IREa [p Ser
724] antibody, Novus, 32948, dilué au 1/500, et associé a I'anticorps secondaire anti-
rabbit IgG antibody), CHOP (anti-DDIT3 antibody [9C8], Abcam, ab11419, dilué au
1/5000, et associé a lanticorps secondaire anti-mouse IgG antibody), EIF2a (EIF2a
Antibody, Cell Signaling, 972285, dilué au 1/1000, et associé a I'anticorps secondaire

anti-rabbit IgG antibody), et phospho-EIF2a (anti-EIF2S1 (phospho S51) antibody
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[E9o], Abcam, ab32157, dilué au 1/500, et associé a l'anticorps secondaire anti-
rabbit IgG antibody).

6) Mesure de la viabilité cellulaire (test MTT)
Les cellules sont mises en plaque 24 puits a la concentration de 2,5 x 105 cellules par
puits. Les cellules sont infectées le lendemain a la dose de 0,25, 0,5 ou 1 MOI pendant
4, 6 ou 24 heures. A la fin du temps d’infection, de I'’éthanol 70% est mis a la place du
milieu dans les puits controles (controle cellules mortes). Tous les puits sont ensuite
lavés au PBS avant I'ajout de 500 uL. de MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide,
SIGMA, M5655) a 0,5 mg/mL. Les cellules sont incubées 2 heures a 37°C jusqu’a la
formation de cristaux. Le milieu est alors retiré et remplacé par un mélange
d’isopropanol/HCL 1N, et la plaque est mise sous agitation jusqu’a dissolution des

cristaux. L’absorbance est lue a 570 et 640 nm.

7) Inhibition in vitro par utilisation de siRNAs

Les cellules sont traitées avec les siRNA 72 heures avant le début de 'expérience
(infection ou traitement inducteur du stress du réticulum endoplasmique). Les
cellules sont mises en plaque 6 puits a une concentration de 1,5 x 105 cellules par
puits. Pour chaque puits a transfecter on dilue 3 pL de lipofectamine (RNAIMAX,
Invitrogen, 13778-075) dans 500 uL de PBS. Ce mélange est incubé 3 minutes a
température ambiante. Ce mélange est utilisé pour préparer les siRNAs
(Dharmacon) : pour chaque puits on mélange 1,5 uL. de siRNA a 20 uM (15 nM final)
ou 2,5 uL (25 nM final) avec 500 pL du mélange lipofectamine-PBS. Les cellules sont
mises dans du milieu sans antibiotiques puis les siRNA sont distribués (500 uL) et les
cellules sont incubées pendant 72 heures a 37°C. Lors des expériences d’inhibition
pendant l'infection par IAV, de nouveaux siRNAs sont ajoutés apres I'heure de

contact avec le virus.

8) Mesure de la température intracellulaire

La gamme de fluorescence en fonction de la température est établie au préalable avec
des cellules non infectées selon le protocole fourni. Un temps d'acclimatation des

cellules a chaque température paramétrée est nécessaire. Pour la mesure de la
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température intracellulaire lors de 'infection des cellules, les cellules sont préparées a
la fin du temps d’infection selon le protocole fourni avec la sonde fluorescente
Cellular Thermoprobe for Fluorescence Ratio (Interchim, Funakoshi, FDV-0005).

Les images sont prises avec le microscope confocal Zeiss LSM 880.

9) Mesure des métabolites

Les préadipocytes sont infectés par IAV [H3N2] a 1 MOI et préparés selon le
protocole fourni par les kits a la fin du temps d’infection (24, 48 ou 72 heures). Pour
la mesure du ratio ATP/ADP, nous avons utilisé le kit ADP/ATP Ratio Assay Kit
(Bioluminescent) (Abcam, ab65313). Pour la mesure de TAMP cyclique, nous avons
utilisé le kit Mouse/Rat cAMP Parameter Assay Kit (Bio-Techne, KGE012B). Pour la
mesure du ratio NADP /NADPH nous avons utilisé le kit NADP/NADPH
quantification kit (Merck, MAK038-1KT).

10) Histologie des tissus adipeux blancs
Apres récupération des tissus lors du sacrifice, ceux-ci sont mis 2 jours dans du
paraformaldéhyde (4%) puis sont mis en éthanol avant l'inclusion en paraffine.
Plusieurs sections (5 um) ont été déparaffinées, réhydratées et colorées a
I'hématoxyline et éosine (H&E). Les images ont été prises avec le microscope

(Axioplan 2 Imaging, Zeiss).

11) Analyses in silico

Les analyses de la séquence en amont du promoteur du gene Ucp1 ( chez 'organisme
mus musculus, version du génome mm9/MGSCv37, position génomique :
chr8:85,810,000-85,815,000) et de la séquence régulatrice activatrice « enhancer »
d’Ucp1 (séquence obtenue a partir de Gaudry and Campbell, 2017) ont été réalisées
sur le serveur ContraV3 (Kreft et al., 2017) en sélectionnant spécifiquement les
facteurs de la voie PERK : ATF3 (Q6-01), ATF4 (Q6), et CHOP (V$CHOP_o01) ainsi
que la facteur pro-adipogénique CEBP (Q3).

12) Chromatine immunoprécipitation (ChIP)-PCR
Les expériences de ChIP-PCR seront réalisées a partir des préadipocytes infectés in

vitro par IAV [H3N2] a 1 MOI, apres différents temps d’infection (4-72 heures post-

Thése Johanna BARTHELEMY 2022-Page |110



infection). Les cellules seront traitées pour fixer les interactions entre les protéines et
’ADN avant la lyse cellulaire (conditions de fixation a définir). Nous procéderons
ensuite a la sonication des échantillons (parametres de sonication a définir) et a
I'immunoprécipitation avec les anticorps ciblant les facteurs de la voie PERK (ATF3,
ATF4, CHOP). Les séquences d’ADN associés aux facteurs de transcriptions
récupérés apreés immunoprécipitation seront analysées par PCR pour valider la

fixation ou non de ces facteurs au promoteur du géne Ucp1.

13) Tests statistiques
Les analyses statistiques ont été réalisées avec la version 8.0.2 de GraphPad Prism.
Chaque groupe a été évalué individuellement par rapport au groupe controéle avec un
t test ou un test de Mann-Whitney U. Les analyses de corrélation et les calculs de la
significativité de ces corrélations (test de corrélation de Pearson) ont été réalisé avec

les fonctions « corrplot » et « cor.mtest » du logiciel Rstudio.
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Résultats
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Partie 1 : Contribution du stress du réticulum
endoplasmique dans le brunissement du tissu
adipeux blanc induit par 'infection

par le virus influenza A

I. Stress du réticulum endoplasmique et brunissement

du tissu adipeux blanc induit par IAV (in vivo)

1) Cinétique du brunissement du tissu adipeux blanc lors de

I'infection par IAV

Le brunissement du tissu adipeux blanc sous-cutané (SCAT) lors de I'infection de
souris par le virus influenza ([H3N2]) a été observé 7 jours apres infection et n’est

plus visible 20 semaines post-infection (Ayari et al., 2020).

Dans un premier temps, nous avons déterminé la cinétique d’apparition, puis de
disparition, du brunissement du SCAT suite a l'infection par IAV, par différentes
approches expérimentales : analyse histologique, quantification de 'expression de
genes relatifs au brunissement (RT-qPCR), et quantification de I'expression de la

protéine UCP1 (western-blot).

Analyse histologique - Les SCAT de souris infectées par IAV ont été récupérés a
différents temps post-infection (aux jours Jo (n = 5 souris), J2 (n = 6 souris), J4 (n =
6 souris), J7 (n = 10 souris), J14 (n = 5 souris), J28 (n = 5 souris), J51 (n = 5 souris)
et J63 (n = 5 souris)).

La Figure 48 montre les images représentatives des coupes histologiques des SCAT
de Jo a J28. En effet, aux temps plus tardifs d’infection (J51 et J63), I'histologie des

tissus était comparable a celle des tissus de souris non infectées.
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A Jo, le SCAT montre une histologie classique de tissu adipeux blanc : adipocytes de
taille homogene, présentant une unique grosse gouttelette lipidique. Deés J2, on peut
observer quelques rares zones d’adipocytes de plus petite taille, qui pourraient
correspondre a linduction du phénomeéne de lipolyse; lequel est associé au
brunissement du tissu adipeux blanc, comme nous I’'avons mentionné dans notre
Introduction (page 66). Au jour 4 post-infection, quelques ilots d'un petit nombre
d’adipocytes beiges sont présents (observable chez 5 souris sur 6). Le nombre et la
taille des ilots d’adipocytes beige est maximal a J7, avec de nombreux adipocytes de
petite taille contenant de plus petites gouttelettes lipidiques, fortement marqués a
I’hématoxyline/éosine plus forte ; une histologie typique de tissu adipeux beige (cf.
Figure 28, page 66) (observable chez 9 souris sur 10). A partir de J14, on n’observe
plus que quelques rares zones éparses contenant quelques adipocytes beiges
(observable chez 3 souris sur 5), qui persistent encore a J28 (observable chez 3 souris
sur 5).

Nota bene : Cette méme analyse histologique a été faite pour le tissu adipeux viscéral
(EWAT), et a permis de confirmer que le brunissement induit par IAV ne concerne
que le dépot de gras sous-cutané. En effet, aucune zone d’adipocytes beiges n’a été

observée dans 'EWAT, a quelque jour que ce soit apres infection (résultats non

montrés)
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Figure 48 : Détermination de la cinétique du brunissement du SCAT
induit par IAV par analyse histologique. Photos représentatives des SCAT de
souris aux temps 0, 2, 4, 7, 14 et 28 post-infection (microscopie optique, coloration
hématoxyline/éosine). Barre d’échelle = 100mm.
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Il est a noter que, pour un petit nombre de souris par groupe, de larges ilots
d’adipocytes beiges pouvaient encore étre observés aux points tardifs d’infection (1
souris sur 5 a J14, 1 souris sur 5 a J28, 1 souris sur 5 a J51, et 1 souris sur 5 a J63).

Ainsi, d’apres l'analyse histologique des tissus, nous pouvons conclure que le
brunissement du tissu adipeux blanc sous-cutané induit par I'infection par IAV est un

phénomene précoce (observable dés J4) et transitoire (maximal a J7).

Analyse d’expression de genes (RT-gPCR) - La cinétique du brunissement a
également été analysée par la quantification de I'expression de génes associés au
brunissement : les génes Ucpi, Fgf21, Pgcia, Apln, Ppary, Metrnl et Tmem26 par
RT-qPCR (Figure 49). L'expression des genes étant trés variable d'un geéne a l'autre
au cours de la cinétique, il est impossible de conclure uniquement avec ces données.
Aucune variation de 'expression de Pgcia n’est observée au cours de I'infection, alors
que I'on observe un pic d’augmentation de I'expression de Pfg21 a J2 (significatif) et
un autre a J7 (non significatif). De maniere intéressante, I’expression des genes Ucp1
et Apln est fortement diminuée a J7 post-infection. L’expression de 'ARN d’Ucp1
étant inversé avec '’expression de la protéine dans notre modele (Ayari et al., 2020),
nous pouvons supposer que la protéine UCP1 est exprimée entre J4 et Jig4
(notamment a J7 lorsque 'ARN d’Ucp1 s’effondre). Ces résultats confirment que le
brunissement du SCAT suite a I'infection a lieu entre J4 et J14.

Nota bene : Les mémes quantifications

c c
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Figure 49 : Expression de génes
3 25 liés au brunissement au cours de
l'infection par IAV. L’expression des
_ genes Ucpi, Fgf21, Pgcia et Apln a été
05 quantifiée (RT-qPCR) dans les SCAT de
0 2 4 7 14285163 053 3 7 amsies souris infectées par IAV, a Jo, 2, 4, 7,
Time (days) Time (days) 14, 28, 51 et 63 post-infection. Les
résultats (expressions normalisées par
rapport a celle du gene de ménage Eef2, et relativisées par rapport aux expressions a
Jo) sont présentés en moyennes + SEM. Analyse statistiques réalisée avec un test de
Mann-Whitney, * = p<0.05 (par rapport au Jo).
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Quantification d’'UCP1 (western-blot) — Enfin, les protéines ont été extraites des

SCAT, les quantifications d’'UCP1 sont en cours.

2) Evolution de la charge virale tissulaire au cours de I'infection
Afin de déterminer si le brunissement du SCAT est concomitant avec la présence
du virus dans le tissu, nous avons suivi I’évolution de la charge virale au cours de
I'infection dans les poumons, le SCAT et TEWAT, via la mesure de TARNm de la
protéine virale M1 (Figure 50).

Dans les poumons, la charge virale augmente tres rapidement (des J2) avant
d’atteindre son maximum a J7 et de diminuer progressivement jusque J28. A partir
de J51, aucun matériel viral n’est détecté dans les poumons.

Le profil d’évolution de la charge virale dans les tissus adipeux blancs est comparable
a celui des poumons, quoique nettement plus faible et plus tardif : 'ARN viral est
détectable a partir de J4, et est maximal a J7. A partir de J14 aucun matériel viral
n’est détectable dans le SCAT ou 'EWAT. 1l est a noter que de 'ARN viral est encore
détectable dans les SCAT (et non les EWAT) de quelques rares souris, a J28 (1 souris
sur 6 souris) et a J51 (2 souris sur 13 souris). Ceci pourrait peut-étre expliquer, si 'on
considere que le virus est l'inducteur du brunissement, les observations d’ilots
d’adipocytes beiges faites dans les SCAT, chez un petit nombre de souris aux temps

tardifs d’infection.
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Figure 50 : Evolution de la charge virale dans les tissus de souris
infectées par IAV. L’ARN viral de la protéine M1 a été quantifié par RT-qPCR dans
les poumons (lungs), les tissus adipeux sous-cutanés (SCAT) et viscéraux (EWAT) de
souris a différents temps apres infection. Les résultats (Logio de copies du geéne
M1/mg ARN) sont présentés en moyennes + SEM. Analyse statistique réalisée par un
test de Mann-Whitney, * = p<0.05, **<0,01 (par rapport au Jo). La limite de
détection est représentée par une ligne pointillée.

Thése Johanna BARTHELEMY 2022-Page | 116



3) Induction du stress du réticulum endoplasmique et réponse

UPR au cours de 'infection, in vivo

Avant de définir le réle (potentiel) du stress du réticulum endoplasmique (RE)
dans le brunissement du SCAT lors de I'infection par IAV, nous avons tout d’abord
cherché a savoir si I'infection par le virus influenza induit un stress du RE dans les
poumons, le SCAT et TEWAT. Pour cela, nous avons quantifié 'expression des genes
impliqués dans les 3 principales voies UPR (liste des génes présentée Tableau 3)
dans ces tissus, a différents temps post-infection (Jours Jo, J2, J4, J7, J14, J28, J51 et
J63), par RT-qPCR (Figure 51).

Voie IRE1a Voie PERK-ATF4 | Voie PERK-NRF2 Voie ATF6
Erdj4 Chop Gcle Bip
Xbpis Gadds4 Ngo1 Grpo4
Ero1l Atfq Pdiaq
Hrd1 Atf3 Herpudi
Pdias Selil
Pdia6 Pdia6
Pdia3 Pdia3

Tableau 3 : Liste des genes impliqués dans D’activation des différentes
voies UPR (IRE1a, PERK et ATF6). La voie PERK peut étre subdivisée en 2
voies : PERK-ATF4 et PERK-NRF2.

L’analyse de l'expression des genes des voies de 'UPR (Figure 51) montre que
I'infection par le virus influenza induit un stress du RE et I'activation de voies UPR
dans les poumons et le SCAT des souris infectées. A contrario, 'infection par le virus
influenza n’induit pas de stress du RE dans 'EWAT (a I'exception d’Xbp1is a J2).

Dans les poumons, nous constatons que toutes les voies UPR sont activées, alors que
seules les voie IRE1a et PERK sont induites dans le SCAT. Le géne Atf3 est tres induit
par l'infection dans les poumons (pic a J7) et dans le SCAT (pics a J2, J7 et J51). Une
analyse plus approfondie (tenant compte du nombre de génes induits par voie UPR et
de leur niveau d’expression) des différents genes étudiés (non montrés) montre que
la voie PERK est prédominante par rapport aux autres voies dans les poumons et le

SCAT au cours de I'infection.
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Figure 51: Induction d’un stress du RE dans les poumons et les tissus
adipeux blancs au cours de l'infection par IAV. L'expression des genes
impliqués dans l'activation des principales voies de 'UPR (ATF6, IRE1a et PERK) a
été quantifiée (RT-qPCR) dans les poumons (Lungs), le SCAT et 'TEWAT de souris
infectées par IAV, a Jo, 2, 4, 7, 14, 28, 51 et 63 post-infection. Les résultats
(expressions normalisées par rapport a celle du gene de ménage Eef2, et relativisées
par rapport aux expressions a Jo) sont présentés en moyennes + SEM. Analyse
statistique réalisée par un test de Mann-Whitney, * = p<0.05, ** =p<0.01, ***=p<
0,001 (par rapport au Jo).
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4) Liens entre virus, UPR et brunissement du tissu adipeux blanc

(analyses de corrélations)

Afin de voir si le stress du RE et la réponse UPR pourrait étre impliqués dans le
brunissement du SCAT lors de I'infection par le virus influenza, nous avons effectué
des analyses de corrélation entre les expressions des génes du brunissement, des
genes des voies UPR, et 'ARN viral (RStudio), a J4 (mise en place du brunissement)
(Figure 52A), J7 (pic du brunissement) (Figure 52B), et Ji14 (disparition du
brunissement) (Figure 52C).

