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Résumé

L’obésité est un des plus grands enjeux sanitaires du XXI¢ siécle. En effet, en 2022,
I’Organisation Mondiale de la Santé estime que, dans le monde, une personne sur huit est obése avec
une prévalence de cette maladie qui a plus que doublée chez les adultes, quadruplée chez les adolescents
depuis 1990. L’obésité est fréquemment associée a des désordres métaboliques tels que la résistance a
I’insuline, le diabéte de type 2 ou encore un stockage ectopique de graisses, lesquels sont des facteurs
de risque importants pour le développement de maladies cardiovasculaires. Cette maladie se caractérise
notamment par une hypertrophie exacerbée des adipocytes conduisant a une dysfonction de ces cellules
altérant la plasticité du tissu adipeux a répondre efficacement a son environnement.

Notre équipe a pu démontrer que le transporteur membranaire ATP-Binding Cassette G1
(ABCG1) contribue au stockage de triglycérides dans 1’adipocyte et la formation de masse grasse chez
I’Homme. Bien que ce role d’ABCGI1 apparaisse initialement bénéfique en participant a la fonction
normale du tissu adipeux, celui-ci pourrait potentiellement s’avérer délétére dans des stades avancés de
I’obésité. Ces travaux de thése montrent que I’invalidation spécifique et inductible du transporteur
Abcgl dans I’adipocyte de souris (souris Abcg14P'POKO) soumises a un régime riche en graisses améliore
la tolérance au glucose dans des stades avancés d’obésité. A I’échelle de 1’adipocyte, I’invalidation
d’Abcgl conduit & une réduction de I’hypertrophie incontrélée de ces cellules, en raison d’une
diminution de la synthése et du stockage d’acides gras libres dans la gouttelette lipidique adipocytaire.
L’invalidation spécifique d’Abcgl dans I’adipocyte s’accompagne également d’un important
remodelage lipidique membranaire et d’une amélioration de la captation de glucose, indépendamment
de I’action de I’insuline dans I’adipocyte. Chez des souris présentant une obésité déja installée,
I’invalidation d’Abcgl conduit & une restauration de la fonctionnalité et de la santé métabolique de
I’adipocyte entrainant une atténuation du remodelage pathologique du tissu adipeux gonadique qui
s’opere au cours de 1’obésité.

Dans I’ensemble, nos travaux ont mis en lumiére le réle bivalent d’ABCGI1 dans ’adipocyte
dans le contexte de 1’obésité¢ induite par le régime et révelent une nouvelle fonction de ce transporteur

dans I’homéostasie du glucose et le remodelage du tissu adipeux dans ce contexte.
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Abstract

Obesity is one of the greatest health challenges of the 21% century. In 2022, the World Health
Organization estimated that one in eight people worldwide is obese, with the prevalence of this disease
more than doubling among adults and quadrupling among adolescents since 1990. Obesity is frequently
associated with metabolic disorders such as insulin resistance, type 2 diabetes, and ectopic fat storage,
all of which are significant risk factors for cardiovascular disease. This condition is notably
characterized by excessive adipocyte hypertrophy, leading to dysfunction of these cells and impairing

adipose tissue plasticity to adapt effectively to environmental changes.

Our team has shown that the ATP-Binding Cassette G1 (ABCG1) membrane transporter
contributes to triglyceride storage in adipocytes and fat mass formation in humans. Although this role
of ABCGL initially appears beneficial in supporting normal adipose tissue function, it may potentially
become deleterious in advanced stages of obesity. This thesis work demonstrates that the specific,
inducible deletion of Abcgl in mouse adipocytes (Abcgl”P'"OKC mice) fed a high-fat diet improves
glucose tolerance in advanced stages of obesity. At the adipocyte level, Abcgl deletion leads to a
reduction in uncontrolled hypertrophy due to decreased fatty acid synthesis and storage in the adipocyte
lipid droplet. Abcgl invalidation in adipocytes also induces significant membrane lipid remodeling and
enhances glucose uptake independently of insulin action in adipocytes. In mice with installed obesity,
Abcgl deletion restores adipocyte functionality and metabolic health, resulting in an attenuation of

pathological remodeling of the gonadal adipose tissue during obesity progression.

Overall, our research highlights the dual role of ABCGL1 in adipocytes in the context of diet-
induced obesity and reveals a new function of this transporter in glucose homeostasis and adipose tissue

remodeling under these conditions.
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file://///Users/Canelle/Library/Containers/com.microsoft.Word/Data/Desktop/MS%20thèse.docx%23_Toc182235105�
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Introduction

CHAPITRE | : L'obésité et les désordres métaboliques associés

1. L’ obésité
1.1. Définition et diagnostic de I’obésité

Définie comme « une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui présente
un risque pour la santé » et classée comme maladie chronique par I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) depuis 1997, ’obésité est aujourd’hui un des plus grands enjeux sanitaires du XXI¢ siecle.
D’apreés ’OMS, on estime qu’a 1’échelle mondiale en 2022, une personne sur huit est obése avec une
prévalence de cette maladie qui a plus que doublée chez les adultes, quadruplée chez les adolescents
depuis 1990, atteignant des niveaux pandémiques. Pendant de longues années, I’augmentation de la
prévalence de 1’obésité était principalement observée dans les pays aux revenus élevés (comme les Etats-
Unis d’Amérique, la France, la Suéde ou encore 1’ Australie) en raison de leur statut socio-économique,
un acces plus facile a un régime alimentaire riche en graisses et sucres et un mode de vie sédentaire.
Cependant, on observe aujourd’hui une stagnation dans ces pays et une augmentation accrue de la
prévalence de 1’obésité dans les pays a faible revenus et aux revenus intermédiaires (Swinburn et al.,
2011). Les personnes souffrant d’obésité ont une espérance de vie diminuée d’environ 5 a 20 ans selon
I’ampleur de la maladie (Fontaine et al, 2003). L’obésité représente un des facteurs de risque les plus
importants pour les maladies catégorisées de non transmissibles telles que les maladies
cardiovasculaires, les cancers ou encore le diabéte de type 2. 70% des décés prématurés sont attribués
aux maladies non transmissibles qui représentent la premicre cause de mortalité¢ et d’invalidité
prématurée (d’aprés I’OMS). Au-dela de son impact sur la santé, 1’obésité représente un réel fardeau
économique de plus en plus important car cette pathologie est associée au chdmage, aux désavantages

sociaux et a la baisse de productivité socio-économique (Bliiher et al., 2019).

Le principal outil de diagnostic du surpoids et de 1’obésité chez I’adulte est I’indice de masse
corporelle (IMC) : pour les adultes, ’OMS définit qu’une personne est en surpoids lorsque son IMC
est supérieur a 25 kg/m?, et en obésité lorsque son IMC est supérieur a 30 kg/m?. Il est défini trois classes
d’obésité : la classe I dont I’IMC est compris entre 30 et 34,9 kg/m?, la classe Il avec un IMC entre 35
et 39,9 kg/m? et la classe 111 comprenant les IMC supérieurs a 40 kg/m? (Poirier et al., 2006) (Tableau
1). Cependant, I'IMC ne rend pas compte de la répartition des graisses corporelles et ne distingue pas la

masse maigre de la masse grasse, pouvant ainsi fausser 1’interprétation sur les risques sur la santé d’un
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individu. De plus, I'IMC est dépendant des facteurs extrinséques des individus comme 1’age, le sexe ou
encore ’ethnicité (Jackson et al., 2002). Il existe toutefois d’autres outils anthropométriques aidant a
diagnostiquer ’obésité tels que le tour de taille ou le rapport taille/hanche reflétant davantage la
corpulence d’un individu adulte. Selon ’OMS, un ratio taille/hanche supérieur a 1 chez les hommes et
0,85 chez les femmes indique une accumulation de graisses abdominale ; et un tour de taille supérieur a
102 cm chez les hommes et 88 cm chez les femmes augmentent considérablement le risque de
complications métaboliques (OMS 2000). Ces mesures ont également été montrées comme étant plus
efficaces dans la prédiction de la mortalité liée a 1’obésité (Zhang et al., 2008). Enfin, le diagnostic de
I’obésité peut étre complété et clarifié par I’imagerie (absorptiométrie a rayons X en double énergie,
tomodensitométrie, imagerie par résonance magnétique). C’est notamment grice a cette avancée
technologique qu’a été mis en évidence I’importance de la répartition des graisses dans les complications
métaboliques liées a 1’obésité (Fox et al., 2007 ; Neeland et al., 2015 et 2013). Toutefois, de par son
co(t économique élevé, tout le monde ne peut pas y avoir acces et cette technologie ne peut donc pas

étre appliquée systématiquement dans le diagnostic de 1’obésité.

poids (en kg)
Indice de masse corporelle (IMC) =
(taille (en m))?

IMC (kg/m?)

IMC <184 18,5<IMC < 249 25<IMC <299 30<IMC <349 35<IMC <399 IMC > 40

Interprétation

Obésité classe Il Obésité classe Il

Sous-poids Poids normal Surpoids Obésité classe | (sévere) (massive)

Tableau 1 : Définition de I’indice de masse corporelle et classement des obésités.

1.2. Facteurs influengant le développement de I’obésité

11 existe une multitude de facteurs influengant le développement de I’obésité. Certains d’entre
eux sont qualifiés de non modifiable (comme la génétique) bien que la majorité des facteurs influengant
soient modifiables (style de vie, épigénétique, etc.), illustrant toute la complexité de cette pathologie.
Les avanceées scientifiques permettent au fil des années une caractérisation de plus en plus précise de
chacun de ces facteurs aboutissant a une meilleure compréhension de 1’obésité. Cependant, la
contribution de ces différents facteurs n’est pas équivalente chez chaque individu souffrant d’obésité,
ce qui accentue la difficulté de la prise en charge des personnes obéses et explique en partie

I’augmentation continue de 1’obésité dans le monde (Masood and Moorthy, 2023).
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Parmi les facteurs pouvant influencer le développement de I’obésité, on retrouve la génétique et
dont il a ét¢ montré que I’héritabilité de I’ obésité varie entre 30 et 55% (Tutor et al., 2023). Les obésités
génétiques sont généralement catégorisées en deux groupes : les obésités monogéniques et les obésités
polygéniques. Les obésités monogéniques sont trés rares, se développent dés 1’enfance, résultent de la
mutation dans un géne précis et peuvent étre de forme syndromique ou non syndromique (Hebebrand et
al., 2013). Les principales mutations identifiées ciblent des génes impliqués dans la voie leptine /
mélanocortine : la leptine (codée par le géne LEP), le récepteur a la leptine (codé par LEPR), la pro-
opiomélanocortine (codée par POMC), la pro-hormone convertase 1 (PCSK1) et le récepteur 4 a la
mélanocortine (MC4R). Cette voie leptine / mélanocortine est principalement active au niveau de
I’hypothalamus dans le cerveau et joue un r6le central dans la régulation de 1’appétit (Baron et al., 2020).
Il est a noter que les facteurs environnementaux ont peu d’effets sur le développement des obésités
monogéniques mais ils s’avérent efficaces dans le traitement de ces derniéres (Bairqdar et al., 2023).

Quant aux obésités polygéniques, elles sont les résultantes de multiples polymorphismes
mononucléotidiques (SNP pour Single nucleotide polymorphism) répartis sur tout le génome humain et
sont les formes les plus courantes des obésités génétiques (Chami et al., 2020). De plus, de nombreuses
études s’intéressent aux modulations épigénétiques dans le contexte de I’obésité, démontrant une étroite
relation entre les génes et ’environnement dans le développement de cette maladie. Parmi les
mécanismes épigénétiques, la méthylation de I’ADN, les ARN non codants et les modifications des
histones sont les plus fréquents et les mieux étudiés (Dolinoy et al., 2008). En effet, la méthylation de
I’ADN dans le tissu adipeux humain — I’organe central du stockage des graisses — pourrait prédire
I’augmentation de la prise de poids chez un individu. Cette méthylation est notamment favorisée par un
régime riche en graisses (Perfilyev et al., 2017). L’émergence des études d’association pangénomique
ont permis d’identifier de nombreux variants génétiques associé€s au développement de I’obésité. L un
des génes les plus associés a cette maladie est le gene FTO (Fat mass and obesity-associated protein).
Les différents variants de ce géne sont associés — entre autres —a 1’obésité chez les enfants et les adultes,
a ’IMC, au diabete de type 2 et a une altération de la différenciation des adipocytes (Povel et al., 2012 ;
Fox et al., 2012 ; Hinney et al., 2007 ; Claussnitzer et al., 2015). Des variants du géne codant pour
I’adiponectine (ADIPOQ) ont également été montrés comme étant associés a 1I’obésité. L’adiponectine
est une adipokine sécrétée principalement par le tissu adipeux qui participe a la régulation de nombreux
processus métaboliques et hormonaux et a des effets anti-inflammatoires (Khoramipour et al., 2021). 11
a été montré que les variants du géne ADIPOQ réduisent les taux plasmatiques de cette protéine qui sont
corrélés au poids corporel, a la graisse viscérale et au diabete de type 2 (Achari et al., 2017 ; Vasseur et
al., 2002 ; Kondo et al., 2002). Parmi les autres variants génétiques identifiés, on retrouve les génes
codants pour la ghréline (GHRL), la leptine (LEP), le glucagon (GCG), I’insuline (INS) (les quatre étant
des hormones impliquées dans la régulation de ’homéostasie énergétique) ou encore codants pour des

chimiokines jouant un réle dans les réponses immunitaires telles que CCL2 et CCL7 (Chemokine ligand
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2 et 7) (Bairqdar et al., 2023). Toutefois, il est a noter que la présence de SNP dans les génes codants
pour ces protéines ne conduit pas nécessairement a 1’ obésité, mais augmentent le risque de la développer
(Masood and Moorthy, 2023).

Néanmoins, a I’heure actuelle, les facteurs génétiques et épigénétiques ne représentent qu’une
maigre contribution de I’épidémie de 1’obésité. En effet, il est bien connu que le principal contributeur
de I’obésité est le mode de vie des individus et les facteurs socio-économiques environnants.
L’augmentation accrue de la prévalence de I’obésité au cours des 50 derniéres années concorde avec
I’émergence d’une alimentation de plus en plus ultra-transformée, une réduction de I’activité physique
et du temps passer a cuisiner, un appauvrissement de la qualité nutritionnelle des aliments, une
augmentation du télétravail dans certaines professions et des modes de transports passifs ou encore un
marketing alimentaire persuasif, parmi tant d’autres (Swinburn et al., 2011 ; Loffler et al., 2017 ; Bliher
2019). De plus, il a été montré que les antécédents familiaux peuvent conduire au développement de
I’obésité. En effet, un enfant dont I’un des parents est obése a trois fois plus de risque de devenir obése

a I’age adulte, dix fois plus lorsque les deux parents souffrent d’obésité (Corica et al., 2018).

Différents facteurs biologiques peuvent contribuer au développement de 1’obésité chez
I’Homme. Le principal organe ciblé lors de 1’obésité est le tissu adipeux (TA). Ce dernier joue un role
crucial dans le stockage de I’énergie excédentaire et est sujet a de nombreuses modifications dans un
contexte obésogene. En effet, chez un individu sain, le TA est extensible pour répondre aux différents
besoins de 1’organisme (stocker 1’énergie pendant les apports, 1a libérer pendant les demandes). Pendant
I’obésité, de nombreuses études montrent une altération de ce tissu, principalement due au stockage
énergétique excessif. Il a également été montré un rdle du systéme endocrinien et en particulier des
hormones thyroidiennes. En effet, ces derniéres contribuent a la régulation du métabolisme et participent
a 1’équilibre énergétique a travers leurs actions sur I’hypothalamus. Ainsi, des troubles de ce systeme,
et plus précisément une hypothyroidie, est associée a I'IMC et a la prévalence de 1’obésité (Asvold et
al., 2009). Parmi les autres hormones, on retrouve aussi le cortisol dont son augmentation est associée
a ’IMC et au tour de taille (Abraham et al., 2013).

L’émergence des études sur le microbiote intestinal révéle une connexion entre celui-ci et
I’obésité. En effet, le microbiote intestinal, chez un individu sain, a de nombreux bénéfices pour I’hote
en participant notamment au métabolisme du glucose et des lipides, a la synthése de vitamines, a la
prolifération de cellules épithéliales, a la protection contre les agents pathogenes et a la digestion en
hydrolysant les molécules indigestes comme les fibres et sucres végétaux (Jandhyala et al., 2015). De
ce fait, une dysbiose, définie par une altération qualitative et quantitative du microbiote, impacte les
multiples fonctions de cet éco-systeme et est associée au développement de I’obésité. De fagon
intéressante, la transplantation fécale a partir de souris ou humains obéses chez des souris minces

dépourvues de microbiote intestinal aboutit au développement de 1’obésité avec une altération
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métabolique, sans augmentation de la prise alimentaire chez les souris receveuses (Ridaura 2013). De
plus, cette dysbiose microbienne peut conduire a une inflammation de I’épithélium intestinal a travers
la signalisation de TLR4 (Toll-like receptor 4). Cette signalisation est activée notamment par la présence
de lipopolysaccharides et d’acide gras (notamment les acides gras saturés) et peut aboutir in fine a une

inflammation systémique (Chassaing et al., 2017 ; Lee et al., 2001).

Enfin, une multitude d’autres facteurs communs & d’autres pathologies peuvent influencer
directement ou indirectement le développement de I’obésité comme le tabagisme, la consommation
d’alcool, le rythme circadien ou encore le sommeil (en qualité et en quantité) et le stress, mettant en

lumiére toute la difficulté et subtilité dans 1’identification des causes de 1’obésité.

1.3. L’hétérogénéité phénotypique de I’obésité

Comme décrit précédemment, toute la complexité de 1’obésité résulte en I’intrication d’une
multitude de facteurs qui conduisent a une hétérogénéité phénotypique chez les personnes souffrant
d’obésité. En effet, les conséquences d’un bilan énergétique positif se traduisent différemment chez
I’Homme et ne suivent pas nécessairement un schéma classique ou linéaire dans ’installation et le
développement de cette pathologie, ce qui ajoute un niveau de complexité supplémentaire. Ainsi, les
multiples études sur 1’obésité ont conduit a 1’indentification de différents sous-types d’obésité dont les
plus fréquents sont (i) les obesités métaboliqguement malsaines, (ii) les obésités métaboliquement saines,
(iii) les obésités métaboliques de poids normal et (iv) les obésités sarcopéniques (ces deux derniéres
catégories ne seront que peu détaillées dans ce manuscrit). Toutefois, il est important de noter qu’il
n’existe pas de consensus clair sur la terminologie et les criteres de sélection de ces catégories (Mayoral
et al., 2020, Preda et al., 2023).

i. Les obésités métaboliqguement malsaines

Il s’agit du phénotype le plus commun et celui auquel on pense lorsque ’on parle de la
physiopathologie de 1I’obésité au sens large. Ce qui caractérise cette obésité est notamment 1’altération
des différentes fonctions métaboliques physiologiques et la présence de comorbidités associées a
I’obésité agissant sur le statut sanitaire des personnes obeses. Un des moteurs clés dans le
développement des obésités métaboliquement malsaines est la répartition des graisses. En effet, ’excés
calorique se distribue de facon différentielle dans les dépdts de TA. Cette distribution est dépendante
notamment du sexe, de 1’age, du développement des individus mais également leur capacité a répondre
aux hormones et médicaments (Sakers et al., 2022). Ainsi, les personnes stockant les graisses
principalement au niveau central ont une morphologie semblable & une pomme et sont définies comme
des personnes atteintes d’obésité androide. Cette obésité viscérale est associée a un risque plus élevé de

développer des complications métaboliques. A I’inverse, ce risque diminue chez les personnes
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caractérisées par un stockage au niveau périphérique (particulierement en région glutéo-fémorale) et
adopte une morphologie en forme de poire appelée obésité gynoide (Lee et al., 2013 ; Mayoral et al.,
2020) (Figure 1). Cette différence peut étre expliquée par une activité métabolique plus importante du
TA viscéral comparativement ou TA sous-cutané (Sakers et al., 2022). Les personnes souffrant d’obésité
métaboliqguement malsaine sont donc caractérisees par une augmentation du volume du TA viscéral qui
est associée a une résistance a 1’insuline, une inflammation chronique et a des variations lipidiques

plasmatiques (Zhang et al., 2015).

Obésité androide Obésité gynoide

Figure 1 : Tllustration de la répartition des graisses entre 1’obésité androide et gynoide.

ii. Les obésités métaboliquement saines

Ces obésités représentent 10 a 35% des personnes en situation d’obésité et sont caractérisées de
facon intrigante par I’absence ou une présence en moindre mesure des complications métaboliques liées
a I’obésité (Mufioz-Garach et al., 2016). En effet, les patients ayant une obésité métaboliqguement saine
présentent par exemple des taux d’insuline et une sensibilité a I’insuline similaires a la population saine
(Phillips et al., 2013). Ces observations sont accompagnées d’un état inflammatoire réduit traduit par
une réduction de biomarqueurs pro-inflammatoires et 1’augmentation de biomarqueurs anti-
inflammatoires (Doumatey et al., 2016). De fagon intéressante, les obésités métaboliquement saines sont
caractérisées par des niveaux réduits de protéines BET (Bromodomain and extra-terminal proteins) dont
il a été montré que leurs inhibitions permettaient de réduire la résistance a I’insuline en protégeant les
cellules 3 pancréatiques (sécrétrices de I’insuline) d’un dysfonctionnement qui peut s’observer au cours
du développement de 1’obésité et du diabete de type 2 (Deeney et al., 2016). Toutefois, les personnes
obéses métaboliquement saines conservent un risque bien plus élevé de développer des complications
métaboliques comparativement aux personnes de poids normal et en bonne santé et sont susceptibles de
basculer préférentiellement vers une obésité métaboliqguement malsaine au fil des années, suggérant que

ce sous-type d’obésité n’est que transitoire (Bradshaw et al., 2013 ; Goossens, 2017).
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iii. Les obésités de poids normal

La terminologie de ce sous-type d’obésité n’est pas clairement établie : en fonction des groupes
de recherches, les personnes peuvent étre qualifiées de « personnes métaboliqguement anormal sans
obésité » ou souffrant de « pré-obésité » ou d’une « dyslipidémie de poids normal » (Hgjland et al.,
2016 ; Nagatomo et al., 2015). Les individus souffrant d’obésité de poids normal sont caractérisés par
un IMC normal (compris entre 18,5 et 24,9 kg/m?) sans signe apparent d’obésité mais présentent un tour
de taille supérieur aux personnes de poids normal saine, illustrant un développement plus important de
TA viscéral (Madeira et al., 2013). Ce sous-groupe partage les altérations métaboliques similaires au
sous-groupe de personnes souffrant d’obésité malsaine (Romero-Corral et al., 2010). Ces personnes sont
sujettes a développer un pré-diabéte et une dyslipidémie et sont a risque de développer des maladies
cardiovasculaires et cancers (Okada et al., 2016 ; Wildman et al., 2008 ; Abraham et al., 2023). Ce sous-
type d’obésité est le plus sous-diagnostiqué en raison d’une part, d’une difficulté a accéder aux outils
permettant de caractériser qualitativement et quantitativement les dépdts de graisses et d’autre part, par

manque d’une définition claire (Preda et al., 2023).

iv. Les obésités sarcopéniques
Les obésités sarcopéniques sont illustrées par une augmentation de la masse graisseuse
simultanément a une réduction de la masse musculaire squelettique et la force musculaire (Sakuma et
al., 2013). Ce sous-type d’obésité est dépendant de 1’age et est davantage observé chez les personnes
ageées (Tyrovolas et al., 2016). La réduction de la masse musculaire peut étre expliquée par 1’influence
de I’homéostasie du TA sur les muscles, notamment a travers I’inflammation et la résistance a I’insuline
du TA (Hong 2020). Les personnes souffrant d’obésité sarcopénique sont plus a risque de chutes et

fractures, d’une mobilité réduite et d’une mauvaise qualité de vie (Baumgartner et al., 2004).
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2. Les comorbidités associées a 1’obésité

Il est bien défini que ’obésité est associée a un large éventail de comorbidités. Au-dela de
I’altération cellulaire et tissulaire de différents organes, 1’exces de graisses conduit généralement a un
accroissement du risque de maladies métaboliques (comme le syndrome métabolique, le diabete de type
2 ou encore la stéatose hépatique non alcoolique), de maladies cardiovasculaires (infarctus du myocarde,
accident vasculaire cérébral, athérosclérose, fibrillation auriculaire), des maladies musculo-
squelettiques telles que I’arthrose ou encore certains cancers (ovaires, foie, rein ou encore célon) (Bliher
etal., 2019) (Figure 2). Bien que certaines de ces comorbidités soient améliorées de fagon concomitante
avec les stratégies de perte de poids corporel, la présence d’autres ajoute un niveau de complexité
supplémentaire dans la prise en charge des personnes souffrant d’obésité. Ici, nous aborderons les

comorbidités les plus communes associées au développement de 1’obésité.
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Figure 2 : Comorbidités associées a I’obésité.

Liste non exhaustive de la diversité des comorbidités associées a 1’obésité. Adapté de Cypess et al. 2022.
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2.1. La résistance a I’insuline et le diabéte de type 2

L’insuline est une hormone jouant un role important dans 1’homéostasie énergétique. Sécrétée
par les cellules B pancréatiques, elle a pour principale action de réduire la glycémie, favoriser le stockage
des graisses sous forme de triglycérides, inhiber la production hépatique de glucose et le relargage
d’acides gras libre par le TA. La résistance a I’insuline est définie par une réduction des réponses aux
taux normaux d’insuline (dont les mécanismes sous-jacents seront détaillés ultérieurement) et est le
processus initiateur au développement du diabéte de type 2. Les causes de cette résistance a 1’insuline
sont multiples bien qu’il ait ét¢ montré une forte contribution de 1’inflammation chronique en modulant
directement les différents acteurs de la voie de signalisation a I’insuline (Tanti et Jager, 2009).

Le diabéte de type 2 est une pathologie caractérisee par une hyperglycémie sanguine chronique
et résulte d’une altération du métabolisme du glucose. Contrairement au diabéte de type 1 qui correspond
a la destruction auto-immune des cellules 3 pancréatiques, le diabéte de type 2 n’est pas la conséquence
directe d’un défaut de sécrétion d’insuline. Il s’agit d’une pathologie qui se développe progressivement
pour laquelle on peut différencier trois stades de développement. Dans un premier temps, 1’apparition
d’une résistance a ’insuline des tissus insulino-sensibles (TA, foie et muscles) conduit a une
augmentation de la production d’insuline par le pancréas afin de palier a la mauvaise réponse des tissus
périphériques. Les personnes a ce stade sont qualifiées d’hyperinsulinémique-normoglycémique. Dans
un second temps, on observe un échec dans le maintien d’une glycémie stable conduisant a 1’apparition
d’une hyperglycémie chronique qui s’installe progressivement. Les cellules  pancréatiques vont alors
sécréter davantage d’insuline jusqu’a I’épuisement total et la destruction des Tlots pancréatiques qui ne
parviennent plus a répondre efficacement a I’hyperglycémie, aboutissant ainsi a I’installation chronique
du diabéte de type 2 (Kahn et al., 2014).

L’obésité est un facteur de risque important pour le développement du diabéte de type 2. De
facon intéressante, le diabéte de type 2 est davantage corrélé a la présence de TA viscéral et au rapport
taille/hanches, quel que soit les niveaux d’IMC. En effet, les patients atteints de diabéte de type 2 ont
une adiposité viscerale et un tour de taille plus élevés comparativement a des individus de méme IMC
sans diabéte de type 2 (Balkau et al., 2007, Tchernof et Després, 2013). De plus, la présence simultanée
d’une obésité et d’un diabete de type 2 accroit le risque de développer des maladies cardiovasculaires

(Haffner et al., 1998).
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2.2. L’inflammation chronique de bas grade

Une des caractéristiques de l’obésité est D’installation d’une inflammation systémique.
Contrairement aux processus inflammatoires aiglies qui sont transitoires et nécessaires pour contrer les
possibles déréglements de 1’organisme, dans le contexte de 1’obésité, on observe une inflammation
systémique qui perdure dans le temps et de faible intensité. Cette inflammation peut contribuer au
développement des pathologies associées a 1’obésité comme la résistance a ’insuline et le diabete de
type 2 (Matulewicz et al., 2016 ; Donath et al., 2011). Il existe de nombreux biomarqueurs
inflammatoires dans 1’obésité dont les taux systémiques sont augmentés. Parmi ceux-cCi, on retrouve les
cytokines pro-inflammatoires telles que TNFo (Tumor necrosis factor ), I’'interleukine 1B et 6 (IL-1p
et IL-6), la protéine C réactive, I’amyloide sérique A ou encore I’inhibiteur de I’activateur du
plasminogene 1 (PAI-1). Ces marqueurs sont également positivement corrélés a la résistance a
I’insuline, au diabéte de type 2 ou encore au syndrome métabolique, et ce indépendamment (dans la
plupart des cas) au stade d’obésité (Esser et al., 2014). Cette inflammation chronique systémique dérive
notamment de la dysfonction des tissus impliqués dans I’homéostasie énergétique tels que le TA, le foie,
le muscle et le pancréas. En effet, au cours de 1’obésité, il est observé une infiltration importante de
cellules immunitaires (notamment de macrophages) dans ces différents tissus conduisant a la production
de cytokines pro-inflammatoires qui seront sécrétées dans le systéme sanguin. La plupart des
connaissances acquises sur I’inflammation chronique liée a I’obésité proviennent d’études sur le TA
(qui seront détaillées dans le chapitre 111). 1l existe toutefois des études qui montrent la contribution du
tissu hépatique dans cette inflammation liée a 1I’obésité. En effet, a I’état mince, les cellules de Kupffer
(les macrophages résidents du foie) jouent un réle dans la surveillance immunitaire. Pendant 1’obésité,
les cellules de Kupffer activent différentes voies de signalisation inflammatoires qui s’accompagnent
par un recrutement de nouvelles cellules immunitaires entrainant la production locale accrue de
cytokines et chimiokines pro-inflammatoires qui peuvent conduire a la résistance a I’insuline du foie
(Lanthier et al., 2010 ; Obstfeld et al., 2010).