D4 SCAT

o Figure 52 : Liens corrélatifs entre la
: détection de ’ARN viral, ’expression des
genes relatifs au brunissement et
mmmss=  amm | induction des génes de 'UPR dans le
reserorororarorozarc erozoseinseeorones + QCAT. Les analyses de corrélation entre les
expressions des genes ont été faites dans le SCAT

o ’f'..‘ a A) J4 post-infection, B) J7 post-infection, et C)
i £ 10 <13, — J14  post-infection. Les ronds rouges
1d°8sSe%e. correspondent aux corrélations positives et les
T ronds bleus aux corrélations négatives. En rouge,
_““..““.'f. est encadrée la colonne correspondant aux
o gg'- corrélations avec I'ARN viral. En bleu, est
‘:‘ "o eett ::%. encadré I'ensemble des genes de 'UPR analysés
ROECEC 00 = et en vert, l'ensemble des genes liés au

o "6 ”'... oo 45?0.’_ brunissement. Toutes les corrélations sont
R .E.:‘“ -;;ggr. S représentées, y compris les non-significatives.

Analyse par RStudio.

1-00-08-07-060504002-01 0 010203040%50860T7T0800 1

Les corrélations significatives (R proche de 1 et
valeur de p <0,05) sont répertoriées dans les

Tableaux 4 (J4 post-infection), 5 (J7 post-

infection) et 6 (J14 post-infection).

1=08-08-07-06-05040302-01 0 01020304 050007T00009 1
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Virus- ERS Positives
IAV-Chop, IAV-Hrd1

ERS-ERS Négatives
Bip-Herpudi

ERS-ERS
Xbpis-Pdia6, Atf6-Erdj4, Atf4-Gcle, Positives
Atf4-Pdia4, Atf4-Pdias, Sel1l-Nqo1, Sel1l-
Gadds4, Selil-Eroil, Ngqoi1-Gadd34,
Nqo1-Eroil, Gele-Pdia4, Gele-Pdias

Brunissement-brunissement

Ucpi-Tmemz26, Fgf21-Pgcia, Apln- Positives
Metrnl
Brunissement-brunissement Négatives

Apln-Tmem26, Metrnl-Tmem=26

ERS-brunissement Positives
Xbpis-Ucp1, Selil-Fgf21, Nqoi1-Fgf21,
Nqoi1-Pgcia, Gadd34-Eroil, Gadd34-
Fgf21, Ero1l-Fgf21

ERS-brunissement Négative
Pdia6-Apln

Tableau 4 : Corrélations significatives dans les SCATs, 4 jours post-
infection. Les corrélations significative (R proche de 1 et valeur de p <0,05) sont
indiquées pour les SCATs a D4, et sont classées par catégorie de genes. ERS = stress
du réticulum endoplasmique.
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Virus- ERS
IAV-Pdia(1,3,5,6), [AV-Apln, IAV- Positives
Metrnl

Virus-brunissement Positives
IAV-Apln, IAV-Metrnl

ERS-ERS
Bip-Atf3, Chop-Xbpis, Chop-Atf6, Chop-
Atf3, Chop-Erdj4, Chop-Nqoi, Xbpis-
Nqo1, Atf6-Atf3, Atf4-Atf3, Atf4-Selil,
Atf4- Nqo1, Atf4-Gadd34, Atf4-Herpudi,
Atf4-Grpo4, Erdj4-Selil, Erdj4-Ngqoi1,
Sel1l-Nqgo1, Selil-Herpudi, Selil- Grpg4,

Positives

Ngqoi-Herpudi, Herpudi-Grp94, Pdiai-
Pdia(3;4)5;6); Pdia3_Pdia(4’5’6)’ Pdia4_
Pdia(5,6), Pdias-Pdia6

Brunissement-brunissement Positives

Apln-Metrnl

ERS-brunissement
Pdiai1-Apln, Pdiai-Metrnl, Pdia3-Apln, Positives
Pdia3-Metrnl,  Pdia4-Apln,  Pdia4-
Metrnl, Pdia5-Apln, Pdias-Metrnl,
Pdia6-Apln, Pdia6-Metrnl

ERS-brunissement Négative
Hrdi-Fgfa1

Tableau 5: Corrélations significatives dans les SCATs, 7 jours post-
infection. Les corrélations significative (R proche de 1 et valeur de p <0,05) sont
indiquées pour les SCATs a D7, et sont classées par catégorie de genes. ERS = stress
du réticulum endoplasmique.
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Virus- ERS Positive
TAV-Atf4

ERS-ERS
Chop-Atf6, Xbpis-Erdj4, Xbpis-Selil,
Xbpis-Nqoi, Xbpis-Gadd34, Xbpis-
Hrdi, Xbpis-Herpudi, Xbpis-Grp34,
Atf3-Pdia3, Atf3-Pdia4, Erdj4-Gadd34,
Erdj4-Hrdi, Erdj4-Hrd1, Erdj4-Herpudi,
Erdj4-Grpo4, Selil-Gadd4, Selil-Hrdi,
Selil-Gcle, Nqoi-Grp94, Gadd34-Hrdi,
Gadd34-Herpudi, Gadd34-Grp94, Hrdi-
Gcle, Herpudi-Grp94, Pdiai-Pdias,
Pdiai-Eroil, Pdia3-Pdia4

Positives

ERS-ERS
Bip-Nqo1, Xbpis-Atf3, Xbpis-Pdia(3,5),
Atf3-Nqo1, Atf3-Gadd34, Nqoi-Herpudi, Négatives
Atf3-Grpg4, Selil-Pdias, Nqoi-Pdia3,
Gadds4-Pdia(3,5), Hrdi-Pdias, Grp94-
Pdia(3,4)

ERS-brunissement Positives
Pdia6-Ucp1, Pdia6-Fgf21, Pdia6-Pgcia

Brunissement-brunissement Positives
Ucpi1-Fgf21, Ucp1-Pgcia, Ucp1-Metrnl,
Fgf21-Pgc1a, Fgf21-Metrnl

Tableau 6 : Corrélations significatives dans les SCATs, 14 jours post-
infection. Les corrélations significative (R proche de 1 et valeur de p <0,05) sont
indiquées pour les SCATs a D14, et sont classées par catégorie de genes. ERS : stress
du réticulum endoplasmique.
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Corrélations avec 'ARN viral ? Nous avons trouvé plusieurs corrélations avec la

présence du génome viral : des corrélations entre le virus et 'UPR a J4 (Tableau 4)
(IAV-Chop, IAV-Hrd1), a J7 (Tableau 5) (IAV-Pdia(1,3,5,6)) et a J14 (Tableau 6)
(IAV-Atf4). Ces corrélations, toutes positives, confortent I'induction de 'UPR par
I'infection. Des corrélations entre PARN viral et des génes du brunissement sont
également révélées, uniquement a J7 (IAV-Apln, IAV-Metrnl) ; appuyant I’hypothese

d’un lien entre la présence du virus (génome viral) et le brunissement du SCAT.

Corrélation entre UPR et brunissement ? Plusieurs corrélations sont identifiées

entre les génes du brunissement et de 'UPR : a J4 (Tableau 4) (Xbpis-Ucp1, Selil-
Fgf21, Nqoi-Fgf21, Nqoi-Pgcia, Gadd34-Eroil, Gadd34-Fgf21, Eroil-Fgf21, Pdia6-
Apln), a J7 (Tableau 5) (Pdiai-Apln, Pdiai-Metrnl, Pdia3-Apin, Pdia3-Metrnl,
Pdia4-Apln, Pdia4-Metrnl, Pdia5-Apln, Pdias-Metrnl, Pdia6-Apln, Pdia6-Metrnl,
Hrdi-Fgf21) et a J14 (Tableau 6) (Pdia6-Ucpi1, Pdia6-Fgf21, Pdia6-Pgcia). Ceci
suggere que I'UPR pourrait en effet avoir un role dans la régulation du brunissement
au cours de l'infection par le virus influenza. Cependant, aucune corrélation entre
Ucp1 et un gene de I'UPR ne ressort et persiste tout au long de la cinétique, ne
permettant pas de faire de lien direct entre I'induction du brunissement et une voie

UPR particuliere (excepté la corrélation Xbpis-Ucp1 a J4).

Les résultats des expériences in vivo montrent que le brunissement du tissu adipeux
blanc sous-cutané (SCAT) induit par 'infection par IAV, est un phénomene précoce
(des J4), qui est maximal a J7 (au moment du pic de détection du génome viral
dans le tissu), transitoire (disparait a partir de J14) et donc réversible.

La coincidence des pics de détection du génome viral et du brunissement (J7) laisse
supposer que le virus (ou, tout au moins, le génome viral) pourrait étre l'agent
inducteur du brunissement.

De plus, nous montrons pour la premiere fois que l'infection par le virus de la grippe
induit un stress du réticulum endoplasmique dans les poumons et le SCAT mais pas
dans PEWAT, tissu chez lequel aucun brunissement n’est observé. Bien que cela ne
soit pas une preuve directe, cela pourrait signifier que le stress du réticulum
endoplasmique induit par l'infection, participe au brunissement du SCAT. Enfin,
nous montrons que la voie PERK est la voie de 'UPR majoritairement activée en

réponse au stress du réticulum endoplasmique induit par I'infection par IAV.
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II. Stress du réticulum endoplasmique et thermogenese

des préadipocytes induite par IAV (in vitro)

1) Parametres d’infection des cellules épithéliales pulmonaires et
des préadipocytes, in vitro
Afin de préciser les mécanismes par lesquels le stress du réticulum
endoplasmique induit par IAV, participe au brunissement du tissu adipeux blanc lors
de I'infection, nous avons utilisé un modéle d’infection de préadipocytes, in vitro.
En effet, 'équipe a montré que le virus influenza induit ’expression des genes liés au
brunissement dans les préadipocytes (Ayari et al., 2020). Nous avons donc développé
des modeles d’infection de préadipocytes (la lignée de cellules préadipocytaires
murines 3T3-L1) et de cellules épithéliales pulmonaires (la lignée de cellules
épithéliales pulmonaires murines MLE15, utilisée comme controle) par IAV
([HaN2]). Nous avons testé différentes doses d’infection (0,25 et 1 MOI) et analysé
les cellules a différents temps post-infection (4, 6 et 24 heures).
L’évolution de la charge virale est similaire dans les 2 types cellulaires (Figure 53). A
24 heures post-infection, la quantité d’ARNm viral dans les MLE15 est a peine plus
élevée que dans les préadipocytes, indiquant que la réplication virale est aussi efficace

dans les préadipocytes que dans les cellules épithéliales pulmonaires.

preadipocytes lung epithelial cells
73-“ 1010 T 1010
9 o

5 :gsl w wem | E o 10% #
. 1 S 108 .
o 10? et '0 a ] =" kkk
3 1 o ke o 107
o 10°] . o 1
S 105 s 109
E 104§ © 025MOI| § 10 ; .© 0.25MOI
3 10 @ 1Mol 3 1044 > @ 1Mol
~ 102 T T T s 103 T T T T

0 4 6 24 0 4 6 24

Time post-infection (hours) Time post-infection (hours)

Figure 53 : Evolution de la charge virale dans les cellules épithéliales
pulmonaires et les préadipocytes. I’ARN viral de la protéine M1 a été quantifié
par RT-qPCR dans les préadipocytes (panel de gauche) et les cellules épithéliales
pulmonaires (lung epithelial cells) (panel de droite). Deux doses d’infection (0,25
MOI et 1 MOI virus [H3N2]) et 4 temps d’analyse (0, 4, 6 et 24 heures) sont
représentés. Les résultats (copies du geéne M1) sont présentés en moyennes + SEM.
n= 9-13 (oh), n= 9 (4h), n= 9-11 (6h et 24h). Analyse statistique réalisée par un test
de Mann-Whitney, * et # = p<0.05, ** et ## = p < 0.01, *** = p < 0,001, ####=p <
0,0001 (par rapport au temps 0).
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Nous avons ensuite évalué I'impact de l'infection sur la viabilité des cellules (test
MTT), pour les deux doses d’infection (0,25 et 1 MOI), et aux différents temps post-
infection (0, 4, 6 et 24 heures). Alors que l'infection par IAV entraine une mortalité
des cellules épithéliales pulmonaires (~ 35% aux deux doses d’infection, a 6 heures

d’infection), aucune mortalité n’est observée chez les préadipocytes (Figure 54).
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Figure 54 : Impact de l'infection par IAV sur la viabilité des cellules
épithéliales pulmonaires et des préadipocytes. La mortalité cellulaire a été
évaluée par un test MTT. Le pourcentage de préadipocytes ou de cellules épithéliales
pulmonaires (lung epithelial cells) morts suite a l'infection a 0,25 MOI (panel de
gauche) ou a 1 MOI (panel de droite) est indiqué pour chaque temps d’infection (0, 4,
6 et 24 heures). Les résultats sont présentés en moyenne des pourcentages par
groupe + SEM. Analyse statistique réalisée par un test de Mann-Whitney, **** = p <
0.0001 (par rapport au temps 0), n= 7 par groupe.

Ces observations sont confirmées par 'analyse de I'expression de genes impliqués
dans l'apoptose (Bcl2 et Smaci). Comme montré Figure 55, aucune variation de
I’expression de ces genes n’est observée au cours de l'infection des préadipocytes. En
revanche dans le cas des cellules épithéliales pulmonaires, nous constatons une
augmentation significative de 'expression de Smaci (de 4 a 6 heures post-infection)
et de Bcl2 (de 6 a 24 heures post-infection) a la dose d’infection de 1 MOI. A 0,25
MOI, on observe également une expression significative de Smac1 (6 heures post-

infection) et de Bcl2 (24 heures post-infection).
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Figure 55 : Impact de 'infection par IAV sur ’expression de génes pro-
apoptotiques, dans les cellules épithéliales pulmonaires et les
préadipocytes. Quantification de I'expression des genes Smaci1 et Becl2 (RT-qPCR)
dans des préadipocytes et des MLE15 (lung epithelial cells) a différents temps (0, 4,
6, 24 heures) apres infection par IAV (a 0,25 et 1 MOI). Les résultats (expressions
normalisées a celle du gene de ménage Eef2 et relativisées par rapport aux
expressions au temps 0) sont présentés en moyenne + SEM. Analyse statistique
réalisée par un test de Mann-Whitney, ## = p <0.01, *** = p < 0,001, **** = p <
0,0001, n= 9 -11.

2) Induction du stress du réticulum endoplasmique et réponse
UPR au cours de l'infection, in vitro
a) L’'infection par IAV induit un stress du réticulum
endoplasmique dans les préadipocytes

Comme indiqué dans I'Introduction (page 92), il a été rapporté que l'infection par
IAV induit un stress du réticulum endoplasmique dans les cellules épithéliales
pulmonaires (Hassan et al., 2012; Hrincius et al., 2015; Roberson et al., 2012). Afin
de voir si cela est également le cas pour les préadipocytes, nous avons quantifié
I’expression des genes liés aux voies UPR (Atf4, Atf3, Chop pour la voie PERK, Xbp1s
pour la voie IRE1q, et Bip pour la voie ATF6) lors de I'infection de préadipocytes et de
cellules épithéliales pulmonaires. Deux doses de virus ([H3N2]) (0,25 et 1 MOI) ont
été testées, et 3 temps post-infection ont été analysés (4, 6 et 24 heures post-

infection). La Figure 56 représente les résultats obtenus pour certains de ces génes.
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Figure 56 : Expression des geénes de I'UPR dans les préadipocytes et
cellules épithéliales pulmonaires infectés par IAV. Quantification de
Pexpression des genes : A) Atf4, Atf3, Chop (voie PERK), B) Xbp1is (voie IRE1a), et C)
Bip (voie ATF6), (RT-qPCR). Les cellules ont été infectées par différentes doses de
virus [H3N2] (0,25 et 1 MOI) et ont récupéré aux temps 0, 4, 6 et 24 heures. Les
histogrammes représentent la moyenne d’expression par groupe (normalisée a
Iexpression du gene de ménage Eef2 et relativisée a 'expression au temps 0) + SEM.
Analyse statistique réalisée par un test de Mann-Whitney, * = p < 0.05, ** = p <0,01,
¥¥¥ = p £ 0,001, **** = p < 0,0001. n= 9-13 pour le temps 0, n=9 pour le temps 4 h,
n= 9-11 pour les temps 6 et 24 h.
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Les résultats montrent que l'infection induit 'expression des génes liés a la voie
PERK : Atf4 (a 6h pour 1 MOI et a 24h pour 0,25 MOI et 1MOI), Atf3 (a 24h pour 1
MOI, avec une tendance non significative a 24h pour 0,25 MOI due a ’hétérogénéité
des données), et Chop (a 6h pour 1 MOI, et a 24h pour 0,25 et 1 MOI) dans les
préadipocytes. A I'inverse, ces genes ne sont pas induits dans les cellules épithéliales
pulmonaires lors de I'infection ; 'on observe méme une répression d’Atf3 a 4 et 24h
post-infection (pour 1 et 0,25 MOI, respectivement).

Xbpis, représentant de la voie IRE1q, est induit au cours de l'infection aussi bien
dans les préadipocytes que dans les cellules épithéliales pulmonaires. Cependant, son
expression est 2 fois plus forte dans les cellules épithéliales pulmonaires (expression
4 a 6 fois plus forte comparé aux controles) que dans les préadipocytes (expression 2
a 3 fois plus forte comparé aux controles).

Enfin, la voie ATF6 n’est pas activée dans les deux types cellulaires au cours de

I'infection.

Ainsi, nos résultats 1) confirment que linfection par IAV induit un stress du
réticulum endoplasmique dans les cellules épithéliales pulmonaires, avec activation
de la voie IRE1q, et 2) montrent que I'infection par IAV induit un stress du réticulum
endoplasmique dans les préadipocytes, avec I'activation minoritaire de la voie IRE1a

et Pactivation majoritaire de la voie PERK.

b) Activation de ’UPR dans les préadipocytes lors d’un stress du
réticulum induit par un inducteur chimique

Nous avons montré que l'infection par IAV conduit a I'activation des voies PERK

et IRE1a dans les préadipocytes. Afin de déterminer si 'UPR induite dans les

préadipocytes est une réponse stéréotypée ou spécifique de l'infection, nous avons

traité les préadipocytes avec un inducteur chimique du stress du réticulum: la

tunicamycine. Trois doses de tunicamycine ont été testées (2,5 ug/mL, 5 ug/mL et 10

ug/mL), et les cellules ont été prélevées 4, 6 et 24 heures apres traitement.
Les résultats, présentés Figure 57, montrent que la tunicamycine induit 'expression
de tous les genes testés (Bip pour la voie ATF6, Xbpis pour la voie IRE1q, et Atf3,

Atf4 et Chop pour la voie PERK), indiquant I’activation de toutes les voies UPR.
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Figure 57: Activation de I'UPR dans les préadipocytes traités avec un
inducteur du stress du RE. La tunicamycine (Tm) a été utilisée a différentes doses
(2,5, 5 et 10 mg/mL) pour traiter les préadipocytes pendant 4, 6 et 24 heures. Les
histogrammes représentent la moyenne des expressions (normalisées au gene de
ménage Eef2 et relativisées par rapport a 'expression au traitement a la dose de o
ug/mL) + SEM. Analyse statistique réalisée par un test de Mann-Whitney, ** = p <
0.01, n= 6.

Ces résultats montrent que la voie UPR activée en réponse au stress du réticulum
endoplasmique induit par l'infection est spécifique du virus, et pas une réponse
stéréotypée des préadipocytes en réponse a toute forme de stress du réticulum

endoplasmique.

¢) Induction du brunissement dans les préadipocytes lors d’un
stress du réticulum endoplasmique

L’équipe a précédemment montré que les genes liés au brunissement étaient
exprimés suite a un effet direct du virus sur les préadipocytes (Ayari et al., 2020).
Nous avons alors voulu savoir si le stress du réticulum et la réponse UPR induite lors
de l'infection par IAV des préadipocytes sont responsables de l'induction des genes
liés au brunissement. Pour cela, nous avons comparé I'expression des genes liés au
brunissement (dont Ucp1) lors d'un stress général du réticulum endoplasmique
(induit par la tunicamycine) vs. un stress du réticulum endoplasmique induit par
l'infection par IAV. Les préadipocytes ont été traités avec différentes doses de

tunicamycine (0, 2,5, 5 et 10 ug/mL) ou de virus IAV ([H3N2]) (0, 0,25, et 1 MOI)

Thése Johanna BARTHELEMY 2022-Page | 129



pendant 4, 6 et 24 heures. La Figure 58 montre l'expression d’Ucp: dans les

préadipocytes suite a I'infection par IAV ou au traitement a la tunicamycine.
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Figure 58 : Expression du geéene Ucp1 lors d'un stress du réticulum
endoplasmique dans les préadipocytes. L’expression d’Ucp1, quantifiée par RT-
qPCR, est comparée entre deux inducteurs du stress du réticulum endoplasmique : la
tunicamycine (Tm ; 0, 2,5, 5 et 10 ug/mL) (panel de gauche), et I'infection par IAV (o,
0,25 et 1 MOI) (panel de droite). L’analyse a été réalisée 4, 6 ou 24 heures apres
traitement/infection. Les histogrammes représentent la moyenne des expressions
(normalisées a celle du gene de ménage Eef2 et relativisées par rapport a 'expression
au traitement a 0 ug/mkL). Analyse statistique réalisée par un test de Mann-Whitney,
** = p <£0.01, n=6.

Nous constatons que l'expression d’Ucp1 est augmentée pour toutes les doses de
traitement a la tunicamycine, et également lors de linfection par IAV (non
significative a certains temps de traitement pour la tunicamycine et a 0,25 MOI pour
IAV a cause de I'hétérogénéité des données entre les expériences). Cependant,
I'infection induit une plus forte augmentation d’Ucpi1 (expression entre 9 et 36 fois
plus forte en moyenne que dans les contréles) que le traitement a la tunicamycine
(expression 1,7 a 14 fois plus forte en moyenne que dans les controles).

Ces résultats montrent que, per se, le stress du réticulum endoplasmique et la
réponse UPR sont capables d’induire I'expression d’Ucp1, mais que le virus est un
meilleur inducteur du brunissement (résultat a confirmer par les Western Blot). Ceci
suggere que, 1) c'est la réponse UPR spécifiquement induite par le virus qui est
responsable du brunissement et/ou 2) que I'UPR n’a qu’un réle partiel dans
Iinduction du brunissement, et qu'un autre facteur (facteur viral ou réponse de

I’héte) pourrait également participer au brunissement.
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d) Liens entre virus, UPR, et brunissement des préadipocytes

(analyses de corrélations)

Pour établir un lien possible entre la présence du virus, 'UPR, et le brunissement

(ou plutét, I'induction de la thermogeneése) des préadipocytes, nous avons procédé a

des analyses de corrélations entre les expressions des genes de I'UPR, du

brunissement, et TARN viral lors de I'infection des préadipocytes in vitro (2 doses

d’infection : 0,25 et 1 MOI, et 3 temps de récupération : 4, 6 et 24h post-infection). La

Figure 59 montre les matrices de corrélation, présentées sous forme de

corrélogrammes, obtenues pour les préadipocytes infectés a 0,25 MOI, a 4h (Figure

59A), 6h (Figure 59B), et 24h (Figure 59C). En complément a cette figure, les

corrélations significatives sont indiquées dans les Tableaux 7-9.
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Figure 59: Liens corrélatifs entre la
détection de ’ARN viral, I’expression des
geéenes relatifs au brunissement et
linduction des geénes de I'UPR, dans les
préadipocytes infectés par IAV. Les
corrélogrammes visualisent les corrélations
obtenues pour les préadipocytes infectés a 0,25
MOI et récupérés a 4 h (A), 6 h (B) et 24 h (C)
post-infection. En rouge, est encadrée la colonne
des corrélations impliquant ’ARN viral, en bleu,
les corrélations entre les genes de 'UPR et en
vert, les corrélations entre les genes du
brunissement. Les corrélations positives sont
indiquées par les ronds rouges et les négatives par
des ronds bleus. Analyse par RStudio.
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Les analyses de corrélations lors de I'infection des préadipocytes par IAV révelent un
profil d’activation/répression génique completement différent selon le temps post-
infection. A 4 heures post-infection (Figure 59A), nous pouvons constater de
nombreuses corrélations positives entre les genes de I'UPR et les geénes du
brunissement. A 6 heures post-infection (Figure 59B), nous observons de
nombreuses corrélations positives entre les génes de 'UPR entre eux. De facon
intéressante, Ucp1 semble corréler positivement avec tous les génes de I'UPR.
Plusieurs corrélations entre les genes de 'UPR et du brunissement (notamment Apln
et Mtrnl) persistent entre 4 et 6 heures post-infection. Enfin, a 24 heures post-

infection (Figure 59C), 'ARN viral corréle positivement avec Ucp1.

Virus-ERS Négatives
IAV-Chop, IAV-Atf4, IAV-Gadd34, IAV-Gclc,

IAV-Grp94

ERS-ERS
Chop-Xbpis, Chop-Atf4, Chop-Nqo1, Chop-
Gcle, Chop-Grpg4, Xbpis-Nqoi, Xbpis- Positives

Grp94, Atf4-Gcele, Atf4-Grpo4, Erdj4-Nqot,
Nqo1-Grp94, Gadd34-Hrdi, Gadd34-Grp9o4,
Gcle-Grpo4

ERS-Brunissement
Chop-Fgf21, Chop-Metrnl, Xbpis-Fgf21,
Xbpis-Apln, Xbpis-Metrnl, Atf4- Positives
Metrnl, Nqo1-Fgf21,  Ngqoi-Apln,  Ngqoi-
Metrnl, Gadd34-Fgf21, Hrdi-Fgf21, Grp9o4-
Fgf21, Grpo4-Apln, Grpo4-Metrnl

Brunissement-Brunissement Positives
Fgf21-Apln, Fgf21-Metrnl, Apln-Metrnl

\

Tableau 7: Préadipocytes infectés a 0,25 MOI pendant 4 heures :
corrélations significatives. Les corrélations significatives (R proche de 1 et valeur
de p < 0,05) ont été calculées avec RStudio.
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ERS-ERS

Bip-Chop, Bip-Xbpis, Bip-Atf4, Bip-Erdj4,
Bip-Nqo1, Bip-Gadd34, Bip-Gcle, Bip-
Herpudi, Bip-Grp94, Chop-Xbpis, Chop-
Atf4,Chop-Atf3, Chop-Erdj4, Chop-Ngo1,
Chop-Gadd34, Chop-Herpudi, Xbpis-Atf4,
Xbpis-Selil, Atf4-Atf3, Atf4-Erdjq4, Atf4-
Nqgo1, Atf4-Gadd34, Atf4-Gcle, Atf4-
Herpudi, Gcle-Herpudi, Gcele-Grpo4, Atf3-
Erdj4, Atf3-Nqo1, Atf3-Gadd34, Atf3-Hrdi,
Atf3-Gcle,  Atf3-Herpudi,  Atf3-Grpo4,
Erdj4-Nqgo1, Erdj4-Gadd34, Erdj4-Hrdi,
Erdj4-Gcle, Erdj4-Herpudi, Erdj4-Grpo4,
Nqo1-Gadd34, Nqoi1-Hrd1, Nqo1-Gclc,Nqoi1-
Herpudi, Nqoi-Grp94, Gadd34-Hrd1i,
Gadd34-Gcle, Gadd34-Herpudi, Gadd34-
Herpudi, Gadd34-Grp94, Hrdi-Gcle, Hrdi-
HErpusi, Hrdi-Grp94, Gcle-Herpudi, Gclc-
Grpo4, Herpudi-Grpg4

Positives

ERS-Brunissement
Bip-Ucp1, Chop-Ucp1, Atf4-Ucp1, Atf3-Ucp1i,
Erdj4-Ucp1, Erdjq4-Metrnl, Nqoi-Ucpi,
Nqoi-Metrnl, Nqoi-Apln, Gadd34-Ucpi,
Gadd34-Metrnl, Hrdi-Ucpi, Hrdi-Metrnl,
Hrdi-Apln,  Gcle-Ucp1,  Herpudi-Ucpi,
Herpudi-Metrnl, = Grp94-Ucp1, Grp94-
Metrnl

Positives

Brunissement-Brunissement

Apln-Metrnl

Positive

Tableau 8: Préadipocytes infectés a 0,25 MOI pendant 6 heures:
corrélations significatives. Les corrélations significatives (R proche de 1 et valeur
de p < 0,05) ont été calculées avec RStudio.
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Virus-Brunissement Positive
IAV-Ucp1

ERS-ERS
Bip-Erdj4, Bip-Selil, Bip-Gadd34, Bip-Hrd1,
Bip-Gcle, Bip-Grp94, Erdj4-Selil, Erdj4-
Nqgo1, Erdj4-Gadd34, Erdj4-Hrdi, Erdj4- Positives
Gcle, Selil-Nqgo1, Selil-Gadd34, Selil-Hrd1,
Selil-Gcle,  Ngqoi-Hrdi,  Gadd34-Hrdi,
Gadd34-Gcle, Gadd34-Grp94, Gele-Grpg4

ERS-Brunissement Négative

Grpo4-Fgfa1

Brunissement-Brunissement Positives

Fgf21-Pgcia, Apln-Metrnl

Tableau 9: Préadipocytes infectés a 0,25 MOI pendant 24 heures :
corrélations significatives. Les corrélations significatives (R proche de 1 et valeur
de p < 0,05) ont été calculées avec RStudio.

Corrélations avec 'ARN viral ? Nous notons plusieurs corrélations entre la
présence de 'ARN viral et 'expression de certains genes du brunissement : IAV-Ucpi
(positive, a 24H, 0,25 MOI), IAV- Fgf21 (positive, a 6H, 1 MOI), IAV-Apln et IAV-
Metrnl (négatives, a 6h, 1 MOI). Il existe également des corrélations entre la présence
de 'ARN viral et I'expression de certains genes de 'UPR (toutes négatives) : IAV-
Chop, 1AV-Atf4, IAV-Gadd34, IAV-Grpg4 (négatives, a 4h, 0,25 MOI), IAV-Xbpis,
IAV-Atf4, IAV-Gcle, IAV-Grpg4 (négatives, a 6h, 1 MOI).

Corrélations entre U'UPR et le brunissement ? Plusieurs corrélations entre 'UPR
et le brunissement, notamment le géne Ucp1 sont remarquables : Bip-Ucp1, Chop-
Ucp1, Atf4-Ucpi1, Atf3-Ucpi, Erdj4-Ucpi, Nqoi1-Ucpi, Gadd34-Ucpi, Hrdi-Ucpi,
Gclc-Ucpi, Herpudi-Ucpi, Grpg4-Ucpi (positives, a 6h, 0,25 MOI), Chop-Ucp1, Atf4-
Ucp1, Atf3-Ucpi, Gcele-Ucep1 (positives, a 4h, 1 MOI), Bip-Ucp1, Chop-Ucp1, Atf4-
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Ucpi1, Atf3-Ucpi1, Erdj4-Ucpi, Selil-Ucpi, Nqoi1-Ucpi, Hrdi-Ucpi, Herpudi-Ucpi,
Grpo4-Ucp1, (positives, a 6h, 1 MOI), Erdj4-Ucpi, Selil-Ucpi, Nqo1-Ucpi, Hrdi-
Ucp1, Gclc-Ucp1, Grpg4-Ucp1 (positives, a 24h, 1 MOI). Parmi ces corrélations

(toutes positives), 16 concernent la voie PERK, 9 la voie ATF6 et 6 la voie IRE1.

Ainsi, les analyses corrélatives révelent 1) des corrélations entre la présence de TARN
viral et le brunissement et entre la présence de 'ARN viral et des genes de 'UPR
(notamment de la voie PERK), et 2) de nombreuses corrélations entre la voie PERK

et les génes du brunissement, lors de I'infection de préadipocytes par IAV.

Les résultats des expériences in vivo montrent une activation prédominante de la
voie PERK dans le tissu adipeux sous-cutané des souris infectées par le virus de la
grippe. Les expériences in vitro montrent une activation des voies PERK
(majoritaire) et IRE1a (minoritaire) dans les préadipocytes alors que seule
la voie IRE1a est activée par l'infection dans les cellules épithéliales pulmonaires. De
maniere intéressante, le traitement des préadipocytes par la tunicamycine, un
inducteur chimique de stress du réticulum endoplasmique, conduit a I’activation des
3 voies UPR et une induction plus faible d’Ucp1 que lors de l'infection par IAV. Nos
résultats montrent également de nombreuses corrélations entre la présence de 'ARN
viral, I'expression des genes de la voie PERK, et I'expression des genes liés au
brunissement. Nos résultats, et des données récentes de la littérature (cf.
Introduction sur le réle de la voie PERK dans la thermogénese), nous conduisent a
émettre ’hypothese que la voie PERK est responsable, au moins en partie, du

brunissement du tissu adipeux blanc et des préadipocytes.

3) Role de la voie PERK dans le brunissement des préadipocytes,
in vitro
a) Analyse de la région régulatrice du promoteur du gene
Ucp1
Afin de déterminer si des facteurs de la voie PERK pourraient réguler 'expression

d’Ucp1, nous avons analysé la séquence en amont du promoteur d’Ucp1 (région

régulatrice) a la recherche de potentiels sites de fixations spécifiques de facteurs de la
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voie PERK (Figure 60) (travaux réalisés avec la collaboration du bio-informaticien

Nicolas Loucheu). L’analyse a été réalisée sur le serveur ContraVs.

Skb upstream sequence from promoter UCP1 (chrom8 : 85.810.000 — 85.815,000)

HC:GAATCTRCC CTCACCCACTGGATCT, TCTTCTTCTAGATG
TTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTCTGTTTGATTGA R | TGGCCTCAAACCCTATG
ASCEEE T AATTGTT T ATGTCAT SIS T T CATCAAGTGCTACTGAAGAAGT
B 1 . GGTATGTATGCCTCGGTATGTATATACCACATGTGTGAGGGTGCCCCTGGAGG
CTAGACGAGGGCATTGGATGCCCTGAGGCTGGTATTGTAGATGGTTTTGAGCTAA ENECIEEERE

Figure 60 : Identification de sites putatifs de fixation pour ATF4, ATF3 et
CHOP dans la séquence régulatrice du promoteur du géne Ucpi1. La
séquence de la région régulatrice du promoteur du géne Ucp1 est représentée. Les
sites potentiels de fixation des différents facteurs sont indiqués : en orange, le site de
fixation de CHOP, en rose, le site de fixation d’ATF4, en bleu, le site de fixation
d’ATF3, et en vert, les sites de fixation de C/EBPa (facteur adipogénique). Le site
CARE (C/EBP-ATF response element) correspond a la juxtaposition dun site
C/EBPa (vert) et d’'un site ATF (ici ATF4, en rose).