2.3. Les dyslipidémies

Les dyslipidémies résultent d’une altération du métabolisme des lipides (en particulier du
métabolisme des lipoprotéines) et sont souvent associées a 1’obésité et augmentent, de fagcon générale,
le risque de développer des maladies cardiovasculaires. Les lipides étant des molécules hydrophobes,
ils nécessitent une association avec des protéines spécifiques permettant leurs transports dans le sang,
formant ainsi des lipoprotéines. De facon simplifiée, les lipides alimentaires et synthétisés de fagon
endogene (notamment les triglycérides et le cholestérol) sont pris en charge respectivement par les
chylomicrons (synthétisés au niveau de I’intestin) et les Very-low density lipoproteins (VLDL,

synthétisés au niveau du foie) pour étre acheminés vers les tissus périphériques. Les triglycérides
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contenus dans ces lipoprotéines seront hydrolysés au niveau de I’endothélium vasculaire sous I’action
de la lipoprotéine lipase (LPL). Cette derniére est synthétisée principalement par le TA, les muscles et
le cceur et est exportée vers les capillaires sanguins pour se lier a la surface de I’endothélium (Preiss-
Landl et al., 2002). La fixation de la LPL a I’endothélium est facilitée par la protéine GPIHBP1
(Glycosylphosphatidylinositol anchored high density lipoprotein binding protein-1) (Kersten et al.,
2014). Les acides gras ainsi relargués seront captés par les organes périphériques pour participer a la
production d’énergie (c’est le cas par exemple du muscle et du cceur) ou pour étre stockés (cas du TA).
Cela aboutit & la formation séquentielle de lipoprotéines de plus en plus petites et plus denses en
cholestérol, les IDL (Intermediate-densitity lipoprotein) et les LDL (Low-density lipoprotein). Quant
aux HDL (High-density lipoprotein), elles sont les lipoprotéines spécialisées dans le transport inverse
du cholestérol des tissus périphériques vers le foie, seul tissu permettant 1’élimination du cholestérol
excédentaire (Bruckert et Le Goff, 2018). Chacune des lipoprotéines est caractérisée par une
composition lipidique en triglycérides et cholestérol distincte : les chylomicrons et VLDL sont plus
riches en triglycérides et leurs hydrolyses conduit a la formation de LDL et HDL pauvres en triglycérides
mais riches en cholestérol, conduisant a I’abréviation clinique LDL-cholestérol (LDL-C) et HDL-
cholestérol (HDL-C).
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Figure 3 : Métabolisme des lipoprotéines.

HDL : high-density lipoprotein, IDL : intermediate-density lipoprotein, LDL : low-density lipoprotein, VLDL :
very-low-density lipoprotein. D’aprés de Bruckert et Le Goff, 2018.
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Il existe différents types de dyslipidémies mais les principales caractéristiques de la
dyslipidémie observée au cours de I’obésité sont une augmentation des concentrations plasmatiques de
triglycérides (TG) et d’acides gras libres (AGL) a jeun et en post-prandiale, accompagnée par une
augmentation des niveaux plasmatiques de LDL-C et une réduction des niveaux HDL-C (Klop et al.,
2013). L’un des facteurs contributifs le plus important est la libération des acides gras de fagon
incontrdlée par le TA hypertrophique et dysfonctionnel. En effet, une augmentation de la concentration
en AGL peut diminuer 1’expression et I’activité de la LPL au niveau adipeux et musculaire et favorise
la production hépatique de VLDL, contribuant a une hypertriglycéridémie (Clemente-Postigo et al.,
2011 ; Klop et al., 2012). Cette hypertriglycéridémie entraine également un échange des TG contre des
esters de cholestérol entre les lipoprotéines riches en TG (VLDL) et celles riches en cholestérol (LDL
et HDL) par la protéine de transfert d’esters de cholestérol (CETP pour cholesterylester-transfer-
protein). Cela aboutit a une baisse du cholestérol dans les HDL et une augmentation des TG dans les
LDL. De plus, I’hydrolyse des TG contenus dans les particules LDL par la lipase hépatique conduit a la
formation de LDL plus denses riches en cholestérol et augmente le risque de maladies cardiovasculaire
(Klop et al., 2013 ; Guendouzi et al., 1999).

2.4. La stéatose hépatique non alcoolique

La stéatose hépatique non alcoolique (en anglais NAFLD pour Non alcoholic fatty liver desease,
terme remplacé récemment par MAFLD pour Metabolic-associated fatty liver desease) représente la
principale maladie chronique du foie et il est estimé qu’un milliard de personnes dans le monde sont
touchées par cette pathologie (Loomba et al., 2021). La stéatose hépatique est la résultante de
I’accumulation lipidique dans les hépatocytes. Si cette accumulation lipidique hépatocytaire n’est pas
maitrisée, la stéatose hépatique peut évoluer en stéato-hépatite (en anglais NASH pour Non-alcoholic
steatohepatitis) caractérisée par la présence d’une inflammation et/ou d’une fibrose tissulaire, et dans
les cas les plus graves, progresser en cirrhose du foie ou carcinome hépatocellulaire. La stéatose
hépatique est étroitement liée a 1’obésité, a la résistance a I’insuline, au diabéte de type 2 ou encore aux
dyslipidémies (Yu et al., 2013). Dans le contexte de 1’obésité, il est estimé qu’environ 75% des
personnes obeses ont une stéatose hépatique dont environ 30% d’entre elles ont développé une stéato-
hépatite (Quek et al., 2023). Le développement de la stéatose hépatique non-alcoolique est le reflet de
la dysfonction du TA au cours de I’obésité. En effet, au cours de I’obésité, la capacité du TA a stocker
les calories excédentaires est dépassée. Associé a une lipolyse adipocytaire inefficacement controlée,
cela a pour conséquence d’augmenter les taux d’AGL systémiques qui vont étre stockés de fagon
ectopique, notamment au niveau du cceur, du foie ou des muscles squelettiques. Cette accumulation de
graisses est amplifiée par la production intrinséque de TG hépatiques a travers la lipogenése de novo.
En effet, cette voie métabolique a été montrée comme étant trois fois plus active chez les patients

souffrant de stéatose hépatique comparativement a des personnes saines (Lambert et al., 2014).
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2.5. Les maladies cardiovasculaires

Il est bien connu que I’excés de poids corporel est un facteur de risque de développer des
complications cardiovasculaires. Les personnes obéses sont plus a risque de développer des maladies
cardiovasculaires comme 1’angine de poitrine, I’infarctus du myocarde, une insuffisance cardiaque, une
fibrillation auriculaire ou 1’athérosclérose (Piché et al., 2020). Ces maladies cardiovasculaires sont
aujourd’hui la premicre cause de mortalit¢ mondiale représentant 32% des déces dans le monde (OMS

2021).

La régionalisation des dépdts de graisses chez les personnes obéses est importante dans la
contribution du risque cardiovasculaire. En effet, I’obésité viscérale est davantage associée au risque de
maladies cardiovasculaire, alors que I’accumulation sous-cutanée de graisses n’a pas / peu d’effets sur
ce risque (Koster et al., 2015). Cet argument renforce la notion d’obésité « métaboliquement saine » :
un groupe d’individus obéses métaboliquement sains a un risque de maladie cardiovasculaire et de
mortalité 30 a 50% plus faible comparativement au groupe d’individus métaboliquement malsains
(Ortega 2013). Cette différence de distribution des graisses chez les personnes obéses a également
permis de mettre en évidence le «paradoxe de I’obésité » dans le contexte des maladies
cardiovasculaires (Antonopoulos et al., 2017). Aujourd’hui, il existe une association forte entre I’'IMC
et le risque de mortalité : plus I’IMC augmente, plus le risque cardiovasculaire augmente. Ainsi, il a été
déterminé que la plage d’IMC associée au risque de mortalité le plus faible est comprise entre 20 et 25
kg/m? (Aune et al., 2016). Mais de fagon surprenante, cette plage favorable d’IMC est décalée chez les
patients atteints de maladies cardiovasculaires établies. En effet, chez ces patients, la plage d’IMC
associée au risque de mortalité le plus faible est comprise entre 25 et 30 kg/m?, permettant a différents
groupes de chercheurs d’émettre I’hypothése que 1’obésité pourrait étre protectrice contre le risque de
mortalité (Romero-Corral et al., 2006). Néanmoins, ce « paradoxe de 1’obésité » n’est pas observé
lorsque d’autres outils anthropométriques pour déterminer 1’obésité sont utilisés comme le tour de taille
ou le rapport taille/hanches (Coutinho et al., 2011 ; Niedziela et al., 2014). Ces outils sont associés de
facon indépendante et linéaire au risque de mortalité cardiovasculaire, démontrant I’importance de
I’utilité de ces outils de mesures dans la prédiction du risque cardiovasculaire des personnes obéses
(Gelber et al., 2008).

Alors que I’on parle principalement de I’impact des dépots adipeux viscéral et sous-cutané,
d’autres dépdts adipeux sont également importants dans le risque de maladie cardiovasculaire. C’est le
cas par exemple du TA périvasculaire, qui se trouve en contact direct avec I’adventice de la plupart des
gros vaisseaux sanguins, et du TA épicardique apposé directement a la paroi du myocarde. Au cours de
I’obésite, la dysfonction et le volume de ces dépots contribuent a I’augmentation du risque de maladies

cardiovasculaires (Preda et al., 2023).
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3. Les traitements

L’obésité n’étant pas une maladie linéaire unifactorielle, la prise en charge des personnes
souffrant d’obésité est délicate et complexe. Afin qu’ils puissent étre efficaces pour les personnes obéses
(d’un point de vue sanitaire mais également économique), ces traitements doivent cibler plusieurs
facteurs simultanément pour favoriser la perte de poids (Frihbeck et al., 2018). Parmi les facteurs les
plus courants, on retrouve les modifications du mode de vie, la pharmacothérapie et la chirurgie
bariatrique. Toutefois, il est important de noter que les stratégies actuelles pour limiter la pandémie de

I’obésité sont davantage axées sur la prévention de cette pathologie.

3.1. Les modifications du mode de vie

11 s’agit de la principale stratégie pour lutter contre 1’excés de graisses. Elle repose sur une
augmentation des dépenses énergétiques a travers 1’activité physique et une intervention diététique.
Cette derniéere consiste en une restriction calorique et un changement dans la composition du régime
alimentaire. Toutefois, il est difficile d’établir un régime alimentaire type pour favoriser la prise de poids
et I’amélioration des complications métaboliques. En effet, il existe une diversité de régimes
alimentaires (régime pauvre en glucides, régime pauvre en acides gras saturés, régime cétogene, jeline
intermittent, etc.) qui conduisent a des résultats sur la perte de poids et I’amélioration des complications
métaboliques différents. De plus, chaque patient ne répond pas de la méme fagon au régime, dd
notamment a la génétique, au microbiote intestinal ou encore a la prise de médicament, soulignant
I’intérét important d’une personnalisation des recommandations alimentaires (Heffron et al., 2020).

L’exercice physique est certainement la recommandation la plus efficace dans la perte et/ou le
maintien du poids corporel mais également sur 1’amélioration des comorbidités associées a 1’obésité
(Swift et al., 2018). En effet, I’activité physique permet — entre autres — d’améliorer la dyslipidémie
(réduction des taux plasmatiques de TG, de LDL-cholestérol et augmentation du HDL-cholestérol), la
sensibilité a I’insuline et de I’inflammation systémique (Magkos et al., 2009 ; Katzel et al., 1995, Kraus
et al., 2002 ; Bradley et al., 2008), résultats amplifiés avec un régime alimentaire adéquat. De facon
intéressante, 1’activité physique reste efficace dans la réduction du risque de maladies cardiovasculaires,
indépendamment de la perte de poids (Heffron et al., 2020).

Cependant, malgré les nombreux bénéfices de I’activité physique et de I’intervention
nutritionnelle, les modifications du mode de vie ne sont pas toujours concluantes et sont souvent
difficiles & mettre en place ou & maintenir au quotidien. Cela s’explique par divers facteurs externes qui
influencent ces efforts comme la réponse physiologique des personnes obéses, le soutien psychologique
de leur entourage, leur statut socio-économique voire méme la politique / culture de leur pays de
résidence (BlUher et al., 2019).
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3.2. La pharmacothérapie

Il existe aujourd’hui de nombreux médicaments favorisant la perte de poids. Il s’agit d’une
alternative aux modifications du mode de vie afin d’aider les patients @ maintenir une perte de poids sur
le long terme (Chao et al., 2021). Bien qu’il existe plusieurs médicaments déja sur le marché, de
nombreux essais cliniques qui sont actuellement en cours visent a développer des traitements plus
efficaces (Mathiesen et al., 2022 ; Coskun et al., 2022 ; Gonzalez-Ortiz et al., 2017). Il est intéressant
de noter que les directives politiques différent entre les pays quant a la prescription des traitements anti-
obésité. Par exemple, en Amérique et Europe, les médicaments anti-obésité sont recommandés pour les
adultes ayant un IMC supérieur 30 kg/m? ou supérieur a 27 kg/m? avec la présence d’une comorbidité
associée a I’obésité. En Asie, ces traitements sont accessibles pour les obéses ayant un IMC supérieur a

25 kg/m? ou supérieur a 23 kg/m? avec une comorbidité (Zhang et al., 2023).

Parmi les différents médicaments mis sur le marché, 1’Orlistat est celui qui est le plus utilisé
dans le traitement de 1’obésité. Il permet de réduire jusqu’a 30% 1’absorption des graisses en inhibant
I’hydrolyse des TG par I’inhibition des lipases pancréatiques et hépatiques (Heck et al., 2000). Il est, a
I’heure actuelle, le seul médicament n’entrainant pas de réduction de I’appétit et reste le médicament le
plus sir dans le traitement de 1’obésité chez les adolescents (Chanoine et al., 2005). Le
naltrexone/bupropion est un autre médicament qui lui, de facon synthétique, augmente les
concentrations de neuropeptides pro-opiomélanocortine (POMC) pour réduire 1’appétit. Il est associé a
I’amélioration de divers parameétres métaboliques comme la sensibilité a I’insuline, le profil lipidique
ou encore le tour de taille (Apovian et al., 2013). Une nouvelle classe de médicaments sont appelés les
agonistes GLP-1 (Glucagon-like peptide-1). Le GLP-1 est une hormone intestinale sécrétée en réponse
a la digestion des lipides et glucides et qui envoie un signal de satiété lorsqu’il se fixe sur son récepteur.
Les agonistes GLP-1 (Liraglutide ou Sémaglutide) se lient au récepteur du GLP-1, stimulant les
neurones POMC et aboutissant a la réduction de I’appétit et donc de 1’apport calorique (Kastin et al.,
2002). lls pourraient également contribuer a la régulation de la glycémie en équilibrant les sécrétions
d’insuline et de glucagon au niveau du pancréas et peuvent également retarder la vidange gastrique (Son
etal., 2020). Il est a noter que ces agonistes GLP-1 sont, en premier lieu, préconiser dans le contexte du
diabéete de type 2, bien que leurs effets anti-obésogénes soient bien démontrés. De plus, des essais
cliniques sont en cours pour étudier son potentiel thérapeutique dans le contexte de stéatose hépatique
(Zhang et al., 2023).

Une autre classe de médicament a été identifiée pour permettre notamment une intervention
pharmacologique des personnes souffrant d’obésité génétique. C’est le cas du Setmelanotide qui est un
agoniste du récepteur 4 a la mélanocortine (MC4R) et cible la voie leptine / mélanocortine. Il permet

notamment de favoriser les dépenses énergétiques et de réduire 1’apport alimentaire suite a I’activation
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du récepteur, se traduisant par une perte de poids chez les patients atteins de mutation dans la voie leptine

/ mélanocortine (Clément et al., 2020).

3.3. La chirurgie bariatrique

La chirurgie bariatrique est une opération efficace contre 1’obésité et ses comorbidités associées.
Elle confére notamment une plus grande perte de poids sur le long terme. Il existe différents types de
chirurgie bariatrique dont les plus courantes sont le bypass gastrique en Y de Roux (RYGB) et la
gastrectomie qui permet de réduire la taille de ’estomac (Brethauer et al., 2009). Toutefois, cette
intervention chirurgicale n’est réservée qu’a certains patients réunissant ces trois conditions : (i) les
patients ont un IMC supérieur a 40 kg/m? ou supérieur a 35 kg/m? avec la présence d’au moins une
comorbidité associée a 1’obésité, (ii) pour lesquels les autres techniques de réduction de poids
(modifications de mode de vie et traitements médicamenteux) ont échoué et (iii) qui ne présentent
aucune contre-indication a la chirurgie ou I’anesthésie générale. Le bypass gastrique est une technique
permettant de contourner le systéme digestif ce qui conduit a une réduction de 1’apport calorique a
I’organisme (Olbers et al., 2003). En plus d’entrainer une grande perte de poids significative, ce type de
chirurgie permet de réduire certaines comorbidités associées a I’obésité comme le diabéte de type 2, les
dyslipidémies ou encore I’incidence de I’hypertension chez les patients souffrants d’obésité sévere /
morbide jusqu’a 12 ans apreés opération. Toutefois, les bénéfices d’une telle intervention nécessitent
d’étre maintenus par un régime particulier, parfois supplémenté en vitamine et minéraux (Heffron etal.,

2020).
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CHAPITRE Il : Le tissu adipeux

Un des organes déterminants dans I’obésité est le tissu adipeux (TA). Alors que pendant
longtemps le TA n’était résumé qu’a sa fonction de stockage de graisses, son étude fait aujourd’hui
I’objet d’une recherche grandissante. En effet, les différentes fonctions de ce tissu sont de plus en plus
mises en lumiére classant le TA comme un organe a part entiére. Contrairement aux autres organes, le
TA est caractérisé par de nombreux dép6ts dont la régulation est dépendante du contexte métabolique,
illustrant la complexité de ce tissu. Ces dépdts, de couleurs différentes, sont caractérisés par des
localisations et fonctions distinctes. Parmi les différentes couleurs de TA, nous détaillerons dans ce
chapitre les TA blanc, brun et beige. Il est a noter qu’il existe une quatriéme couleur de TA mise en
évidence chez la souris gestante et pendant la lactation : le TA rose. Ce dernier est caractérisé par sa
capacité a synthétiser et sécréter du lait mais ne sera pas davantage détaillé dans la suite de ce manuscrit
(Féve et al., 2024).

1. Le tissu adipeux blanc

1.1. Localisation et morphologie du tissu adipeux blanc

Le TA blanc est le TA majoritaire chez I’Homme. Il représente 10 a 20% chez les hommes et
15 a 30% chez les femmes du poids total en condition physiologique (Frigolet et al., 2020). En fonction
de sa localisation, le TA blanc peut étre subdivisé en plusieurs catégories dont celles qui nous
intéressent : le TA sous-cutané (TASC) et le TA viscéral (TAV).

Le TASC est réparti sur I’ensemble du corps dans les couches superficielles et profondes sous
la peau. Ainsi, il est retrouvé au niveau facial, thoracique ou encore autour des hanches et cuisses (TASC
glutéo-fémoral), ce dernier représentant le principal dép6t de TASC (Kahn et al., 2019). En condition
physiologique, le TASC représente environ 80% du TA total d’un individu (Sakers et al., 2022).

Le TAV, quant a lui, se trouve au niveau des viscéres. Il est défini en fonction de 1’organe autour
duquel il s’organise (péri-gonadique, péri-cardiaque, mésentérique, etc.). Il représente entre 10 et 20%
du TA total d’un individu en condition physiologique (Gastaldelli et al., 2010). Il est & noter que ce
TAV est bien conservé entre les espéces de vertébrés mais qu’il existe plusieurs différences entre ces
espéces. En comparaison avec la souris, le TA omental (situé en intra-abdominal) est exclusivement
retrouvé chez ’Homme et représente le principal dépdt de graisse viscérale. A I’inverse, le TA
gonadique est particulierement développé chez la souris alors qu’il n’est peu voire pas présent chez
I’Homme. Par ailleurs, il est montré une différence dans la prise en charge des graisses entre I’Homme

et la souris : alors que I’Homme sain stocke principalement ses graisses en sous-cutané, les souris
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stockent prés de la moitié de leurs graisses en viscéral (Papademetris et al., 2005). Toutefois, bien qu’il
existe de nombreuses autres différences entre ces espéces, la littérature admet une comparaison des
TASC et TAV entre ’Homme et la souris (Hagberg et al., 2024) (Figure 4).
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Figure 4 : Localisation des principaux dépdts adipeux chez ’Homme et la souris.

Les tissus adipeux blancs sont indiqués en bleu et les tissus adipeux brun en marron. De Mukherjee et al., 2022 et
Zhan et al., 2018.

Le TA blanc est composé en grande majorité par les cellules graisseuses appelées adipocytes.
Cette fraction adipocytaire représente chez un individu sain environ 70% des cellules composants le TA.
Les 30% restants correspondent a la fraction stromale vasculaire qui regroupe tous les autres types
cellulaires non-adipocytaires présents dans le TA qui sont — entre autres — les précurseurs adipocytaires,
les cellules souches, les cellules endothéliales, les cellules nerveuses, les cellules immunitaires et la
matrice extracellulaire.
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1.1.1. La fraction adipocytaire

La fraction adipocytaire est composée en majorité d’adipocytes matures mais ¢galement de
jeunes adipocytes en cours de maturation. Ces cellules spécialisées dans le stockage des graisses ont la
particularité d’étre composées d’une gouttelette lipidique unique, sphérique et centrale repoussant le
noyau en périphérie. Cette vacuole lipidique, contenant principalement des triglycérides, est entourée
par une mince couche de cytoplasme renfermant I’appareil de Golgi, le réticulum endoplasmique et les
mitochondries (Tableau 2). Etant des cellules dotées d’une grande plasticité dépendante de leur
environnement métabolique, la taille des adipocytes blancs est trés hétérogéne. En moyenne, chez un
individu sain, le diamétre des adipocytes blancs est compris entre 50 et 90 um (Verboven et al., 2018).
Toutefois, bien qu’il n’existe pas de consensus dans la catégorisation de la taille des adipocytes, Stenkula
et Erlandson-Albertsson proposent que les adipocytes blancs puissent étre considérés comme de petits
adipocytes avec un diamétre moyen inférieur a 70 um, entre 70 et 120 um ils sont considérés comme
larges et lorsque leur diamétre est supérieur @ 120 um, les adipocytes blancs sont classés comme trés
larges (Stenkula et Arlandson-Albertsson 2018).

Adipocyte blanc Adipocyte brun Adipocyte beige
) o "
- ®: L‘
)

Gouttelette . 4 - : Uni- ou
lipidique Uniloculaire Multiloculaire muRileculaire
Densité ; S

R Faible Haute Intermédiaire
Expression UCP1 - +++ +
< Stockage - Thermogeneése - Thermogenése -
Fonctions Endocrine Endocrine Endocrine ?

Tableau 2 : Récapitulatif des différences morphologiques et fonctionnelles entre les adipocytes
blanc, brun et beige.

UCP1 : Uncoupling protein 1. Adapté de An et al., 2023.
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i. La genese des adipocytes : [’adipogenése

Les adipocytes blancs du TASC et TAV sont originaires de précurseurs multipotents dérivés du
mésoderme, les cellules souches mésenchymateuses appelées aussi adipose stem cells (Chen et al.,
2016). L adipogenése est le processus permettant la formation d’adipocytes matures a partir des cellules
souches mésenchymateuses. Cette étape est composée de deux phases principales : I’engament des
cellules souches mésenchymateuses vers la lignée adipocytaire suivi par la différenciation terminale des
précurseurs adipocytaires en adipocytes matures (Ye et al., 2023). Les différents mécanismes
moléculaires de ce processus ont pu étre identifiés grace aux différents modeles cellulaires pre-
adipocytaires issus de rongeurs tels que les 3T3-L1 ou encore les 3T3-F442A (Feve 2005).
L’engagement des cellules souches mésenchymateuses vers le phénotype adipocytaire est médiée par
différents facteurs. Parmi ceux-ci, les protéines BMP (Bone morphogenetic protein) 2 et 4 ont été
montrées comme des acteurs nécessaires pour la différenciation adipocytaire (Huang et al., 2009). Ces
protéines, en se liant a leurs récepteurs, permettent 1’activation du facteur de transcription SMAD4 qui
activera a son tour le facteur de transcription PPARy (Peroxisome proliferator-activated receptor y),
régulateur principal de 1’adipogenése (Ghaben et Scherer 2019).

Une fois les cellules pluripotentes engagées vers la lignée adipocytaire, ces pré-adipocytes vont
alors devenir des adipocytes matures sous I’influence de facteurs pro- et anti-adipogéniques. C/EBP et
C/EBPd (CCAAT-enhancer-binding protein f et ) sont les premiers facteurs de transcription induits et
correspondent a I’initiation de la différenciation terminale des adipocytes. Ils permettent de médier par
la suite I’expression de C/EBPa et PPARy. Ces derniers se régulent mutuellement afin de maintenir
leurs expressions malgré la diminution d’expression de C/EBPp et 6 (Shao et al., 1997). C/EBPa. et
PPARYy, séparément et/ou ensemble, vont ensuite induire 1’expression de leurs genes cibles impliqués

dans le phénotype adipocytaire (Gregoire et al., 1998).
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Figure 5 : Les différentes étapes de I’adipogenése et les principaux facteurs de transcription impliqués.

Les cellules souches mésenchymateuses s’engagent dans un premier temps vers un phénotype pré-adipocytaire
sous I’influence de I’environnement cellulaire. Lorsque les signaux sont adéquats, les pré-adipocytes arrétent de
se diviser, activant ’expression en cascade de différents facteurs de transcription formant des adipocytes
immatures, peu chargés en lipides. La maturation des adipocytes est initiée par PPARy et C/EBPa qui vont
favoriser I’expression des génes clés adipocytaires et I’accumulation lipidique. C/EBP : CCAAT-enhancer-binding
protein, PPARy : Peroxisome proliferator-activated receptor y. Adapté de Ntambi et al., 2000 et Ghaben and
Scherer 2019.

Parmi les principaux régulateurs pro-adipogéniques, on retrouve I’insuline et 1’insulin-like
growth factor-1 (IGF-1). En se fixant sur son récepteur et/ou le récepteur d’IGF-1, I’insuline va favoriser
la formation d’adipocytes matures en activant sa voie de signalisation qui implique différentes protéines
telles que IRS-1 (Insulin receptor substrate-1), les PI3 kinases (Phosphoinositide 3 kinases) et AKT
(Protéine kinase B). Les glucocorticoides circulants permettent également la régulation de la
différenciation adipocytaire : ils participent a I’arrét de la prolifération des pré-adipocytes indispensable
pour la différenciation terminale et augmentent 1’activation des facteurs de transcription C/EBPs
(Wiper-Bergeron et al., 2007 ; Tomlinson et al., 2006). La voie de signalisation Wnt quant a elle, a été
montrée comme inhibitrice de I’adipogenése. Par la stabilisation de la -caténine, les protéines Wnt
empéchent I’induction de PPARy et C/EBPa (Ross et al., 2000). Des facteurs extrinseques comme
I’inflammation, le cycle circadien ou encore les espéces réactives de 1’oxygéne régulent également
I’adipogenése (Ye et al., 2023). Les acides gras (notamment les acides gras oméga-3) ont également été
montrés comme des ligands activateurs de PPARY suggérant un role dans la régulation de I’adipogenése

(Hilgendorf et al., 2019). Il est a noter que les adipocytes matures sont capables de se dédifférencier
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vers un phénotype de précurseurs fibroblastiques remettant en cause la spécialisation terminale de ces
cellules (Plikus et al., 2017 ; Marangoni et al., 2015).

ii. L’ hétérogénéité des adipocytes blancs

Au-dela de la différence sur la taille, les analyses du transcriptome de cellule unique ou de noyau
unique (single cell-RNA sequencing et single nuclei-RNA sequencing) ont mis en lumiére 1’existence de
sous-populations d’adipocytes blancs (Maniyadath et al., 2023). Sérvari et al. ont mené une premiére
¢tude chez la souris montrant 1’existence de trois populations d’adipocytes distingués par 1’expression
de marqueurs spécifiques en plus des marqueurs conventionnels adipocytaires tels que 1’adiponectine
ou la périlipine. La premiére a été nommée Lipogenic adipocytes (LGA) qui sont caractérisés par la
forte expression de génes en relation avec la biosynthése lipidique et la réponse & 1’insuline (Acaca,
Acly, Igf2r, etc.) ainsi que les facteurs de transcription spécifiques des adipocytes comme Pparg,
indiquant que ce sont des adipocytes sensibles a 1’insuline avec une grande capacité de lipogenése de
novo. Les deux autres populations sont appelées Lipid-scavenging adipocytes (LSA) et Stressed lipid-
scavenging adipocytes (SLSA) distingués par I’expression de genes impliqués dans 1’absorption et le
transport des lipides (Cd36, Apoe, Abcgl, etc.) ce qui suggere que les lipides accumulés sont plut6t
originaires de I’absorption de ces derniers issus de la circulation que de la lipogenese de novo. Les SLSA
se différencient des LSA par I’expression supplémentaire de génes liés a la réponse au stress, a I’hypoxie
et I’autophagie. Ces SLSA correspondraient en fait aux adipocytes hypertrophiés : le volume de ces
adipocytes est plus important que les LGA et LSA et augmente significativement avec le développement
de I’obésité. Dans des conditions minces, la proportion de ces trois sous-populations adipocytaires est
équivalente (Sarvéri et al., 2021). Une autre étude, cette fois-ci chez I’'Homme, identifient également
trois sous-populations d’adipocytes matures : Adipo®-'N, AdipoS* et Adipo“c" qui partagent une
signature transcriptomique similaire avec les LGA, les LSA et les SLSA, respectivement (Béckdahl
2021). De fagon intéressante, a travers des expériences de mesure de lipolyse et de lipogenése stimulée
par ’insuline, les auteurs identifient la sous-population Adipo™'N comme ayant une réponse insulinique
plus prononcées que les deux autres sous-populations. Il est a préciser cependant que, contrairement a
I’étude de Sérvari et al., le diametre de ses adipocytes est similaire et ne permet pas de distinguer
proprement les trois sous-populations adipocytaires (Backdahl et al., 2021). Toutefois, d’autres groupes
de recherche distinguent d’autres sous-populations adipocytaires, que cela soit chez ’Homme ou la
souris. Mais néanmoins, les différentes études de single cell/nuclei-RNA sequencing tendent vers la
méme catégorisation des adipocytes issus du TAV ou TASC (Sarvari et al., 2021 ; Backdahl et al.,
2021 ; Emont et al., 2023). Ainsi, cette hétérogénéité adipocytaire pourrait expliquer les différentes
réponses métaboliques du TA avec I’intervention d’une sous-population par rapport a une autre dans la
réponse aux conditions environnementales du TA. En effet, les proportions de ses sous-populations
peuvent varier en fonction du contexte physiopathologique, notamment au cours de 1’obésité (Sarvari et
al., 2021).
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1.1.2. La fraction stromale vasculaire

La fraction stromale vasculaire comprend tous les autres composants du TA a I’exception des
adipocytes matures. Dans cette partie, nous détaillerons les composants principaux : la matrice

extracellulaire, les cellules immunitaires et les précurseurs adipocytaires.

i. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est un composant essentiel du TA permettant le maintien
structurel des différents types cellulaires composant ce tissu. En plus de son réle de soutien, elle participe
aux différentes voies de signalisation cellulaire du TA (Sun et al., 2023). Afin de répondre correctement
a la capacité d’expansion du TA, il existe une régulation fine des différents éléments de la MEC qui
subit un remodelage en continu.