Des sites potentiels de fixation des facteurs ATF3, ATF4 et CHOP ont pu étre
identifiés dans la région régulatrice du promoteur du gene Ucpi. Un site CARE
(C/EBP-ATF response element : site de fixation des facteurs C/EBP-ATF ; ayant pour
séquence consensus XTTXCATCA) a également été trouvé. Les facteurs ATF4, AFT3,
CHOP et C/EBP{ se fixent au site CARE des genes cibles et répriment leur expression
(Shan et al., 2009). Ceci montre que plusieurs facteurs de la voie PERK pourraient
réguler I’expression du gene Ucp1.

Cependant, l'identification de sites putatifs devra étre validée par des expériences

d’'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) suivi de PCR.

b) Inhibition de la voie PERK in vitro

Pour démontrer le réle de la voie PERK dans le brunissement des préadipocytes
induit par l'infection par IAV, nous avons procédé a des expériences d’inhibition par
utilisation de siRNAs spécifiques. Les siRNA visent 'extinction de I’expression de
Perk, d’Atf4 (voie PERK) et de Pkr. PKR est I'une des kinases qui peuvent
phosphoryler elF2a (élément central de la voie PERK) (Figure 61), et est connue
pour étre activée lors de I'infection par IAV. L’activation de PKR lors de l'infection
pourrait interférer avec l'activation de la voie par PERK et nous induire en erreur lors
de lanalyse des résultats. C’est pourquoi nous avons inclus un siRNA ciblant Pkr

dans nos expériences d’inhibition.
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Figure 61 : Les différentes kinases qui phosphorylent elF2a. GCN2:
general control non-derepressible-2 kinase, HRI : heme-regulated inhibitor kinase.
Modifié a partir de Ohno, 2014.

De plus, nous avons vérifié I'induction de I'expression de Pkr dans nos modeles de
préadipocytes infectés par IAV (0,25 et 1 MOI pendant 4, 6 et 24 heures), et de
préadipocytes traités a la tunicamycine (2,5, 5 et 10 ug/mL pendant 4,6 et 24 heures)
(Figure 62). L’expression de Pkr est induite lors de I'infection des préadipocytes par
IAV (a 6 et 24 heures) alors qu'on observe qu’une tres faible augmentation de son
expression dans les préadipocytes traités a la tunicamycine. Ceci conforte que PKR
pourrait interférer avec PERK lors de l'infection de préadipocytes par IAV (et non

dans le modele de traitement a la tunicamycine).

preadipocytes-lIAV preadipocytes-Tm
c 9 O 025MOl o 207 O 2.5 pg/iml
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Figure 62 : Expression de Pkr dans les préadipocytes infectés par IAV ou
traités a la tunicamycine. Quantification de I'expression du géne Pkr (RT-qPCR)
dans des préadipocytes infectés (0,25 et 1 MOI) (panel de gauche) ou traités a la
tunicamycine (0, 2,5, 5 et 10 ug/mL) (panel de droite). L’analyse a été réalisée 4, 6 ou
24 heures apres traitement/infection. Les histogrammes représentent la moyenne des
expressions (normalisées a celle du gene de ménage Eef2, et relativisées par rapport a
I’expression au temps 0 d’infection ou au traitement a o ug/mL). Analyse réalisée par
un test de Mann-Whitney, * = p < 0.05, ** = p < 0,01, n=6.
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Inhibition de la voie PERK dans le modele de traitement a la tunicamycine
Afin de valider lefficacité des siRNAs, nous avons utilisé le modele de

préadipocytes traités a la tunicamycine (10 pg/mL, 6 heures de traitement), dans
lequel les 3 branches de 'UPR (PERK, IRE1a et ATF6) sont activées.
Les préadipocytes ont été traités avec les siRNAs 72 heures avant le traitement a la

tunicamycine. Deux doses de siRNAs ont été testées : 15 et 25 nM (Figure 63).

W Tm + siSc W T + siSc
A O Tm + siPERK 15 nM B [T Tm + siATF4 15 nM

B Tm + siPERK 25 nM E T + siATF4 25 nM
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g 5
- - 200
& a
g $
g g
a a
= =
= £ 1
1]
E g
& T & B
i N il .y i
3 Perk Atf4  Bip Chop Xbpis A3
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Perk  Pkr ﬁ!f: S.J Chop Xbpis ﬁn‘;
Figure 63 : Efficacité des siRNA. L'efficacité des siRNA a été évaluée pour deux
concentrations de siRNAs (15 et 25 nM). Les préadipocytes ont été traités avec les
siRNAs 72 heures avant le traitement a la tunicamycine (10 pg/mL pendant 6
heures). L'expression des genes ciblés et des autres genes de 'UPR a ensuite été
évaluée par RT-qPCR (I'expression est normalisée a celle du géne de ménage Eef2 et
relativisée par rapport a celle des cellules non traitées). Résultats préliminaires, n=3
pour siPerk, n=6 pour siAtf4 et siPkr. siSC = siScrambled (controle siRNA),

silencing = inhibition. Analyse statistique réalisée par un t test, * = p < 0.05, ** = p
<0,01, *** = p < 0,001.

L’expression d’Atf4 est réduite de 93,6 % (+ 1,3) avec le siAtf4 a la dose de 15 nM et
de 94,4 % (+0,6) a la dose de 25 nM. L’expression de Perk est réduite de 61,9 % (+
17,7) avec le siPerk a la dose de 15 nM et de 50,3% (£ 29,8) a la dose de 25 nM.
L’expression de Pkr est réduite de 88,4 % (+ 3,6) avec le siPkr a la dose de 15 nM et
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de 87,7% (£ 2,9) a la dose de 25 nM. Les deux doses de siRNA ayant fonctionnées (a
confirmer par Western Blot), nous avons poursuivi les expériences en utilisant la dose
de 15 nM pour chaque siRNA. Nous pouvons observer que le siAtf4 réduit également
I’expression d’Atf3 et de Chop, comme attendu. Nous constatons de plus que le siPerk
réduit l'expression d’Xbpis et Atf3, et le siPkr réduit I'expression d’Xbpis (non

attendu), démontrant des interactions entre les différentes voies.

L’efficacité de nos siRNAs étant validée, nous avons ensuite étudié I'impact de ces
inhibitions/extinctions spécifiques sur l'expression d’Ucp: dans ce modele de

préadipocytes traités a la tunicamycine (Figure 64).
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Figure 64: Impact de Pl'inhibition de facteurs de la voie PERK sur
I’expression du géne Ucpi1, dans le modele de préadipocytes traités a la
tunicamycine. L'expression du gene Ucp1 est mesurée par RT-qPCR (normalisée a
celle du gene de ménage Eef2 et relativisée par rapport aux cellules non traitées
(untreated)) dans les préadipocytes traités avec les siRNAs siPerk (A), siAtf4 (B) et
siPkr (C), 72 heures avant le traitement a la tunicamycine (10 pg/mL pendant 6
heures). Analyse statistique réalisée par un test de Mann-Whitney, * = p < 0.05, n=3
pour siPerk, n=6 pour siAtf4 et siPkr. siSC = siScrambled (contréle siRNA), silencing
= inhibition.
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Nous vérifions que le traitement des préadipocytes par la tunicamycine, induit
Iexpression d’Ucp1 (c¢f. Figure 58, page 127). De maniére intéressante, le siPerk
tend a réduire I'expression du gene Ucp1 (pour le moment, nous sommes a n=3 pour
le groupe Tm/siPerk), alors que, a I'inverse, le siPkr et le siAtf4 semblent augmenter
I’expression du géne Ucpi. Ces résultats suggerent que PERK serait capable d’induire
en partie Ucp1 mais que son effet pourrait passer par un autre facteur qu’ATF4, en
tout cas dans le modele des préadipocytes traités a la tunicamycine, dans lequel

toutes les voies UPR sont activées.

Inhibition de la voie PERK lors de l'infection par IAV
Pour déterminer le role de la voie PERK dans le brunissement des préadipocytes

lors de l'infection par IAV, nous avons utilisé les siRNAs ciblant la voie PERK (siPerk,
siAtf4, et siPkr en contréle). Les préadipocytes ont été traités 72 heures avec les
siRNAs (15 nM) avant d’étre infectés par IAV (1 MOI, pendant 6 ou 24 heures).

La Figure 65 présente les résultats (a compléter car nous n’avons pour le moment
que n=3 pour chaque condition de traitement) de l'’étude de l'impact de
Pextinction/inhibition des facteurs de transcription de la voie PERK sur I'expression

du gene Ucp1 lors de I'infection de préadipocytes par le virus influenza.

mock

" " . . (]
A Perk silencing B Perk silencing B 1AV + siSc
M 1AV + SIPERK

Figure 65: Impact de
Pinhibition de facteurs de
la voie PERK sur
Pexpression du gene Ucpi1
par les préadipocytes
infectés par IAV.
Attasiencing Ata silencing 0 ok L’expression du gene Ucp1 est
mwiwe  mesurée  par  RT-qPCR
(normalisée a celle du gene de
ménage Eef2 et relativisée par
rapport aux cellules non
traitées) dans les
préadipocytes 6 heures (A) ou
24 heures (B) apres infection

Ucp1 relative expression
Ucp1 relative expression

Ucp1 relative expression
Ucp1 relative expression

mock

Pkr silencing Phrsilencing QoK (1 MOI) et 72 heures aprés

M 1AV +siPKR

traitement avec les siRNAs (15
nM). L’analyse statistique a été
faite par un test de Mann-
Whitney, n=3. siSC =
siScrambled (siRNA controle),
silencing = inhibition.

Ucp1 relative expression
Ucp1 relative expression
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Pour les 3 siRNAs testés, aucun effet n’est observé sur 'expression d’Ucpi1 apres 6
heures d’infection.

Apres 24 heures de traitement par les siRNAs, bien que les analyses doivent étre
complétées pour avoir au moins n = 6 par groupe et pouvoir définir la significativité
statistique de nos résultats, nous constatons que le siAtf4 n’a aucun effet sur
I’expression d’Ucpi, ce qui peut paraitre surprenant compte-tenu du réle répresseur
sur l'expression d’Ucpi rapporté dans la littérature pour ATF4. De manieére
intéressante, I'inhibition de Perk semble diminuer I'expression d’Ucp1 et, a I'inverse,

I'inhibition de Pkr semble induire une augmentation de I’expression d’Ucp1.

Ces résultats pourraient indiquer que lors de I'infection des préadipocytes par IAV,
I’expression du gene Ucpi (et donc, I'induction de la thermogeneése) pourrait étre sous
le controle opposé de PKR (effet répresseur) et de PERK (effet activateur).

Il est a noter que d’autres facteurs de la voie PERK ont été décrits comme pouvant
réguler 'expression d’Ucp1 (cf. page 90), c’est pourquoi d’autres siRNAs ciblant la

voie PERK seront testés.

Les résultats des expériences in vitro confortent les résultats obtenus in vivo.
L’infection par le virus influenza ([H3N2]) induit un stress du réticulum
endoplasmique et I'activation de la réponse UPR dans les poumons et les SCATs de
souris infectées, ainsi que dans les préadipocytes infectés in vitro ; la voie PERK étant
prédominante dans les SCATSs et les préadipocytes. Les analyses in silico de la région
régulatrice du promoteur d’Ucpi ont révélé des sites potentiels de fixation des
facteurs de la voie PERK qui pourraient ainsi réguler I'expression d’Ucp1, ATF4 ayant
déja été identifié comme un répresseur. Les expériences d’'inhibition de la voie PERK
par différents siRNAs indiquent que PERK induirait, au moins en partie, 'expression
d’Ucp1 (dans le modele de traitement des préadipocytes a la tunicamycine et dans le
modeéle d’infection des préadipocytes par IAV), et que cet effet ne passerait pas par
I'intermédiaire d’ATF4. Ceci suggere |’existence d’une voie alternative a la voie PERK-
ATF4 qui serait responsable de I'induction de la thermogénése dans les préadipocytes
infectés par IAV.

La rédaction de 'article est en cours (soumission prévue en Mars 2022).
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Partie 2 : Impact de I'infection par SARS-CoV-2

sur les tissus adipeux blancs

I. Introduction et rationnel de I’étude

1) Coronavirus SARS-CoV-2 et COVID-19

a) Les maladies infectieuses émergentes

Bien que Charles Nicolle en ait posé les prémices dés 1930 dans son livre
« Naissance, vie et mort des maladies infectieuses », le concept d’émergence est
assez contemporain (Grmek, 1993; Nicolle, 1930).
- En 1993, S. S. Morse définit les maladies infectieuses émergentes comme des
« infections récemment apparues dans une population*, ou qui ont existé, mais dont
l'incidence®* ou la zone géographique*** augmente rapidement » (Morse, 1993).
(* comme le VIH au début des années 1980, ** comme le virus Ebola ou le virus de la
fiévre jaune, *** comme le virus West Nile, apparu aux Etats-Unis en 1999).
- En 1996, 'OMS (organisation mondiale de la santé) propose une définition plus
large des maladies infectieuses émergentes: «les maladies transmissibles
émergentes et ré-émergentes sont des infections nouvelles ou réapparues ou
devenues résistantes aux médicaments ou dont l'incidence a augmenté au cours des
dix dernieres années ou risque d’ augmenter dans un avenir proche » (OMS, 1996b)
- Actuellement, le concept d’émergence dépasse le cadre des maladies infectieuses
pour englober des maladies non infectieuses dont I'incidence augmente et menace la

santé publique, comme le diabéte de type 2 ou 'obésité (Prentice, 2006).

Un nouveau coronavirus, initialement nommé 2019-nCoV puis SARS-CoV-2, a
récemment émergé (2019) (Andrews et al., 2020; Huang et al., 2020). Le virus SARS-
CoV-2 est lagent responsable de cette nouvelle maladie infectieuse
respiratoire appelée COVID-19 (COronaVIrus Disease 19) au rythme de laquelle vit

actuellement la planete.
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b) SARS-CoV-2, agent de la COVID-19
Les coronavirus (CoV) sont des virus a ARN simple brin (26 a 32 kb) de sens
positif, enveloppés, appartenant a la famille des Coronaviridae. Ces virus doivent
leur nom a la « couronne » que forment certaines de leurs protéines de surface

(Figure 66) (Chathappady House et al., 2021).

Figure 66 : Image de coronavirus en microscopie électronique. Certaines
protéines de surface sont organisées en couronne (fleche). Photo de F. Murphy (CDC,
n° identification 4814 (https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=15523).

Il existe de nombreux sous-types de coronavirus infectant différentes especes
animales, dont 'Homme.
Sur le plan médical, on distingue deux groupes de coronavirus qui infectent 'lHomme
: (1) les coronavirus peu pathogeénes (on en dénombre quatre actuellement), qui
circulent en France chaque année, a 'automne, pendant tout 'hiver et au printemps,
puis disparaissent pendant 1'été. Pour ces virus comme pour les autres virus
saisonniers (grippe, rhume, gastro-entérite...), les raisons de cette « tréve estivale »
sont mal connues, et (2) les coronavirus hautement pathogeénes, dont on ne

connait actuellement que trois représentants :

- Le SARS-CoV-1 (qui a émergé en Chine en 2002), ou coronavirus a l'origine
d’'un syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS), (10% mortalité) (Peiris et al.,
2003).

- Le MERS-CoV (qui a émergé en Arabie Saoudite en 2012), ou coronavirus du
syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS), (30% mortalité) (Zaki et al.,
2012).

- Le SARS-CoV-2 (qui a émergé en Chine en 2019 et s’est tres rapidement
disséminé (Figure 67)), 'agent causal de la COVID-19, maladie a laquelle la

planete fait face actuellement (Huang et al., 2020) (taux de 1étalité : Chine 4%,
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Etats-Unis 1,2%, France 0,6%, monde 1,4% d’apres

https://coronavirus.jhu.edu/data/mortality et

https://www.worldometers.info/coronavirus/ ala date du 05/02/2022) .

8 December 2019 28 February 2020
Onset of the first recorded case in WHO risk assessment increased to
Wuhan very high on the global level
I I
31 December 2019 11 February 2020 2 October 2020
First report of 27 cases of pneumonia ICTV named virus SARS-CoV-2 and >34,000,000 cases and
with unknown cause in Wuhan, China WHO named disease COVID-19 >1,000,000 deaths

December January February March October

9 January 2020 11 March 2020
China announced the identification of WHO defined COVID-19
anovel coronavirus as the causative as a pandemic
agent of the pneumonia outbreak
[ 29 January 2020
13 January 2020 20 January 2020 The coronavirus
Case of a traveler from Human-to-human 23 January 2020 spregd toall 34 30 January 2020
Wuhan was confirmed — transmission was — Wuhan city was — provincesacross | — WHO declared a
in Thailand confirmed locked down China PHEIC alert

Figure 67: Dates marquantes de la progression de l'infection par
SARS-CoV-2. ICTV = Comité international de taxonomie des virus. Tiré de Hu et
al., 2021.