L’un des composants majoritaires de la MEC sont les collagenes (Khan et al., 2009). Ils sont
produits par les adipocytes, les pré-adipocytes, les cellules endothéliales mais également les cellules
souches du TA (Ruiz-Ojeda et al., 2019). Ce sont les collagenes I, IV, V, VI, VII, VIII et IX que I’on
trouve principalement dans le TA (Sun et al., 2023). La MEC est également composée de protéines non
collagéniques telles que 1’ostéonectine (aussi appelée SPARC pour Secreted protein acidic cystein-Rich)
qui agit de fagon étroite avec le collagéne I en stabilisant les fibrilles et dont 1I’expression est régulée par
la leptine, I’insuline et le glucose (Kos et al., 2009 ; Bradshaw et al., 2003). La fibronectine est
également une protéine nécessaire a la stabilisation de la MEC de par son interaction avec le collagene
| et la thrombospondine-1. Cette derniére participe aux voies de signalisation cellulaire impliquées dans
le remodelage de la MEC du TA (Kong et al., 2013). Enfin, la dynamique de la MEC du TA est
également permise par les protéines MMPs (Matrix metalloproteinases) et TIMPs (Tissue inhibitors of
metalloproteinases) qui sont impliquées dans la dégradation des différents composants de la MEC. Les
MMPs ont la capacité de solubiliser les protéines de la MEC tandis que les TIMPs inhibent 1’activité
des MMPs (DeBari et Abbott 2020).

ii. Les cellules immunitaires

La fraction stromale vasculaire du TA comprend également de multiples cellules du systéeme
immunitaire adaptatif et inné. Parmi ce dernier, les macrophages représentent la plus forte population
de cellules immunitaires du tissu (jusqu’a 10% des cellules issues de la fraction stromale vasculaire chez
I’Homme sain) (Weisberg et al., 2003). Ils ont un role important dans le maintien de I’homéostasie
tissulaire a travers diverses fonctions telles que la sécrétion de cytokines et chimiokines, le remodelage
du TA ou encore 1’élimination des acides gras libérés par les adipocytes morts (Cildir et al., 2013). Un
trés grand nombre d’études chez la souris ont contribué a la caractérisation de cette population
immunitaire. Initialement, il a été identifié deux sous-populations de macrophages dans le TA sur la

base de marqueurs cellulaires spécifiques : les macrophages résidents et les macrophages recrutés
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dérivés des monocytes. Les macrophages résidents sont situés principalement autour des vaisseaux
sanguins et entre les adipocytes (Chen et al., 2021). Ces cellules ont un profil anti-inflammatoire dans
le TA en permettant I’¢limination des cellules apoptotiques et participent a la régulation du métabolisme
lipidique par la production d’interleukine-10 (IL-10) et de catécholamines (Russo et Lumeng, 2018).
Les macrophages recrutés derivés des monocytes se distinguent des résidents d’une part par leurs
expressions de marqueurs de surface mais également par leurs localisations. En effet, ces macrophages
s’organisent principalement autour des adipocytes morts sous une structure caractéristique de couronne
avec un profil plutdt pro-inflammatoire marqué par la production de cytokines telles que le TNFa, IL-6
et IL-1B (Murano et al., 2008, Weisberg et al., 2003). Néanmoins, ’avancé technologique a permis de
mettre en évidence un profil d’activation de ces macrophages bien plus complexe que la simple
dichotomisation entre macrophages pro- (de type « M1 ») et anti-inflammatoires (de type « M2 »),
identifiant ainsi de nouvelles populations de macrophages. En effet, les macrophages du TA sont des
cellules sensibles a leur environnement et aux divers stimuli métaboliques comme les acides gras libres,
I’insuline ou encore le glucose. Ces différents signaux métaboliques générent ainsi une nouvelle palette
d’état d’activation des macrophages (Russo et Lumeng, 2018).

Outre les macrophages, les autres types de cellules immunitaires comme les cellules
dendritiques, les mastocytes, les neutrophiles ou encore les lymphocytes T et B, sont des acteurs clés de
la réponse inflammatoire du TA, notamment en condition pathologique (Cildir et al., 2013). Leurs réles

seront brievement détaillés ultérieurement.

iii. Les précurseurs adipocytaires

Comme décrit précédemment, il existe une diversité d’adipocytes blancs matures. 1l est donc
naturel de se questionner sur leur origine. La présence dans la fraction stromale vasculaire de
progéniteurs adipeux est essentielle pour assurer une fonctionnalité optimale du TA. Différentes études,
principalement chez la souris, ont mis en évidence I’existence de deux groupes majeurs de précurseurs
adipocytaires (Maniyadath et al., 2023). Le premier groupe est constitué de cellules exprimant les genes
adipocytaires tels que Pparg et Cd36 et a été montré comme ayant un fort potentiel adipogénique. La
littérature s’accorde a les caractériser comme les « vrais pré-adipocytes ». Le second groupe est plut6t
associé a I’expression de génes impliqués dans le remodelage de la MEC et I’inflammation et perdent
peu a peu I’expression de Pparg. Chez ’Homme, cette catégorisation est en partie retrouvée méme si
certaines études identifient davantage de clusters (Emont et al., 2022). Ces derniéres années, de
nouvelles sous-populations de pré-adipocytes ont été identifiées et ont été rapportées comme étant
inhibitrices de I’adipogenése. On retrouve parmi celles-ci les FIPs (Fibro-inflammatory progenitors),
les ARCs (Aging-dependant regulatory cells) et les AREGs (Adipogenesis regulatory cells) (Hepler et
al., 2018 ; Schwalie et al., 2018 ; Nguyen et al., 2021).
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1.2. Fonctions du tissu adipeux blanc

Le TA blanc est un organe dynamique avec différentes fonctions qui lui sont associées. La
principale est sa capacité remarquable a stocker 1I’exces d’énergie sous forme de triglycérides (TG). Ces
TG seront ensuite mobilisés lorsque ’organisme est en demande énergétique. S’ajoute a ce role
énergétique, un role de soutien et de protection mécanique des organes ainsi qu’un role endocrine.
Aujourd’hui, il est bien admis que le TA est un organe métabolique central dans la régulation systémique

métabolique et énergétique (Hagberg et al., 2024).

1.2.1. Fonction énergétique / métabolique

Le TA joue un role essentiel dans la régulation de ’homéostasie énergétique a travers une fine
balance entre les voies métaboliques. Cette fonction est majoritairement assurée par les adipocytes qui
ont la capacité de neutraliser et stocker les lipides sous forme de TG dans leurs gouttelettes lipidiques,
limitant ainsi la lipotoxicité et le stockage ectopique des graisses. Lors d’une forte demande énergétique
(jeGine, effort physique, période de stress, etc.), ces TG sont mobilisés suite a leurs hydrolyses en AGL.
Ces derniers représentent une plus forte valeur énergétique comparativement aux glucides en libérant
quatre fois plus d’ATP (Adénosine triphosphate) apres oxydation complete (Judge et Dodd, 2020). Le
TA est également un acteur clé dans I’homéostasie glucidique a travers I’expression des transporteurs
de glucose GLUT1 et GLUT4 (Glucose transporter type 1 et 4). Toutefois, la contribution du TA dans
cette fonction est moindre comparativement aux muscles squelettiques qui représentent les tissus
principaux dans I’absorption du glucose sensible a I’insuline (DeFronzo et al., 2004). 1l est & noter que
la présence du récepteur GLUT4 a la surface des adipocytes, contrairement a GLUT1, est dépendante
de I’action de I’insuline. En effet, ’activation du récepteur a I’insuline entraine la translocation a la
membrane de GLUT4, augmentant ainsi I’absorption de glucose systémique par I’adipocyte (Govers et
al., 2004 ; Zeigerer et al., 2002). Le métabolisme du glucose est un processus clé dans la production
d’énergie sous forme d’ATP. Dans un premier temps, dans le cytosol, le glucose est métabolisé en
pyruvate a travers la voie de la glycolyse, produisant deux molécules d’ATP et du NADH. En présence
d’oxygene, le pyruvate est converti en acétyl-CoA et entre dans la mitochondrie pour étre utilisé dans
le cycle de Krebs, augmentant la production d’ATP, NADH et FADH,. Ces molécules sont les substrats
essentiels pour la chaine respiratoire mitochondriale permettant de générer davantage d’ATP a travers
la phosphorylation oxydative (Fernie et al., 2004). En absence d’oxygene, le pyruvate est métabolisé en
lactate. Ce dernier peut €tre utilisé par d’autres cellules comme substrat énergétique ou comme
métabolite et en particulier par les adipocytes bruns et beiges (Lagarde et al., 2021 ; Santoro et al.,
2021). En effet, le lactate a été montré comme étant un puissant inducteur de la protéine découplante
UCP1 (Uncoupling protein 1), augmentant I’activité thermogénique de ces cellules (qui sera détaillée

ultérieurement) (Carriére et al., 2014 ; Lagarde et al., 2020). Il est a préciser qu’une faible quantité du
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glucose absorbé par les adipocytes (= 5%) peut étre stockée sous forme de glycogéne dans ces cellules
(Flatt et Ball 1964) et que 1’augmentation de 1’absorption du glucose médiée par I’insuline contribue

principalement a la synthése de TG dans I’adipocyte (Santoro et al., 2021).

i. Synthése et stockage des lipides

Les TG sont composés d’une molécule de glycérol dont les trois groupes hydroxyles sont
estérifiés avec des acides gras. Il s’agit d’une forme permettant de neutraliser les lipides, d’ou leur
catégorisation de lipides neutres. La majorité des TG stockés dans les adipocytes sont issus de
I’absorption des AGL circulants issus de I’alimentation et les différentes étapes du stockage des lipides
sont stimulées par I’insuline et résumées dans la figure 6. A la suite d’un repas, les acides gras
alimentaires sont transportés par des lipoprotéines riches en TG (TRL pour Triglyceride-rich
lipoprotein) telles que les chylomicrons et VLDL qui sont synthétisées respectivement par 1’intestin et
le foie. Elles sont ensuite acheminées vers le TA ou elles seront hydrolysées par la lipoprotéine lipase
(LPL) (Kersten, 2014). Les AGL issus de ’hydrolyse de la LPL seront ensuite captés par I’adipocyte de
maniére passive et a travers des transporteurs lipidiques spécifiques tels que CD36 (Fatty acid
translocase) et les FATPs (Fatty acid transport protein) (Kersten, 2014 ; Thompson et al., 2010). Une
fois dans I’adipocyte, les AG seront convertis en acyl-CoA grace a I’action des ACSs (Acyl-CoA
synthetases) qui agissent de concert avec les FATPs (Coleman et al., 2011). Les acyl-CoA produits
seront ensuite estérifiés au squelette carboné des TG par différentes enzymes dont la glycérol-3-
phosphate acyltransférase (GPAT), la 1-acylglycérol-3-phosphate acyltransférase (AGPATL) et la
diacylglycérol acyltransférase (DGAT) (Coleman et al., 2011). Les DGAT1 et 2 sont des régulateurs
importants de cette voie : en condition physiologique chez la souris, I’invalidation adipocytaire de 1’une
ou l’autre isoforme n’affectent pas le développement du TA, suggérant que 1’'une des deux isoformes
est suffisante pour la synthese de TG. Toutefois, lorsque les souris invalidées pour Dgatl sont soumises
a un régime riche en graisses, il est observé une diminution du TA qui s’accompagne par un stockage
ectopique et une résistance a 1’insuline (Chitraju et al., 2017). L’activité de la LPL sécrétée par les
adipocytes est €¢galement nécessaire pour I’accumulation intracellulaire de lipides dans ces cellules. En
effet, I’inhibition de I’expression de la Lpl dans des pré-adipocytes 3T3-L1 est associée a une réduction
de son activité et du stockage intracellulaire de TG (Gonzales et al., 2007). De plus, des mutations de la
LPL chez I’Homme sont associées a une hypertriglycéridémie sévere plasmatique (Ullrich et al., 2001).
Il est important de préciser qu’a travers le métabolisme des lipoprotéines, les adipocytes sont également
capables de stocker du cholestérol libre. En effet, le TA représente la plus grande réserve de cholestérol
libre de I’organisme (Kraus et al.,e 1984 ; Schreibman et al., 1975). Le contenu en cholestérol est
quasiment proportionnel a la quantité de TG stockés et il joue notamment un role important dans la
composition de la bicouche lipidique membranaire ainsi que la membrane formant la gouttelette

lipidique dans I’adipocyte (Le Lay et al., 2004).
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En plus de I’apport alimentaire, les lipides peuvent étre synthétisés par voie endogene a partir
de précurseurs glucidiques : ¢’est la lipogenése de novo. Elle a lieu principalement dans le foie et le TA
(Eissing et al., 2013). Dans les grandes étapes, le glucose (produit de facon endogéne ou issus de
I’alimentation) entre dans 1’adipocyte a travers ses transporteurs spécifiques GLUT4 et GLUT1. Ce
glucose sera ensuite métabolisé en citrate a travers la glycolyse et le cycle de Krebs. Le citrate sera
ensuite converti en acétyl-CoA puis en malonyl-CoA par ACLY (ATP citrate lyase) et ACC1 (Acetyl-
CoA carboxylase) respectivement. L acétyl-CoA et le malonyl-CoA sont les substrats nécessaires a la
Fatty acid synthase (FAS) pour la génération d’acide palmitique. Ce dernier sera ensuite élongué
(augmentation du nombre de carbone) et/ou désaturé (augmentation du nombre d’insaturation)
(Morigny et al., 2021). Cette lipogenése de novo est régulée par différents facteurs tels que la
concentration intracellulaire en malonyl-CoA (son accumulation inhibe 1’oxydation des AG) ou encore
des facteurs de transcription comme SREBP1c (Sterol response element binding protein 1c) et ChREBP
(Carbohydrate response element binding protein) qui stimulent 1I’expression des enzymes FAS et ACC1
(Herman et al., 2012 ; Sakers et al., 2022). Le facteur de transcription ChREBP est régulé par le
métabolisme du glucose (I’expression de ces deux isoformes a et B est inversement proportionnelle a la
glycémie) et est positivement corrélé a la sensibilité a I’insuline (Herman et al., 2012 ; Kursawe et al.,
2013). Lors de la lipogenése de novo, sont produits différentes espéces lipidiques telles que les esters
d’acides gras ramifiés d’acides gras hydroxylés (Branched fatty acid esters of hydroxy fatty acids
(FAHFA)) dont il a été montré leurs propriétés insulino-sensibilisantes et sont neutralisés par les acides
aminés a chaine ramifiés qui eux sont décrits comme étant liés a la résistance a I’insuline (Yoon et al.,
2016 ; Zhou et al., 2019). Ainsi, la lipogenese de novo joue un réle important dans la sensibilité a
I’insuline des adipocytes et de I’organisme entier. En effet, les enzymes lipogénes sont régulées a la
baisse chez des personnes souffrant d’obésité et résistantes a I’insuline (Eissing et al., 2013). De plus,
I’augmentation de la lipogenése de novo est associée a une augmentation de la tolérance au glucose et
de la sensibilité a I’insuline (Kuriyama et al., 2005 ; Cao et al., 2008). De facon intéressante, la
lipogenése de novo dans les adipocytes blancs joue un réle dans la fonction thermogénique du TA brun

et le brunissement des adipocytes blancs en adipocytes beiges (Guilherme et al., 2017 et 2018).
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Figure 6 : Syntheése et stockage des triglycérides dans ’adipocyte blanc.

Il existe deux voies principales permettant la synthése et le stockage des TG dans 1’adipocyte. (1) La majorité des
TG proviennent de I’hydrolyse des lipoprotéines riches en TG (TRL) médiée par la LPL, relarguant des AGL qui
seront captés et stockés par I’adipocyte. (2) La lipogenése de novo est la voie métabolique permettant la synthése
d’acides gras a partir de précurseur glucidique. Une fois absorbés ou synthétisés, les acides gras seront estérifiés
pour étre stockés sous forme de TG dans la gouttelette lipidique adipocytaire. ACC1 : acetyl-CoA carboxylase,
ACLY : ATP citrate lyase, ACS : acyl-CoA synthetase, AGL : acide gras libres, ATP : adénosine triphosphate
CD36 : cluster of differenciation 36, FAS: fatty acid synthase, FATP : fatty acid transport protein, LPL :
lipoprotein lipase, TG : triglycérides TRL : triglyceride rich lipoprotein, TRLR : triglyceride rich lipoprotein
receptor. Adapté de Morigny et al., 2021.

ii. La gouttelette lipidique

Une fois synthétisés au niveau du réticulum endoplasmique, les TG sont donc stockés dans la
gouttelette lipidique des adipocytes. Les gouttelettes lipidiques sont présentes de fagon ubiquitaire dans
les types cellulaires avec toutefois une grande variation de leurs tailles, nombres et leurs contenus mais
une composition structurale similaire (Olzmann et Carvalho, 2019). Elles sont formées d’une simple
couche de phospholipides renfermant le cceur lipidique composé de lipides neutres (en majorité des TG
et cholestérol qui représentent les lipides les plus abondants chez les eucaryotes (Thiam et al., 2021).
L’analyse protéomique de gouttelettes lipidiques isolées d’adipocytes matures ont permis d’identifier

presque 200 protéines intégrées ou liées a la monocouche phospholipidiques nécessaires a la structure
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et la dynamique de la gouttelette, la considérant de ce fait comme un organite a part entiére (Ding et al.,
2012). En plus du stockage énergétique, les gouttelettes lipidiques sont essentielles pour protéger la
cellule face a de nombreux stresses cellulaires comme la lipotoxicité, le stress du réticulum
endoplasmique ou encore le stress oxydatif et il a été montré qu’une dérégulation de ces gouttelettes
¢tait associée a de nombreuses maladies comme 1’obésité, la lipodystrophie ou encore la stéatose

hépatique (Nguyen et al., 2017 ; Liu et al., 2015 ; Zadoorian et al., 2023).

La synthése de lipides neutres est un élément indispensable pour la biogenese de la gouttelette
lipidique. En effet, I’absence des enzymes responsables de la synthése des lipides neutres (DGAT1 et
DGAT2 pour les TG, ACAT1 et ACAT2 pour les esters de cholestérol) conduit a une absence de
gouttelette lipidique chez la souris et la levure (Harris et al., 2011 ; Sandager et al., 2002). Les lipides
neutres synthétisés vont alors s’accumuler sous une forme de lentille lipidique entre les feuillets de la
bicouche du réticulum endoplasmique (Khandelia et al., 2010). Cette gouttelette naissante va ensuite
bourgeonner et maturer en accumulant davantage de lipides notamment par synthése locale et/ou par
fusion avec d’autres gouttelettes lipidiques (Olzmann et Carvalho, 2019). La biogenése de la gouttelette
lipidique est un mécanisme complexe incomplétement défini et qui fait intervenir de nombreux acteurs
moléculaires. Parmi ces acteurs, on retrouve la seipine qui participe a la définition des sites ou la
formation de la gouttelette lipidique sera initiée et favorise le contact entre le réticulum endoplasmique
et la gouttelette lipidique afin d’orienter le flux de TG de leur lieu de synthese vers la gouttelette (Salo
etal., 2019 ; Prasanna et al., 2021). L’invalidation totale chez la souris et la mutation nulle de son gene
BSCL2 (Berardinelli-seip congenital lipodystrophy type 2) se traduit par une quasi-absence de TA
(Magré et al., 2001 ; Prieur et al., 2013). De plus, cette protéine joue un role dans le métabolisme
énergétique mitochondriale et 1’absence de la seipine dans le TA conduit a une réduction de la
production d’ATP accompagnée d’une altération de la fonction des adipocytes (Combot et al., 2022).

Une autre protéine majoritaire de la composition structurale et la fonction de la gouttelette
lipidique est la périlipine codée par le gene PLIN. Il existe cing isoformes de cette protéine chez les
mammiféres (notée de 1 a 5). La périlipine recouvre la gouttelette lipidique la protégeant contre 1’action
des lipases et joue un réle important dans la mobilisation des lipides a travers la lipolyse (Cho et al.,
2023 ; Sztalryd et Brasaemle, 2017). On peut également retrouver les cavéolines qui sont des protéines
présentent a la surface de la gouttelette lipidique et participent a la formation de cavéoles. Elles ont été
montrées comme jouant un réle essentiel dans le stockage de TG et la formation de la gouttelette
lipidique puisque leur invalidation conduit a la formation de petites gouttelettes dans les adipocytes
(Razani et al., 2002).
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iii. Mobilisation des lipides

En période de forte demande énergétique et lorsque les ressources glucidiques sont épuisées,
I’organisme est capable d’utiliser les lipides stockés dans I’adipocyte en les hydrolysant. La lipolyse
repose sur ’action de trois enzymes : 1’Adipose triglyceride lipase (ATGL), I’Hormone sensitive lipase
(HSL) et la Monoglyceride lipase (MAGL). Ces enzymes permettent respectivement la conversion des
TG en diacylglycérides, puis en monoacylglycérides et enfin, la séparation entre le glycérol et le dernier
acide gras (Morigny et al., 2021). Cette molécule de glycérol et les trois AG ainsi libérés seront
acheminés via la circulation sanguine pour servir de substrats énergétiques apres oxydation aux autres
tissus de I’organisme (Cho et al., 2023). 1l est a noter qu’une grande partie des AGL issus de la lipolyse
seront ré-estérifier au sein méme de I’adipocyte permettant ainsi un contréle dans le relargage des AGL
dans la circulation (Forest et al., 2003). Une des protéines qui médie cette ré-estérification est DGAT1
permettant de limiter le stress lipotoxique du réticulum endoplasmique (qui est le lieu de synthése des

TG) et les désordres associés tels que 1’inflammation ou la résistance a I’insuline (Chitraju et al., 2019).

Chacune de ses enzymes joue un role dans la régulation de 1’homéostasie lipidique. La
surexpression d’ATGL (codée par le géne PNPLA2) permet de protéger contre 1’obésité en augmentant
la dépense énergétique (Ahmadian et al., 2009). L’inhibition d’ATGL chez la souris réduit la lipolyse
basale des TG et augmente la masse du TA et le stockage ectopique des graisses, notamment au niveau
du cceur altérant la fonctionnalité cardiaque responsable d’une mort prématurée. Ces souris ont
¢galement une adaptation défectueuse au froid, soulignant la contribution de la lipolyse dans 1’activité
thermogeénique (Haemmerle et al., 2006). Quant &8 HSL (codée par le géne LIPE), son invalidation totale
conduit a une réduction de la lipolyse stimulée qui s’accompagne d’une accumulation de diacylglycérol
dans le TA chez ’Homme et la souris (Haemmerle et al., 2002 ; Albert et al., 2014).

L’activité de ces trois lipases est finement régulée et dépend de leurs interactions avec des co-
facteurs. ATGL forme un complexe avec son co-activateur CGI-58 (Comparative gene identification-
58) et I’AMPK (AMP-acivated protein kinase) favorise la phosphorylation d’ATGL, lui permettant une
activité optimale (Lass et al., 2006 ; Ahmadian et al., 2011). La mutation d’ABHDS (géne codant pour
CGI-58) conduit a une accumulation de TG dans le TA chez la souris et ’'Homme (Lass et al., 2006).
Quant & HSL, FABP4 (Fatty Acid-Binding Protein 4) permet sa translocation jusqu’a la gouttelette
lipidique en se fixant a elle. Les TG se trouvant dans la gouttelette lipidique, les enzymes de la lipolyse
nécessitent une interaction avec les protéines de la gouttelette lipidique. PLIN1 (périlipine 1) est un
important régulateur de la lipolyse. Lorsqu’elle est phosphorylée, PLIN1 va libérer le co-activateur
CG1-58 (initialement séquestré a la membrane de la gouttelette en condition basale) pour qu’il puisse
interagir avec ATGL et va également se fixer a HSL permettant ainsi ’hydrolyse des TG (Granneman
et al., 2009 ; Wang et al., 2011). La lipolyse est également régulée de fagon hormonale par 1’insuline,

les catécholamines et les peptides natriurétiques. Alors que 1’insuline inhibe cette voie métabolique, les
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catécholamines et les peptides natriurétiques [’active en permettant, de fagon indirecte, la

phosphorylation d’HSL et de PLIN1 (Morigny et al., 2021) (Figure 7).
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Figure 7 : Mobilisation des triglycérides dans 1’adipocyte blanc.
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Les catécholamines (& travers leur fixation aux récepteurs B-adrénergique couplés a Gos) et les peptides
natriurétiques (par l’intermédiaire de leurs récepteurs) vont permettent 1’augmentation des concentrations
cellulaires en AMPc et GMPc, activant les protéines kinases A (PKA) et G (PKG), respectivement. Ces derniéres
vont alors phosphoryler HSL, favorisant sa translocation du cytosol vers la gouttelette lipidique pour interagir avec
PLIN1. La phosphorylation de PLIN1 entraine la translocation de CGI-58 qui pourra de ce fait se coupler a ATGL.
AGL : Acides gras libre, AMPc : Adénosine monophosphate cyclique, ATGL : adipose triglyceride lipase, ATP :
adénosine triphosphate, CGI-58 : comparative gene identification-58, DG : diglycéride, FABP4 : fatty acid
binding protein 4, GMPc : guanosine monophosphate cyclique, HSL : hormone sensitive lipase, MAGL :
monoglyceride lipase, MG : monoglycéride, PLIN1 : périlipine 1, PNs : peptides natriurétiques, TG : triglycéride.
Adapté de Morigny et al., 2021.

La lipolyse représente la principale voie de libération des AGL dans la circulation mais il a été
montré que ces AGL pouvaient également étre exportés des cellules adipeuses sous forme de vésicules
extracellulaires (notamment des exosomes). Ces derniers sont considérés comme un signal pour la
différenciation des macrophages. Chez la souris, 1 a 2% de la teneur en lipides est libérée chaque jour
par les adipocytes (Flaherty et al., 2019). Une autre voie lipolytique décrite est la lipophagie qui est un
processus autophagique dépendant de la lipase lysosomale acide ou les lysosomes dégradent les TG
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contenus dans la gouttelette lipidique (Zechner et al., 2009). Cette lipase posséde un réle métabolique
dans le TA : son invalidation dans les adipocytes favorise 1’accumulation des graisses et affecte la
dynamique de la gouttelette lipidique. En revanche, sa surexpression dans les adipocytes atténue le
développement de 1’obésité induite par le régime et les complications métaboliques associées (Gamblin

etal., 2021).

1.2.2. Fonction endocrine

La fonction endocrine du TA blanc est maintenant assez bien caractérisée. Les adipocytes ainsi
que les différentes cellules de la fraction stromale vasculaire sont capables de sécréter différents facteurs
de nature peptidique ou non appelés adipokines. Ces adipokines agissent au niveau systémique mais
peuvent aussi avoir une action locale avec un rdle autocrine et paracrine participant a la régulation de
différents processus biologiques, démontrant ainsi I’importance métabolique du TA (Kershaw et al.,
2004). La taille des adipocytes influence la capacité sécrétoire du TA : de facon générale, plus les
adipocytes sont gros, plus la sécrétion adipokines est importante (Skurk et al., 2007). Aujourd’hui, bien
qu’elles ne soient pas toutes encore caractérisées, on estime a plus de 600 le nombre de protéines
sécrétées par le TA (Lehr et al., 2012). Parmi celles-ci, I’adiponectine et la leptine sont les adipokines

les mieux caractérisées et dont la sécrétion provient majoritairement des adipocytes.

i. L adiponectine

Une des adipokines caractéristiques du TA est ’adiponectine. Elle est I’adipokine la plus
abondante avec une sécrétion plus importante du TASC par rapport au TAV. Alors que I’on pensait que
cette protéine était exclusivement produite par les adipocytes, de nombreuses études montrent que le
gene de ’adiponectine, ADIPOQ), peut étre induit dans les hépatocytes, les muscles squelettiques, les 0s
ou encore les cardiomyocytes (Yadav et al., 2013). En se fixant a ses récepteurs spécifiques (AdipoR1
et AdipoR2 exprimés préférentiellement dans le muscle squelettique et le foie respectivement),
I’adiponectine systémique exerce de nombreuses actions et cible différents organes. Elle est notamment
impliquée dans la régulation du métabolisme du glucose et des AG mais également dans la sensibilité a
I’insuline du TA, du foie et du muscle (Straub et Scherer 2019 ; Shklyaev et al., 2021). Lorsqu’elle se
fixe a AdipoR1, I’adiponectine stimule 1’oxydation des AG et la dépense énergétique dans le muscle
squelettique en activant séquentiellement les voies d’AMP-K, MAP-K (Mitogen-activated protein
kinase) et PPARa (Yoon et al., 2006). Par le biais des mémes voies métaboliques, 1’adiponectine réduit
la néoglucogeneése et la lipogenése de novo hépatique. En se couplant & AdipoR2, 1’adiponectine active
PPARa qui favorise I’expression de la protéine découplante UCP-2 aboutissant a une meilleure [-
oxydation des AG (Shklyaev et al., 2021). Il a méme été montré un effet antidépresseur de cette
adipokine dans le systéme nerveux central (Liu et al., 2013). Il existe une communication étroite entre

I’adiponectine et I’inflammation. En effet, elle favorise I’activation des macrophages vers un phénotype
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anti-inflammatoire et bloque I’activation vers un phénotype pro-inflammatoire (Luo et al., 2016). Elle
permet également de réduire la sécrétion de leptine et de cytokines pro-inflammatoires comme IL-6 et
TNFa, la qualifiant d’adipokine anti-inflammatoire. Les taux plasmatiques d’adiponectine sont
également négativement corrélés aux niveaux de TG et d’HDL-C plasmatiques et favorise I’action de la
LPL (Kanda et al., 2006 ; Berneis et al., 2002). Cependant, dans un contexte physiopathologique tel que
I’obésité, la capacité de sécrétion d’adiponectine par les adipocytes est réduite et est accentuée par

I’action des cytokines pro-inflammatoires (Choi et al., 2020).

ii. La leptine

Une autre hormone majeure du TA est la leptine. Cette hormone est codée par le géne OB et est
synthétisée principalement par les adipocytes du TA bien qu’il ait ét€ montré une synthése, en moindre
mesure, par I’intestin et le muscle squelettique (Mix et al., 2000 ; Wang et al., 1998). La sécrétion de
leptine est proportionnelle a la masse du TA et est différente en fonction du dépdt adipeux considéré :
le TASC sécréte davantage de leptine que le TAV. Elle exerce son action en se fixant sur le récepteur a
la leptine, ce dernier étant présent dans de nombreux tissus comme le foie, le cceur, I’hypothalamus ou
encore les médullo-surrénales et évidemment le TA (Dornbush et al., 2023). L’expression et la sécrétion
de la leptine sont régulés par différents facteurs dont le principal est 1’état nutritionnel de I’organisme.
La leptinémie est différente en fonction du sexe (plus importante chez les femmes) et est soumise au
cycle circadien (plus élevée pendant la nuit) (Pereira et al., 2021). La principale fonction de la leptine
est le controle de I’appétit et de ’homéostasie énergétique en servant de signal métabolique de suffisance
énergétique a I’organisme. En effet, appelée « hormone de la satiété », elle stimule les neurones POMC
(proopiomelanocortin) anorexigenes et inhibe les neurones AgRP/NPY (agouti-related protein /
neuropeptide Y) orexigénes situés dans le noyau arqué, diminuant ainsi I’appétit (Dornbush et al., 2023).
Il existe de nombreuses autres actions de la leptine. Parmi celles-ci, la leptine diminue la production
d’insuline par les cellules B des ilots pancréatiques (Kieffer et al., 1997). Au niveau du muscle
squelettique, elle augmente I’absorption du glucose et des AGL et leurs oxydations (Muoio et al., 1997).
Au niveau du TA, la leptine augmente chez les rongeurs la lipolyse et atténue ’absorption de glucose
stimulée par I’insuline (Friithbeck et al., 1997 ; Muller et al., 1997). Toutefois, il a été montré que la
leptine était capable de favoriser la maturation des adipocytes (Palhinha et al., 2019). Enfin, la leptine
joue un rdle dans la réponse immunitaire : elle augmente notamment le recrutement de monocyte et la

production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-6) et la phagocytose (Abella et al., 2017).

iii. Les autres adipokines
Une multitude d’autres facteurs sont sécrétés par le TA mais, contrairement a I’adiponectine et
la leptine qui sont préférentiellement produites par le TA, ces adipokines sont communes & quasiment
tous les tissus. On retrouve parmi celles-ci des cytokines inflammatoires comme TNFo et IL-6, la

résistine et la vistafine (qui ont un role dans la résistance a I’insuline et ’inflammation du TA), le
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Plasminogen activator inhibitor-1 PAI-1 qui est un inhibiteur de la fibrinolyse et contribue a
I’angiogenése ou encore des protéines du systéme rénine-angiotensine qui contribuent a la régulation de

la pression artérielle (Jung et al., 2014 ; Kershaw et al., 2004 ; Goossens et al., 2003).

Le TA, et notamment les adipocytes, est également capable de sécréter des vésicules
extracellulaires. Ces dernieres font partie intégrante du sécrétome du TA en transportant une variété de
matériel biologique (protéines, lipides, acides nucléiques) et sont capables de cibler et transférer leur
contenu a d’autres cellules réceptrices, permettant ainsi d’assurer une communication autocrine,
paracrine et endocrine avec d’autres organes (Hartwig et al., 2019 ; Rome et al., 2021). Il a été montré
que les adipocytes étaient capables de sécréter différentes vésicules extracellulaires (des petites et des
grandes vésicules, chacune caractérisée par une signature transcriptomique distincte) et cette secrétion
est dépendante de I’environnement physiopathologique (Durcin et al., 2017 ; Cannolly et al., 2018 ;
Rome et al., 2021).

La fonction endocrine du TA fait aujourd’hui I’objet de plus en plus d’études identifiant ainsi

les nombreux facteurs sécrétés par le TA et leurs réles notamment dans un contexte pathologique comme
I’obésité, qui sera détaillé dans le chapitre III (Kershaw et al., 2004 ; Sahu et al., 2023).
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2. Le tissu adipeux brun

Longtemps aprées avoir pensé que seuls les nouveaux-nés en possédaient, des dépots de TA brun
ont été retrouvés et décrits chez I’Homme adulte (Frigolet et al., 2020). Le TA brun différe du TA blanc

par sa localisation, sa morphologie et sa fonction.

2.1. Localisation et morphologie du tissu adipeux brun

Comparativement au TA blanc, les dépdts de TA brun ne représentent que 1 a 2% de la masse
grasse chez ’Homme adulte (Kahn et al., 2019). On les retrouve principalement au niveau cervical,
supra-claviculaire, autour d’organes profonds tels que le cceur ou les reins et le long de gros vaisseaux
(carotide, aorte, vascularisation pulmonaire) (Lee et al., 2013) (Figure 4). Ces dép6ts sont bien
développés a la naissance mais s’atrophient au cours du temps jusqu’a devenir difficilement détectables
chez ’Homme adulte sain en condition physiologique, contrairement a la souris ou le TA brun reste
bien présent tout au long de sa vie (Lidell et al., 2013). De plus, il s’agit d’un tissu qui est hautement
vascularisé favorisant ainsi un acceés plus important aux substrats énergétiques. Il présente également
une forte innervation par les fibres du systéme nerveux central sympathique avec une expression des
récepteurs B3-adrénergiques (Bhatt et al., 2017). La vascularisation et I’innervation du TA brun sont
étroitement liées lors de la genése tissulaire brune et sont des processus clés pour le fonctionnement de
ce tissu. Un défaut de I’'un de ces deux parametres résulte en une perte de ’activité du TA brun pouvant
aller jusqu’a I’acquisition d’un phénotype blanc de ce tissu comme c’est le cas par exemple lors de

I’obésité (Shimizu et al., 2014 ; Scheele et al., 2020).

Comme le TA blanc, le TA brun est composé d’une fraction adipocytaire (représentant 20 a
30% du tissu) et d’une fraction stromale vasculaire (Mller et al., 2016). La spécificité de ce tissu réside
dans ses adipocytes. En effet, les adipocytes bruns sont de taille plus petite (15 a 50 um de diamétre),
caractérisés par la position centrale de leur noyau entouré par de multiples gouttelettes lipidiques ainsi
que la présence d’un grand nombre de mitochondries chargées en cytochromes qui conférent au tissu sa
couleur brune (car les mitochondries sont riches en fer) (Frigolet et al., 2020) (Tableau 2). Les
adipocytes bruns sont aussi issus de cellules souches mésenchymateuses dérivées du mésoderme qui
vont s’engager en précurseur adipocytaire (Chen et al., 2016). De facon intéressante, les adipocytes
bruns partagent une origine commune avec les myocytes, caractérisé par 1’expression de Myf5
(Myogenic factor 5) et Enl (Engrailed 1), les différenciant des précurseurs des adipocytes blancs (qui
eux n’expriment pas Myf5 et Enl) (Atit et al., 2006). Par ailleurs, le TA brun et le muscle squelettique
expriment des génes particulierement similaires (Timmons et al., 2007), appuyant 1’origine commune
des adipocytes bruns et des myocytes. L’adipogenése brune partage les mémes génes que 1’adipogenése

blanche. Ce qui va engager les précurseurs Myf5-positifs vers la lignée adipocytaire brune est
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I’expression de PRDM16 (PR-domain containing 16). Ce facteur de transcription contréle I’adipogenése
brune en se couplant a C/EBPP et permet ainsi une formation plus importante du nombre de
mitochondries et augmente la consommation d’oxygene des cellules (Seale et al., 2007 ; Kajimura et
al., 2009). Un autre régulateur important de I’adipogenese brune est PGCla (PPARy coactivator o) qui
va interagir avec PPARYy participant a la biogenése mitochondriale et a 1’expression de la protéine
caractéristique des adipocytes bruns, UCP1 (Uncoupling protein 1), en stimulant son promoteur (Lin
2004).

L’adipogenese brune est régulée par de nombreux facteurs. Parmi ceux-Ci, on retrouve les
protéines impliquées dans la voie de signalisation de TGF- (Transforming growth factor-g). En effet,
il a été montré la contribution et BMP4 et BMP7 dans 1’engagement des cellules souches en pré-
adipocytes bruns (Tseng et al., 2008). On retrouve également GDF2 et GDF5 (Growth differentiation
factor 2 et 5), une autre sous-famille de protéine de TGF-p, qui jouent un réle dans la différenciation
des adipocytes bruns. Enfin, une stimulation B-adrénergique induit directement la prolifération des

cellules brunes (Wang et al., 2014).

Il est intéressant de noter que la morphologie du TA brun chez I’Homme adulte est différente
de celle observée chez le nourrisson. Alors que chez ce dernier, les adipocytes sont quasiment tous
multiloculaires, on retrouve chez ’'Homme adulte une hétérogénéité adipocytaire avec des adipocytes
bruns multi- et uniloculaires avec une teneur en graisses plus élevée. Ces derniers sont caractérisés par
une faible expression de la protéine thermogénique UCPL. Ainsi, la littérature s’accorde a comparer le
TA brun des nourrissons a celui du TA brun intra-scapulaire de la souris gardée en condition inférieure
a sa thermoneutralité (30°C), alors que le TA brun de ’'Homme adulte correspondrait davantage au TA
brun des souris hébergées en condition de thermoneutralité voire au TA blanc inguinal de souris

maintenues dans des conditions de froid (Scheele et al., 2020).

2.2. Fonctions du tissu adipeux brun

Malgré la présence de gouttelettes lipidiques au sein des adipocytes bruns, la fonction principale
du TA brun n’est pas le stockage de 1’énergie mais sa dissipation sous forme de chaleur afin de maintenir
la température corporelle de I’organisme (Ladoux et al., 2021). Ce processus est appelé thermogenese
non frissonnante (en opposition a la thermogenése frissonnante réalisée par les muscles squelettiques).
Cette thermogenése contribue a la dépense énergétique a hauteur de 10 a 20% (Pilkington et al., 2021)
et est inversement corrélée a I’IMC permettant de suggérer I’activit¢ du TA brun comme cible
thérapeutique dans I’obésité (Cypess et al., 2009). Cette activité est permise par la protéine UCP1
présente dans la membrane interne mitochondriale (Nicholls et al., 1978). Le principal inducteur de la
thermogenese est I’exposition au froid. D’un point de vue mécanistique, lorsque les signaux sont

adéquats pour I’activation du TA brun, cela va activer la signalisation B-adrénergique a travers les
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récepteurs B3-adrénergiques présents a la surface des adipocytes bruns. Ceci aura pour conséquence
d’augmenter la concentration en AMP cyclique dans 1’adipocyte brun entrainant la lipolyse des TG
contenus dans les gouttelettes lipidiques brunes. Les AGL seront ensuite convertis en acyl-CoA qui
traversera la membrane mitochondriale pour y étre B-oxydés pour générer de I’acétyl-CoA. Ce dernier
entre dans le cycle de Krebs pour produire du NADH/FADH, substrats pour la chaine respiratoire
mitochondriale. Cette respiration mitochondriale a pour but initial de produire de 1’énergie grace a la
présence de I’ATP synthase qui utilise les protons produits au cours de la phosphorylation oxydative.
Au cours de la thermogenése, la protéine UCP1 va découpler I’ATP synthase pour dissiper les protons,
produisant ainsi de la chaleur (Halabi et al., 2019) (Figure 8). La lipolyse des TG est donc un processus
indispensable pour la fonction thermogénique du TA brun. En effet, I’invalidation adipocytaire d’ ATGL
conduit a une altération de [Iactivité thermogénique traduit par une diminution des génes
thermogéniques et oxydatifs (Ahmadian 2011). Par ailleurs, la dynamique des gouttelettes lipidiques
brunes potentialise la production de chaleur par le TA brun: lors d’une exposition au froid, les
gouttelettes lipidiques brunes augmentent leurs expressions de PLIN, ATGL et HSL et s’associent de
facon étroite avec les mitochondries activées (Yu et al., 2015). Il est intéressant de noter que le TA brun
est capable d’utiliser le glucose et les AGL circulants pour sa fonction thermogénique, suggérant ainsi
que la lipolyse au sein méme des adipocytes bruns n’est pas la seule source de substrats thermogéniques
(Shinetal., 2017). La TA brun participe également a 1’¢limination des TG plasmatiques par I’action de
la LPL a la surface de ses adipocytes et de 1’expression de CD36, qui vont permettre respectivement
I’hydrolyse des TG issus des lipoprotéines et 1’absorption des AGL dans les gouttelettes lipidiques
brunes (Bartelt et al., 2011).
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Figure 8 : Mécanisme de la thermogenése dans I’adipocyte brun.

L’augmentation des concentrations cellulaires d’AMPc suite a la stimulation des récepteurs B-adrénergiques
favorise la lipolyse des TG contenus dans les gouttelettes lipidiques brunes. Les AG libérés seront convertis en
acyl-CoA. Ce dernier nécessite de se coupler a la carnitine (a travers 1’action de CPT1) afin de traverser les
membranes mitochondriales. CPT2 permet la dissociation entre la carnitine et 1’acyl-CoA. La cascade de
conversion métabolique de 1’acyl-CoA aboutirra in fine a la production de NADH et FADH, substrats de la
respiration mitochondriale. Les électrons produits par les différents complexes (1, 11, 1l et 1V) de la chaine
respiratoire seront dissipés par UCP1, produisant ainsi de la chaleur. AGL : acide gras libre, AMPc : adénosine
monophosphate cyclique, ATP Synt : ATP synthase, CPT : carnitine palmitoyltransférase, UCP1 : uncouplin
protein 1. Adapté de Halabi et al., 2020.

Afin de maintenir une activité optimale, la thermogenése est accompagnée par un remodelage
tissulaire du TA brun. En effet, lors d’une exposition au froid, I’arborisation sympathique et la densité
vasculaire augmentent considérablement et trés rapidement (en quelques jours, quelques semaines) (Cao
et al., 2018 ; Xue et al., 2009). Ces parametres sont réversibles lors de période de réchauffement
démontrant une grande plasticité du TA brun. La croissance neuronale et I’angiogenése sont régulées
par les adipocytes eux-mémes a travers 1’expression de PRDM16 et VEGFA (Vascular endothelial
growth factor A). L’inhibition de ces facteurs altére la croissance et la ramification des fibres
sympathiques et entraine le blanchiment des adipocytes bruns, respectivement (Chi et al., 2018 ;
Shimizu et al., 2014).
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Cette thermogenése est potentialisée par 1’hormone thyroidienne T3. En effet, le TA brun
exprime grandement I’iodothyronine désiodase de type 2 (appelée aussi D2) qui est I’enzyme catalysant
la conversion de la pro-hormone thyroidienne T4 (qui est peu active) en T3 qui est la forme la plus
active (Bhatt et al., 2017). Le succinate, un produit du cycle de Krebs, participe également a la
thermogenése médiée par UCP1. L’oxydation du succinate va produire des espéces réactives de
I’oxygene dans la mitochondrie qui vont induire UCP1 directement (Chouchani et al., 2016 ; Mills et
al., 2018). De fagon intéressante, il a récemment été décrit une nouvelle sous-population d’adipocytes
dans le TA brun. Cette derniére, mise en évidence chez I’Homme et la souris, inhibe la thermogenése
des adipocytes bruns thermogéniques par la production locale d’acétate. Cette sous-population est
davantage observée en condition de thermoneutralité c’est-a-dire en condition non stimulée. Ceci
suggere qu’il existe une régulation de I’activité du BAT coordonnée par les différentes sous-populations

adipocytaires brunes (Sun et al., 2020).

Outre sa fonction thermogénique et son rdle dans le métabolisme lipidique, plusieurs études
argumentent sa contribution dans le métabolisme du glucose. L’insuline, a travers sa signalisation, va
induire la translocation du transporteur GLUT4 & la membrane des adipocytes bruns. De facon
intéressante, contrairement a 1’adipocyte blanc dont la captation du glucose met en jeu
préférentiellement GLUT4, les adipocytes bruns expriment principalement GLUTL1. Toutefois, la
transcription des transporteurs de glucose est augmentée suite a la stimulation adrénergique par une
exposition au froid, permettant au TA brun de contribuer a hauteur de 75% dans 1’absorption du glucose
chez la souris obése (Bartelt et al., 2011 ; Olsen et al., 2014). De part cette fonction, le TA brun a été
qualifié de « puits de glucose » qui peut &tre mobilisé, notamment par le muscle, lors de période de forte

demande énergétique de 1’organisme (Carson et al., 2020).

Les nombreuses études sur le TA brun ont démontré son role endocrine avec la sécrétion d’une
multitude de peptides et métabolites. Ces facteurs sécrétés sont appelés batokines et exercent des effets
autocrines, paracrines et endocrines sur d’autres organes comme le cceur, le foie, le TA blanc ou encore
le cerveau (Gavalda-Navarro et al., 2022). Par exemple, FGF-21 (Fibroblast growth factor 21) et IL-6
permettent d’augmenter la sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques et protégerait de
I’hypertrophie et du stress oxydatif adipocytaire. FGF-21 posséde également un réle autocrine en
favorisant la thermogenése et I’oxydation des lipides dans les adipocytes bruns (Hondares et al., 2010).
Parmi les autres batokines, on retrouve GDF15 (Growth and differentiation factor 15) qui est libéré en
réponse a une activité thermogénique. GDF15 cible principalement les macrophages et y régule a la
baisse I’expression de génes pro-inflammatoires comme TNFA et MCP-1 (Campderros et al., 2019). Le
TA brun est capable de produire aussi la neuréguline 4 (NRG4) qui favorise la formation de neurites et
régule la lipogenése hépatique (Villarroya et al., 2017). Le TA brun libére également des molécules

dérivées des lipides, plus communément appelées lipokines. Parmi celles-ci, on retrouve 1’acide 12,13-
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dihyroxy-9Z-octadécénoique (12,13 diHOME) qui régule a la hausse la thermogenese et favorise une
bonne fonctionnalité cardiaque (Pinckard et al., 2021). Tous ces facteurs sécrétés par le TA brun
soulignent un réle central de ce tissu dans le métabolisme systémique de par sa communication et ses

actions sur les différents organes (An et al., 2023).
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3. Le tissu adipeux beige

3.1. Localisation et morphologie du tissu adipeux beige

Il n’existe pas de dépdt adipeux beige a proprement parlé. Cette couleur adipeuse est en fait
attribuée aux adipocytes qui possedent un profil mixte entre les adipocytes blancs et les adipocytes
bruns. On retrouve ces adipocytes au sein des dép6ts adipeux blancs (généralement dans le TASC) avec
une expression caractéristique et inductible de la protéine UCP1, leur conférant une capacité
thermogénique. Morphologiquement, les adipocytes beiges sont multiloculaires avec une densité
mitochondriale plus faible comparativement a ses homologues bruns (Frigolet et al., 2020) (Tableau
2). La littérature montre deux origines possibles dans la genése des adipocytes beiges. Les progéniteurs
adipocytaires Myf5-négatifs sont communs aux lignées blanches et beiges. Ce sont les stimuli
environnementaux qui vont orienter la différenciation vers une lignée ou une autre. Les adipocytes
beiges peuvent aussi étre issus de la transdifférenciation des adipocytes blancs matures, mécanisme
illustrant la grande plasticité de ces cellules. Cette transdifférenciation est dépendante du contexte
métabolique (Cinti et al., 2009). Ce phénoméne est appelé « brunissement » (browning ou beiging en
anglais) et s’accompagne d’une modulation métabolique des adipocytes avec une régulation a la hausse
de I’anabolisme et du catabolisme des AG. Il est observé également une redirection du glucose absorbé
de I’oxydation vers la synthése de TG promouvant ’utilisation de ces derniers pour le découplage
mitochondrial (Barquissau et al., 2016). Il est intéressant de noter que cette transdifférenciation est
réversible et dans ce sens, on parle alors de « blanchiment » des adipocytes ou whitening en anglais
(Sakers et al., 2022).

3.2. Fonction du tissu adipeux beige

La présence d’UCP1 octroie aux adipocytes beiges une fonction thermogénique comme les
adipocytes bruns. Toutefois, I’expression d’UCP1 n’est observée dans les adipocytes beiges uniquement
en réponse aux stimuli extérieurs comme 1’exposition au froid ou une stimulation B-adrénergique, alors
qu’UCP1 est présente de fagon constitutive dans les adipocytes bruns, en présence ou non de stimuli
extérieurs. Cette expression inductible d’UCP1 confére alors a I’adipocyte beige un phénotype flexible :
il pourra soit dissiper, soit stocker 1’énergie en fonction des signaux métaboliques (Wang et Seale, 2016).
Dans cette seconde option, les adipocytes beiges perdent I’expression d’UCP1 et leur densité
mitochondriale par mitophagie qui sont accompagnés par un remodelage de la gouttelette lipidique
passant de multi- a uniloculaire (Roh et al., 2018). 1l est a noter la présence d’une « mémoire cellulaire »
des adipocytes beiges qui se développent en fonction de I’historique d’exposition des cellules aux
stimuli extérieurs. En effet, Shao et al. montrent que chez la souris n’ayant jamais été exposée au froid,

on observe plutdt une différenciation de novo des précurseurs adipocytaires beiges ; alors que chez une
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souris déja exposée au froid, il y aurait une réactivation du programme thermogénique dans les
adipocytes beiges caractérisés de dormants (Shao et al., 2019). Cette thermogenése dans les adipocytes
beiges est accompagnée d’une angiogenese et d’une augmentation de I’arborisation nerveuse dans le
tissu (Sakers et al., 2022).

De facon intéressante, le TA beige est capable de réaliser une activité thermogénique
indépendamment d’UCP1 (Figure 9). Cette derniére a été mise en évidence chez des souris déficientes
pour UCP1 qui meurent d’hypothermie lors d’une exposition aigiie au froid mais survivent lorsque la
température ambiante diminue progressivement, démontrant ainsi 1’existence d’un mécanisme
compensatoire en 1’absence d’UCP1 (Ukropec et al., 2006). Celui-ci implique un cycle futile de la
créatine. Bien que la mécanistique ne soit pas totalement claire, il a été observé que la dépense
énergétique était diminuée lorsque les niveaux de créatine sont réduits pharmacologiquement. De plus,
lorsque la thermogenese dépendante d’UCP1 est supprimée, I’expression des génes du métabolisme de
la créatine sont induits de fagon compensatoire. Ces arguments démontrent un lien entre la thermogenése
et le métabolisme de la créatine (Kazak et al., 2015). Il existe également une autre voie thermogénique
indépendante d’UCP1 qui repose cette fois-ci sur un cycle futile du calcium Ca?* dans les adipocytes a
travers la protéine membranaire SERCA (Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase) qui
transporte de fagon active le Ca?* du cytosol vers le réticulum endoplasmique de la cellule (Ikeda et al.,
2017). 11 est a noter que cette thermogénese indépendante d’UCP1 a été observée, en moindre mesure,

dans les adipocytes bruns (Kazak et al., 2015 ; Rahbani et al., 2021).
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Figure 9 : Mécanismes de la thermogenése indépendante d’UCP1 dans ’adipocyte beige.

(1) La conversion de la créatine en phospho-créatine (P-créatine) aboutit a la libération d’une molécule ADP. Cet

ADP sera transféré dans la matrice mitochondriale pour participer a la phosphorylation oxydative. La P-créatine

sera ensuite déphosphorylée par une P-créatinase et sera de nouveau disponible pour un autre cycle futile. (2) La
translocation (consommatrice d’ATP) par SERCA de calcium du cytosol dans le réticulum endoplasmique permet

d’augmenter la disponibilité en ADP pour la phosphorylation oxydative. ADP : adénosine diphosphate, ATP :
adénosine triphosphate, Ca?*-RC : Ca?* release channel, SERCA : sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca?*-

ATPase, CTE : chaine de transport des électrons. Adapté de An et al., 2023 et Betz et al., 2018.
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CHAPITRE Il : Physiopathologie du tissu adipeux au cours de I'obésité

Le TA sain posséde une plasticité cellulaire et tissulaire remarquable lui permettant de réagir de
facon efficace a son environnement. En effet, par ces multiples fonctions, ¢’est un acteur clé dans la
régulation métabolique de I’organisme. En condition physiologique, le TA s’expand par hypertrophie et
par hyperplasie. L’hypertrophie est définie par I’augmentation de la taille des adipocytes et I’hyperplasie
par I’augmentation du nombre des adipocytes par différenciation des précurseurs adipocytaires. Il s’agit
de deux processus necessaires a la plasticité saine du TA. Cependant, lorsque les apports énergétiques
sont supérieurs aux dépenses énergétiques de fagon prolongée — comme c’est le cas au cours de 1’obésité
induite par le régime — ces mécanismes sont sur-sollicités. En effet, au cours de 1’obésité, 1’exces
calorique est pris en charge par les adipocytes qui atteignent leur capacité de stockage. Cette
hypertrophie adipocytaire est un signal puissant pour le recrutement de précurseurs adipocytaires. In
fine, cette boucle aboutira a I’augmentation du volume du TA qui peut représenter jusqu’a 70% du poids
total d’un individu souffrant d’obésité sévére (Vishvanath et Gupta, 2019). Bien que ces processus
agissent de concert, il a été montré gque le volume du TASC augmente principalement par hyperplasie
alors que I’hypertrophie est privilégiée dans le TAV (Tchoukalova et al., 2010). De fagon genérale,
I’hyperplasie adipocytaire est favorable sur le plan métabolique alors que 1’hypertrophie adipocytaire
est davantage montrée comme étant associée a une mauvaise santé métabolique (Arner et al., 2010).
Ainsi, cela montre ’importance de la répartition des graisses chez un individu obése et a permis
d’identifier deux catégories d’obésité : les obésités dites « métaboliquement saines » associées a un
développement excessif adipeux par hyperplasie adipocytaire en région sous-cutanée et les obésités
« métaboliquement malsaines » ou pathologiques associées a un développement excessif adipeux par
hypertrophie adipocytaire en région viscérale (Vishvanath et Gupta, 2019). Paradoxalement, les patients
souffrant d’obésité « métaboliquement saine » semblent étre protégés contre les complications liées a
I’obésité telles que la résistance a I’insuline et I’inflammation, mais conservent tout de méme un risque
plus élevé de mortalité comparés aux patients non obéses (Hamer et Stamatakis, 2012). De ce fait,
favoriser I’hyperplasie et diminuer I’hypertrophie pourrait étre bénéfique pour limiter 1’obésité. En effet,
il a été montré chez la souris obése que 1’induction génétique de I’adipogenése atténue la résistance a
I’insuline et contribue a un meilleur stockage des graisses (Kusminski et al., 2012 ; Barilla et al., 2021).
De plus, les traitements pharmacologiques avec des thiazolidenediones (qui ciblent PPARY) favorise la

captation de glucose dépendante de I’insuline et I’adipogenése (Saltiel et al., 1996).
L’étude des différents facteurs modulant la plasticité du TA et leurs conséquences est essentielle

pour comprendre la physiopathologie de 1’obésité. L’obésité est caractérisée par une perte de la

fonctionnalité et de la plasticité du TA. La dysfonction des adipocytes, entrainée par leur capacité de
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stockage dépassée, est accompagnée par un défaut de I’angiogenese qui palie difficilement a la
croissance rapide du TA. Ce défaut d’angiogenése conduit a 1’apparition d’une hypoxie locale, a un
remodelage matriciel inadapté et a la production de cytokines inflammatoires par les adipocytes
hypertrophiés. Par conséquent, le TA devient dysfonctionnel en étant résistant a I’insuline, enflammé et

fibrotique. Toutefois, il est difficile d’établir une chronologie stricte dans I’installation de ces processus

de par leur forte connexion et leur renforcement mutuel (Crewe et al., 2017) (Figure 10).
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Figure 10 : Caractéristiques du remodelage pathologique du tissu adipeux dans le contexte de I’obésité.

Liste non exhaustive. Adapté de Sakers et al., 2022.
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1. L’hypertrophie adipocytaire

L’hypertrophie adipocytaire est associée a un profil de risque défavorable et est a lui seul un
facteur de risque de complications métaboliques, indépendamment de I’'IMC (Weyer et al., 2000). La
taille des adipocytes est corrélée de facon linéaire a I'IMC des individus et il est admis que
I’augmentation de la taille des adipocytes est 1'un des marqueurs les plus pertinents du
dysfonctionnement métabolique (Ye et al., 2022 ; Lundgren et al., 2007 ; Ryden et al., 2017). La
comparaison de la taille des adipocytes chez une méme personne a permis de mettre en évidence les
altérations fonctionnelles des adipocytes de grande taille. Ces derniers ont montré des niveaux
importants de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, MCP-1) et de leptine, et présente un défaut dans le
meétabolisme du glucose et la sensibilité a I’insuline pouvant conduire a la résistance a I’insuline de ces
cellules (Farnier et al., 2003). L’insulino-résistance des cellules adipeuses réduit la capacité de 1’insuline
a inhiber efficacement la lipolyse basale adipocytaire ce qui s’illustre par une fuite d’AGL continue du
TA vers la circulation, favorisant ainsi le stockage ectopique des graisses (notamment au niveau du
pancréas, du cceur, du foie, des muscles et la paroi des vaisseaux sanguins) et la résistance a I’insuline
systémique (Boden, 1997 ; Mileti et al., 2021 ; Brookheart et al., 2009). L accumulation ectopique des
lipides dans les tissus non adipeux est responsable de la lipotoxicité de ces tissus. L’augmentation des
AGL conduit a une augmentation de la synthese de novo de TG et de VLDL au niveau du foie ainsi
qu’une inhibition de I’expression et de I’activité de la LPL, favorisant ainsi I’hypertriglycéridémie
plasmatique (Jung et al., 2014). S’ajoute a cela, une capacité de stockage réduite des adipocytes
hypertrophiques illustrée par une diminution des taux d’absorption des AGL de la circulation. Cette
observation peut s’expliquer par la réduction de 1’activité de la LPL au cours de 1’obésité et simplement
par le fait que I’adipocyte hypertrophique est saturé (Serra et al., 2015 et 2017). Cette hypertrophie
adipocytaire est renforcée par la réduction de la formation de nouveaux adipocytes au cours de 1’obésité
(Arner et al., 2010 ; Gustafson et al., 2012). Ainsi, un trés grand nombre de recherches place
I’hypertrophie adipocytaire au cceur des différentes dysfonctions métaboliques qui se développent au

cours de 1’obésité.

L’obésité entraine de nombreuses autres modifications au sein méme de ’adipocyte. En effet,
la surcharge calorique peut conduire a la dysfonction des mitochondries (de Mello et al., 2018). Les
mitochondries étant impliqués dans tous les processus biologiques de 1’adipocytes (adipogenese,
lipogenése, lipolyse), leurs dysfonctionnements modifient invariablement la dynamique énergétique des
adipocytes (Kusminski et al., 2012 ; Lee et al., 2019). Chez des personnes obeses, le nombre de
mitochondries et d’enzymes mitochondriales responsables de la phosphorylation oxydative sont réduits.
Ceci est accompagné d’une altération dans 1’oxydation mitochondriale des AG, dans la production
d’énergie sous forme d’ATP et une augmentation des peroxydes lipidiques et d’acétyl-CoA

mitochondriaux qui renforcent 1’hypertrophie des adipocytes (Cortés-Rojo et al., 2020 ; Kobayashi et
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al., 2021). Cet acétyl-CoA conduit, a travers plusieurs réactions biochimiques, a la production d’espéces
réactives de 1’oxygéne. Alors que dans 1’adipocyte sain cette production d’espéces réactives de
I’oxygene est controlée grace a I’intervention de protéines anti-oxydantes, dans le cas de I’obésité, on
observe une surproduction de ces espéces qui alterent la respiration mitochondriale, les membranes
lipidiques et endommagent I’ADN et la régulation de I’expression des génes conduisant a la mort
cellulaire (Rogge et al.,ch 2009). Le systéeme de défense anti-oxydant devenant submergé, 1’obésité
conduit au développement d’un stress oxydatif (Masschelin et al., 2020). Ce dernier combiné & une
dysfonction mitochondriale aboutit a I’activation de différentes cascades de signalisation inflammatoires
comme NF-kB, interféron-y ou encore IL-1B (Picca et al., 2017). De plus, la production d’espéces
réactives de I’oxygene altére la signalisation a 1’insuline en inhibant la phosphorylation du récepteur a
I’insuline et des protéines IRS (Qatanani et al., 2007).