La COVID-19 est une maladie tres contagieuse. Dans la majorité des cas, la
période d’'incubation est de 4 a 5 jours (jamais moins de 2 jours ni plus de 14 jours)
(Lauer et al., 2020). Les formes cliniques de la COVID-19 s’étendent des formes
asymptomatiques aux formes graves justifiant une prise en charge en réanimation
(Gandhi et al., 2020; Gao et al., 2021; He et al., 2021; Wu et al., 2020b; Yao et al.,
2020a). Les infections asymptomatiques, ou présentant des signes cliniques modérés
(toux, fievre, dyspnée, pharyngite, parfois associées a des céphalées, myalgies, ainsi
qu’a certains troubles digestifs et/ou a 'ano-/hypo-smie et ’a-/hypo-geusie), sont les
plus fréquentes. Environ 15% des patients COVID-19 présentent des signes cliniques
plus séveres, nécessitant une hospitalisation, et 5% des patients présentent une forme
critique (détresse respiratoire) justifiant 'admission en réanimation. Une partie des
patients admis en réanimation devra étre intubée pour conserver une chance de

guérison.

2) COVID-19 et tissus adipeux blancs : données bibliographiques
Comme pour la grippe, 'age et 'obésité représentent des facteurs de risque de
complications de la COVID-19 (Bonanad et al., 2020; Caussy et al., 2020; Kassir,
2020; Simonnet et al.,, 2020). Ainsi que nous l'avons détaillé dans I'Introduction
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générale, le tissu adipeux subit de profonds changements lors du développement de
Pobésité. Une autre condition, physiologique celle-ci, est également associée a des
altérations quantitatives et qualitatives du tissu adipeux blanc, il s’agit du
vieillissement. En effet, lors du vieillissement la masse du tissu adipeux sous-cutané
diminue tandis que celle du tissu adipeux viscéral augmente, et la cellularité et le
profil sécrétoire des tissus adipeux sont modifiés au profit d'un profil de type
proinflammatoire (Frasca and Blomberg, 2020; Kotani et al., 1994; Mancuso and
Bouchard, 2019). A cela s’ajoute I'apparition de cellules sénescentes au sein du tissu
adipeux et la perte des capacités de renouvellement des cellules progénitrices
(Karagiannides et al., 2001). Toutes ces modifications du tissu adipeux blanc liées a
l’age participent a l'altération de ’homéostasie générale ainsi qu’a l'inflammation

associées au vieillissement (inflammaging) (Zamboni et al., 2021).

Principalement connus pour leur capacité a infecter les voies respiratoires
supérieures et inférieures, les coronavirus peuvent également infecter d’autres
tissus/organes, tels que le cerveau (Crunfli et al., 2021; Song et al., 2021) ou les tissus
adipeux blancs (Martinez-Coldn et al., 2021; Reiterer et al., 2021; Zickler et al., 2021;
Olivio et al., MS soumis, communication personnelle du Dr. Christine Bourgeois).
Cest notamment le cas pour SARS-CoV-2. En effet, les adipocytes expriment les
facteurs (identifiés a ce jour) permettant ’entrée du virus dans les cellules : ACE2 et
TMPRSS2 (Baughn et al., 2020; Gupte et al., 2008; Li et al., 2020b) . Ci-dessous, les
principales données issues de la littérature concernant I'infection du tissu adipeux

blanc par SARS-CoV-2, chez 'Homme, le hamster Syrien et le macaque :

# Reiterer et collaborateurs sont les premiers a rapporter que SARS-CoV-2 peut
infecter des adipocytes primaires humains (issus de mastectomie) ainsi que des
adipocytes murins différenciés a partir d'une lignée de préadipocytes, in vitro. Dans
ces 2 modeles, l'infection des adipocytes entraine une forte réduction de la
production d’adiponectine, une adipokine proinflammatoire. Dans cette publication,
les auteurs montrent également que le virus se réplique dans les tissus adipeux blancs
de hamsters infectés par SARS-CoV-2 ; induisant une réponse antivirale, ainsi quun
état inflammatoire et insulino-résistant (Reiterer et al., 2021).

# Martinez-Colon et collaborateurs isolent, a partir de différents dépots de tissus

adipeux blancs (sous-cutané, viscéral, péricardique, et épicardique) prélevés chez des
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personnes obeses non infectées, les adipocytes matures et les cellules de la fraction
stromale vasculaire (SVF). Ils montrent que les adipocytes matures et les cellules de
la SVF sont permissifs a I'infection par SARS-CoV-2, in vitro. Au sein de la SVF, ces
auteurs montrent que ce sont les macrophages inflammatoires qui sont les cellules
cibles de linfection. De maniere intéressante, les préadipocytes, quoique non
permissifs a linfection par SARS-CoV-2, adoptent un profil proinflammatoire
(Martinez-Col6n et al., 2021).

# Plus récemment, Zickler et collaborateurs montrent la présence de SARS-CoV-
2 dans les tissus adipeux blancs de personnes en surpoids ou obéses, décédées de
COVID-19. De plus, les auteurs confirment que les adipocytes matures, et non les
préadipocytes ou les adipocytes en cours de différenciation, sont permissifs a
linfection par SARS-CoV-2. D’ailleurs, ils montrent une augmentation de
Iexpression d’ACE2 au cours de la différenciation adipocytaire. De maniere tres
intéressante, ces auteurs démontrent que le processus de formation des gouttelettes
lipidiques est critique pour I'infection par SARS-CoV-2, et que l'infection impacte le
métabolisme lipidique (tissulaire et systémique) chez 'Homme et dans le modele du
hamster Syrien (Zickler et al., 2021) . Nous verrons, lors de la Discussion des résultats
que nous avons obtenus, que les observations faites par Zickler et al. sont capitales.

# Enfin, un travail réalisé dans un modele de COVID-19 chez des primates-non-
humains (en 'occurrence le macaque), identifie également la présence de SARS-CoV-
2 dans le tissu adipeux blanc sous-cutané (et non dans le tissu adipeux viscéral ou
épicardique) des animaux infectés (communication personnelle du Dr. Christine

Bourgeois).

Ainsi, 'objectif de notre étude a été de comparer I'impact de I'infection par SARS-
CoV-2 sur les tissus adipeux blancs (sous-cutané et viscéral) de hamsters jeunes

adultes ou agés.

II. Matériels et méthodes

1) Animaux, virus et protocole d’infection

Les hamsters dorés, ou hamsters syriens (Mesocricetus auratus), males, agés de 2

mois (hamsters jeunes adultes) ou de 24 mois (vieux hamsters) recoivent une
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alimentation standard pour rongeur. La souche BetaCoV/France/IDF0372/2020 du
SARS-CoV-2 a été fournie par le Centre national de référence pour les virus
respiratoires hébergé par I'Institut Pasteur de Paris. Les animaux sont infectés par
voie intra-nasale avec 2x104 virus (TCID50). Les animaux contrbles recoivent le
méme volume de PBS.

Nota bene : Les expériences ont été réalisées dans le laboratoire de Biosécurité de
niveau 3 (P3) de I'Institut Pasteur de Lille, en respect des réglementations locales,

nationales et internationales concernant I'expérimentation animale.

2) Procédure expérimentale
Durant toute la procédure expérimentale, les poids corporels ont été régulierement
relevés. Aux jours 0, 7 et 22 post-infection, le sang a été prélevé au niveau du sinus
rétro-orbital puis, apres sacrifice des animaux, les poumons et les tissus adipeux
blancs (le dépot sous-cutané (inguinal) et le dépot viscéral (épididymal)) ont été
récupérés. La moitié des tissus a été fixée pour analyses histologiques, 'autre moitié a
été immédiatement congelée dans l'azote liquide puis entreposée a -80°C. La

procédure expérimentale est présentée Figure 68.

Day 0 : Infection Days 7 and 22 pi : Tissue collection
‘ Blood (serum)
Young adult "
,3,‘; E;ﬁ y - | Lungs
1 ,_/l -
SARS-CoV-2 (2.10e4PFUs, i.n.) or PBS o ) _
ot Subcutaneous (inguinal) adipose tissue
old o 7 (SCAT)
n“. i
] A Visceral (perigonadal) adipose tissue
7 (EWAT)
;0
Infection Sacrifice Sacrifice
| | I
0 7 22

Days post-infection

Created in BioRender.com bio

Figure 68 : Procédure expérimentale de I’étude de I'impact de I'infection
par SARS-CoV-2 sur les tissus adipeux blancs. Des hamsters dorés (males)
jeunes adultes (young adult) ou agés (old) sont infectés ou non par SARS-CoV-2
(2x104, voie intra-nasale). Les animaux sont pesés régulierement. Aux jours o, 7 et
22 le sang est prélevé ainsi que les poumons et les tissus adipeux blancs. SCAT =
tissu adipeux blanc sous-cutané, EWAT = tissu adipeux blanc viscéral. Schéma créé a
l’aide de BioRender.com.
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3) Analyse quantitative de ’expression de genes dans les poumons

et les tissus adipeux blancs
La quantification de PARN du virus SARS-CoV-2 est réalisée par RT-PCR en une
seule étape en utilisant le mélange réactionnel TagMan Takyon™ Low ROX
Mastermix (Eurogentec) avec des amorces et une sonde, spécifiques du geéne viral
E (Séquence de sens : 5-~ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-3’,
séquence de I'amorce anti-sens : 5-ATATTGCAGCAGTACGCACACA-3’, séquence de
FAM-ACACTAGCCATC-CTTACTGCGCTTCG-MGB
binder)). Un gene synthétique contenant le géne E du virus SARS-CoV-2 (position

I’amorce

la sonde: (minor groove
26269-26381) a été utilisé pour établir la courbe standard. Pour la quantification de
I'expression des autres genes par RT-qPCR, la technologie SYBR-Green a été utilisée.
Les séquences des amorces sont présentées dans le Tableau 10. Les niveaux relatifs

d’ARNm sont exprimés en utilisant la formule 244 Ct,

Géne Séquence sens Séquence anti-sens
Mx1 GGTCTGGAACACTTGGGGAG GGTCTGGAACACTTGGGGAG
Lipe GCATTGTGCCCTGCTCGGTT CAGTGACGCAGAGGTTGCCG
Pnplaz/3 GCAGGGCTACAGAGACGGACT TTTCCTGGGGGACAACCGGG
Fasn TCAAGACTACACACCACGGC CACTGCCGTCTTCAGTCCTT
Acab GGACAGCTGAAGGCCCGAGA CCAGCATGTGGCCTGGTGTG
Cpta1 CGAAAGTTGGACCGTGAGGA ATCGTGGTAGAGCCAGACCT
Acadvl GCAGGCGGGACGTAAGAGGA CCGCCCCACACTCGGAGTTA
Scd1 ACGGGAGAAGCAGAAGACCGT CCTGGTAGCTGGGGTCGTGT
Fads6 GAAGGTGCCGTGCCTCAACC AACGCTCGAGAGCGACCAGT
Cds AGGGAACGGCGAAAGTATGG ACAGTTCTGGCACATTCGGT
Cd4 TCCCACTCCGCCTCAAGATA TGGCGCCGTTGGTGTC
Cds TCGTCTGCAACCAGCTAAG GGGTGACCACCTTCTTAGGC
Cdi1b CCCGTCGAGAGCTTGATACC AGTGTGCTGATATCGAGGCG
Cdiic GAGGCCTCTGCTCTTCACTC AAGAAACAAACGCCGTCAGC
Ifng TGTTGCTCTGCCTCACTCAGG AAGACGAGGTCCCCTCCATTC
Ilio GGTTGCCAAACCTTATCAGAAATG TTCACCTGTTCCACAGCCTT
I1b GAAGTCAAAACCAAGGTGGAGTTT | TCTGCTTGAGAGGTGCTGATGT
P21 AGCGATATTGTTCGGAGGCA CTCTTGCAAAAGACCAGCCG
P16 ACA GTATCT ACG TGC GGC TG TGT CTG GGC AGA AGT TACGC

Tableau 10 : Séquences des amorces (sens et anti-sens) utilisées dans

I’étude.
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4) Histologie et histomorphométrie des tissus adipeux blancs
Les échantillons de tissus adipeux blancs (sous-cutané (inguinal) SCAT) et viscéral
((épididymal) EWAT) sont fixés (paraformaldéhyde 4%), inclus en paraffine, coupés
(5um) puis colorés (hématoxyline/éosine). L’évaluation du nombre et de la taille des

adipocytes est faite par analyse morphométrique.

5) Quantification des facteurs sanguins
Les taux sanguins de leptine, adiponectine, IL-6, TNFa et IL-1b sont quantifiés grace

a lutilisation de trousses commerciales spécifiques (LSBio et MyBioSource). La

glycémie est mesurée avec ’'aide d’un glucometre et de bandelettes réactives (Roche).

6) Analyses statistiques
Les valeurs sont présentées individuellement, ainsi que les moyennes. Les analyses
statistiques sont faites grace au logiciel GraphPad Prism (V9). Un test Mann-
Whitney U est utilisé pour comparer deux groupes. Les comparaisons entre plus de 2
groupes utilisent un test non paramétrique ANOVA Kruskall-Wallis. Les valeurs de p

inférieures a 0.05 sont considérées comme indiquant une différence significative.

ITI. Résultats

1) Impact de I’age sur la sévérité de I'infection par SARS-CoV-2

Plusieurs modeles animaux permettant de comprendre la pathologie liée a
l'infection par le virus SARS-CoV-2 ont été décrits: souris, rats, porcs, furets,
hamsters et primates-non-humains (Kim et al., 2020; Mufioz-Fontela et al., 2020;
Roberts et al., 2005; Schlottau et al.,, 2020). Les souris (sauvages) ne sont pas
permissives a I'infection par SARS-CoV-2 car 'un des récepteurs permettant ’entrée
du virus dans les cellules (ACE2) a peu d’affinité pour la protéine Spike (Wan et al.,
2020; Zhou et al., 2020). Des modeles de souris humanisées, immunodéprimées ou
génétiquement modifiées sont actuellement en cours d’étude (Rathnasinghe et al.,
2020; Sefik et al., 2021; Sun et al., 2021). C’est ainsi que le rongeur actuellement le
plus utilisé dans les recherches sur la COVID-19 est le modéle du hamster doré (ou
hamster syrien), qui possede un récepteur ACE2 avec une affinité similaire a celui

présent chez 'Homme (Rosenke et al., 2020). Il est actuellement admis que le
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hamster permet de reproduire la plupart des manifestations cliniques de la COVID-19

humaine (Chan et al., 2020a, 2020b; Imai et al., 2020; Sia et al., 2020).

Comme le montre la Figure 69, comparativement aux animaux jeunes adultes, les
hamsters agés ont un poids corporel (Figure 69a) et une glycémie (non a jeun,
Figure 69b) plus élevés. Apres infection par SARS-CoV-2, on constate que les 2
groupes d’animaux présentent des pertes de poids comparables (en %), avec un
maximum de perte de poids observé au 7¥me jour d’infection. Cependant,
contrairement aux jeunes adultes, les animaux agés n’ont toujours pas regagné leur
poids initial au jour 22 post-infection (Figure 69c). La plus grande morbidité
(reprise de poids corporel retardée) chez les animaux agés est associée a une charge
virale pulmonaire significativement plus élevée (Figure 69d) ainsi qu’a une réponse
antivirale pulmonaire plus importante (Figure 69e), a J7 post-infection,

comparativement aux animaux plus jeunes.
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Figure 69 : Parametres cliniques associés a I'infection par SARS-CoV-2
chez des hamsters jeunes adultes vs. agés. Des hamsters dorés jeunes adultes
(young adult) ou agés (old) sont infectés par SARS-CoV-2. a) Poids corporels des
hamsters jeunes adultes vs. 4gés, avant infection (g). b) Taux de glucose sanguin des
hamsters jeunes adultes vs. agés, avant infection (mg/dl). ¢) Evolution des poids
corporels des hamsters jeunes adultes vs. 4gés au cours de I'infection (% par rapport
au poids initial). d) Charge virale pulmonaire des hamsters jeunes adultes vs. agés
(RT-qPCR géne viral E) (nombre de copies/mg). La ligne pointillée indique la limite
de détection. e€) Expression des genes impliqués dans la réponse antivirale. n = 6-7
par groupe, sauf pour J22 agés : n = 3. Symbole * = effet de I'infection ; symbole # =
effet de I'age. a), b),d),e) test de Man-Whitney, c¢) test de Kruskall-Wallis.
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2) Impact de I'age sur les tissus adipeux blancs

Nous avons commencé par analyser I'impact de I'age sur les tissus adipeux blancs

sous-cutanés (SCAT) et viscéraux (EWAT), en dehors de toute infection.

a) Impact de I’age sur la taille des adipocytes et le métabolisme
des acides gras des tissus adipeux blancs

Une analyse morphométrique a été réalisée sur les tissus adipeux blancs sous-cutanés
(SCAT) et viscéraux (EWAT) des hamsters jeunes adultes vs. agés (non infectés).
Les résultats présentés Figure 70 montrent que, chez le hamster doré, le
vieillissement est associé a une diminution significative de la taille des adipocytes
composant le SCAT (panel de gauche), alors qu’aucune différence significative n’est
observée pour les adipocytes composant 'EWAT (panel de droite).
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Figure 70 : Impact de I’age sur la taille des adipocytes des tissus adipeux
blancs. La taille des adipocytes a été déterminée par une analyse morphométrique
du SCAT (panel gauche) et de 'TEWAT (panel droit) de hamsters jeunes adultes ou
agés, non infectés. Les adipocytes ont été classés en fonction de leur taille et
différentes classes de taille sont représentées. Les résultats sont présentés en
fréquence d’adipocytes par classe. Symbole # = effet de I'age. Test de Mann-Whitney.