On peut également observer un stress du réticulum endoplasmique (RE) dans les adipocytes
hypertrophiques en conséquence d’une surcharge en lipides et en protéines mal dépliées/repliées. Le
stress du RE contribue au développement de la résistance a 1’insuline des adipocytes en altérant la
phosphorylation des protéines IRS1 et AKT (Li et al., 2014) et est associé a une réduction de la sécrétion
d’adiponectine, aggravant le risque de développement de la résistance a 1’insuline systémique (Torre-
Villalvazo et al., 2018). De plus, il a été montré que le stress du RE favorise la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires dans les adipocytes (Kawasaki et al., 2012 ; Boden et al., 2013). Ces cytokines
accentuent le stress du RE et la résistance a I’insuline systémique (Xu et al., 2010). En parallele, la
résistance a I’insuline et le stress du RE augmentent la lipolyse, entrainant la libération d’AGL qui, a
leur tour, aggravent ces processus dans le TA (Zhou et al., 2009).

Les stresses oxydatif et du RE sont des facteurs favorisant la senescence des adipocytes qui
augmente avec le développement de I’obésité. La sénescence est définie comme un arrét irréversible du
cycle cellulaire associés a des dommages de I’ADN. Les dommages a I’ADN dans ’adipocyte dans un
contexte obésogéne contribuent in fine a la perte de fonction adipocytaire et au développement de la
résistance a I’insuline, au recrutement de cellules immunitaires et a la production de cytokines pro-
inflammatoires (Smith et al., 2021 ; Nerstedt et al., 2023).

Comme décrit préecédemment, il a été identifié différentes sous-populations d’adipocytes dont
les trois principales sont les LGA, les LSA et les SLSA (Sarvari et al., 2021). Alors que dans des
conditions physiologiques chez la souris mince les proportions de ces sous-populations sont
équivalentes, il est observé une modification de ces proportions chez la souris soumise a un régime riche
en graisses marqué par un enrichissement de LSA et SLSA et une perte quasi-totale du phénotype LGA.
Cette bascule entre ces phénotypes est observée entre 8 a 20 semaines de régime riche en graisses. De
facon intéressante, cette observation coincide avec le pic inflammatoire médié par I’obésité qui se situe
entre 5 et 12 semaines de régimes riche en graisses chez la souris obése (Jaitin et al., 2019 ; Kintscher

etal., 2008). Ces résultats ont été confirmés dans le TA de patients souffrant d’obésité, bien qu’ils soient
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moins prononceés (Sarvari et al., 2021). En plus d’augmenter les proportions de LSA et SLSA, I’obésité
induit un changement transcriptomique important dans ces cellules. D’une part, il été observé une
diminution de I’expression des genes impliqués dans la synthese lipidique (Lpl, Plinl), dans la réponse
a I’insuline (Irsl, Insr) et la différenciation adipocytaire (Pparg et Nr3c1 codant pour le récepteur aux
glucocorticoides). D’autres part, 1’obésité régule a la hausse I’expression de génes liés a la réponse

immunitaire (Ccl2, Ccl8) et au remodelage de la MEC (Collal, Col6al).

2. L’hypoxie du tissu adipeux

Chez un individu sain, le TA est bien vascularisé et chague adipocyte est en contact avec au
moins un capillaire sanguin. L’hypoxie tissulaire est définie par une diminution de la concentration en
oxygéne au sein d’un tissu. Ainsi, elle est étroitement li¢e a la vascularisation du tissu (Hammarstedt et
al., 2018). L hypoxie est médiée principalement par le facteur de transcription HIF-1a (Hypoxia-
inducible factor-/«). Ce dernier va former un complexe avec HIF-1B qui sera alors transloqué dans le
noyau pour se fixer sur la région promotrice des génes cibles. Ce complexe est inversement
proportionnel a la concentration en oxygeéne tissulaire (Jiang et al., 1996). Une de ces cibles principales
est VEGF-A (Vascular endothelial growth factor-A) qui est le principal facteur de 1’angiogenése qui
permet la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux existants (Wang et al., 1995).
En condition physiologique, I’hypoxie tissulaire est bénéfique puisqu’elle permet de suivre I’expansion
du TA de fagon contrdlée en étant un signal précurseur pour I’angiogenése, en favorisant un remodelage
de MEC adapté et en initiant I’infiltration de macrophages au sein du TA pour moduler I’inflammation
(Crewe et al., 2017). Elle favorise également la différenciation adipocytaire, la lipogenése et la lipolyse
(Weiszenstein et al., 2016). Cependant, dans le cadre de 1’obésité, 1’hypoxie devient chronique et
s’accompagne d’une densité de capillaires réduite suite a la réduction de I’expression de VEGF-A par
les adipocytes hypertrophiques. Cette hypoxie est associée a I’installation de la fibrose et au recrutement
de macrophages pro-inflammatoires au niveau des sites hypoxiques (Halberg et al., 2009). A 1’échelle
cellulaire, I’hypoxie diminue 1’absorption de glucose par les adipocytes en altérant la signalisation a
I’insuline, suggérant un lien entre ’hypoxie du TA et la résistance a I’insuline des adipocytes. De plus,
I’hypoxie tissulaire s’accompagne d’une réduction de 1’absorption des AGL (traduite par une diminution
des transporteurs lipidiqgues comme CD36 et FATP1 et du facteur de transcription PPARY) et augmente
leur libération, pouvant contribuer a 1’hypertriglycéridémie systémique. Enfin, il a ét¢ montré que
I’hypoxie entraine la mort des adipocytes par nécrose dans le modele in vitro 3T3-L1 (Yin et al., 2009).
Ainsi, I’hypoxie chronique est considérée comme un facteur de risque de la dysfonction adipocytaire
observée au cours de I’obésité (Trayhurn et al., 2014). D’un point de vue sécrétoire, ceci est accompagné
par ’augmentation de la leptine et d’IL-6 et une diminution de molécules anti-inflammatoires comme

I’adiponectine (Chen et al., 2006). Toutefois, il est a noter que ces observations ne sont pas toujours
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retrouvées dans les études chez ’Homme obése démontrant une relation entre 1’hypoxie, I’angiogenése

et les conséquences observées beaucoup plus complexe (Hodson et al., 2013 ; Goossens et al., 2011).

3. La fibrose du tissu adipeux

La fibrose résulte d’une accumulation de MEC dans le tissu d0 & un défaut dans le remodelage
de la matrice. Plus précisément, la MEC accumule des fibres de collagénes qui forment des agrégats
épais. Chez I’'Homme, le collagéne VI est utilisé comme marqueur de dysfonction du TA. Ajouté a un
remodelage altéré, la fibrose est caractérisée par un niveau de réticulation entre les différents composants
de la MEC plus élevé, la rendant plus rigide et qui aboutit a une réduction de 1’¢lasticité du TA (Khan
et al., 2009). Le développement de la fibrose tissulaire impacte le TA par différents mécanismes. Dans
un premier temps, la MEC fibrotique rend le tissu plus rigide et limite ainsi I’expansion saine du TA par
hypertrophie pouvant aboutir a un stockage ectopique des graisses (Khan et al., 2009). Dans un second
temps, les adipocytes étant des cellules mécanosensibles, leurs compressions physiques alterent leurs
capacités lipolytiques et sécrétoires, favorisent la production de cytokines et augmentent la nécrose des
adipocytes et le recrutement de macrophages pro-inflammatoires (Pellegrinelli et al., 2014 ; Sun et al.,
2011). De plus, une MEC fibrotique affecte les voies de signalisation intercellulaires limitant la bonne
communication entre les différentes cellules du TA (Marcelin et al., 2019).

Plusieurs acteurs sont impliqués dans le devenir fibrotique du TA. Parmi ceux-ci, il a été montré
ces dernieres années un role des progéniteurs adipocytaires dans le développement de la fibrose. En
effet, certains progéniteurs ont la capacité d’adopter un devenir pro-fibrogénique au détriment d’un
devenir adipogénique (Marcelin et al., 2017 : Hepler et al., 2018). HIF-1a et le facteur de croissance
transformant TGF (Transforming growth factor ) ont été montrés comme les signaux pro-fibrotiques
prédominants (Ye et al., 2007 ; Rausch et al., 2008). L’inhibition d’HIF-1a réduit la dysfonction du TA
observée au cours de I’obésité et en particulier la fibrose tissulaire (Sun et al., 2013). D’autres études
mettent aussi en évidence la nécessité de la signalisation du facteur de croissance dérivé des plaguettes
PDGFa (Patelet-derived growth factor subunit A) et de son récepteur PDGFRo des cellules
périvasculaires (les péricytes et les cellules adventitielles) dans la mise en place de la fibrose.
L’inhibition de PDGFRa dans un modéle murin permet de réduire le développement de la fibrose
tissulaire, et I’activation de cette voie dans les cellules périvasculaires les améne a se transformer en
cellules pro-fibrotiques synthétisant de la MEC (lwayama et al., 2015). On retrouve également le facteur
de croissance de tissu conjonctif CTGF (Connective tissue growth factor) dont I’expression est associée
au développement de la masse grasse au cours de 1’obésité. Cette protéine matricielle joue un role
important dans la fibrogenése en augmentant la production de MEC et en inhibant les protéines de
dégradation de la matrice (Yoshino et al., 2019). De fagon intéressante, Hasegawa et al. montrent un
réle puissant du facteur de transcription PRDM16 dans la régression de la fibrose adipeuse. En formant

un complexe avec EHMT1 (Euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 1), PRDM16 va se lier a
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GTF2IRD1 (General transcription factor I1-I repeat domain-containing protein 1), un facteur inductible
par le froid présent abondamment dans les TA brun et beige, ce qui aura pour conséquence de réprimer
I’expression des génes dépendants de TGFp limitant ainsi le développement de la fibrose du TA et ce,
indépendamment d’UCP1 (Hasegawa et al., 2018).

4. L’inflammation chronique de bas grade

L’inflammation est un processus complexe et non linéaire impliquant une fine régulation entre
les facteurs pro- et anti-inflammatoires. L’obésité est caractérisée par un état inflammatoire chronique
de faible intensité au sein méme du TA pouvant s’¢élargir a une inflammation systémique et contribuer
a la dysfonction d’autres tissus tels que le foie ou le muscle. De nombreuses études s’intéressent au
systéme immunitaire dans un contexte métabolique pathologique mais la compréhension des réponses
inflammatoires n’est pas entierement définie (Ferrante et al., 2013).

L’inflammation du TA est marquée par une forte infiltration de cellules immunitaires dériveées
de la moelle osseuse dans la fraction stromale vasculaire du TA médiée par les adipocytes
hypertrophiques dysfonctionnels et I’hypoxie locale (Hotamisligil, 2006 ; Lumeng et al., 2007). Cette
inflammation est davantage observée dans le TAV que le TASC, que cela soit chez la souris ou chez
I’Homme, s’expliquant par le fait que 1’expansion par hypertrophie est plus importante dans le TAV que
le TASC (Kawai et al., 2021). L’un des principaux acteurs de cette méta-inflammation sont les
macrophages du TA qui peuvent représenter jusqu’a 50% des cellules du tissu en condition d’obésité
(Weisberg et al., 2003). Cette proportion est directement proportionnelle avec la masse du TA et est
étroitement liée a la résistance a I’insuline : les personnes obéses qui présentent une résistance a
I’insuline ont une infiltration monocytaire plus importante que les personnes obeses qui restent sensibles
a I’insuline (Cancello et al., 2005). Les adipocytes hypertrophiques dysfonctionnels sécrétent différentes
cytokines et chimiokines dont MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1) qui initie le recrutement
monocytaire dans le TA et la production de cytokines pro-inflammatoires, telles que TNFa, IL-6 et IL-
1B, responsables d’une augmentation de I’altération de la fonction adipocytaire et de la réponse
inflammatoire. Ce signal est accentué par 1’expression de cytokines par les macrophages résidents du
TA (Weisberg et al., 2003). De plus, I’augmentation des AGL systémiques observées au cours de
I’obésité favorise la signalisation TLR4 (Toll-like receptor 4) conduisant a la production de cytokines
pro-inflammatoires aussi bien par les macrophages que les adipocytes (Shi et al., 2006). La signalisation
TLR4 favorise également 1’expression accrue des différentes enzymes responsables de la biosynthése
des céramides dont il a été montré leurs contributions dans les processus inflammatoires (Schilling et
al., 2013).

La majorité des macrophages recrutés s’accumulent spécifiquement autour des adipocytes

mourants / nécrotiques en suivant une structure spécifique en forme de couronne (Murano et al., 2008).
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Au cours de I’obésité, il a été décrit un changement phénotypique des macrophages (Lumeng et al.,
2007). De facon simple, & 1’état maigre, les macrophages du TA sont caractérisés par un profil anti-
inflammatoire M2 exprimant des cytokines telles qu’IL-10 et favorisent la réparation tissulaire et
I’angiogenése du TA contribuant ainsi & préserver la fonction physiologique des adipocytes. Cependant,
lors des états de surnutrition, les macrophages du TA adoptent un profil pro-inflammatoire M1 avec
I’expression de cytokines telles que CD11¢, TNFa, I1-6 ou encore CCR2 (Lumeng et al., 2007). Ce
changement phénotypique est associé a une augmentation de 1’action pro-inflammatoire des AGL et a
la résistance a I’insuline qui se développe au cours de I’obésité (Shoelson et al., 2006). De plus, les
macrophages pro-inflammatoires du TA favorisent la formation de nouveaux monocytes, augmentant
leurs niveaux systémiques et créant de ce fait un cycle d’auto-alimentation d’infiltration monocytaire

qui entretient I’inflammation chronique de bas gras observée lors de 1’obésité.

Plusieurs études récentes de séquencage d’ARN sur cellule unique mettent aujourd’hui en
lumiére I’existence de différentes sous-populations de macrophages du TA au cours de 1’obésité, avec
des profils transcriptomiques hétérogénes. Les macrophages étant des cellules sensibles aux stimuli
environnementaux et métaboliques, il a été montré que les AGL (et particuliérement les AG saturés
comme I’acide palmitique), I’insulinémie élevée et la glycémie élevée permettaient d’activer les
macrophages. Ces macrophages ne présentent ni les marqueurs de surface commun de ’activation
classique M1, ni ceux de lactivation alternative M2. Ils ont alors été appelés macrophages
métaboliquement activés (Kratz et al., 2014 ; Coats et al., 2017 ; Xu et al., 2013). Ces macrophages
métaboliquement activés (MMe pour Macrophage metabolically activated) surexpriment le transporteur
ABCA1 (ATP-binding cassette Al), PLIN2 et CD36 leur permettant d’accumuler des lipides issus de la
circulation générale ou des adipocytes mourants. Cette sous-population est spécifiquement présente dans
le TA de personnes souffrant d’obésité comparé aux personnes minces (Kratz et al., 2014 ; Coats et al.,
2017). Ces AGL accumulés peuvent étre catabolises par la voie lysosomale ou encore contribuer a la
synthése de d’autres lipides et notamment de médiateurs lipidiques pro-inflammatoires comme les
eicosanoides (Dahik et al., 2020 ; Norris et al., 2011). Comparativement aux macrophages présents chez
les individus minces, les MMe ont un métabolisme énergétique plus important. En réponse a des niveaux
¢levés de glucose sanguin, I’expression du transporteur de glucose GLUT1 est augmentée conduisant a
une augmentation des voies de glycolyse, accompagnée par une augmentation de la production
d’especes réactives de 1’oxygene (Freemerman et al., 2014). De plus, cette sous-population de
macrophages est caractérisée par une augmentation du nombre et de I’activité des mitochondries qui est
associée a une augmentation de la phosphorylation oxydative (Sharma et al., 2020 ; Wentworth et al.,
2010). Les MMe peuvent également contribuer a la résistance a ’insuline qui s’opére au cours de
I’obésité : 1’absence du récepteur IGF-1R (Insulin-like growth factor 1 receptor) dans ces cellules
conduit a une phosphorylation plus faible de la protéine AKT (Castoldi et al., 2016 ; Wentworth et al.,

2010). Par ailleurs, il est observé dans les macrophages MMe une accumulation de succinate. Ce dernier
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contribue a la stabilisation du facteur de transcription HIF-1a, renforcant de ce fait I’hypoxie locale
tissulaire (Tannahill et al., 2013).

Ces macrophages MMe présentent de nombreuses similarités avec les macrophages associés
aux lipides (LAM pour Lipid-associated macrophages) récemment décrits (Sarvari et al., 2021). Ces
LAM sont issus des monocytes recrutés dans le TA et s’organisent préférentiellement dans les structures
en forme de couronne. Ils sont caractérisés par 1’expression de geénes impliqués dans 1’activité
lysosomale, le métabolisme des lipides (comme la LPL, FABP4, CD36 ou encore TREM2) ainsi que
des génes de la phosphorylation oxydative (ATP6V0D2) et possédent, contrairement aux MMe, les
marqueurs de I’activation classique et alternative M1 et M2 (Hill et al., 2018 ; Jaitin et al., 2019). Ces
LAM présentent également une activité glycolytique et phospho-oxydative importante (Serbulea et al.,
2018 ; Boutens et al., 2018).

D’autres populations de cellules de I’immunité sont également recrutées et jouent un role dans
I’entretien de 1’inflammation au cours de I’obésité. C’est le cas par exemple des lymphocytes T dont
leur nombre augmente avec le développement de 1’obésité et peuvent contribuer au chimiotactisme et a
la polarisation des macrophages (Nishimura et al., 2009 ; Vijay et al., 2020). Ces lymphocytes T
expriment notamment CCL5 (Chemiokine C-C motif ligand 5) dont I’expression est associée
positivement a ’IMC (Wu et al., 2007 ; Vijay et al., 2020). Un sous-ensemble de lymphocytes T, les
lymphocytes T régulateurs (Treg), contribue a cette inflammation. En condition mince, les Treg présents
dans le TA limitent la réponse du systéme immunitaire innée en freinant I’infiltration monocytaire et
leur polarisation pro-inflammatoire. Mais dans le contexte de 1’obésité, le nombre de Treg étant réduit,
leur réle est dépassé contribuant a I’installation de I’inflammation dans le TA (Feuerer et al., 2009).

L’obésité conduit également a une réduction du nombre de lymphocyte NKT (Natural killer T)
dans le TA. Ces cellules ont un réle bénéfique dans I’inflammation suite a la production de cytokines

anti-inflammatoires comme IL-4 et IL-10 (Ji et al., 2012 ; Choe et al., 2016).

Toutefois, bien que I’inflammation soit démontrée de fagon générale comme délétére pour le
TA, il est important de noter qu’elle est en premicre intention nécessaire a une expansion et un
remodelage sain de ce tissu. En effet, 1’absence de la sécrétion locale de Tnfa et Il-75 chez la souris
entraine divers dysfonctionnements métaboliques dans un contexte obésogene (défaut d’adipogeneése,
intolérance au glucose, stockage ectopique des lipides, etc.) (Wernstedt Asterholm et al., 2014). Ces
observations démontrent I’importance de 1’équilibre entre les facteurs pro- et anti-inflammatoires et bien
gue de nombreuses recherches soient menées dans ce sens, la bascule d’une inflammation physiologique

a une inflammation pathologique n’est aujourd’hui pas totalement élucidée.
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5. La résistance a I’insuline du tissu adipeux

La fonction énergétique du TA est principalement régulée par une hormone clé synthétisée par
les cellules B des 1lots de Langerhans pancréatiques : 1’insuline. Chez un individu sain, la sécrétion de
I’insuline est régulée par 1’état nutritionnel. Apres la prise d’un repas, I’hyperglycémie systémique est
le signal initiant la sécrétion d’insuline dont son action cible différents organes qui sont principalement
impliqués dans le métabolisme du glucose. Au niveau du TA blanc, I’insuline va favoriser I’absorption
du glucose sanguin, stimuler la lipogenese et inhiber la lipolyse (Moore et al., 1991, Petersen et al.,
2018). Dans le TA brun, I’insuline favorise également le métabolisme du glucose et augmente la dépense
énergétique thermogénique. A 1’échelle systémique, elle contribue & la réduction de 1’appétit a travers
son action sur le systtme nerveux central et inhibe la sécrétion de glucagon, une hormone
hyperglycémiante produite par les cellules a des ilots de Langerhans pancréatiques (Asplin et al., 1981).

La signalisation de I’insuline fait intervenir de nombreux acteurs responsables des multiples
effets de I’insuline. Dans les grandes lignes, dans 1’adipocyte, I’insuline se fixe a son récepteur ce qui
provoque I’auto-phosphorylation de ce récepteur. Cette phosphorylation induit 1’activation des substrats
du récepteur a I’insuline (IRS pour insulin receptor substrat). Ces derniers vont alors activer la PI3K
(Phosphoinositide-3-kinase) qui va permettre la conversion de PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate) en PIP3 (Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate). PIP3 va alors se fixer sur PDK1
(Phosphoinositide dependent kinase) qui elle-méme va permettre la phosphorylation d’AKT (Protéine
kinase B). Afin qu’AKT soit totalement active, elle nécessite une seconde phosphorylation par le
complexe mTORC?2. Une fois AKT activée, elle va inactiver I’AS160 (Akt substrate of 160 kDa) ce qui
aboutit au déclenchement de la translocation de GLUT4 a la membrane. Elle entraine également une
réduction de ’activit¢ de la protéine kinase A (PKA) conduisant a I’inhibition de la lipolyse en
empéchant la phosphorylation des lipases adipocytaires. Enfin, elle favorise 1’expression du géne

SREBPIc aboutissant & I’augmentation de la lipogenése de novo (Figure 11). Il est a noter qu’il existe
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Figure 11 : Les principaux acteurs de la signalisation a I’insuline et leurs fonctions.

de nombreux autres effets de I’insuline (anti-apoptotique, sur la synthése protéique ou encore la
prolifération) qui ne seront pas davantage détaillé (Tan-Chen et al., 2020 ; Lee et al., 2022).

AKT : protéine kinase B, GLUT4 : glucose transporter 4, IRS : insulin receptor substrat, mMTORC2 : mTOR
complex 2, PDKL1: phosphoinositide dependent kinase, PI3K: phosphoinositide-3-kinase, PIP2 :
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate, PIP3 : phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate, PKA : protéine kinase A,
SREBPI1c : sterol regulatory element-binding protein 1. Adapté de Li et al., 2022.

La résistance a I’insuline est définie par la Haute Autorité de Santé comme une diminution des
réponses cellulaires et tissulaires a I’insuline. Cela engendre une augmentation de la sécrétion d’insuline
systémique par le pancréas afin de palier a ce défaut de réponse. La résistance a I’insuline met en jeu
deux voies métaboliques au niveau cellulaire et tissulaire : la tolérance au glucose et la sensibilité a
I’insuline. Un défaut dans 1’une des voies ou les deux participent au développement de la résistance a
I’insuline. Au cours de I’obésité, il est bien décrit que le TA devient résistant a I’insuline. Bien que de
plus en plus d’hypothéses émergent, les mécanismes sous-jacents de 1’ insulino-résistance sont difficiles
a ¢lucider de par la multitude d’acteurs affectant la tolérance au glucose et la sensibilité a I’insuline lors
de I’obésité. Un des mécanismes proposés est que la résistance a I’insuline du TA peut provenir d’une
diminution du nombre de récepteurs a 1’insuline situés a la membrane des cellules adipocytaires. Cette
réduction de récepteurs est médiée par la protéine MARCH1 (Membrane-associated RING-CH
proteinl) dont il a été montré que son expression était augmentée au cours de 1’obésité (Nagarajan et
al., 2016). De plus, différents travaux montrent un défaut dans la cascade de signalisation méme de
I’insuline. En effet, des mutations monogéniques chez I’Homme sur les protéines clés de la signalisation
a I’insuline (récepteur a I’insuline, PI3K, AKT) entrainent le développement d’une résistance a I’insuline

sévere chez ces patients (Parker et al., 2011 ; Czech et al., 2017). S’ajoute a cela I’action de protéines

66



tyrosine phosphatases qui peuvent déphosphoryler les différents acteurs de la signalisation insulinique.
C’est le cas par exemple de la protéine PTP1B (Protein-tyrosine phosphatase 1B) dont 1’expression et
I’activité augmentent au cours de 1’obésité et qui déphosphoryle notamment le récepteur a 1’insuline
(Goldstein et al., 1998).

L’inflammation, par effet paracrine des cytokines pro-inflammatoires, conduit également a la
résistance a ’insuline du TA. La signalisation de TNFa a été montrée comme positivement corrélée a
la résistance a I’insuline au cours de 1’obésité (Hotamisligil et al., 1993). Elle modifie notamment la
phosphorylation d’IRS1, réduit I’expression de GLUT4 et augmente 1’action de PTP1B (Hotamisligil,
1999, Nieto-Vazquez et al., 2008). Toutefois, il est a noter que chez des individus sains présentant un
syndrome métabolique ou une résistance a I’insuline, la neutralisation de TNFo n’améliore pas la
résistance a I’insuline (Wascher et al., 2011). Il en est de méme pour IL-6 qui augmente la production
de protéines SOCS 1 et 3 (Suppressor of cytokine signaling protein 1 et 3), ces derniéres empéchant

I’interaction des protéines IRS avec le récepteur a I’insuline (Ueki et al., 2004).

Comme vu précédemment, I’insuline a pour action d’inhiber la lipolyse des adipocytes. Ces
derniers devenant moins sensibles aux actions de I’insuline au cours du développement de 1’obésité,
I’inhibition de la lipolyse est alors moins efficace aboutissant & un relargage continu et de faible intensité
des AGL (a préciser que ce phénomeéne est soutenu par la capacité de stockage dépassée des adipocytes).
Parmi les lipides relargués par les adipocytes, on peut trouver les céramides qui ont la capacité d’inhiber
’activation d’AKT, de fagon directe ou a travers la signalisation NLRP3 (NOD-like receptor family
pyrin domain containing 3), rendant inefficace la signalisation a I’insuline (Stratford et al., 2004 ;
Vandanmagsar et al., 2011). L’accumulation des céramides dans 1’adipocyte est potentialisée par le
TNFa qui permet I’hydrolyse de la sphingomyéline en céramide en activant la sphingomyélinase
(Dressler et al., 1992 ; Teruel et al., 2001). Les AG saturés contribuent a I’insulino-résistance a travers
la signalisation de TLR4 qui va stimuler les kinases JNK (Jun N-terminal kinase) qui elles, favorisent
la phosphorylation inhibitrice d’IRS1 (Tanti et Jager, 2009). De plus, les AG saturés stimulent la
synthese adipocytaire de céramides (Holland et al., 2007). D’autres lipides ont été montré comme
biologiquement actifs capables d’affecter la signalisation a I’insuline comme les Acyl-CoA a longue
chaine et les diacylglycérides (Kojta et al., 2020). Ainsi, ces résultats illustrent un phénomene de
« cercle vicieux » dans la résistance a 1’insuline du TA. De plus, I’insuline est un inducteur de la LPL
adipocytaire. Il a ét¢é montré qu’une faible sensibilité a ’insuline des adipocytes est associée a une
réduction de I’activité de la LPL. Ceci aurait pour conséquence de réduire 1’hydrolyse des lipoprotéines
riches en TG qui pourrait favoriser le stockage ectopique et le développement de dyslipidémie (Huang
etal., 2013).

Le TA est un régulateur central dans I’homéostasie du glucose et est en étroite communication

avec les deux grands autres tissus sensibles au glucose et a I’insuline : le foie et le muscle. A travers les
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adipokines sécrétées, le TA peut impacter négativement la fonction métabolique hépatique et musculaire
au cours de I’obésité (Funcke et al., 2019 ; Czech et al., 2020). En effet, les facteurs sécrétés par le TA
ayant un effet bénéfique sur la tolérance au glucose et la sensibilité a I’insuline sont généralement régulés
a la baisse au cours de I’obésité. C’est le cas de ’adiponectine qui a une action insulino-sensible. Son
absence est liée au développement d’une résistance a ’insuline dans le foie chez la souris soumise a un
régime riche en graisse (Nawrocki et al., 2006). Les batokines, comme la neuréguline 4, peuvent
¢galement contribuer a la sensibilité a I’insuline systémique. La production de neuréguline 4 étant
réduite dans un contexte obésogene, cela conduit au développement d’une stéatose hépatique et impacte
la tolérance au glucose des muscles squelettiques (Wang et al., 2014). De ce fait, la résistance a I’insuline
du TA est fortement corrélée au développement d’une résistance a I’insuline des autres organes et de

I’organisme entier.

6. Le sécrétome du tissu adipeux

Il est bien connu maintenant que la dysfonction du TA observée dans I’obésité est associée a
des changements de son profil sécrétoire. Les différentes adipokines sécrétées par le TA joue un role
important dans le développement et/ou le maintien des désordres métaboliques associée a 1’obésité
comme la résistance a 1’insuline, I’inflammation, la dyslipidémie ou encore la stéatose hépatique (Kawai
etal., 2021).

L’un des premiers changements dans le profil sécrétoire du TA au cours de 1’obésité est la
diminution de I’adiponectine diminuant ainsi son effet insulino-sensibilisant dans le TA (Kern et al.,
2003). Les taux faibles d’adiponectine ont ét¢ montré comme étant associés a la dyslipidémie et au
risque de maladie cardiovasculaire (Matsubara et al., 2002 ; Okamoto et al., 2006). Quant a la leptine,
son expression dans le TA et ses niveaux systémique sont augmentés chez les sujets obéses (Considine
etal., 1996). Il a été montré que des niveaux élevés de leptine altérent la signalisation a I’insuline dans
des adipocytes murins (Pérez et al., 2004). De plus, elle présente une action pro-inflammatoire en
favorisant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que 1’IL-2, I’interféron-y ou encore
TNFa et inhibe la production de cytokines anti-inflammatoires comme 1’lL-4. Cette relation est
bidirectionnelle puisque les cytokines pro-inflammatoires augmentent la synthese de leptine (Paz-Filho
etal., 2012 ; Lord et al., 1998 ; Grunfeld et al., 1996).

La résistine est une adipokine sécrétée par les adipocytes chez la souris. Chez la souris obése,
les niveaux de résistine augmentent et sont associés a la résistance a 1’insuline notamment en réduisant
la phosphorylation du récepteur a I’insuline et d’IRS-1 et en activant la protéine SOCS-3 (Steppan et
al., 2005). Toutefois, le role de la résistine chez I’Homme est controversé. Bien que plusieurs études
montrent un lien entre la résistine, 1’obésité et la résistance a 1’insuline, d’autres n’observent aucune
corrélation (McTernan et al., 2002 ; Wang et al., 2002 ; Kielstein et al., 2003). Il est a préciser que,

contrairement & la souris, la résistine humaine est principalement exprimée par les macrophages et elle
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exacerbe I’inflammation et la résistance a I’insuline du TA chez la souris (Patel et al., 2003 ; Qatanani
et al., 2009).

Les niveaux plasmatiques de PAI-1 augmentent en cas d’obésité et de résistance a I’insuline et
il a été montré que des niveaux élevés de cette protéine permettent de prédire le risque de diabete de
type 2 et de maladies cardiovasculaires (Juhan-Vague et al., 2003). Chez la souris obése, I’inhibition de
PAI-1 réduit I’adiposité et améliore les paramétres métaboliques (Ma et al., 2004). La vistafine est une
protéine trés exprimée par le TA chez la souris comme chez ’Homme dont les niveaux sériques
augmentent au cours de I’obésité et sont associés a la résistance a 1’insuline chez les personnes obeses
et diabétiques de type 2 (Chang et al., 2010). La vistafine joue un réle dans I’inflammation puisqu’elle
est positivement corrélée au taux d’IL-6 et de protéine C-réactive, marqueurs de I’inflammation (Oki et

al., 2007).

Il a été montré que les acides gras saturés, les cytokines pro-inflammatoires et 1’hypoxie
entrainent une augmentation de la sécrétion de vésicules extracellulaires par les adipocytes (Durcin et
al., 2017 ; Sano et al., 2014 ; Camino et al., 2020). Par ailleurs, I’augmentation de vésicules
extracellulaires plasmatiques chez des patients obéses est associée a 'IMC et a I’indice HOMA-IR
(Amosse et al., 2018). Le contexte physiopathologique de I’obésité influence la composition lipidique
des vésicules extracellulaires dérivés des adipocytes de souris obéses (Blandin et al., 2023). Il a
également été montré in vivo et in vitro la capacité de ces vésicules a recruter des monocytes et
macrophages par chimiotactisme, suggérant la contribution de ces particules a I’inflammation du TA
(Eguchi et al., 2015). Enfin, I’injection de petites vésicules extracellulaires dérivées du TA de souris
obéses altere la sensibilité a I’insuline chez une souris maigre, ce qui n’est pas observé avec ces mémes
particules issues de TA de souris maigres, suggérant le rble potentiel des vésicules extracellulaires issues

du TA comme perturbateurs métaboliques (Deng et al., 2009).

Enfin, les différents acides gras sécrétés par 1’adipocyte hypertrophique peuvent également
avoir des conséquences dans le contexte obésogéne. De fagon générale, il est bien connu que les AG
saturés sont davantage délétéres pour 1’organisme que les AG mono-insaturés et poly-insaturés. Ainsi,
de nombreux groupes de recherche s’intéressent a I’impact des différentes classes de lipides dans divers
contextes physiopathologiques. Une des classes de lipides bien caractérisée sont les céramides. Il est
observé une augmentation accrue des céramides dans le TA de souris et patients obéses (Turpin et al.,
2014 ; Kolak et al., 2007). Les céramides sont en étroite relation avec le développement de la résistance
a I’insuline et de I'inflammation dans le TA au cours de 1’obésité. En effet, ’augmentation de la
production de cytokines pro-inflammatoires augmente la production de céramides qui eux-mémes,
conduisent a I’activation de différentes voies de signalisation pro-inflammatoire (Majumdar et al.,
2012). L’invalidation de la biosynthése des céramides chez la souris obese a permis de réduire la taille

des adipocytes qui s’accompagne d’un recrutement de macrophages anti-inflammatoires M2 et
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d’adipocytes beiges et une amélioration de la respiration mitochondriale (Chaurasia et al., 2016 ; Li et

al., 2020).
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CHAPITRE IV : Le transporteur ATP-Binding Cassette G1

1. Généralités sur les transporteurs ABC

Les transporteurs ABC (Adenosine triphosphate-Binding Cassette) représentent une des plus
grandes familles de protéines transmembranaires (Dean et al., 2001) et sont présents a la fois chez les
procaryotes et les eucaryotes. Ces transporteurs sont spécialisés dans le transport d’une multitude de
molécules allant de petites molécules organiques jusqu’aux hormones, acides aminés, vitamines ou
encore lipides (Theodoulou et al., 2015). Ce sont des transporteurs actifs qui nécessitent donc
I’hydrolyse de I’ATP pour fournir de I’énergie afin de faire passer leurs substrats a travers les
membranes. Chez I’Homme, il existe 49 transporteurs ABC classés selon leurs homologies structurales
en sept sous-familles nommées de A a G (Theodoulou et al., 2015). Ces transporteurs sont présents de
facon ubiquitaire dans 1’organisme et sont particuliérement exprimés dans le cerveau, le foie, le TA,
I’intestin ou encore le pancréas (Ye et al., 2020). La majorité de ces protéines ont une structure similaire
composeée de deux domaines transmembranaires (appelés TMD pour Transmembrane domains) suivis
deux domaines NBD (Nucleotide binding domain aussi appelé ABC). Les transporteurs ABC possédant
cette configuration sont catégorisés de « transporteur complet » mais il existe des hémi-transporteurs
qui sont caractérisés par la présence d’un seul TMD et un NBD. Afin que ces derniers puissent étre
fonctionnels, ils devront s’homo- ou s’hétérodimériser (Kerr et al., 2011). De fagon simplifiée, les TMD
forment ainsi un port a travers la membrane plasmique dans lequel se fixe le substrat. L’ATP se liera,
quant a lui, sur les motifs NBD fournissant 1’énergie nécessaire au transport généralement contre le
gradient de concentration. Les NBD sont des structures caractéristiques de ces transporteurs et possédent
trois domaines hautement conservés : Walker A, Walker B et un motif signature. A I’inverse, la structure
des TMD peut varier d’un transporteur ABC a un autre. Ils sont composés d’hélices o transmembranaires
dont le nombre varie entre six et douze, bien que la majorité des transporteurs ABC possede six hélices
(Wilkens et al., 2015).

De par leurs fonctions, les ABC transporteurs sont donc essentiels pour le maintien de
I’homéostasie cellulaire et tissulaire. Parmi ceux-ci, certains jouent un rdle clé dans le transport
d’espéces lipidiques. Ainsi, une mutation dans les génes codants pour ces transporteurs ABC associés
aux lipides peut contribuer & une dérégulation du métabolisme des lipides pouvant conduire au
développement de maladies métaboliques qui sont des facteurs de risque pour le développement de
maladies cardiovasculaires (Tarling et al., 2013 ; Schumacher et al., 2017). C’est le cas par exemple du
transporteur ABCAL qui est un des ABC transporteurs les mieux caractérisés et dont la mutation est
responsable de la maladie de Tangier qui se caractérise par un trés faible taux de HDL plasmatique.

ABCA1 — avec d’autres transporteurs — participe a la formation des HDL en faisant de I’efflux de
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cholestérol a partir du foie et de ’intestin (Lawn et al., 1999). Ces HDL sont impliquées dans le transport
inverse du cholestérol ¢’est-a-dire le retour du cholestérol des tissus périphériques vers le foie pour qu’il
puisse étre éliminé. De ce fait, la mutation perte de fonction d’ABCAL1 est associée & un stockage
ectopique du cholestérol et au développement prématuré de I’athérosclérose en favorisant
I’accumulation de cholestérol intracellulaire dans les macrophages de la paroi artérielle (Bochem et al.,
2013). Le dimére ABCG5/ABCGS fait également de 1’efflux de cholestérol et de stérols végétaux dans
les hépatocytes vers la bile et dans les entérocytes vers la lumiére intestinale. 1l a été montré que des
patients porteurs de mutations dans les génes codant ces transporteurs présentent un taux élevé de stérols
végétaux plasmatiques, pathologie appelée sitostérolémie qui est associée au développement prématuré
d’athérosclérose et une augmentation du risque cardiovasculaire (Berge et al., 2000 ; Lee et al., 2001 ;
Tzavella et al., 2017). Les mutations sur les transporteurs ABCB4 et ABCB11 (qui permettant le
transport de phospholipides et de sels biliaires respectivement) conduisent au développement de
cholestases caractérisées par une diminution de la sécrétion de sels biliaires (Linton et al., 2015,
Theodoulou et al., 2015). De fagon intéressante, d’autres ABC transporteurs lipidiques contribuent a
des maladies de prime abord non métaboliques. On peut prendre pour exemple ABCA2 et ABCA7 dont
leurs mutations sont associées a la maladie d’Alzheimer et qui aujourd’hui sont considérées comme des
pistes thérapeutiques dans cette pathologie (Aikawa et al., 2019 ; Davis et al., 2018).

Il a également été mis en évidence la contribution d’autres transporteurs ABC non associés aux
lipides dans le développement d’une variété de pathologie. C’est le cas d’ABCC7, aussi connu sous le
nom de CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), qui est impliqué dans le
transport d’ions chlorures et qui est responsable de la mucoviscidose (Riordan et al., 1989). Enfin, les
transporteurs ABC peuvent étre impliqués dans la résistance aux médicaments comme ABCB1, ABCC1
et ABCG2 dans un contexte cancérigene (Coyle et al., 2015 ; Callaghan et al., 2015). Aujourd’hui, 20
protéines ABC sont associées a des maladies humaines, démontrant 1’intérét de 1’étude de ces
transporteurs, notamment dans un contexte physiopathologique (Theodoulou et al., 2015 ; Alam et al.,
2023).

2. L’ ATP-Binding Cassette G1 (ABCG1)

2.1. Structure d’ABCG]

Le transporteur ABCG1 a été initialement identifié chez la drosophile comme 1’homologue du
géne white qui participe a la pigmentation oculaire de cette espece (Savary et al., 1996). La protéine
ABCGTI est composé de six domaines TMD et d’un domaine NBD formant ainsi un hémi-transporteur
(Sunetal., 2021 ; Skarda et al., 2021 ; Xu et al., 2022) (Figure 12). De ce fait, il a besoin d’étre dimérisé
pour former un transporteur complet actif. Il est capable de s’hétérodimériser avec ABCG4, bien qu’il

puisse exister d’autres partenaires qui ne sont, a ce jour, pas caractérisés (Cserepes et al., 2004, Hegyi
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etal., 2016). Toutefois, di a I’expression différentielle tissulaire entre ABCG1 et ABCG4, ABCGL1 aura
davantage tendance a s’homodimériser (Jessup et al., 2006). Chez ’Homme, la protéine ABCGI
posseéde deux isoformes dépendantes de 1’épissage alternatif de son transcrit. L’épissage alternatif de
I’ARN messager donne naissance a un variant épissé avec 12 acides aminés en moins dans la partie
cytoplasmique du transporteur, communément abrégé ABCG1(-12). Les isoformes ABCG1(+12) et
ABCG1(-12) sont toutes deux fonctionnelles avec une activité similaire. Toutefois, il a été montré
qu’ABCGI1(+12) est plus rapidement dégradé comparé a I’isoforme courte. De ce fait, on retrouve

davantage la forme courte que la forme longue chez I’Homme (Engel et al., 2006 ; Gelissen et al., 2010).

Cholesterol

Sphingomyelin
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Figure 12 : Structure du transporteur ABCG1.

(A) Représentation schématique de I’hémi-transporteur ABCGL. (B) Structure par microscopie électronique a 3,26
A du transporteur membranaire ABCG1 humain. D’aprés Hardy et al., 2017 et Xu et al., 2022.

ABCG1 est exprimé de fagon ubiquitaire mais principalement dans les poumons, le foie, la rate
et le cceur (Kennedy et al., 2005). Il est retrouvé a la surface des cellules dans la membrane plasmique
mais €également dans les compartiments intracellulaires comme 1’appareil de Golgi, le réticulum
endoplasmique et le compartiment de recyclage endosomal (Pandzic et al., 2017 ; Harris et al., 2018).
L’expression d’ABCG1 est majoritairement stimulée par le cholestérol et les oxystérols (dérivés oxydés
du cholestérol) a travers la voie de signalisation LXR/RXR (Liver X receptor) (Sabol et al., 2005). Ces
facteurs de transcription agissent comme des capteurs de la teneur en cholestérol et oxystérols et vont
aller se fixer sur les éléments de réponses aux LXR sur les régions promotrices d’ABCG1, entrainant
ainsi sa transcription (Kennedy et al., 2001). Les agonistes PPAR peuvent également induire
I’expression d’ABCG1 de fagon dépendante et indépendante de la signalisation LXR (Akiyama et al.,
2002 ; Ozasa et al., 2011 ; Li et al., 2004). Parmi les autres facteurs de régulation, GPS2 (G protein
pathway suppressor 2) est un puissant inhibiteur de 1’expression d’ABCG1 (Jakobsson et al., 2009 ;
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Barilla et al., 2020). Certains microARN comme le miR-33 et le miR-23a-5p diminue ’expression
d’ABCG1 qui est associée a une accentuation du développement de D’athérosclérose et de
I’inflammation (Yang et al., 2018 ; Niesor et al., 2015). Les acides gras, et en particulier les acides gras
insaturés comme I’acide palmitoléique (C16 : 1), ’acide oléique (C18 : 1), I’acide linolénique (C18 :
3), I’acide eicosapentaénoique (connu sous le nom EPA, C20 : 5) ou encore 1’acide docosahexaénoique
(connu sous le nom DHA, C22 : 6) régulent a la baisse ’expression d’ABCG1, avec un effet davantage
marqué pour les acides gras polyinsaturés comme I’EPA et DHA. Cet effet serait dépendant de I’histone
désacétylase puisque son inhibition supprime 1’effet répressif des acides gras insaturés sur 1’expression
d’ABCGI (Ku et al., 2011). D’un point de vue post-traductionnel, ABCG1 est dégradés par la voie des

protéases calpaines et du protéasome (Hori et al., 2011 ; Ogura et al., 2011).

2.2. Fonction d’ABCG1 dans I’homéostasie lipidique cellulaire

ABCG1 permet le transport unidirectionnel de nombreuses especes lipidiques telles que le
cholestérol, les oxystérols, la sphingomyéline et les phospholipides (en particulier la
phosphatidylcholine) (Kobayashi et al., 2006 ; Engel et al., 2007 ; Vaughan et al., 2006 ; Sano et al.,
2007). D’autres travaux montrent également qu’il intervient dans le transport de protéines liposolubles
comme la vitamine E (Olivier et al., 2014). La fonction la mieux caractérisée d’ABCGI est sa capacité
a faire de I’efflux de cholestérol vers les HDL a partir de macrophages. Cette fonction est essenticlle
pour le maintien de 1’homéostasie lipidique et un défaut de cette fonction conduit a une toxicCité
intracellulaire et a la formation de cellules spumeuses pouvant aboutir au développement de maladies
coronariennes telles que 1’athérosclérose (Schaftenaar et al., 2016). Toutefois, I’invalidation d’ABCG1
dans les macrophages chez la souris conduit a des résultats contradictoires concernant le développement
de I’athérosclérose, suggérant un role différentiel de ce transporteur en fonction de I’état d’avancement
de la pathologie. Dans les macrophages, 1’efflux de cholestérol fait intervenir de fagon séquentielle
ABCA1 et ABCG1 (Luo etal., 2020). Dans un premier temps, ABCAL transfeére le cholestérol cellulaire
a I’apolipoprotéine Al, la protéine principale des HDL, ce qui permet la formation d’HDL dites
naissantes et qui sont de forme discoidale (Favari et al., 2009). ABCGL1 rentre ensuite en jeu en exportant
davantage de cholestérol vers les HDL naissantes permettant ainsi la maturation de ces HDL qui seront
ensuite libérées dans le plasma (Vaughan et al., 2006). Cependant, il est intéressant de noter que dans
les macrophages humains chargés en cholestérol, la contribution d’ABCG1 dans I’efflux de cholestérol
vers les HDL n’est pas indispensable contrairement a celle d’ ABCA1. En effet, I’invalidation d’ABCGl1
dans ces macrophages (dérivés de monocytes humains et murins) n’a eu aucun impact sur la capacité

d’efflux de cholestérol de ces cellules (Larrede et al., 2009).

Xu et al. ont permis de mettre entre évidence la conformation moléculaire sous-jacente

d’ABCG1 humain grace a la cryomicroscopie électronique, résumée en cing étapes (Figure 13). A I’état
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de repos, le dimére ABCGL1 se trouve tourné vers I’intérieur cellulaire (Skarda et al., 2021). Deux
molécules de cholestérol, qui peuvent provenir du contenu intracellulaire ou de la membrane plasmique,
viennent se fixer aux domaines TMD. De fagon simultanée, deux molécules de sphingomyéline viennent
également se fixer sur ces mémes domaines. Ces sphingomyélines participent au recrutement et a la
stabilité du cholestérol une fois fixé. Lorsque I’ATP se fixe sur les domaines NBD, ABCG1 change de
conformation pour étre tourné vers 1I’espace extracellulaire. Les HDL naissantes viennent alors se fixer
sur ABCGI pour prendre en charge les molécules de cholestérol. Il est a noter qu’il existe trois paires
de résidus phénylalanine qui ont pour but de renforcer les liaisons entre les molécules de cholestérol et
les domaines TMD et servent de mécanisme de blocage a la libération du cholestérol en 1’absence
d’accepteur de cholestérol (Xu et al., 2022). De plus, bien que les HDL soient les meilleures acceptrices
pour le cholestérol medié par ABCG1, I’efflux peut également se réaliser avec des accepteurs moins

spécifiques tels que ’albumine sérique par exemple (Kobayashi et al., 2006).

Extracellular
Intracellular

CHL o\;ﬁ SM * ATP ® Phe residue ADP + Pi
Figure 13 : Mécanisme d’action d’ABCG1 dans I’efflux de cholestérol vers les HDL.

(1) A I’état de repos, le transporteur ABCG1 adopte une conformation moléculaire tournée vers I’intérieur
cellulaire lui permettant (2) la liaison simultanée du cholestérol (CHL) et de la sphingomyéline (SM). (3) La
fixation de I’ATP oriente alors la conformation d’ABCGI1 vers le milieu extracellulaire (4) ou le cholestérol est
maintenu par les résidus phényalanine (Phe residue). (5) Une fois que les HDL naissantes sont fixée sur la partie
extracellulaire d’ABCGH, le cholestérol est alors transféré. D’apres Xu et al., 2022.

Cet efflux de cholestérol par d’ ABCG1 est en étroite relation avec la composition de la bicouche
phospholipidique membranaire et notamment les radeaux lipidiques membranaires. Ces microdomaines
sont riches en cholestérol, glycérophospholipides et sphingolipides, particulierement en
sphingomyéline. Les radeaux lipidiques contribuent a la rigidité membranaire et par conséquent, a la
régulation protéique et la signalisation cellulaire (Mayor et al., 2004 ; Ho et al., 2022). Il a été montré
qu’ABCGTI est localisé au niveau de ces microdomaines et qu’une diminution de la concentration
cellulaire en sphingomyéline modifie la rigidité membranaire et altére la fonction d’ABCGI. Ainsi,
ABCGL1 contribue a une réorganisation lipidique de la membrane plasmique pouvant conduire a des

modifications dans la transduction de différents signaux métaboliques (Sano et al., 2014).
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Cette fonction d’ABCG1 met en évidence son réle important dans la régulation de ’homéostasie
lipidique cellulaire. Cette observation a été confirmée par d’autres études chez la souris déficiente pour
ABCG1 ou surexprimant la forme humaine du transporteur. Les souris invalidées pour Abcgl,
lorsqu’elles sont soumises a un régime riche en graisses et en cholestérol, présentent une accumulation
de lipides neutres et de phospholipides dans les hépatocytes et les macrophages de certains tissus
(notamment le foie et les poumons) sans modification des taux plasmatiques lipidiques. Ceci est
accompagné d’une augmentation de l’expression des genes impliqués dans le métabolisme du
cholestérol et de la synthése d’AG. Cependant, ces résultats ne sont pas retrouvés chez les souris
exprimant la forme humaine d’ABCG1 appuyant la contribution de ce transporteur dans le métabolisme
des lipides cellulaires et tissulaires ou ABCG1 pourrait protéger contre I’accumulation de lipides induite

par I’alimentation (Kennedy 2005).

Afin d’évaluer la contribution d’ABCG1 dans le métabolisme lipidique chez ’'Homme, de
nombreux travaux se sont intéressés a 1’association de ce transporteur (plus précisément ses SNP) avec
les taux de lipides circulants (TG, cholestérol total, HDL-C, LDL-C, etc.). Alors que certaines études
trouvent une relation modeste entre des variants d’ABCG1 et un taux réduit d’HDL-cholestérol, la
plupart des études ne montrent pas d’association entre les lipides circulants et les différents variants
d’ABCG1 (Furuyama et al., 2009 ; Abellan et al., 2010 ; Xu et al., 2011). Toutefois, Olivier et al.
démontrent une association positive entre deux SNP et ’activité de la LPL chez ’Homme, résultat
complété par une analyse chez la souris dont la déficience en Abcgl conduit a une réduction de I’activité
de la LPL. Cette observation est expliquée par la modulation de la rigidité membranaire médiée par
ABCGL1 : ABCG1 permet de fluidifier la membrane plasmique facilitant ainsi la sécrétion de la LPL qui
est initialement piégée dans les radeaux lipidiques membranaires (Olivier et al., 2012).

Les études épigénétiques sur la méthylation de I’ADN sur les sites CpG du géne ABCGL1 ont été
montrées plus informatives a la caractérisation d’ABCG1 dans le métabolisme des lipides. La
méthylation de I’ADN est la modulation épigénétique la plus courante et conduit la plupart du temps a
une diminution de I’expression de son gene cible (Jones et al., 2021). Dans le cas du géne ABCG1, sa
méthylation se traduit par une réduction de I’expression de ce transporteur au niveau du sang total mais
également dans le TA (Gomez-Alonso 2021 ; Pfeiffer et al., 2015). De facon générale, la méthylation
d’ABCG1 est largement associée aux métabolismes des lipides (Jones et al., 2021). Elle est notamment
associée négativement au taux d’HDL-C et positivement aux concentrations de TG circulants, ce qui est
cohérent avec la fonction d’ABCG1 dans I’efflux de cholestérol et son contr6le de la LPL
respectivement (Olivier et al., 2012, Pfeiffer et al., 2015). Néanmoins, la relation inverse existe : les
taux de HDL-C et de TG circulants modulent également la méthylation d’ABCG1 (Dekkers et al., 2016).
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Par conséquent, il est possible de penser qu’un défaut d’ABCGI1 puisse conduire a une altération
du métabolisme des lipides, notamment au niveau cellulaire, élément précurseur au risque de développer
des maladies cardiovasculaires. Bien qu’il n’existe a ce jour aucune pathologie génétique associée a une
mutation d’ABCG1, de nombreuses études ont permis d’affiner la contribution d’ABCG1 dans un
contexte pathologique (entre autres athérosclérose, obésité, diabéte de type 2) permettant une meilleure
caractérisation de ce transporteur dans 1’homéostasie lipidique. Toutefois, il faut garder a I’esprit qu’un
bon nombre de ces études sont réalisées chez la souris chez qui il a été reporté qu’elle n’exprimait que
I’isoforme courte ’ABCG1 (ABCGI1(-12)), nuangant davantage la translation des mécanismes chez
I’Homme (Burns et al., 2013 ; Hardy et al., 2017).

2.3. ABCGI dans le contexte de 1’obésité

Malgré le role bénéfique d’ABCGI1 contre 1’accumulation lipidique intracellulaire a travers
leurs exports, Buchmann et al. ont été les premiers a décrire qu’une absence totale d’ABCGI permettait
de protéger les souris contre le développement de 1’obésité induite par un régime riches en sucres et en
graisses mais ne contenant pas de cholestérol. En effet, I’invalidation totale d’Abcgl chez la souris réduit
la prise de poids et la masse du TA, soutenues par une réduction de la taille des adipocytes. Ces résultats
sont accompagnés d’une amélioration de la tolérance au glucose et de la dépense énergétique et d’une
réduction de la prise alimentaire (Buchmann et al., 2007). Ce phénotype peut résulter de 1’expression
spécifique d’Abcgl dans les adipocytes. En effet, notre laboratoire a mis en évidence la contribution de
I’expression d’ABCG1 adipocytaire dans le stockage de TG dépendant de la LPL : I’invalidation
speécifique d’Abcgl dans le TA épididymal par des particules lentivirales chez la souris conduit & une
réduction de la prise de poids et de la masse du TA épididymal. Ces résultats sont confirmés par des
analyses in vitro ou I’expression d’Abcgl est positivement corrélée a la concentration intracellulaire de
TG tout au long de la différenciation des pré-adipocytes 3T3-L1 et son invalidation dans ce modeéle
s’accompagne par une diminution de 1’expression de geénes clés impliqués dans le stockage de TG, a
savoir Pparg, Plin ou encore Fabp4 (Frisdal et al., 2015). Ce travail a permis a notre laboratoire
d’identifier le mécanisme sous-jacent d’ABCG1 dans le stockage de TG dans 1’adipocyte : cette
contribution est portée par la capacité d’ABCGI1 a exporter les sphingomyélines membranaires. Ces
dernieres entrant dans la composition des radeaux lipidiqgues membranaires, une variation de leur
concentration aboutit & la modulation de la rigidité membranaire. Ainsi, ’efflux de sphingomyélines
médié par ABCG1 permet de fluidifier la membrane plasmique en réduisant la présence de radeaux
lipidiques, aboutissant a une meilleure biodisponibilité de la LPL (qui était initialement piégée dans les
radeaux lipidiques membranaires). L’activité de la LPL étant optimale, elle va pouvoir ensuite
hydrolyser les lipoprotéines riches en TG (chylomicrons et VLDL). Les AG libérés seront captés par
I’adipocyte pour y étre stockés sous forme de TG dans les gouttelettes lipidiques. Les particules

résiduelles des lipoprotéines riches en TG (qui sont appauvries en TG mais riches en cholestérol)
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peuvent, quant a elles, étre absorbées par 1’adipocyte a travers le récepteur au VLDL, augmentant les
concentrations intracellulaires de TG et de cholestérol dans la cellule. Cette accumulation de cholestérol
et de TG entraine I’expression et I’activation de PPARY et de ces génes cibles tels que C/EBPa, CD36,
la périlipine ou encore HSL promouvant de ce fait I’adipogenése et la formation de masse grasse (Figure
14). Cette contribution d’ABCG1 dans le stockage de TG a été confirmée suite a 1’analyse d’un
régulateur de ce transporteur : GPS2. L’invalidation de GPS2 régule positivement 1’expression
d’ABCGTH et I’activité de la LPL dans des cellules souches adipeuses différenciées en adipocyte mature.
Cela aboutit a une accumulation plus importante de TG et une diminution de sphingomyélines dans les
adipocytes, cohérant avec la capacité d’efflux de sphingomyélines d’ABCG1. Ces résultats in vitro ont
été confirmés dans le TA de patients obéses ou GPS2 était régulé a la baisse et était associé négativement
a D’expression d’ABCG1 (Barilla et al., 2020). Par ailleurs, ABCG1 a été décrit comme étant un
marqueur spécifique de deux sous-populations d’adipocytes qui sont les Lipid-scavenging adipocytes
(LSA) et les Stress lipid-scavenging adipocytes (SLSA) caractérisés par une origine des lipides stockés
issus de la circulation générale, confirmant le role d’ABCG1 dans le stockage de TG dans 1’adipocyte
(Sérvari et al., 2021). ABCG1 a également été décrit comme étant un marqueur spécifique d’une sous-
population de progéniteurs adipocytaires, les Aregs. Ces Aregs possédent une capacité paracrine
inhibitrice de I’adipogenése (Schwalie et al., 2018). Bien que ces cellules n’aient pas été étudiées dans
un contexte obésogene, il est possible d’envisager que I’expression d’ABCG1 dans ces cellules puisse
accentuer ’hypertrophie adipocytaire en inhibant la formation de nouveaux adipocytes matures a partir

de précurseurs adipogéniques.
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Figure 14 : Fonction d’ABCG1 dans I’adipocyte.

(1) L’expression d’ABCG1 dans I’adipocyte promeut I’efflux de sphingomyélines membranaires (SM) qui va
favoriser la biodisponibilité de la lipoprotéine lipase (LPL). (2) L’hydrolyse des lipoprotéines riches en TG par la
LPL libérent des acides gras (AGL) qui seront (3) captés par ’adipocyte et stockés sous forme de TG dans la
gouttelette lipidique. (4) L’activité optimale de la LPL s’accompagne également d’une augmentation de la
captation des particules résiduelles des lipoprotéines riches en TG, augmentant ainsi les concentrations
intracellulaires de cholestérol dans 1’adipocyte. (5) L’abondance AG et de cholestérol conduit a I’expression et
I’action de PPARY (6) ainsi que de ses genes cibles impliqués dans I’absorption et le stockage lipidique, la taille
de la gouttelette lipidique (GL) et la lipolyse aboutissant & I’augmentation de la maturation adipocytaire. C/EBP :
CCAAT-enhancer-binding protein, HSL : hormone sensitive lipase, LXR : liver X receptor, PPARY : peroxisome

proliferator-activated receptor, TG : triglycérides. D’aprés Frisdal and Le Goff, 2015.

Cependant, ces résultats différent de ceux obtenus par Kennedy et al. sur le modele de souris
Abcgl”. Dans leur cas, I’invalidation totale d’Abcgl conduit a une accumulation de lipides neutres
principalement dans les poumons et le foie (bien que le TA ne soit pas analysé dans cette étude) chez la
souris nourrie avec un régime riche en graisses et en cholestérol. Ces oppositions pourraient en fait
dépendre du contexte métabolique dans lequel se trouve ABCGL. La principale différence entre les
études menées par Buchmann et al. et Frisdal et al. et celle de Kennedy et al. résulte en la teneur en
cholestérol des différents régimes employés, suggérant un double réle d’ABCGI1. Ainsi, dans un
contexte riche en cholestérol, ABCGI1 protége de I’accumulation lipidique cellulaire et tissulaire a

travers I’efflux de cholestérol alors que dans un contexte riche en graisses, il favorise le stockage de TG
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(Frisdal et al., 2015). De ce fait, dans un environnement physiopathologique lipidique tel que 1’obésité,
ABCG1 pourrait présenter une cible thérapeutique prometteuse. De fagon intéressante, alors que
I’invalidation spécifique d’Abcgl dans le TA épididymal des souris ou dans les adipocytes différenciés
3T3-L1 entraine une réduction de ’expression des génes associés a 1’adipogenése et a la maturation des
adipocytes (Frisdal et al., 2015), la déficience totale d’Abcgl in vivo a I’effet inverse (Buchmann et al.,
2007). Ce contraste sous-entend une contribution de 1I’expression d’ Abcg] par les autres types cellulaires
non adipocytaires (Hardy et al., 2017).