De maniere intéressante, la plus petite taille des adipocytes composant le SCAT des
hamsters agés est associée a des altérations importantes du métabolisme des acides
gras de ce tissu (Figure 71) : en effet, nous observons une diminution significative de
I'expression des génes impliqués dans la lipolyse (Lipe, Pnpla2/3), ainsi que dans la
synthese (Fasn, Acab), 'oxydation (Cptia, Acadvl), et la désaturation (Scdi, Fads6)
des acides gras, dans le SCAT des hamsters agés, comparativement au tissu des

animaux plus jeunes.
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Lipolysis b  Fatty acid oxidation Figure 71: Impact de l'age
sur le métabolisme des
acides gras du tissu
adipeux sous-cutané.
Expression des genes impliqués
dans a) la lipolyse (Lipe,
Pnplaz/3), et dans b)
l'oxydation (Cptia, Acadvl), c)
la synthese (Fasn, Acab), et d)
la désaturation des acides gras
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Concernant TEWAT, pour lequel aucune différence de taille des adipocytes n’a été
constatée entre les animaux agés et jeunes adultes (cf. Figure 70), 'expression des
genes relatifs au métabolisme des lipides est comparable entre les 2 groupes
d’animaux (Figure 72).

Fatty acid oxidaton ~ Figure 72: Impact de
20 I’age sur le métabolisme
des acides gras du tissu
adipeux viscéral.
Expression des genes
impliqués dans a) la lipolyse
(Lipe, Pnplaz2/3), et b)
- I'oxydation (Cptia, Acadvl),
c Fatty acid synthesis  d FA desaturation c) la synthése (Fasn, Acab),
et d) la désaturation des
acides gras (Scdi, Fads6),
dans PEWAT des hamsters
jeunes adultes vs. agés, non
infectés, par RT-qPCR. n =
6-7 par groupe. Test de
Mann-Whitney.
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b) Impact de I’age sur la composition en cellules immunes et
P’état inflammatoire des tissus adipeux blancs

Aucune caractérisation phénotypique (et fonctionnelle) des cellules immunes des

tissus adipeux blancs de nos animaux n’étant possible par cytométrie en flux

(matériel non mis en place au P3, pour le moment), nous avons quantifié I’expression
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de genes spécifiques de plusieurs types et sous-types de cellules immunes, dans le
SCAT et TEWAT de hamsters jeunes adultes vs. agés : Cd3 (pan-lymphocytes T), Cd4
(majoritairement lymphocytes T auxiliaires), Cd8 (lymphocytes T cytotoxiques),
Cd11b (majoritairement monocytes/macrophages) et Cdiic (majoritairement cellules

dendritiques).

Les résultats, présentés Figure 773, montrent que le vieillissement est associé a une
augmentation significative de I'expression des genes Cd3, Cd4 et Cdi1b dans le SCAT
(Figure 773a), alors que dans TEWAT seule 'expression de Cd8 est significativement
augmentée (Figure 73b).
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Figure 73 : Impact de I’age sur les cellules immunes des tissus adipeux
blancs. Quantification de Iexpression des genes caractérisant différentes
populations et sous-populations de cellules immunes Cd3, Cd4, Cd8, Cdi11b et CDiic
dans : a) le SCAT et b) 'TEWAT des hamsters jeunes adultes vs. agés, non infectés,
par RT-qPCR. n = 6-7 par groupe. Symbole # = effet de 'age. Test de Mann-Whitney.

Afin d’évaluer le profil inflammatoire des tissus adipeux blancs des hamsters jeunes
adultes vs. agés, nous avons quantifié l'expression des genes associés a
I'inflammation : Tnfa, Ifng, Tqfb, Il1b et Stat1 dans le SCAT et 'EWAT. L’expression
de TIIl-10, cytokine anti-inflammatoire pouvant étre produite en contexte
inflammatoire pour réguler I'inflammation, a également été mesurée. Les résultats
montrent que le vieillissement est associé a une augmentation significative de
I'expression des genes Ifng, Il10 et Il1b dans le SCAT (Figure 774a), mais pas dans
PEWAT (Figure 74b). Aucune variation de I'expression des autres genes analysés

n’est notée dans le SCAT ou 'EWAT (résultats non présentés).
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Figure 74 : Impact de I’age sur le
statut inflammatoire des tissus
adipeux blancs. Quantification de
lexpression des geénes associés a
l'inflammation Ifng, Il10 et Il1b dans :
a) le SCAT et b) TEWAT des hamsters
jeunes adultes vs. agés, non infectés,
par RT-qPCR. n = 6-7 par groupe.
Symbole # = effet de l'age. Test de
Mann-Whitney.

c¢) Impact de I’age sur la sénescence des tissus adipeux blancs

Le vieillissement est associé a la sénescence tissulaire, y compris dans les tissus

adipeux blancs (Liu et al., 2020; Smith et al., 2021). En effet, nous montrons que

Iexpression des genes de sénescence P21 (Cdknia) et P16 (Cdknz2a) est

significativement plus élevée dans les dépots sous-cutanés et viscéraux des hamsters

agés, comparativement aux tissus des jeunes adultes (Figure 75).
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Figure 75 : Impact de I’dge sur la sénescence des tissus adipeux blancs.
Quantification de I'expression des genes associés a la sénescence P21 et P16 dans : a)
le SCAT et b) TEWAT des hamsters jeunes adultes vs. 4gés, non infectés, par RT-
gPCR. n = 6-7 par groupe. Symbole # = effet de 'age. Test de Man-Whitney.
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3) Impact de l'infection par SARS-CoV-2 sur les tissus adipeux

blancs
Nous avons ensuite étudié I'impact de l'infection par SARS-CoV-2 sur les tissus

adipeux blancs des hamsters jeunes adultes vs. 4gés.

a) Impact de l’infection par SARS-CoV-2 sur la taille des
adipocytes et le métabolisme des acides gras des tissus
adipeux blancs

L’analyse histomorphométrique du tissu adipeux sous-cutané montre que
I'infection entraine une diminution de la taille des adipocytes, a la fois chez les
hamsters jeunes adultes (Figure 776a) et les hamsters agés (Figure 76b), a 7 jours
post-infection (panels de gauche). De maniere intéressante, cet effet de I'infection

reste significatif a J22 post-infection (panels de droite).
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Figure 76: Impact de l'infection par SARS-CoV-2 sur la taille des
adipocytes du tissu adipeux sous-cutané. La taille des adipocytes a été
déterminée par une analyse morphométrique du SCAT de: a) hamsters jeunes
adultes et b) hamsters agés, aux jours 0, 7 et 22 post-infection. Les adipocytes ont été
classés en fonction de leur taille et différentes classes de taille sont représentées. Les
résultats sont présentés en fréquence d’adipocytes par classe. Symbole * = effet de
I'infection. Test de Mann-Whitney.
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Ces mémes conclusions sont également tirées des analyses histomorphométriques du
tissu adipeux viscéral (Figure 77): linfection par SARS-CoV-2 entraine une
diminution de la taille des adipocytes a la fois chez les hamsters jeunes adultes
(Figure 77a) et chez les animaux agés (Figure 77b) a J7 post-infection (panels de

gauche), et cet effet perdure a J22 post-infection (panels de droite).
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Figure 77 : Impact de linfection par SARS-CoV-2 sur la taille des
adipocytes du tissu adipeux viscéral. La taille des adipocytes a été déterminée
par une analyse morphométrique de TEWAT de : a) hamsters jeunes adultes et b)
hamsters agés, aux jours 0, 7 et 22 post-infection. Les adipocytes ont été classés en
fonction de leur taille et différentes classes de taille sont représentées. Les résultats
sont présentés en fréquence d’adipocytes par classe. Symbole * = effet de l'infection.
Test de Mann-Whitney.

Afin de déterminer si leffet de l'infection par SARS-CoV-2 sur la taille des
adipocytes composant le SCAT est liée a des modifications du métabolisme lipidique
du tissu, 'expression des genes impliqués dans la lipolyse (Lipe, Pnpla2/3), ainsi que
dans la synthese (Fasn, Acab), 'oxydation (Cptia, Acadvl), et la désaturation (Scdi,
Fadsé6) des acides gras, a été quantifié au cours de I'infection.

Les résultats (Figure 78) montrent que, concernant le SCAT des hamsters agés,
I'infection a peu d’impact sur l'expression de ’ensemble de ces genes, au jour 7
comme au jour 22. Chez les jeunes adultes, les expressions de Cptia, Fasn et Scd1

sont significativement diminuées, 7 jours post-infection.
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Figure 78 : Impact de l'infection par SARS-CoV-2 sur le métabolisme
lipidique du tissu adipeux sous-cutané. Quantification de l'expression des
genes impliqués dans a) la lipolyse (Lipe, Pnpla2/3), ainsi que dans b) 'oxydation
(Cpt1a, Acadvl), c) la synthese (Fasn, Acab) et d) la désaturation des acides gras
(Scd1, Fads6) dans le SCAT des hamsters jeunes adultes vs. agés, aux jours 0, 7 et 22
post-infection, par RT-qPCR. n = 6-7 par groupe, sauf pour J22 agés : n = 3. Symbole
# = effet de I'age, test de Mann-Whitney ; symbole * = effet de I'infection, test de
Kruskall-Wallis.

Concernant 'EWAT, nous pouvons observer (Figure 79) que l'infection par SARS-
CoV-2 impacte de facon trés marginale I'expression des genes impliqués dans la

régulation du métabolisme lipidique dans 'EWAT, 7 jours et 22 jours post-infection.
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Figure 79 : Impact de l'infection par SARS-CoV-2 sur le métabolisme
lipidique du tissu adipeux viscéral. Quantification de 'expression des genes
impliqués dans a) la lipolyse (Lipe, Pnpla2/3), ainsi que dans b) 'oxydation (Cptia,
Acadvl), ¢) la synthese (Fasn, Acab) et d) la désaturation des acides gras (Scdi,
Fads6) dans TEWAT des hamsters jeunes adultes vs. agés, aux jours 0, 7 et 22 post-
infection, par RT-qPCR. n = 6-7 par groupe, sauf pour J22 agés : n = 3. Symbole # =
effet de 'age test de Mann-Whitney ; symbole * = effet de I'infection, test de Kruskall-
Wallis.

b) Impact de 'infection par SARS-CoV-2 sur la composition en
cellules immunes des tissus adipeux blancs

L’impact de l'infection par SARS-CoV-2 sur les cellules immunes du SCAT a été
analysé via la quantification des genes Cd3, Cd4, Cd8, Cd11b et Cdiic. Dans ce dépét,
seuls les genes Cd3, Cd4 et Cdiib présentent des variations de leur expression au
cours de l'infection (Figure 80). Nous constatons une augmentation de Cd3 et Cd4 a
J7 post-infection uniquement chez les hamsters jeunes adultes. De maniére
intéressante, seul le gene Cd11b voit son expression diminuée lors de I'infection chez
les animaux agés, effet qui reste significatif a J22 post-infection. Ces résultats
suggerent que la réponse immunitaire dans les SCATs des hamsters agés infectés est

altérée (pas de réponse des lymphocytes T et mortalité des macrophages ?).
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Figure 80: Impact de linfection par SARS-CoV-2 sur les cellules
immunes du tissu adipeux sous-cutané. Quantification de I'expression des
genes Cd3, Cd4 et Cd11b dans le SCAT des hamsters jeunes adultes vs. agés, aux jours
0, 7 et 22 post-infection, par RT-qPCR. n = 6-7 par groupe, sauf pour J22 4gés : n = 3.
Symbole # = effet de I'age, test de Mann-Whitney ; symbole * = effet de I'infection,
test de Kruskall-Wallis.

Concernant TEWAT, nous constatons que, selon le groupe d’age ou le temps post-
infection, I'ensemble des genes analysés a une expression qui est modulée par
I'infection par SARS-CoV-2 (Figure 81) : il est intéressant de noter I'augmentation
de I'expression de Cd3, Cd4 et Cd8 chez les animaux jeunes adultes alors que seule
I'expression de Cd3 est augmentée chez les animaux agés, suggérant également une

altération de la réponse immunitaire dans les EWATs des hamsters agés infectés.
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Figure 81 : Impact de l'infection par SARS-CoV-2 sur les cellules immunes
du tissu adipeux viscéral. Quantification de 'expression des génes Cd3, Cd4, Cd8,
Cd11b et Cdiic dans TEWAT des hamsters jeunes adultes vs. agés, aux jours o, 7 et 22
post-infection, par RT-qPCR. n = 6-7 par groupe, sauf pour J22 4gés : n = 3. Symbole
# = effet de I'age, test de Mann-Whitney ; symbole * = effet de I'infection, test de
Kruskal-Wallis.
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c) Présence de SARS-CoV-2 dans les tissus adipeux blancs
Les variations de certaines populations et sous-populations de cellules immunes
induites par l'infection par SARS-CoV-2 nous ont ensuite amené a quantifier le
génome viral dans les tissus adipeux blancs des hamsters jeunes adultes vs. agés.
Les résultats montrent que du génome viral (gene E) est principalement détecté dans

le SCAT des hamsters agés (4 animaux sur 5), a J7 post-infection (Figure 82).
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Figure 82 : Quantification du génome viral dans les tissus adipeux blancs.
Charge virale dans le SCAT et 'EWAT des hamsters jeunes adultes vs. agés, aux jours
0, 7 et 22 post-infection (RT-qPCR gene viral E) (nombre de copies/mg). La ligne
pointillée indique la limite de détection. n = 5-7 par groupe, sauf pour J22 agés : n =
3. Test de Mann-Whitney.

d) Impact de 'infection par SARS-CoV-2 sur ’histologie des

tissus adipeux blancs

L’analyse histologique des tissus adipeux (Figure 83), permet de visualiser
I'impact de l'infection sur la taille des adipocytes composant le SCAT (Figure 83a) et
EWAT (Figure 83b), effet qui persiste a J22 post-infection.
Cependant, 'observation la plus marquante et la plus originale est la présence de tres
nombreuses et tres larges zones de nécrose adipocytaire, uniquement dans le SCAT
des hamsters agés, observation qui perdure au jour 22 post-infection.
Nota bene: Ces structures particulieres avaient été exclues lors de I’analyse

histomorphométrique.
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Figure 83: Impact de linfection par SARS-CoV-2 sur l’histologie des
tissus adipeux blancs. Images représentatives de coupes histologiques : a) du
SCAT et b) de TEWAT de hamsters jeunes adultes vs. 4gés, aux jours 0, 7 et 22 post-
infection (coloration hématoxyline/éosine, 5mm épaisseur).

Les structures mises en évidence dans le SCAT des animaux agés infectés par SARS-
CoV-2 rappellent les « Crown-like structures » (CLS) identifiées dans le tissu adipeux
blanc dans un contexte d’obésité (Altintas et al., 2011; Cinti et al., 2005; Murano et
al., 2008), et plus exactement les tres larges CLS, dénommées « Cyst-like
structures » (CyLS) identifiées dans le tissu adipeux blanc sous-cutané de personnes
obeses présentant un diabéte de type 2 (Camastra et al., 2017).

Nous réalisons actuellement des analyses complémentaires (marquages sur nos
coupes histologiques, notamment) afin de confirmer que I'infection par SARS-CoV-2

conduit a la formation de CyLS dans les SCAT des hamsters agés.
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IV. Discussion

Nos résultats montrent que, chez le hamster Syrien, le vieillissement est
associé a 'apparition de cellules sénescentes (exprimant P21 et P16) dans les deux
dépots majeurs de tissus adipeux blancs que sont le dépot sous-cutané inguinal
et le dépot viscéral épidydymal.

De maniére intéressante, le vieillissement est associé a des changements du
métabolisme des acides gras (se traduisant par une réduction de la taille des
adipocytes), du profil de cellules immunes (se traduisant par une augmentation
des lymphocytes CD4 et des monocytes/macrophages), et du profil inflammatoire
(se traduisant par un état proinflammatoire : l'inflammaging) du dépot sous-
cutané de tissu adipeux blanc (alors qu’aucun changement n’est noté dans le dépé6t
viscéral). Cet effet dépot-spécifique du vieillissement sur les tissus adipeux blancs n’a,

a notre connaissance, jamais été décrit chez le hamster.

Concernant I'impact de I'infection par SARS-CoV-2, nos résultats montrent que :

(1) L’infection par SARS-CoV-2 est plus sévere - en termes de
morbimortalité - chez les hamsters agés que chez les animaux jeunes adultes,
confirmant les données épidémiologiques obtenues chez 'Homme (Bonanad et al.,
2020; Yanez et al., 2020). Au 7me jour d’infection, la charge virale et la réponse
antivirale sont plus importantes dans les poumons des hamsters agés que dans les
poumons des jeunes adultes, et a distance de 'infection (i.e. au jour 22), les animaux

agés n’ont toujours pas récupéré de la perte de poids corporel induite par 'infection.