ABCGL1 pourrait également avoir un role dans I’inflammation chronique de bas grade qui se
développe au cours de ’obésité. En effet, ce transporteur est fortement présent a la surface des
macrophages et est préférentiellement exprimé par les macrophages anti-inflammatoires de type M2
chez la souris obése (Edgel et al., 2012 ; Wei et al., 2015). L’invalidation d’Abcgl dans les cellules
myéloides par transplantation de moelle osseuse chez la souris obése ne s’accompagne pas d’une
réduction du nombre de macrophages au sein du TA comparativement aux souris obéses transplantées
a partir de souris sauvages, mais diminue le rapport M1/M2 suggérant une augmentation de la
polarisation des macrophages vers un profil anti-inflammatoire expliquée par une altération du
chimiotaxisme des macrophages (Wei et al., 2015). Toutefois, il a été montré que I’efflux de cholestérol
vers les HDL médié par Abcgl a partir des adipocytes entraine une réponse anti-inflammatoire traduite
par une réduction de I’expression de cytokines pro-inflammatoires et de facteurs chimio-attractants
(Umemoto et al., 2013). Par ailleurs, il a ét¢ montré que 1’expression d’ABCGI dans les macrophages
réduit I’inflammation en modulant la composition de la membrane plasmique dans laquelle sont situées
les protéines TLR impliquées dans la réponse inflammatoire (Sano et al., 2014). Ainsi, ’inhibition
d’ABCG1 dans les macrophages amplifie la réponse inflammatoire en stimulant TLR4 (Yvan-Charvet
et al.,, 2008 ; Westerterp et al., 2016). En revanche, la surexpression de ce transporteur réduit
I’inflammation (Miinch et al., 2012). Cependant, il est important de préciser que ces études liant ABCG1
et la signalisation TLR4 ont été menées dans le contexte physiopathologique de 1’athérosclérose et non

de I’obésité.

Chez ’Homme, les résultats quant au role d’ABCG1 dans le contexte de 1’obésité sont
controversés. Comme chez la souris, I’expression d’ABCGT1 est retrouvé dans le TA (Dayeh et al.,
2016). Frisdal et al. montrent que des SNP fonctionnels d’ABCG1 sont associés positivement aux
diametres des adipocytes, a la masse grasse et a I’'IMC chez des patients souffrant d’obésité morbide
(IMC > 40 kg/m?). Ces associations sont confirmées dans deux autres populations de patients : des
patients souffrant d’obésité sévere (IMC compris entre 30 et 35 kg/m?) et des patients obéses diabétiques
(Frisdal et al., 2015). D’autres auteurs trouvent une association entre deux autres variants d’ABCG1 et
un profil lipidique défavorable (des taux élevés de TG et VLDL) et une circonférence abdominale plus
importante chez des femmes obeses (Teixeira et al., 2020). Par ailleurs, chez des patients dont I'IMC

est inférieur a 30 kg/m?, on ne retrouve aucune association négative entre les polymorphismes d’ABCG1
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et ’IMC (Olivier et al., 2012 ; Liu et al., 2014 ; Zago et al., 2015). De facon intéressante, les SNP du
géne ABCGL1 sont associés a une réduction plus importante de la circonférence abdominale chez des
femmes obéses ayant suivi un régime hypocalorique pour perdre du poids pendant sept semaines
(Teixeira et al., 2020). Ces observations, prises dans leur ensemble, sous-entendent une contribution

importante du transporteur ABCGL1 dans le développement de I’obésité.

Les études épigénomiques d’ABCG1 modérent cette hypothese. Bien qu’il ait ét¢ montré que la
méthylation du gene ABCG1 puisse étre un bon prédicteur de risque de développer de 1’obésité et les
désordres métaboliques associés (Lee et al., 2021), de nombreuses autres études démontrent une
association positive entre le niveau de méthylation d’ABCGI1 et ’IMC ou encore le tour de taille (Dayeh
etal., 2016 ; Demerath et al., 2015 ; Mendelson et al., 2017 ; Kriebel et al., 2016). Cette association est
conservée gu’elle soit analysée dans le sang total ou dans le TA (Wahl et al., 2017). Il est & noter que
I’évaluation de la méthylation de I’ADN dans le sang total correspond a la méthylation dans le TA
suggérant que la méthylation de I’ADN mesurée dans le sang peut étre un indicateur de la méthylation
au niveau du TA (Demerath et al., 2015 ; Wahl et al., 2017). Le niveau de méthylation du géne ABCG1
pourrait étre impliqué dans la réponse a une intervention nutritionnelle pour perdre du poids. En effet,
dans une étude sur des patients en situation de surpoids ou d’obésité suivant un régime amaigrissant,
une faible méthylation d’ABCG1 est associée a une réduction plus importante de 1’adiposité (poids
corporel, tour de taille et poids de la graisse abdominale), contrairement aux patients présentant un fort
niveau de méthylation d’ABCG1 sanguin ou cette association disparait (Li et al., 2023). Ces résultats
sont soutenus par une étude montrant une régulation positive de 1’expression d’ABCG1 dans le TASC
au cours de la perte et du maintien de poids suite a un régime hypocalorique chez des sujets obéses
(Johansson et al., 2012), ainsi que chez des souris obéses ayant suivi une restriction calorique (Edgel et
al., 2012).

Par ailleurs, il semble que le niveau de méthylation d’ABCGI1 puisse étre influencé par la
composition nutritionnelle des repas. Li et al. émettent I’hypothése qu’un régime hypocalorique riche
en protéines favoriserait la méthylation de I’ADN, masquant de ce fait les bénéfices d’une faible
méthylation d’ABCG1 dans un contexte de perte de poids chez des personnes obéses (Li et al., 2023).
Cette hypothése pourrait étre expliquée par la méthionine qui est un acide aminé trés présent dans les
protéines alimentaires et est un élément précurseur dans la synthése de groupements méthyles (Zhang
et al., 2018 ; Ducker et al., 2017). Ces ¢éléments soutiennent un réle différentiel d’ABCG1 dépendant
de I’environnement métabolique dans lequel il se trouve. De plus, il a été montré que 1’adiposité
influence la méthylation de I’ADN : la méthylation de I’ADN serait alors plutot la conséquence qu’une

cause de I’obésité (Wahl et al., 2017).

Finalement, les études murines et humaines n’aboutissent pas a un consensus clair quant a la

contribution du transporteur ABCGI dans le contexte de 1’obésité. D’une part, ABCGI1 contribue au
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stockage de TG dans I’adipocyte. Bien que ce role puisse étre bénéfique en premiére intention en
permettant la neutralisation des lipides, il pourrait contribuer au développement de 1’obésité a long terme
en participant au stockage excessif des graisses dans 1’adipocyte. Cependant, ABCGL1 pourrait avoir un
role protecteur, suggéré par les études épigénomiques et de perte de poids chez les personnes souffrant
d’obésité. Ces résultats soulignent donc que le role d’ABCGI1 doit étre clarifié, nécessitant des

recherches supplémentaires pour mieux comprendre sa contribution dans le contexte de 1’obésité.

11 est a noter également qu”’ABCG1 posseéde un role dans la résistance a I’insuline et le diabete
de type 2 chez la souris et I’Homme, qui sont des complications métaboliques associées a 1’obésité. La
régulation du métabolisme du cholestérol est importante dans la fonctionnalité des ilots 3 pancréatiques
(Brunham et al., 2008). Ainsi, I’absence d’Abcgl dans ces cellules conduit a une altération de la
tolérance au glucose et de la sécrétion d’insuline chez les souris invalidées pour ce transporteur (Sturek
et al., 2010). Cependant, lorsque les souris sont soumises a un régime riche en graisses, 1’invalidation
totale d’Abcgl semblent les protéger de I’intolérance au glucose (Buchmann et al., 2007). Chez
I’Homme, la méthylation d’ABCGL1 est associée a la glycémie et insulinémie a jeun et a deux heures
aprés un repas, ainsi qu’a 1’indice HOMA-IR (Homeostasis Model Accessment of Insulin Resistance)
(Kriebel et al., 2016 ; Kulkarni et al., 2015). La méthylation d’ABCG1 est également associée a la
résistance a I’insuline dans le sang total, le foie ou encore le TAV (Krause et al., 2019) et & un plus
grand risque de développer un diabéte de type 2 (Chambersetal., 2015 ; Dayeh etal., 2016). Par ailleurs,
il a été montré que I’expression d’ABCG] était régulée a la hausse chez dans le TA de patients obeses

diabétiques comparés a des patients obéses non diabétiques (Barilla et al., 2020).

Toutes ces études soutiennent un réle majeur du transporteur ABCGL1 dans le développement
de I’obésité et les désordres métaboliques associés, bien que les résultats apparaissent parfois en
désaccord. Ces discordances témoignent vraisemblablement des réles multiples du transporteur ABCG1
en fonction des différents types cellulaires présents, notamment dans le TA. Des études ciblant
spécifiquement 1’expression d’ABCG1 dans ces types cellulaires s’avérent donc indispensables pour
une meilleure compréhension du role d’ABCGI1 dans le développement de 1’obésité et des désordres

métaboliques associés.
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Objectifs

L’obésité est une pathologie ayant atteint des niveaux pandémiques, avec une prévalence en
constante augmentation a 1’échelle mondiale. Cette hausse alarmante incite de nombreux groupes de
recherches a explorer de nouvelles pistes thérapeutiques pour ralentir et limiter la progression de cette
maladie. Dans cette optique, notre laboratoire a mis en lumiére la contribution du transporteur
membranaire ABCGI dans le stockage de TG dans I’adipocyte et la formation de masse grasse (Frisdal
et al., 2015). Bien que ce rble puisse étre bénéfique en condition physiologique en participant a la
fonction normale du TA, il est possible d’envisager qu’il puisse s’avérer délétere en exacerbant
I’hypertrophie adipocytaire. Cette augmentation de la taille des adipocytes pourrait, en retour, favoriser
le remodelage pathologique du TA dans le contexte de I’obésité induite par le régime. Ainsi, mes travaux
de thése visent a approfondir la compréhension du roéle d’ABCG1 dans I’adipocyte, en se concentrant
sur son impact sur la fonctionnalité adipocytaire et la plasticité du TA au cours de I’évolution de
I’obésité. De plus, j’ai examiné les conséquences du stockage de TG médié par ABCG1 dans les
adipocytes sur ’apparition des désordres métaboliques associés a I’obésité tels que la résistance a
I’insuline, la dyslipidémie ou encore la stéatose hépatique. Cette étude est permise grace a la génération
d’un mod¢le murin dans lequel ’expression d’Abcgl est ciblée de maniére inductible et spécifique aux
adipocytes matures. Ce modéle innovant nous a également permis d’explorer une potentielle approche
thérapeutique grace a ’induction de 1’invalidation d’Abcgl dans les adipocytes de souris déja obéses,
nous permettant de caractériser la contribution de notre transporteur dans le contexte d’une obésité

installée.
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ABSTRACT

Obesity is a major health issue worldwide leading to multiple metabolic disorders. Among them, glucose
intolerance is a key event in the development of insulin resistance and type 2 diabetes. We previously
uncovered the key role of ABCGL1 in fat mass formation by promoting lipoprotein lipase-dependent
triglyceride storage in adipocytes. Such a role suggests that ABCG1 could contribute to adipocyte
hypertrophy in the context of diet-induced obesity with consequences in the obesity-associated
metabolic disorders. To investigate the role of adipose ABCGL1 in obesity, we generated inducible mice
lacking for Abcgl in adipocytes under a high-fat diet. While adipocyte-specific Abcgl invalidation did
not appear to modulate parameters related to insulin resistance in early stage of obesity, glucose
tolerance was improved in advanced stages of the pathology. In adipocytes, Abcgl deficiency was
accompanied by a major remodeling of lipid homeostasis and an enhanced insulin-independent glucose
uptake and signaling pathways. Furthermore, invalidation of Abcgl reduced adipocyte hypertrophy and
restored adipocyte health and functions. Additionally, adipose-specific Abcgl invalidation in obese mice
improved glucose tolerance and the overall plasticity of gonadal adipose tissue. Overall, our study
highlights the critical role of adipocyte-Abcgl in adipose tissue remodeling and glucose homeostasis in

diet-induced obesity.
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INTRODUCTION

Obesity is one of the most critical health challenges of the 21st century. According to the World
Health Organization, one in eight individuals was classified as obese in 2022, with its prevalence more
than doubling in adults and quadrupling in adolescents since 1990, reaching pandemic levels. Obesity
is a multifactorial disease driven by an imbalance between caloric intake and energy expenditure, where
caloric intake exceeds energy output. It is strongly associated with several metabolic disorders, including
insulin resistance, type 2 diabetes, dyslipidemia, and metabolic-associated fatty liver disease (MAFLD),
all of which are major risk factors for cardiovascular diseases (1, 2).

Obesity is defined by excessive fat accumulation, primarily within adipose tissue (AT) (3). The
two main types of adipose tissue are white adipose tissue (WAT) and brown adipose tissue (BAT),
which differ in their functions. Thus, WAT primarily stores energy in the form of neutral lipids, while
BAT dissipates energy via thermogenesis through heat production (4). WAT is composed
predominantly of adipocytes, which governs its storage function, and a stromal vascular fraction
containing non-adipocyte cells such as immune cells, endothelial cells, and adipogenic precursors. In
fed states, fatty acids stored in WAT primarily originate from circulating triglycerides (TG) carried by
triglyceride-rich lipoproteins (TRL) such as chylomicrons and very low-density lipoproteins (VLDL).
These TRLs are hydrolyzed by lipoprotein lipase (LPL), releasing free fatty acids (FFA) that are
captured by adipocytes and stored as TG in their lipid droplet (5, 6). Additionally, adipocytes can
synthesize FFA from glucose through de novo lipogenesis (7). During energy demand, TG stored in
adipocytes undergo lipolysis, releasing fatty acids that are oxidized via p-oxidation to meet the body’s
energy needs (8). These dynamic processes reflect the plasticity of AT, essential for maintaining energy
homeostasis under physiological conditions.

However, when energy intake chronically exceeds expenditure, as in diet-induced obesity, AT
plasticity becomes compromised. The over-accumulation of TG in adipocytes leads to cell hypertrophy,
diminishing their storage capacity and causing cellular senescence and death. This loss of adipocyte
function disrupts AT remodeling (9). As AT expands, insufficient vascularization leads to hypoxia,
triggering stress responses and the release of pro-inflammatory cytokines (10). This inflammatory state
is exacerbated by macrophages infiltration, which organize into crown-like structures around dead
adipocytes, perpetuating chronic low-grade inflammation (11,12). Consequently, AT becomes
dysfunctional, insulin-resistant, inflamed, and fibrotic. Additionally, hypertrophic adipocytes exhibit
impaired lipolytic regulation, resulting in uncontrolled FFA release, contributing to dyslipidemia and
ectopic fat deposition in non-adipose tissues like the liver, increasing the risk of cardiovascular diseases
(13).

The membrane ATP-binding cassette G1 (ABCG1) transporter was initially identified as

promoting cholesterol efflux to high-density lipoproteins (HDL) notably in the context of cardiovascular
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disease (14). However, total deletion of Abcgl in mice was reported to protect against diet-induced
obesity (15) and our group demonstrated the important role of ABCG1 expression in adipocyte on TG
storage, fat mass growth and human obesity (16). Mechanistically, we uncovered that ABCGL1 controls
LPL activity by promoting sphingomyelin efflux, TRL hydrolysis, FFA release and TG storage in
adipocytes. However, we also observed that elevated ABCG1 expression is associated with increased
fat mass and corpulence in three independent cohorts of obese patients (16). Taken together, these
findings suggest a potential dual role for ABCG1 in adipocyte (17). Thus, under physiological
conditions, ABCG1 would ensure a proper AT function by facilitating fat storage in adipocytes, whereas
in the context of obesity, ABCG1 expression could exacerbate TG accumulation and promote adipocyte
hypertrophy. This uncontrolled hypertrophy could lead to impaired functions of both adipocyte and AT
and to the development of metabolic disorders in the context of obesity.

To address this hypothesis, the aim of this study was to investigate the consequences of the
specific Abcgl-mediated TG storage in adipocytes on the onset of metabolic disorders associated with
obesity development. Our findings in a mouse model with an inducible specific deletion of Abcgl in
adipocyte shed light on the critical role of Abcgl on glucose intolerance and AT dysfunctions in the
advanced stage of diet-induced obesity. Interestingly, our study suggests that mitigating Abcgl

expression in installed obesity could attenuate these deleterious effects.
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MATERIALS AND METHODS

Mice

Abcg1io“lomice on a C57/BL6 background (Jackson Laboratories) were crossed with AdipoqCreER™
mice (provided by Dr. Stephan Offermanns, Max-Plank-Institute fort Heart and Lung Reseach,
Germany) to generate tamoxifen inducible adipocyte-specific Abcgl knockout mice (AbcglAPIPOKO),
DNA was extracted from tail sample (NucleoSpin DNA RapidLyse, Macherey-Nagel) and the presence
of Cre recombinase was verified by PCR (DreamTaq Green PCR Master Mix (2X), ThermoFisher
Scientific) with Cre recombinase specific primers. Abcg1#P'®9%° mice and their controls littermate
controls (Ctrl, Abcg1fo) were housed in a controlled environment (22°C, 12h light-dark cycle,
specific pathogen-free conditions) with ad libitum access to a standard chow diet and water. At the age
of 7 weeks, tamoxifen dilute in oil was administrated by oral gavage (100 mg/kg) to Abcg14PPOXO mice
and their control littermates on 5 consecutive days then one injection every 3 weeks to maintain Cre
activity. At the age of 8 weeks, mice were fed a high-fat diet (60% fat, Research Diet D12492) for a
maxim 30 weeks to reach the late stage of diet-induced obesity. To mimic a therapeutic strategy,
tamoxifen injections (as describe above) were performed in an independent group of Abcgafio¥fiox /
AdipoqCreER™ mice after 8 weeks under high-fat diet. Mice were sacrificed by cervical dislocation and

tissues were collected, snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for further analysis.

In vivo measurement

For oral glucose tolerance test (OGTT) and insulin tolerance test (ITT), mice were fasted for 5h and
administered 2g/kg of glucose by oral gavage and 1 Ul/kg of insulin (Eli Lilly) by intraperitoneal
injection, respectively. Glycemia was measured at indicated time points using the Accu-Check Guide
system (Roche). Fasting plasma insulin levels were quantified using the Mouse Ultrasensitive Insulin
ELISA (Alpco). Plasma adipokines and cytokines were measured with the MILLIPLEX Mouse
Metabolic Hormone Expanded Panel assay (Millipore) and the MAGPIX device (Luminex) system
according to the manufacturer’s instructions. Plasma triglyceride (TG), total cholesterol (TC) and free
cholesterol (FC) concentrations were quantified with an autoanalyzer (Indiko+) using specific reagents
(ThermoFisher).

Adipocytes and stromal vascular fraction isolation

Gonadal adipose tissues were excised, minced and digested in DMEM containing 2.5mg/ml collagenase
D (Roche) for 30 min at 37°C. The lysate was dissociated thought a 70um pored cell strainer and
centrifuged at 1,800 rpm for 5min. The supernatant containing mature adipocytes was collected, snap
frozen and stored for further studies. The stromal vascular fraction (cell pellet) was washed, resuspended
in ACK lysis buffer for 5 min at room temperature and centrifuged. Recovered cells were kept on ice

for staining or snap frozen and stored for further analysis.
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Quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from adipose cell culture or tissues or isolated adipocytes using the RNeasy
Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. Reverse transcription
(High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, ThermoFisher Scientific) and real-time quantitative
PCR were performed using a LightCycler LC480 (Roche) with sequence specific primers. mMRNA
expression levels were normalized to 3-4 housekeeping genes. Data were expressed as a fold change in

MRNA levels relative to control values.

Western blot

Mice were fasted for 5h and injected with 8 Ul/kg of Insulin (Eli Lilly). After 5 minutes, mice were
sacrificed and tissues were collected. Samples were extracted in RIPA lysis buffer (ImM EDTA, 1mM
EGTA, 50mM NaF, 50mM Tris, 10mM glycerophosphate, 20mM pyrophosphate, Triton 1%, pH 7.4)
containing protease and phosphatase inhibitors (Roche). Proteins were separated on a 4-12% Bis-Tris
gel (Invitrogen) and transferred onto nitrocellulose membranes. Membranes were subsequently blocked
with casein for 1h at RT, then incubated with primary antibodies against pAKT-Ser473 (Cell Signaling,
9271) and AKT (Cell Signaling, 9272) overnight. After incubation with fluorescent secondary
antibodies, proteins were visualized with the Odyssey infrared imaging system (LI-COR Bioscience)

and quantified with ImageJd (Fiji).

Quantification of liver fat content

Quantification of liver lipid content was performed by a modified Folch method. Briefly, approximately
50mg of tissue were mechanically homogenized in chloroform-methanol (3:1) solution, agitated for 2h
and centrifuged at 2200rpm for 20min. The supernatant was collected and added to 50ul of chloroform-
methanol (3:1) solution containing 1% Triton X-100. Solvents were evaporated at 60°C and the
remaining fatty phase was resuspended in water and used for quantification of TG content.

Quantification was performed using colorimetric assay using reagent kit (ThermoFisher).

Culture of 3T3-L1 adipocytes

The 3T3-L1 preadipocytes (provided by Dr. J. Pairault, Paris) were maintained in DMEM supplemented
with 10% calf serum and 2 mmol/L glutamine. Differentiation of confluent preadipocytes was initiated
with 0.25 umol/L insulin, 1.25 umol/L dexamethasone, and 250 umol/L 3-isobutyl-methyl-1-xanthine
in DMEM (4.5 g/L glucose) supplemented with 10% FBS. After 3 days, the culture medium was
switched to DMEM (4.5 g/L glucose) supplemented with 10% FBS and 100 nmol/L insulin, which was

replaced every other day for 15 days in order to obtain mature adipocytes.
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Generation of stable Abcgl knockdown 3T3-L1 adipocytes

Lentiviral particles expressing control short hairpin RNAs (ShRNA) or targeting the cDNA sequence of
the murine Abcgl gene were generated as previously described (16). 3T3-L1 preadipocytes were plated
in 6-well plates (1 x 10° cells per plate) in DMEM supplemented with 10% calf serum. After 48 h, the
medium was aspirated and cells were infected with 1 mL containing lentiviral particles expressing
control shRNA (Ctrl) or shRNAs targeting the cDNA sequence of the murine Abcgl gene (NM_009593)
(Abcgl KD) (Sigma). Selection of virus-transduced 3T3-L1 preadipocytes was achieved by incubation
with 4 pg/mL puromycin (Invitrogen) for 6 days. Stable control and Abcgl KD 3T3-L1 clones then
were trypsinized and reseeded into DMEM (4.5 g/L glucose) supplemented with 10% FBS and

differentiated into adipocytes, as described above.

Glucose uptake

For glucose uptake, stable control and Abcgl KD 3T3-L1 adipocytes were starved overnight then
incubated with 10mM of glucose analog 2-deoxyglucose (2-DG) for 20 minutes after a stimulation (or
not) of 1 uM insulin for 20 minutes. Cells were washed and glucose uptake by cells was measured with

fluorometric assay kit according to manufacturer’s instructions (MAKO084, Sigma-Aldrich).

Flow cytometry

Cells from the stromal vascular fraction were stained with viability dye (Fixable Viability Dye,
eBiosciences) for 15 min, blocked with an FcR blocking reagent (Miltenyi Biotech) for 30 min and
stained for surface markers: CD45 (BD Biosciences, 564279), CD3 (BD Biosciences, 555332), CD11b
(eBiosciences, 48-0112-82), CMH-II (eBiosciences, 56-5321-82), F4/80 (eBiosciences, 17-4801-82),
CD64 (eBiosciences, 12-0641-82). Acquisition was performed on a LSR Il Fortessa Analyzer (BD

Biosciences). Data were analyzed with FlowJo software (TreeStar, Ashland, OR, USA).

Lipidomics

For lipidomic analysis, lipids from stable Ctrl and Abcgl KD 3T3-L1 cells were extracted using a
modified Bligh and Dyer protocol. Briefly samples supplemented with a mixture of internal standards
were mixed with 1600 pL of acidified methanol:0.1N HCI (1:1 v/v) and 800 pL chloroform as described
elsewhere (18, 19). The lower organic phase was dried, lipids were reconstituted into 40uL of LC/MS
compatible solvent and lipids quantified by LC-ESI/MS/MS using a prominence UFLC and a QTrap
4000 mass spectrometer. For quantification of phospholipid and sphingolipids, sample (4ul) was
injected to a kinetex HILIC 2.6um 2.1x150mm column. Mobile phases consisted of water and
acetonitrile containing 30mM ammonium acetate and 0.2% acetic acid. Lipid species were detected
using scheduled multiple reaction monitoring (SMRM) in the positive-ion mode reflecting the headgroup
fragmentation of each lipid class. For quantification of neutral lipids (cholesterol esters,
diacylglycerides, triacylglycerides), sample (4ul) was injected to an Ascentis C18 2.7um 2.1x150mm
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column. Mobile phases consisted of A (acetonitrile/water(60:40)) and B (isopropanol/acetonitrile
(90:10)) in the presence of ammonium formate and formic acid. Lipid species were detected using
SMRM in the positive-ion mode reflecting the neutral loss of (RCOO + NH3) for DAG and TAG, the
product ion scan of m/z 369 (cholesterol — H20) for CE. Quantification of phospholipids, sphingolipids
and neutral lipids was performed in positive-ion mode. Sample was injected to a Kinetex HILIC 2.6um
2.1x150mm column (Phenomenex, CA, USA). Mobile phases consisted of water and acetonitrile
containing ammonium acetate and acetic acid. Lipid species were detected using scheduled multiple
reaction monitoring (SMRM) and quantified using thirty-seven calibration curves specific for the 16
individual lipid subclasses and up to 12 fatty acid moieties. More abundant lipid species were quantified
from a 10-fold diluted sample. An in-house developed R script was used to correct for isotopic
contribution to MRM signals from HILIC separation as adapted from Ejsing CS et al. (20). All internal
standards were purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). LC/MS grade or UPLC grade
solvents were used without further purification and obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

Statistical analysis was performed with MetaboAnalyst software 5.0 (21).

Statistical analyses

Data are shown as mean = SEM. Comparisons of two groups were performed by a 2-tailed Student’s
test or a Mann-Whitney test according to the normal distribution of data and comparisons of tree or
more groups were performed by ANOVA test. All statistical analyses and graphs were performed using
Prism software from GraphPad (San Diego, CA, USA).
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RESULTS

Specific invalidation of Abcgl in adipocytes improves glucose tolerance in advanced stages of
obesity in mice.

We first aimed to characterize Abcgl expression profile in AT of our Abcg1#P'"9%° mice and
their control littermate (Abcgl1m°fox) under a high-fat diet (HFD) during the development of obesity.
First, we confirmed that Abcgl was ubiquitously expressed in all types of AT deposits, with
subcutaneous white AT (SCWAT) showing the highest expression compared to gonadal white AT
(QWAT) and brown AT (BAT) of control mice (Fig. 1A). In gWAT, Abcgl was more expressed in
adipocytes rather than in the stromal vascular fraction (Fig. 1B and C). Furthermore, Abcgl mRNA
levels increased in adipocytes during the diet-induced obesity development in control mice, whereas an
augmentation was mainly observed at 8-week of HFD in stromal vascular fraction (Fig. 1B and C). We
also confirmed that Abcgl expression was significantly strongly reduced, specifically in mature
adipocytes from Abcgl2P'"OKO mice (Fig. 1B), its expression remained unaltered in stromal vascular
fraction (Fig. 1C). The invalidation of Abcgl is observed in white AT deposit (Fig. 1D, -44% (p<0.0005)
in gWAT, -70% (p<0.005) in sScWAT), with a trend towards Abcgl invalidation in BAT (Fig. 1D, -30%,
p =0.09).

To assess the impact of adipose Abcgl deficiency in diet-induced obesity and associated
metabolic disorders, we placed Abcg1P'"OKO mice and their control littermates on a HFD for 30 weeks.
No difference was observed on the weight gain (Fig. 1E-F) and gWAT weight (Fig. 1G) between both
groups during this period. While HFD was without effect on glucose tolerance, insulin sensitivity and
fasting blood glucose after 10 weeks of diet (Fig. 1H, 1 and J), we observed that glucose tolerance and
fasting blood glucose were significantly improved after 28 weeks of diet in Abcg14P'PX° mice (Fig. 1K
and M), without any modification on insulin sensibility (Fig. 1L). However, improved insulin-
independent phosphorylation of AKT protein was observed in gWAT from AbcglAPPOKO mice
compared to Ctrl animals, such an effect being not detected upon induction with insulin (Fig. 1N).
Together, these results indicate that specific Abcgl invalidation in adipocytes attenuates glucose
tolerance in advanced stages of obesity potentially through a mechanism involving the pAKT pathway

in a non-insulin-sensitive pathway.

Specific invalidation of Abcgl in adipocytes promotes a persistent alteration of fatty acid
metabolism in diet-induced obesity in mice.

Loss of adipocyte function in response to excessive hypertrophy and adipocyte senescence are
features to obesity. Indeed, lipid synthesis and storage are altered which is accompanied by an increase
of lipolysis and a decrease of the formation of new adipocytes by adipogenesis. To investigate these
functions, we isolated adipocytes from gWAT of Abcg1P'PoO mice and their control littermate after
10 and 30 weeks of HFD to study the contribution of Abcgl during obesity progression. At an early
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stage of obesity (10 weeks of HFD), no difference on mRNA levels of genes involved in adipogenesis
was observed (C/ebpa and C/ebpp) although a trend to the decrease of Ppary was noted (- 57%, p =
0.09, Fig. 2A). In adipocytes from Abcg1/P'PoXO mice, the expression of Lpl (-32%, p<0.005), Fasn (-
72%, p<0.05) and Elovl6 (- 44%, p<0.05) was reduced highlighting a potential alteration of FA
metabolism in Abcgl”P'"OKO mice (Fig. 2B). Additionally, Glutl mRNA level was significantly
upregulated (+50%, p<0.05), suggesting that insulin-independent glucose uptake could be increased in
Abcg1APPOKO mice (Fig. 2B) in early stages of diet-induced obesity. However, expression of key genes
involved in TG lipolysis (Atgl and Hsl) and lipophagy (Lipa) gene expression were not modulated
between Abcg14P'"OKO and control mice (Fig. 2C). Specific invalidation of Abcgl in adipocytes appeared
to reduce adipocyte senescence illustrated by a reduction of Cdkn2a expression (- 42%, p<0.05, Fig.
2D). In agreement with a role of Abcgl in TG storage, adipocyte diameter was smaller in Abcg1AP!POKO
mice than in Ctrl animals at early stages of obesity (Fig. 2E).