(2) L'infection par SARS-CoV-2 est associée a une réduction de la taille
des adipocytes du tissu adipeux blanc sous-cutané et du tissu adipeux blanc
viscéral, en accord avec la récente bibliographie qui rapporte une augmentation de
la lipolyse des triglycérides dans les tissus adipeux blancs de patients atteints de
COVID-19, se traduisant notamment par une augmentation des taux sanguins
d’acides gras libres (Thomas et al., 2020). De maniere intéressante, cet effet persiste
chez les hamsters infectés jusqu’a 22 jours post-infection.

(3) L'infection par SARS-CoV-2 est associée a des changements du profil
de cellules immunes dans les tissus adipeux blancs, uniquement chez les hamsters

jeunes adultes. L’état de sénescence des cellules immunes des tissus adipeux blancs
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des animaux agés est probablement responsable du manque de réponse immune
induite par l'infection chez ces animaux.

(4) L’observation la plus intéressante, originale et novatrice, faite lors de notre
étude est l'impact de l'infection par SARS-CoV-2 sur l'histologie du tissu
adipeux blanc sous-cutané des hamsters agés. Dans ce dépdt, pour lequel nous
avons montré une altération marquée du métabolisme des acides gras (préalablement
a l'infection), de trés larges zones de nécrose adipocytaire sont en effet observées. Ces
structures sont semblables aux « Crown-like structures » (CLS) observables dans
les tissus adipeux en contexte d’obésité (dans lequel la lipolyse est également
augmentée) : les CLS correspondent a des adipocytes dysfonctionnels, nécrotiques ou
apoptotiques, qui sont éliminés du tissu par des macrophages qui s’organisent en
couronne autour de I'adipocyte (Altintas et al., 2011; Cinti et al., 2005; Murano et al.,
2008). Les structures que nous observons sont semblables, mais non identiques aux
CLS : elles sont de taille beaucoup plus importante (environ 10 fois plus larges qu’un
adipocyte hypertrophique ou qu'un CLS classique) et sont en fait comparables aux
« Cyst-like structures » (CyLS) décrites dans le tissu adipeux blanc sous-cutané
(et non viscéral) de personnes obeses et diabétiques (Camastra et al., 2017). De
maniere remarquable, ces structures sont observables a J7 post-infection (jour auquel

du virus est détecté dans le tissu) et persistent a distance de I'infection (J22).

Ainsi que nous le discuterons dans le Chapitre suivant, nos résultats pourraient
mettre en évidence la régulation du métabolisme des acides gras (et notamment la
régulation du ratio triglycérides/phospholipides) par le virus SARS-CoV-2.

La rédaction de l'article est en cours (soumission prévue en Février 2022).
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Discussion générale
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Les infections virales respiratoires représentent un enjeu de santé
publique et économique important. Les virus influenza (dont les IAV,
responsables de la grippe) et les coronavirus (dont le SARS-CoV-2, responsable de la
COVID-19) font partie des virus les plus fréquemment détectés chez des patients
présentant une infection des voies respiratoires inférieures, et ayant nécessité une
hospitalisation (Nguyen et al., 2016). Par an, les épidémies de grippe touchent entre 2
et 6 millions de personnes en France (Bessis, 2020), et entrainent jusque 650 000
déces dans le monde (OMS). Le cotit moyen des hospitalisations liées a la grippe en
France est estimé a 79 millions d’euros (Bessis, 2020) auquel il faut ajouter les pertes
économiques découlant des arréts maladie. Des enquétes ont été réalisées sur
I'épidémie de grippe B (2005-2006) a la demande du Groupe d’Expertise et
d’Information sur la Grippe, et rapportent un cotit total de 103 millions d’euros en

France (certainement sous-estimé, d’apres http://www.grippe-geig.com/impact-

economique.html). La COVID-19, maladie toujours en évolution a 'heure actuelle, a

touché plus de 9 millions de personnes et a provoqué un peu plus de 120 000 déces
en France. Dans le monde, plus de 5 millions de déces ont été recensés depuis le

début de la pandémie en novembre 2019 (d’apres https://www.coronavirus-

statistiques.com/stats-pays/coronavirus-nombre-de-cas-en-france/ et

https://www.santepubliquefrance.fr/dossiers/coronavirus-covid-19/coronavirus-

chiffres-cles-et-evolution-de-la-covid-19-en-france-et-dans-le-monde a la date du

29/12/2021). En France, I'arrét partiel de I’activité économique lors du confinement
en mars-avril 2020 a conduit a une réduction de 6% du produit intérieur brut (PIB).

Malgré la reprise de I’activité économique, le PIB moyen en 2021 est inférieur de 2% a

celui d’avant la pandémie (d’apres https://blog.insee.fr/larithmetique-de-la-crise-

bien-comprendre-les-chiffres-de-croissance-en-temps-de-covid-19/).

De facon intéressante, la grippe et la COVID-19 partagent de nombreux points
communs, notamment au niveau épidémiologique. En effet, les mémes facteurs
de risques favorisant le développement de formes séveres de la maladie ont été
identifiés dans ces deux pathologies, notamment 'age (= 65 ans) et 'obésité
(surpoids inclus). Il est important de relever que, chez les individus 4gés comme chez
les personnes en surpoids ou obeses, il y a de nombreuses altérations des tissus
adipeux blancs (i.e. masses, répartition entre les dép6ts sous-cutanés et viscéraux,

changements métaboliques, modification des sécrétions, et de la composition en
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cellules immunes). Les modifications (qualitatives et quantitatives) des cellules
immunes présentes au sein du tissu adipeux blanc associées a I'dge ainsi qu’a
P'obésité, pourraient contribuer a la plus grande susceptibilité des individus agés ou
obeses aux formes séveres de grippe ou de COVID-19. En effet, le tissu adipeux blanc
a un réle immunitaire important : il régule le systeme immunitaire par la sécrétion
d’adipokines (Fasshauer and Bliiher, 2015), et participe directement aux défenses
contre les pathogénes en produisant des peptides antimicrobiens (comme les
cathélicidines, dans le cas particulier des adipocytes du derme) (Zhang et al., 2015),
et/ou en servant de tissu réservoir aux lymphocytes T mémoires (Han et al., 2017;
Misumi et al., 2019). Le role des cellules immunes du tissu adipeux blanc en contexte
infectieux dans des sujets normopondéraux (non obéeses) n’a pas encore été étudié.

En dépit des altérations majeures (métaboliques, immunitaires, inflammatoires) du
tissu adipeux blanc associées au vieillissement et a 'obésité, le role du tissu adipeux
blanc dans la physiopathologie des infections n’a que tres peu été étudié (Damouche
et al., 2015; Han et al., 2017; Misumi et al., 2019). C’est pourquoi notre équipe émet
I’hypothese que le tissu adipeux blanc pourrait jouer un réle important (et sous-
estimé) dans la physiopathologie de la grippe et de la COVID-19, ce qui est

également suggéré par d’autres équipes pour la COVID-19.

En étudiant les conséquences de I'infection par le virus influenza A sur les tissus
adipeux blancs, chez la souris, notre équipe a mis en évidence le brunissement du
tissu adipeux blanc sous-cutané (SCAT), et non du dépdt viscéral, a 7 jours post-
infection (Ayari et al., 2020). Il s’agissait de la premiere observation du brunissement
du tissu adipeux blanc lors d’'une infection virale respiratoire. Le brunissement du
tissu adipeux blanc avait déja été reporté dans le cadre d’une infection parasitaire par
un helminthe, Heligmosomoides polygyrus (Su et al., 2018). Notre équipe a
également montré que l'infection de préadipocytes in vitro induit 'expression des
genes thermogéniques, dont Ucpi, et conduit a une modification de la morphologie
du réticulum endoplasmique. Au vu de ces résultats et de la littérature, notre équipe a
émis ’hypothese dun réle possible du stress du réticulum endoplasmique et de la
réponse UPR dans le brunissement du SCAT lors de I'infection par le virus influenza
A. Par ailleurs, suite a I’émergence mondiale du virus SARS-CoV-2 et de la pandémie
qui en résulte, notre équipe a mis en place un modele d’étude de la COVID-19, chez le

hamster (doré) Syrien. Nous en avons tiré profit pour étudier les effets de I'infection
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par SARS-CoV-2 sur les tissus adipeux blancs, effets qui sont actuellement peu
connus.

Ainsi, les objectifs de ma these étaient de 1) déterminer le role du stress du réticulum
endoplasmique et de la réponse UPR dans le brunissement du tissu adipeux blanc
sous-cutané observé lors de 'infection par le virus de la grippe, et 2) étudier les effets
de l'infection par le SARS-CoV-2 sur les tissus adipeux blancs des hamsters jeunes

adultes ou agés.

Le brunissement du tissu adipeux blanc lors de l'infection par le virus
influenza A (souche saisonniére [H3N2]) a été observé 7 jours post-infection et
n’est plus visible 20 semaines apres l'infection (Ayari et al., 2020). Lors de ma these
nous avons précisé la cinétique du brunissement par analyse des coupes histologiques
du SCAT de souris infectées. Nous avons montré que le brunissement du SCAT se met
en place des J4 post-infection, est maximal a J7 et disparait rapidement puisqu’il
n’est plus observable a Ji4. Le caractére réversible du brunissement a déja été
documenté. En effet, apres l'induction du brunissement par différents stimuli
(traitement par un agoniste du récepteur f3-adrénergique et exposition au froid), 5
jours apres l'arrét du stimulus, 'expression d’'UCP1 par les adipocytes beiges régresse
progressivement jusqu’a disparaitre complétement au bout de 10 jours (agoniste du
récepteur f3-adrénergique) et apres 15 jours (exposition au froid) (Altshuler-Keylin
et al., 2016). De maniere intéressante, dans notre modele d’infection par IAV,
I’évolution de la charge virale est concomitante au brunissement. Nous détectons du
génome viral dans les tissus adipeux blancs a partir de J4 post-infection, le pic de la
charge virale est a J7 comme le pic du brunissement, et PARN viral n’est plus
détectable dans les tissus adipeux blancs des souris a Ji4. De ce fait, et parce que
linfection de préadipocytes in vitro par IAV induit l'expression des genes
thermogéniques, nous pensons que le brunissement (SCAT)/l'induction de la
thermogénese (préadipocytes) résultent, au moins partiellement, d’'un effet direct de

I'infection par IAV sur les cellules et tissus adipeux.

Les infections virales induisent un stress du réticulum endoplasmique et
une réponse UPR dans les cellules hétes. C’est notamment le cas du virus influenza A.
A Texception d’'une étude montrant l'induction de I'UPR (activation d’ATF6 et

expression de CHOP) dans les poumons de souris infectée par IAV ([Hi1N1]) (Pociask
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et al., 2017), seules des études in vitro ont décrit la réponse UPR induite lors de
I'infection par IAV de cellules épithéliales pulmonaires (Hassan et al., 2012; Hrincius
et al., 2015) ou de cellules épithéliales thymiques (Roberson et al., 2012).

Lors de ma thése, nous avons confirmé et précisé I'induction d’'un stress du RE et de
la réponse UPR dans les poumons de souris infectées par IAV ([H3N2]), et nous
avons caractérisé pour la premiere fois, le stress du RE et la réponse UPR dans les
tissus adipeux blancs au cours de l'infection. Nous montrons, chez la souris, que
I'infection par IAV conduit a l'activation des 3 voies UPR (PERK, IRE1a, ATF6) dans
les poumons, alors que la voie PERK est majoritairement induite dans le tissu
adipeux blanc sous-cutané (ainsi que, de maniere moindre, la voie IRE1a) et
qu'aucune réponse UPR n’est activée dans le tissu adipeux blanc viscéral. De facon
similaire, la voie PERK est prédominante dans les poumons et le SCAT des souris
« grippées ». Les analyses de corrélations entre les expressions des genes du
brunissement, de 'UPR et ’ARN viral ont révélé des corrélations entre I’ARN viral et
I'UPR, et 'UPR et le brunissement ; confortant I'idée que l'infection induit une
réponse UPR qui régulerait le brunissement dans le tissu adipeux blanc sous-cutané.
D’ailleurs, le stress du réticulum endoplasmique et la réponse UPR ont été proposé
comme nouveaux régulateurs du brunissement dans une littérature récente. La voie
PERK n’est que depuis tres récemment connue comme régulatrice du brunissement
et de la thermogénese. Ainsi, nous avons émis 'hypothese que I'activation de la voie
PERK est responsable de 'apparition du brunissement lors de l'infection de souris
par IAV. L’activation de 'UPR dans les préadipocytes infectés in vitro renforce cette
hypothese. En effet, comme dans le SCAT, les voies IRE1a et PERK sont activées dans
les préadipocytes infectés par IAV ([H3N2]), la voie PERK étant également
prédominante dans les préadipocytes. De plus, les analyses de corrélations a partir
des résultats in vitro montrent I’existence de corrélations entre 'ARN viral et 'UPR,

entre 'UPR et le brunissement, ainsi qu’entre ’ARN viral et Ucp1.

Pour confirmer le role de la voie PERK dans le brunissement du tissu adipeux
blanc, nous avons utilisé une approche in silico consistant en I'analyse des sites de
fixation putatifs de facteurs de transcription. Plusieurs sites de fixation potentiels
pour des facteurs de la voie PERK (CHOP, ATF4, ATF3) ont été identifiés et
également un site CARE. L'expression d’ATF4 permet dans un premier temps,

laugmentation de la transcription des genes cibles contenant un site CARE, ce qui
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permet la production des facteurs CHOP (Su and Kilberg, 2008), ATF3 (Pan et al.,
2003, 2007) et C/EBP (Chen et al., 2005; Thiaville et al., 2008). Dans un second
temps, ces facteurs vont se lier au site CARE et réprimer la transcription (Shan et al.,
2009). Ceci suggére que la voie PERK aurait plutét un role inhibiteur sur le
brunissement du tissu adipeux blanc, en supposant que les facteurs de la voie PERK
se fixent effectivement a la région régulatrice du promoteur d’Ucpi1 (des expériences
de ChIP-PCR sont en cours). ATF4 avait notamment déja été identifié comme un
répresseur de la thermogénese du tissu adipeux brun et de I'expression d’Ucp1 (Wang
et al., 2010).

Afin de préciser le role de la voie PERK dans I'induction de la thermogénese nous
avons eu recours a des expériences d’inhibition par des siRNAs dans deux modéles :
le modele de stress du réticulum endoplasmique induit par la tunicamycine
(activation des 3 voies de 'UPR), et le modele du stress du réticulum endoplasmique
induit par l'infection par IAV (activation de la voie PERK). La comparaison des deux
modeles nous a d’abord permis de montrer que la réponse UPR induite par le virus
est spécifique de l'infection et non une réponse stéréotypée a toute forme de stress du
RE. Les expériences d’inhibition lors de l'infection des préadipocytes par IAV
semblent indiquer un role opposé entre PERK et PKR. PERK serait un inducteur de
Pexpression d’Ucp1 (résultat également observé dans le modele de traitement a la
tunicamycine) alors que PKR serait plut6t un répresseur. Le role inducteur de PERK
dans le brunissement est cohérent avec la littérature, d’autant plus qu’une étude
récente montre que les souris déficientes en PERK sont intolérantes au froid et ont un
défaut de brunissement du tissu adipeux blanc (Latorre-Muro et al.,, 2021).
Cependant, l'activation de PERK et de PKR conduit dans les deux cas a la
phosphorylation d’eIF2a et a la production d’ATF4. De plus l'inhibition d’ATF4 n’a
pas d’effet sur 'expression d’Ucp1 (dans le modeéle d’'infection des préadipocytes par
IAV), ou augmente I'expression d’Ucpi1 (donc ATF4 aurait un role inhibiteur, dans le
modéle de traitement a la tunicamycine). Comment expliquer que 2 kinases (PERK et
PKR) qui activent la méme voie de signalisation auraient deux réles opposés ? Une
explication possible est I'existence de voies alternatives a la voie PERK-eIF2a-ATF4.
En effet, PERK joue un role essentiel dans la biologie des mitochondries via la
phosphorylation d’autres facteurs que elF2a (Cannon and Nedergaard, 2021). PERK
permet notamment la formation de nouvelle crétes mitochondriales en

phosphorylant la O-GlcNAc (O-linked N-acetylglucosamine) transférase (OGT)
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(Latorre-Muro et al., 2021). PERK permet également la synthese des protéines de la
membrane interne mitochondriale, dont Ucpi1, via linduction de I'expression de
GABPa (dans ce cas, la cible de la phosphorylation de PERK n’est pas connue) (Kato

et al., 2020).

Ainsi, pour expliquer I'induction de la thermogénese lors de I'infection par le virus
influenza A, nous proposons le modele suivant (Figure 84): linfection des
préadipocytes par IAV induit un stress du réticulum endoplasmique et 'activation de
PERK. L’activation de PERK déclenche la voie canonique de PERK i.e. la voie PERK-
elF2a-ATF4. ATF4 permet la production de facteurs de transcription tels que ATF3 et
CHOP qui pourraient réprimer la thermogéneése (d’apres notre analyse in silico et le
role répresseur d’ATF4 montré par Wang et al., 2010) mais également de facteurs tel
que NRF2 (Nuclear factor erythroid-derived 2-like 2) qui joue un réle dans la
biogénese mitochondriale (Merry and Ristow, 2016) et pourrait ainsi favoriser la
thermogénese. Par ailleurs, l'activation de PERK permet la phosphorylation de
GABPa qui permet la biogénese des protéines de la membrane interne

mitochondriale dont Ucp1 qui est nécessaire a la thermogénese (Kato et al., 2020).
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Figure 84 : Modele proposé
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thermogéneése par PERK lors
de l'infection par IAV.
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A Theure actuelle, il nous reste a compléter notre cinétique du brunissement du
SCAT lors de linfection de souris par IAV par les Western Blots quantifiant
I'expression de la protéine UCP1 dans les tissus adipeux blancs. En parallele, des
Western Blots ciblant les voies UPR seront réalisés. Le role de la voie PERK dans le
brunissement du tissu adipeux blanc sous-cutané in vivo sera confirmé par
l'utilisation d’un inhibiteur chimique de PERK, le GSK265657. Par ailleurs, nous
confirmerons 'existence et la fonctionnalité des sites putatifs de fixation des facteurs
de la voie PERK, localisés dans la région régulatrice du promoteur d’Ucpi, par des
expériences de ChIP-PCR. Dans le modele d'infection par IAV des préadipocytes in
vitro, nous confirmerons au niveau protéique (Western Blots) ce que nous avons
démontré au niveau génique (PCR) : 1) l'activation des voies UPR, 2) l'efficacité des
siRNAs, et 3) 'expression d’'UCP1 lors de l'infection associée ou non au traitement
par les différents siRNAs. Les expériences d’inhibition par des siRNAs seront
reproduites et complétées avec des siRNAs ciblant les autres facteurs induits suite a
lactivation de PERK, notamment GABPa, NRF2 et ATF3. L’induction de la
thermogénese suite a l'infection des préadipocytes par IAV sera confirmée par
mesure de la température intracellulaire (sonde fluorescente thermosensible), et
mesure de différents métabolites dont ’TAMPc, la détermination du ratio ADP/ATP et
du ratio NADP/NADPH, lesquels sont modifiés lors de la thermogénese. A plus long
terme, il pourrait étre intéressant de vérifier si une autre souche d’IAV (par exemple,
[HiN1]) conduit également au brunissement du tissu adipeux blanc chez les souris, et
a lactivation de la thermogénese dans les préadipocytes infectés. En complément,
nous pourrions également essayer de reproduire nos résultats dans une lignée de

préadipocytes humains.

Quelques remarques concernant notre modele d’étude du brunissement in vivo
peuvent étre émises. En effet, les souris sont hébergées dans une animalerie ou la
température de lair est maintenue a 20°C, ce qui ne correspond pas a la
thermoneutralité (30°C) pour les souris. Le brunissement étant induit par le froid, les
conditions d’hébergement représentent un biais important. Cependant, nous n’avons
pas observé de brunissement des tissu adipeux blancs dans les souris non infectées (a
I'exception de quelques adipocytes beiges - zone tres restreinte - dans 2 souris). Les
conditions d’hébergement n’ont donc pas d’impact significatif sur notre modele

d’étude, bien qu'on ne puisse pas totalement exclure qu’elles pourraient faciliter
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Papparition des adipocytes beiges. D’autre part, lors de 'infection par IAV les souris
réduisent leur prise alimentaire (progressivement entre J4 et J6 post-infection, stable
mais faible - moins d’1 gramme par souris - a J7 et J8) et recommencent a manger
progressivement (entre J9 et J11) (Sencio et al., 2020). Cette modification dans
lalimentation des souris au cours de l'infection pourrait s’apparenter a un jetine et
ainsi favoriser le brunissement. Cependant, I'arrét de la prise alimentaire n’est pas
complet, et la modification du microbiote observée lors de I'infection ne correspond
pas a celle observée lors dun jeline (pas d’augmentation de la proportion des
Firmicutes) (Li et al., 2017; Liu et al., 2019; Sencio et al., 2020). C’est pourquoi nous
ne pensons pas que la baisse de la prise alimentaire lors de I'infection participe au

brunissement du tissu adipeux blanc sous-cutané.

Le brunissement du tissu adipeux blanc étant induit par différents mécanismes,
il serait intéressant d’investiguer le role des autres mécanismes dans le brunissement
du SCAT lors de linfection par IAV, notamment 1) le role des hormones
thyroidiennes, en supposant que linfection provoque des variations des taux
d’hormones thyroidiennes (la mesure de la T4 dans le sang a été réalisée (Figure 85)
et montre une augmentation de son taux a partir de J7, elle doit étre complétée par la
mesure de la T3) et surtout 2) le role du systeme immunitaire
(développement/maintien d’'un profil de type 2 et activation des cellules immunes du
tissu adipeux ?). L'impact de l'infection par IAV sur les cellules immunes du tissu
adipeux blanc fait d’ailleurs 'objet d'un nouveau projet de thése au sein de notre
équipe. De plus, pour renforcer ou non, l'effet dépot spécifique de l'infection
(brunissement dans le SCAT et non dans 'EWAT, UPR induite dans le SCAT et non
dans 'EWAT), nous pourrions vérifier si I'infection induit également 'activation de la

thermogénese dans le tissu adipeux brun des souris infectées.
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Figure 85 : Variation du taux de T4 sanguin de souris infectées par IAV.
Le sang des souris a été prélevé lors des sacrifices a chaque temps de la cinétique (Jo,
J2,J4,J7,J14, J28). La mesure du taux de T4 sanguin a été réalisée par ELISA. n=5 a
Jo et n=6 de J2 a J28. Test de Kruskall-Wallis.

Induire le brunissement du tissu adipeux blanc est considéré comme une
stratégie thérapeutique de lutte contre l'obésité et les désordres meétaboliques.
Etudier les mécanismes d’induction du brunissement pourrait permettre de trouver
de nouvelles cibles thérapeutiques.

La découverte du brunissement du tissu adipeux blanc lors d’une infection virale pose
la question de '« intérét » du brunissement pour le virus ou pour I’hé6te infecté. De
mon point de vue, le brunissement du tissu adipeux blanc est un mécanisme de
défense, mis en place au cours de l'infection, pour restreindre la multiplication du
virus dans le tissu et les cellules adipeuses. Lors de l'infection, nous observons une
diminution de la glycolyse et de la phosphorylation oxydative dans les tissus adipeux
blancs sous-cutanés (Ayari et al.,, 2020). Or, la glycolyse et 'ATP produit par la
phosphorylation oxydative sont essentiels a la réplication virale (cf. Introduction). Le
brunissement du SCAT est un moyen supplémentaire de réduire la production d’ATP
au sein du tissu. En effet, les protons générés apres -oxydation sont déviés par UCP1
au profit de la thermogénese (réduisant ainsi 'ATP produit par 'ATP synthase). De
plus, l'activation de la thermogénese dans le tissu adipeux sous-cutané pourrait
améliorer lefficacité de la réponse immunitaire en augmentant la température
localement. Chez I'Homme, nous pourrions imaginer que linduction du
brunissement lors de l'infection par IAV (sous réserve que l'infection induit aussi le

brunissement du SCAT chez 'Homme), pourrait également contribuer a la fiévre
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mise en place pour lutter contre I'infection (le tissu adipeux brun ayant été impliqué

dans I'induction de la fievre (Morrison et al., 2012)).

Dans le contexte de I'infection par SARS-CoV-2 dans le modéle du hamster
(doré) Syrien, nos résultats renforcent l'intérét de prendre en compte les tissus
adipeux blancs dans la recherche de la compréhension de la physiopathologie des
infections virales respiratoires.

Outre confirmer que l'infection par SARS-CoV-2 est plus sévere chez les sujets agés
que chez les jeunes adultes (en termes de morbimortalité) (Bonanad et al., 2020;
Yanez et al., 2020), nous mettons en effet en évidence que l'infection par SARS-
CoV-2 est associée a 'augmentation de la lipolyse (réduction de la taille des
adipocytes) dans les dépots sous-cutanés et viscéraux de tissus adipeux blancs, effet
qui persiste a J22 uniquement chez les hamsters agés. En cela, nos résultats sont en
accord avec la littérature qui rapporte que l'infection par SARS-CoV-2 augmente la
lipolyse du tissu adipeux blanc (Wu et al., 2020a; Zickler et al., 2021); participant
ainsi aux importantes altérations du métabolisme lipidique systémique décrites chez
des patients atteints de la COVID-19, notamment de ses formes les plus séveres
(Casari et al., 2021; Schwarz et al., 2021; Song et al., 2020; Wu et al., 2020a).

De maniéere intéressante, la lipolyse basale du tissu adipeux blanc sous-cutané des
animaux agés est plus élevée que celle du tissu des animaux plus jeunes, et c’est
justement dans ce dépot (tissu adipeux sous-cutané) et dans ce groupe d’age
(individus agés) que nous observons des structures comparables aux « Crown-like
structures » (CLS) décrites dans les tissus adipeux blancs de sujets (souris et
Homme) obéses (contexte dans lequel il y a également une augmentation de la
lipolyse). En condition d’obésité, la majorité (90%) des macrophages
proinflammatoires recrutés dans le tissu adipeux blanc s’organise en couronne (au
niveau de laquelle les macrophages sont souvent fusionnés en syncytium) entourant
la gouttelette lipidique résiduelle des adipocytes mourants ou morts : ce sont les CLS

(Figure 86) (Cinti et al., 2005).
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Figure 86: Crown-like structures (CLS). Histologie et immunohistochimie des
structures en forme de couronne (CLS) (astérisques) présentes dans les tissus
adipeux blancs de souris obeses. A) Macrophages entourant une gouttelette lipidique
(marquage au bleu de toluidine). B) Marquage de la périlipine (immunomarquage),
un marqueur des adipocytes vivants, absent des CLS. C) et D) respectivement,
marquages de 'ADRP et de MAC2, deux marqueurs de macrophages fonctionnels.
Echelle = 15 mm pour A et 25 mm pour B-D. Tiré de Cinti et al. 2006.

Cependant, les structures que nous observons dans le tissu adipeux blanc sous-cutané
des hamsters agés (a J7 et a J22) sont comparables, mais non identiques, aux CLS (cf.
Figure 83 page 158). En effet, leur taille est presque 10 fois plus importante que
celle des CLS classiques. En cela, les structures que nous observons sont similaires
aux « Cyst-like-structures » (CyLS) (Figure 87), qui ont été décrites dans le tissu

adipeux blanc sous-cutané (et non viscéral, comme dans notre modele) de patients

obeses et diabétiques (Camastra et al., 2017)

30 um

Images représentatives de coupes
histologiques de SCAT d’individus obeses et diabétiques. A) CyLS formées de
macrophages (marquage CD68) et de cellules géantes multinuclées (multinucleated
giant cells = MGC) entourant des lipides ou un adipocyte hypertrophique. La taille
énorme des CyLS est comparée a celle d'une CLS classique. B) Agrandissement de la
partie encadrée sur le panel de gauche. Tiré de Camastra et al., 2017.
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A ce stade, nous n’avons que des hypotheéses (non mutuellement exclusives)
pour expliquer la formation de ces CLS géantes : les CyLS, dans le tissu adipeux blanc
sous-cutané (et non dans le dépot viscéral) des hamsters agés (et non chez les
animaux plus jeunes) qui, remarquablement, persistent a distance de l'infection
(J22).

- Il est connu que le vieillissement est associé a des altérations quantitatives et
fonctionnelles des progéniteurs des adipocytes présents dans la fraction
stromavasculaire du tissu adipeux blanc, notamment leur capacité a se différencier en
adipocytes matures (De Carvalho et al., 2019). Ainsi, dans le SCAT des hamsters agés,
les adipocytes morts ne seraient pas remplacés par de nouveaux adipocytes formés
par adipogenese in situ : défaut d’adipogeneése dans le tissu adipeux sous-cutané
des hamsters agés.

- Le role essentiel des CLS est d’éliminer (scavenger) les débris d’adipocytes morts
(i.e. essentiellement les lipides de la gouttelette lipidique), reconnus comme des corps
étrangers, permettant ainsi le retour a I’homéostasie tissulaire. Le vieillissement
altérant fonctionnellement les cellules immunes, dont les macrophages (Haynes,
2020; Mogilenko et al., 2021), y compris dans le tissu adipeux blanc (Lu et al., 2021),
nous pouvons supposer un défaut d’élimination des débris (i.e. gouttelette
lipidique résiduelle) d’adipocytes morts par les macrophages dysfonctionnels
du tissu adipeux des hamsters agés. Les différentes CLS a proximité les uns des
autres fusionneraient ainsi en une CLS géante, entourée de syncytium de
macrophages.

- Les CyLS ne sont observées que dans le dépot sous-cutané de tissu adipeux blanc
des hamsters agés, et le seul groupe dans lequel du virus peut encore étre détecté est
le groupe tissu sous-cutané/hamsters agés/J7 post-infection. Or, il est important de
rappeler que la lipolyse basale de ce tissu est plus élevée chez les animaux agés que
chez les jeunes adultes. Compte-tenu du role des lipides dans le cycle de réplication
du virus SARS-CoV-2, qui utilise les gouttelettes lipidiques comme plateforme de
réplication virale (Dias et al., 2020; Nardacci et al., 2021; Theken et al., 2021), nous
pouvons supposer que ces CyLS géantes sont une « réminiscence » des adipocytes

qui ont été infectés par le virus.
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En conclusion, les infections virales respiratoires, dont la grippe et la COVID-19,
affectent principalement les voies respiratoires des sujets infectés, mais de
nombreuses complications extra-pulmonaires peuvent survenir (associées ou non a la
présence du virus dans les tissus impactés) (Sellers et al., 2017; Zheng et al., 2021).
Etudier les effets des infections virales respiratoires sur d’autres organes que les
poumons est donc essentiel a la compréhension de la physiopathologie des maladies
respiratoires.

Depuis I'épidémie de grippe en 2009 ([HiN1]), et la découverte de l'obésité
comme nouveau facteur de risque de développer des formes séveres de grippe
(Kerkhove et al., 2011; Morgan et al., 2010; Sun et al., 2016), I'intérét pour le role du
tissu adipeux dans les maladies infectieuses n’a cessé de croitre. Nos résultats sur les
effets des infections par les virus influenza A et SARS-CoV-2 sur les tissus adipeux
blancs renforcent l'importance de I'étude du tissu adipeux blanc en contexte
infectieux. De surcroit, le tissu adipeux blanc est un site d’infection pour de
nombreux pathogenes, dont les virus influenza et le SARS-CoV2 (Ayari et al., 2020;
Barthelemy, Bogard & Wolowczuk, MS en préparation; Bourgeois et al., 20109;
Martinez-Colon et al., 2021; Nishimura et al., 2000; Reiterer et al., 2021; Trim and
Lynch, 2021; Zickler et al., 2021). Nous pouvons ainsi questionner 'intérét d’'un virus
respiratoire a coloniser d’autres tissus/organes que les voies respiratoires. L’'infection
de tissus extra-pulmonaires pourrait étre un effet secondaire de l'infection sans
bénéfice particulier pour le virus ni effet sur le tissu impacté, ou pourrait favoriser la
multiplication virale en augmentant le nombre de cellules productrices de virions
(réplication d’TAV et de SARS-CoV2 dans les tissus adipeux blancs mais production
de virions non évaluée). Le tissu adipeux blanc est d’ailleurs considéré comme un
tissu réservoir contribuant a la sévérité de la maladie dans l'infection par le SARS-
CoV2 (Martinez-Colon et al., 2021; Ryan and Caplice, 2020). Par ailleurs, le tissu
adipeux blanc est déja connu comme un tissu réservoir du virus de
I'immunodéficience humaine (VIH) et simienne (SIV) (Damouche et al., 2015). Dans
ce contexte, I'infection par le SIV induit une augmentation de la densité cellulaire de
la fraction adipocytaire et de la SVF, avec notamment une augmentation des
lymphocytes T CD8*, et des macrophages (pro-inflammatoires).

Lors des infections virales respiratoires (virus IAV et SARS-CoV2), la présence du
matériel génétique viral dans les tissus adipeux blancs souleéve la question de la

diffusion du virus au sein de l'organisme. L’hypotheése la plus courante est le

Thése Johanna BARTHELEMY 2022-Page | 177



transport du virus par les cellules immunes via la circulation sanguine. Une autre
possibilité, plus controversée, serait la diffusion du virus directement dans le sang
induisant ainsi une virémie (Choi et al., 2012; Mori et al., 1995; Wagner, 1955; Wang
et al., 2014). La virémie n’est pas observable chez tous les sujets infectés mais est
associée a une sévérité accrue de la maladie (grippe et COVID-19) (Choi et al., 2012;
Jacobs et al., 2021). Ceci suggere que la diffusion du virus dans l'organisme
interviendrait principalement dans les formes modérées a séveres de la maladie. Une
autre hypothese possible est la diffusion du virus par infection de cellule a cellule

voisine (Cifuentes-Munoz et al., 2018).

Nos travaux démontrent l'importance de I'étude des effets des infections
respiratoires sur les tissus adipeux blancs et surtout leur role dans Ila
physiopathologie des infections. De fagon intéressante, nous avons montré que des
infections virales respiratoires ont un effet différent sur les tissus adipeux blancs
(brunissement lors de l'infection par IAV de souris, apparition des CyLS lors de
I'infection par SARS-CoV2 de hamsters). Nous avons également mis en évidence
leffet dépd6t spécifique de ces infections sur les tissus adipeux blancs, soulignant

I'importance d’étudier chaque dépot de tissu adipeux blanc individuellement.
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