Those effects were confirmed and even amplified in advanced stages of obesity following 30
weeks of HFD. Thus and as expected, Ppary expression was significantly reduced (-58%, p<0.05) in
Abcgl-deficient adipocytes whereas that of genes related to adipogenesis was not altered (Fig. 2E). A
more marked alteration of FA metabolism including uptake (Cd36), lipogenesis (Fasn and Chrebp) and
storage (Plinl and Plin4) was evidenced in Abcgl-deficient adipocytes in advanced stages of obesity
(Fig. 2G). Interestingly, a significant upregulation of Lipa was also observed in adipocytes from
Abcg1APPOKO mice as compared to control mice (Fig. 2H), which is coherent with the reduced TG
storage in those adipocytes (22). However, and similarly to the early stage, no alteration of the
expression of genes involved in lipolysis was noted (Fig. 2H) whereas Cdknla mRNA levels, a marker
of senescence, were found more elevated in Abcg1AP'POXO mice (Fig 2I). Finally, the lower adipocyte
diameter still persisted in Abcg14P'POXO mice after 30 weeks of HFD (Fig. 2J).

To conclude, these findings suggest that adipocyte-specific Abcgl invalidation in mice allows
a marked alteration of fatty acid storage which could reduce adipocyte hypertrophy in advanced stages
of obesity.

Invalidation of Abcgl expression leads to a major modulation of the lipidome and an improved
glucose uptake in mature 3T3-L1 adipocytes.

To elucidate mechanisms underlying the impact of Abcgl deficiency on glucose and fatty
metabolism in adipocytes, we generated stable Abcgl knock-down (KD) 3T3-L1 adipocytes using
lentiviral particles expressing short hairpin RNA targeting the Abcgl gene as previously described (16).
First of all, we validated the efficacy of the silencing of Abcgl into mature adipocytes (Supp. Fig. 1A)
as well as our previous observations that Abcgl KD led to a marked reduction of the expression of key
genes expression involved in adipogenesis including Ppary (Supp. Fig. 1B). In addition, and in
agreement with our findings in Abcg14P'0 mice, Abcgl KD cells led to a marked decrease of mMRNA

levels of genes involved in FA uptake, synthesis and storage (Supp. Fig. 1C). Moreover, the significant
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reduction of Atgl and Hsl expression upon Abcgl silencing reinforced the role of Abcgl in TG storage
in 3T3-L1 adipocytes (Supp. Fig. 1D).

In order to further explore the impact of the Abcgl deficiency in lipid homeostasis, we
performed lipidomic analysis by ESI-LC-MS/MS in both control and Abcgl KD 3T3-L1 adipocytes.
Consistent with the role of ABCGL1 in SM efflux and TG storage, we observed an enrichment of the
abundance of sphingomyelin (SM) together with a reduction of that of TG in Abcgl KD adipocytes in
comparison to control cells (Fig. 3A). An overall increase of sphingolipid (SM, DHSM, Cer and DHC)
and phospholipid (LPC, LPE, PEp, PC, PI, PS and PG) classes were detected upon Abcg1l silencing in
3T3-L1 adipocytes (Fig. 3A), underlying the major role of Abcgl in lipid metabolism in adipocytes.
Elevation of the amount of the PE class was accompanied by an increase of the PC/PE ratio (Fig. 3B)
reflecting potential modification in membrane fluidity. This hypothesis was reinforced by the
observation that the saturation level of FA (SFA+MUFA/PUFA) in phospholipids was significantly
reduced in Abcgl KD 3T3-L1 adipocytes (Fig. 3C), an effect showing a higher abundance of PUFA
species.

As detected in gWAT from Abcgl”P'"OKO mice, the silencing of Abcgl expression led to an
enhanced AKT phosphorylation in mature 3T3-L1 adipocytes (Fig. 3D) which was accompanied by a
marked elevation of 2-Deoxyglucose uptake, both in a non-insulin-sensitive pathway (Fig. 3E). These
effects being not detectable upon stimulation with insulin.

These findings demonstrated that beyond the modulation of the SM and TG content, Abcgl has
a profound impact on lipid homeostasis in mature adipocytes which triggers an improvement of the

glucose uptake.

Specific invalidation of Abcgl in adipocytes triggers the remodeling of gonadal adipose tissue in
diet-induced obesity in mice.

In obesity, uncontrolled adipocyte hypertrophy is the driving force behind altered AT plasticity.
This latter being illustrated by the development of hypoxia, fibrosis and inflammation in AT, especially
in gWAT in mice, which further contribute to the loss of adipose tissue plasticity (23). In this context,
we evaluated the impact of adipocyte-Abcgl deficiency on the structure of gWAT from Abcg1APIPOKO
mice and their control littermate during obesity progression. In both early (10-week HFD) and late (30-
week HFD) stages of obesity, specific Abcgl invalidation in adipocyte led to a significant decrease of
Hifla. mRNA levels (-43%, p<0.005 and -35%, p<0.05, respectively, Fig. 4A and B), which is the key
marker of hypoxia. However, this result was very likely not accompanied with a potential increase of
angiogenesis, as illustrated by the absence of effect on Vegfa expression (Fig. 4A and B). In addition,
the expression of genes involved in tissue fibrosis development was found randomly either upregulated
or downregulated (Fig. 4C-D) in gWAT from Abcg12P'"°KO mice suggesting that Abcgl deficiency did
not impact fibrosis of gWAT during diet-induced obesity. Also, no differences were observed in the

MRNA levels of genes contributing to low-grade inflammation between the two groups of mice (Fig.
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4E-F). These observations were reflected in the plasma concentrations of pro-inflammatory cytokine
TNFa et chemokine CCL2 in mice at the late stage of obesity (Supp. Fig. 2A). Finally, quantification
of circulating hormones, adipokines and incretins at the late stage of obesity revealed a significant
reduction of plasma pancreatic peptide (PP) and leptin concentrations in Abcg1P'"°K® mice as compared
to control animals (Supp. Fig. 2B).

Taken together, these results suggest that specific invalidation of Abcgl in adipocyte may

attenuate adipose tissue hypoxia during all stages of obesity.

Adipose-Abcgl invalidation improves adipocyte metabolic health and promote adipose tissue
remodeling in obese Abcg14P'POKO mice.

Because our findings on the invalidation of Abcgl expression in adipocytes prior the
development of diet-induced obesity support a beneficial role of Abcgl on glucose homeostasis and AT
remodeling, we next tested the impact of such an intervention in diet-induced obese mice exhibiting all
the features of installed obesity. To achieve this goal, we took advantage of our tamoxifen-inducible
adipocyte-specific Abcgl knockout mouse model. A new independent group of Abcglfio¥flox /
AdipogCreER™ and their control littermates were subjected to an 8-week HFD and injected afterwards
with tamoxifen (using a similar protocol than above). Then, Abcg1P'PKO mice were maintained on
HFD up to 20 weeks. As shown in figure 5A, this approach led to a robust reduction of Abcgl expression
in gWAT from obese Abcg1.P'"OKO mice (- 69%, p<0.05). Similarly, to what observed in Abcg1AP!POKO
mice fed a HFD (Fig.1), no differences were detected between the two groups of mice on body weight
(Fig. 5B), weight gain (Fig. 5C) and gWAT weight (Fig. 5D) after 20 weeks of HFD. Moreover, in this
model, the effect of Abcgl invalidation in adipocytes in obese mice on the improvement of glucose
tolerance was maintained (Fig. 5E) while insulin sensitivity (Fig. 5F) and fasting glycemia (Fig. 5G)
were unaffected.

At the cellular level, invalidation of Abcgl in adipocytes from obese mice led to significant
reduction of the expression of adipogenic genes (C/ebpa. and C/ebpfs) as well as genes involved in FA
metabolism, including transport (Fabp4), lipogenesis (Accl, Fasn, Elovlé and Chrebp) and storage
(Plin2 and Plin4) (Fig. 51), and TG hydrolysis (Atgl) (Fig. 5J). Interestingly, a marked reduction in
MRNA levels of senescence-associated genes such as Cdkn2a and Trp53 was detected in adipocytes
from obese Abcg1AP'POXO mice (Fig. 5K). Collectively, these findings indicate that specific Abcgl-
invalidation in adipocytes in obese mice can enhance adipocyte metabolic health by reducing their
hypertrophy and senescence.

At the tissue level, Abcgl invalidation in adipocyte in obese mice led to a significant decrease
in Hiflo gene expression as observed in Abcg14P'PoXO mice fed a HFD (Fig. 4), though this effect was
not accompanied with an improved angiogenesis, as suggested by the decreased Vegfa mRNA levels in
gWAT of obese Abcgl”P'POKO mice (Fig. 5L). Strikingly, mRNA levels of two types of collagens,

Collal and Col6al, were significantly lower in obese Abcgl”P'®9%° mice than in control mice,
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suggesting a reduced AT fibrosis (Fig. 5M). In addition, obese Abcg1”P'"OKO mice exhibited a significant
reduction of macrophage marker (F4/80) and pro-inflammatory cytokine (11-6) expression (Fig. 5N) in
gWAT suggesting a lower amount of pro-inflammatory macrophages in this tissue than in obese control
mice. This was further confirmed by a reduced macrophage count, as assessed by flow cytometry, in the
stromal vascular fraction isolated from gWAT of Abcg14P'POO mice as compared to control animals
(Fig. 50). Moreover, the number of leucocytes (Fig. 5P) and antigen-presenting cells (Fig. 5Q) was
significantly decreased in the stromal vascular fraction of obese Abcgl”PPOKO mice whereas no
differences were observed for lymphocytes and monocytes count (Fig. 5R and 5S). Despite a lower
inflammation in gWAT, and similarly to what observed in Abcg1#P'*°K° mice fed a HFD (Fig. 4), no
difference in the plasma concentrations of chemokine CCL2 and pro-inflammatory cytokine TNFo was
detected (Supp. Fig. 2C). Additionally, quantification of circulating hormones, adipokines and incretins
highlighted a lower concentration of glucagon and pancreatic polypeptide (PPY) in plasma from
Abcg1APPOKO mice than in control mice (Supp. Fig. 2D).

Taken together, these findings first suggest that invalidation of Abcgl in adipocytes at the obese
state recapitulates the beneficial effects of the invalidation observed prior to the development of diet-
induced obesity. More importantly, the delayed lack of Abcgl appears to restore AT plasticity and

functionality by decreasing tissue hypoxia, fibrosis and inflammation.

Impact of Abcgl deficiency in adipocytes on circulating lipids and HFD-induced steatosis.

We next intended to examine whether Abcgl-deficiency in adipocyte may affect obesity-
associated metabolic disorders such as dyslipidemia and liver steatosis in mice. No differences were
observed on plasma total and free cholesterol concentrations (Fig. 6A and D) as well as on liver weight
(Fig. 6B and E) and hepatic triglyceride content (Fig. 6C and F) in both models of Abcgl deficiency in
adipocytes (before and after diet-induced obesity). It is however noteworthy that Abcgl invalidation in
adipocytes from obese mice led to a significant decrease of plasma triglycerides concentration (Fig. 6D).

Overall, despite a major role in gWAT, specific invalidation of Abcgl in adipocyte appears to

have no effect on obesity-associated metabolic disorders such as dyslipidemia and liver steatosis.

96



DISCUSSION

In this study, we identified a new pathway controlled by Abcgl affecting glucose and FA
metabolism in adipocytes that contributes to a deterioration of adipocyte health, gonadal AT
dysfunctions and non-insulin-sensitive glucose intolerance. Interestingly, the specific inhibition of
Abcgl in adipocytes from diet-induced obese mice allows an attenuation of these metabolic disorders
opening new insights in the therapeutic management of obese individuals.

Generation of an original mouse model of inducible specific deletion of Abcgl in adipocytes
made us able to explore the impact of Abcgl deficiency at all stages of diet-induced obesity including
early and late stages as well as before and after the diet-induced obesity. This approach uncovered the
sequential role of Abcgl on adipocyte phenotype, glucose intolerance and adipose tissue dysfunctions,
respectively. As soon as the early stage of the diet-induced obesity, our in vivo findings confirmed our
previous observation that Abcgl plays a key role in adipocyte size by promoting TG storage (16). This
effect persists all along the development of obesity and is also apparent when Abcgl expression is
targeted in obese mice, highlighting the robustness of this mechanism. Lipidomic analysis in 3T3-L1
mature adipocytes confirmed the Abcgl-mediated export of SM and the subsequent TG accumulation
but equally brought to light the major impact of Abcgl in lipid homeostasis in adipocytes. Thus, Abcgl
promotes a major lipid remodeling characterized by an overall increase of the amount of phospholipid
classes, except PE, together with a decrease of that of sphingolipid classes other than SM. Interestingly,
such a modification in the lipidome of adipocytes is in total coherence with findings in human adipocytes
exhibiting an induced ABCGL1 expression upon G protein pathway suppressor 2 (GPS2) deficiency (24).
Although the consequences of the alteration of the lipidome in adipocytes lacking Abcgl needs to be
further explored, it is tempting to propose that this latter allows a profound modification of membrane
lipid remodeling with consequences in membrane structure and functions. This is further supported by
our observation that PC/PE ratio and PUFA content of phospholipids, which were described to modulate
membrane fluidity and proteome (25, 26), were markedly altered in Abcgl-deficient adipocytes.
Although the reduced SM export together with the increased TG storage contributes to the modification
of lipidome in adipocytes lacking Abcgl, this latter very likely also resulted from the marked decrease
of lipogenesis in those cells.

Recent studies using single-nucleus resolution (27) or spatial transcriptomic (28) identified
several subpopulations of adipocytes from WAT. Abcgl was proposed to be a marker of stressed lipid-
scavenging adipocytes (SLSA) expressing genes involved in lipid absorption and transport suggesting
that accumulated lipids originated from absorption rather de novo lipogenesis (27). This is in total
accordance with the previous described role of Abcgl in the LPL-mediated uptake and storage of FFA
in adipocytes (16). Moreover, SLSA exhibited a higher expression of genes involved in hypoxia and
were subjected to hypertrophy during obesity. However, the present study reveals that Abcgl plays also

an important role in lipogenic adipocytes (LGA) characterized by a high expression of Ppary and a high
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capacity of de novo lipogenesis (27), these pathways being strongly repressed in Abcgl-deficient
adipocytes during obesity.

Our study also demonstrated that the alteration of FA metabolism in Abcgl-deficient adipocytes
is followed by an induction of glucose uptake in the adipocyte and an improvement of glucose tolerance
at a later stage of diet-induced obesity and in already installed obesity. Interestingly, the increase of
glucose uptake in adipocyte lacking Abcgl is non-insulin-sensitive, a finding in adequation with the
unaltered insulin sensitivity in Abcgl1#P'PKO mice fed an HFD. However, the Chrebp expression in
adipocyte was markedly downregulated upon invalidation of Abcgl. Although a reduced Chrebp
expression is in line with the impaired lipogenesis, this result is however in disagreement with the
elevation of the glucose pool in Abcgl-deficient adipocytes. Taken together, these findings led us to
suggest that the overloading of glucose could be redirected in others metabolic pathways such as
gluconeogenesis, lactate production or used for energy production. Further investigations are then
needed to decipher this apparently contrasting observations. In addition, the mechanism underlying the
increased glucose uptake in adipocytes lacking Abcgl is still unknown. We propose that the major
membrane lipid remodeling observed upon Abcgl deficiency could favor the formation of specific
membrane lipid domains favoring the surface localization of a non-insulin-sensitive glucose transporter
such as Glutl. Another mechanism could involve the activation of cAMP-dependent protein kinase
(PKA) and the production of cAMP which was previously reported to release Glutl for surface
localization and to stimulate glucose uptake in adipocyte (29).

Our working hypothesis was based on the idea that the reduction of TG storage in adipocyte
lacking Abcgl might attenuate hypertrophy and protect against AT dysfunction during obesity. This
was confirmed in the late stage of diet-induced obesity in Abcg14P'"°K® mice who exhibited an improved
glucose tolerance and a potential reduction of hypoxia in gWAT. However, this protective effect was
exacerbated upon invalidation of Abcgl expression in adipocytes from obese mice through an
improvement of adipocyte health and attenuation of AT dysfunctions characterized by a reduction of
senescence, hypoxia, fibrosis and inflammation, respectively. Thus, a decrease of the amount of
macrophages in gWAT was detected but without affecting the previously described metabolically
activated phenotype identified through the presence of Trem2 and Cd9 markers (30). This inflammation
attenuation could be originated from different roots. The first one could involve the reduced release of
FFA consecutive to the diminished Lpl activity upon Abcgl deficiency in adipocytes which would
attenuate the induction of inflammatory pathways in adipose tissue macrophages and adipocytes. The
second one could result from a reduction of lipid raft formation through the impaired cholesterol efflux
to HDL in Abcgl-deficient adipocytes (16) which was previously reported to activate palmitate-induced
inflammatory pathways in adipocytes (31).

However, these beneficial effects on glucose tolerance, adipocyte health and AT functions upon
Abcgl deficiency in adipocytes from diet-induced obesity was surprisingly not accompanied by a

decrease in the obesity-associated metabolic disorders, including insulin resistance and liver steatosis.
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To note that circulating TG concentrations were reduced in obese Abcgl1”P'"OKO mice suggesting a
potential attenuation of circulating dyslipidemia. A more complete analysis of the consequences of
Abcgl-deficency in adipocytes in others tissues targeted in diet-induced obesity such as skeletal
muscles, heart and pancreas appears therefore needed. When compared to results from studies
investigating knockout of Abcgl in mice fed a HFD (15) or ABCGL1 single-nucleotide polymorphisms
(SNP) in obese patients (16), our findings help to elucidate the cell- and tissue-specific role of Abcgl
during obesity. Then, our present study reveals that the specific expression of Abcgl in adipocyte
contributes to glucose intolerance, adipocyte hypertrophy and AT dysfunction in obesity without
affecting the effects of whole body Abcgl expression previously reported on locomotor activity, gain
weight, insulin sensitivity and resistance as well as liver steatosis (15). Taken together, the present and
previous studies highlighted the major role of Abcgl in the development of obesity through action in
different metabolic pathways in specific cells or tissues.

To conclude, our study put forward the potential beneficial action of inhibiting Abcgl
specifically in adipocyte in order to lessen adipocyte hypertrophy and unhealth as well as AT

deterioration and glucose intolerance in obese individuals opening new perspectives for future therapies.
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Figure 1: specific Abcgl invalidation in adipocytes attenuates glucose intolerance in mice in advanced stages of
obesity. (A) Abcg! mRNA levels in different fat deposits from Ctrl mice fed a high-fat diet (HFD) for 30 weeks. (B) Abcgl
mRNA levels in adipocytes and (C) the stromal vascular fraction isolated from gonadal white adipose tissue from Ctrl and
Abcg#PPOKO mice during 30 weeks of HFD. (D) Expression of Abcg/ in gonadal, subcutaneous white adipose tissues
(gWAT and scWAT) and brown adipose tissue (BAT) in Ctrl and Abcg /APPORO mice. (E) Weight gain during and (F) at the
end of HFD. (G) Weight of gWAT after 30 weeks of HFD. (H) Oral glucose tolerance test (OGTT), (I) insulin tolerance test
(ITT) and (J) fasting glycemia of Ctrl and Abcg[APPOK0 mice after 10 weeks of HFD. (K) OGTT, (L) ITT and (M) fasting
glycemia of Ctrl and 4bcg/#P'POKO mice after 28 weeks of HFD. (N) Phosphorylated AKT (Ser 473) to total AKT ratio in
total gWAT after 17 weeks of HFD. Results are expressed as mean £ SEM. n = 19-11 mice per group (A, D), 11-10 per
group (E to M), 4-5 per condition (N). *p < 0.05, **¥*p < 0.0005 and ****p < 0.00005 versus Ctrl. Mann-Whitney test or
two-way ANOVA.
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Figure 2: specific Abcgl invalidation in adipocytes modulates adipocyte function and reduces adipocytes diameters
during diet-induced obesity in mice. mRNA levels of genes involved in (A) adipogenesis, (B) storage and de novo
lipogenesis, (C) lipolysis and lipophagy and (D) senescence in adipocytes isolated from gWAT of mice after 10 weeks of
HFD. (E) Adipocyte diameter from gWAT at 10 weeks of HFD. mRNA levels of genes involved in (F) adipogenesis, (G)
storage and de novo lipogenesis, (H) lipolysis and lipophagy and (I) senescence in adipocytes isolated from gWAT of mice
after 30 weeks of HFD. (J) Adipocyte diameter from gWAT at 30 weeks of HFD. Results are expressed as mean = SEM. n
= 11-6 mice per group (A to D), 11-10 per group (E to G). *p <0.05 and **p < 0.005 versus Ctrl. Mann-Whitney test.
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Figure 3: Invalidation of Abegl induce membrane remodeling and enhance insulin signaling and glucose uptake in

mature 3T3-L1 adipocytes.

(A) Distribution of lipids classes by lipidomic analysis of mature 3T3-L1 adipocytes Ctrl and Abcgl KD. (B)
Phosphatidylcholine (PC) to phosphatidylethanolamine (PE) ratio in mature 3T3-L1 adipocytes. (C) Ratio of saturated and
mono-unsaturated fatty acids (SFA and MUFA) over poly-unsaturated fatty acids (PUFA) in mature 3T3-L1 adipocytes Ctrl
and Abcg! KD. (D) Phosphorylated AKT (Ser 473) to total AKT ratio in mature 3T3-L1 adipocytes treated with or without
insulin. (E) 2-deoxy-glucose uptake in mature 3T3-L1 adipocytes treated with or without insulin. Results are expressed as
mean = SEM. n = 6 per group (A to C), n = 5 per condition (D and E). *p < 0.05, **p < 0.005 and *** p < 0.0005 versus
Ctrl. Student t-test. TAG: triacylglycerol ; DAG: diacylglycerol ; CE: cholesteryl esters ; PI: phosphatidylinositol ; PS:
phosphatidylserine ; PA: phosphatidic acid ; pEP: plasmalogen phosphatidylethanolamine ; LPC: lysophosphatidylcholine ;
LPE: lysophosphatidylethanolamine ; SM: sphingomyelin ; DHSM: dihydrosphingomyelin ; Cer: ceramide ; DHC:

dihydroceramide.
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Figure 4: Specific Abcgl invalidation in adipocytes modulates hypoxia in gonadal adipose during the development of
diet-induced obesity in mice. mRNA levels of genes involved in (A-B) hypoxia and angiogenesis, (C-D) fibrosis and (E-F)
inflammation in total gWAT of mice after 10 weeks or 30 weeks of HFD, respectively. Results are expressed as mean +
SEM. n = 11-6 mice per group (A, C and E), 11-10 per group (B, D and F). *p < 0.05 and **p < 0.005 versus Ctrl. Mann-
Whitney test.
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Figure 5: specific Abcgl invalidation in adipocytes improves glucose tolerance and attenuates adipocyte dysfunction
and pathological adipose tissue remodeling in obese mice. (A) Abcg/ expression in adipocytes isolated from gWAT of
obese mice after 21 weeks of HFD. (B) Weight and (C) weight gain of mice at the end of the diet. (D) Weight of gWAT. (E)
Oral glucose tolerance test (OGTT), (F) insulin tolerance test (ITT) and (G) fasting glycemia of obese Ctrl and A4b, (I)
lipolysis and lipophagy and (K) senescence in adipocytes isolated from gWAT of obese Ctrl and AbcglAPIPOKO mice after
20 weeks of HFD. mRNA levels of genes involved in (L) hypoxia and angiogenesis, (M) fibrosis and (N) inflammation in
total gWAT of obese Ctrl and Abcg/APPORO mice after 20 weeks of HFD. Count of (O) macrophages, (P) leucocytes, (Q)
antigen-presenting cells (R) lymphocytes and (S) monocytes in the stromal vascular fraction isolated from gWAT of obese
mice after 20 weeks of HFD. Results are expressed as mean + SEM. n = 5-4 mice per group. *p < 0.05 versus Ctrl. Mann-
Whitney test or two way ANOVA.cg[*PPORO mice after 20 weeks of HFD. mRNA levels of genes involved in (H)
adipogenesis, (1) storage and de nove lipogenesis
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Figure 6: specific Abcgl invalidation in adipocytes has no effect on HFD-induced liver steatosis in mice in advanced
stages of obesity. (A) Plasma lipid concentration, (B) liver weight and (C) hepatic triglyceride concentration of Ctrl and
AbcgAPPOKO mijce after 30 weeks of HFD. (D) Plasma lipid concentration, (E) liver weight and (F) hepatic triglyceride
concentration of obese Ctrl and 4bcgiAPPOKO mice after 20 weeks of HFD. Results are expressed as mean + SEM. *p <
0.05 versus Ctrl. Mann-Whitney test. TC: total cholesterol ; TG: triglyceride ; FC: free cholesterol.
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Supplemental figure 1: expression profile in mature 3T3-L1 adipocytes controls and Abcgl knock-down (KD). (A)
Abcgl mRNA levels from mature 3T3-L1 adipocytes controls and Abcgl KD. mRNA levels of genes involved in (B)
adipogenesis, (C) storage and de novo lipogenesis and (D) lipolysis in mature 3T3-L1 adipocytes Ctrl and 4bcg! KD.
Results are expressed as mean + SEM. *p < 0.03, **p < 0.003, ***p < 0.0005 and ****p < (0.00005 versus Ctrl. Student t-
test.
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Supplemental figure 2: effect of adipocyte-specific Abcg! invalidation on circulating metabolic hormones and
cytokine/chemokine. (A) Plasma concentration of chemokine CCL2 and cytokine TNFa and (B) metabolic hormones of
Ctrl and AbcgI*PPOKO mice after 30 weeks of HFD. (C) Plasma concentration of chemokine CCL2 and cytokine TNFa and
(D) metabolic hormones of obese Ctrl and Abcg/AP'POKO mice after 20 weeks of HFD. Results are expressed as mean +
SEM. *p < 0,05 versus Ctrl. Mann-Whitney test. GIP: gastric inhibitory peptide ; GLP1: glucagon-like peptide 1 ; PP:

pancreatic polypeptide ; PYY: peptide YY.
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Discussion générale et conclusion

En raison de I’augmentation préoccupante de sa prévalence ces derniéres années, 1’obésité
représente aujourd’hui un des plus grands enjeux sanitaires. Actuellement, de nombreuses pistes
thérapeutiques sont explorées afin de limiter son développement. Parmi celles-ci, le transporteur
membranaire ABCGI a été rapporté comme contribuant au développement de 1’obésité induite par le
régime. En effet, notre laboratoire a démontré que 1’expression accrue d’ABCGI1 était associée a
I’obésité dans trois populations indépendantes (patients obéses diabétiques, souffrant d’obésité sévére
ou morbide) (Frisdal et al., 2015). Par ailleurs, il a été décrit que son invalidation compléte chez la souris
permet de protéger les animaux contre le développement de 1’obésité et les désordres métaboliques
associés (Buchmann et al., 2007). Ce role d’ABCGI résulterait de son expression spécifique dans
I’adipocyte puisque notre laboratoire a montré que ce transporteur, a travers I’efflux de sphingomyélines
(SM) membranaires, favorise le stockage de TG dépendant de la LPL dans I’adipocyte et la formation
de masse grasse dans un contexte riche en graisses (Frisdal et al. 2015 ; Frisdal et Le Goff, 2015). Pris
ensemble, ces résultats suggérent donc un rdle bivalent de ce transporteur. En condition physiologique,
ABCGT! aurait un rdle protecteur puisqu’il participe a la neutralisation des graisses en favorisant le
stockage de TG dans I’adipocyte, contribuant ainsi a la fonction normale du TA. En revanche, dans un
contexte obésogene, ABCGI pourrait avoir un role délétére en favorisant I’hypertrophie adipocytaire,
accentuant le remodelage pathologique du TA qui s’opére au cours de I’obésité. De ce fait, le but de ce
projet de thése était de déterminer si le stockage de TG médié par ABCGL1 dans les adipocytes pourrait
contribuer a I’apparition des désordres métaboliques associés au développement de 1’ obésité et d’évaluer
si ’invalidation d’ABCG1 dans les adipocytes confére un effet protecteur contre 1’obésité induite par le

régime.

Afin de répondre a cette hypothese, nous avons genéré un modele murin inductible permettant
de cibler ’expression du géne Abcgl spécifiquement dans les adipocytes (souris Abcg1PPOKO jssues
du croisement AdipogqCreER™ x Abcgl"®®)  Aprés induction de I’invalidation d’Abcgl par le
tamoxiféne, les souris Abcgl”P'POKO et leurs littermates controles (Abcgl™lo) ont ensuite étaient
soumises a un régime riche en graisses (60 en kcal) pendant 30 semaines. Notre étude montre que
I’invalidation d’Abcgl spécifiquement dans les adipocytes permet de réduire de fagon significative
I’hypertrophie de ces cellules a des stades précoces (10 semaines de régime) mais également dans des
stades avancés d’obésité (30 semaines de régime). Ce résultat est cohérent avec le réle d’Abcgl dans la
régulation de I’activité LPL précédemment décrit (Frisdal et al. 2015) mais pourrait également impliquer
la diminution de I’expression de génes impliqués dans le stockage et 1a synthese lipidique, ces voies

contribuant toutes au stockage de TG. De fagon intéressante, I’analyse lipidomique des adipocytes 3T3-
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L1 matures invalidés pour Abcgl par particules lentivirales a révélé une forte modulation du lipidome
de ces cellules comparativement aux adipocytes 3T3-L1 contrles. Comme attendu, 1’invalidation
d’Abcgl dans les 3T3-L1 matures conduit a une réduction de 1’abondance de TG dans ces cellules et
s’accompagne d’un enrichissement en SM. Nous observons également une nette modulation dans les
proportions relatives de la phosphatidylcholine (PC) et la phosphatidyléthanolamine (PE). Ces
phospholipides sont formés d’un résidu glycérol estérifié par deux AG et un résidu phosphocholine ou
phosphoéthanolamine respectivement. Les PC et PE sont les deux espéces de phospholipides les plus
abondants dans la composition des membranes cellulaires de mammiferes et une modulation dans
I’abondance de ces phospholipides impactait la fluidité / rigidité membranaire. Ainsi, des changements
dans la composition lipidique des membranes cellulaires induisent naturellement des changements dans
les propriétés de celles-ci, pouvant affecter I’activité des protéines membranaires intégrales (van der
Veenetal., 2017 ; Harayama et al., 2018 ; Li et al., 2006). Par ailleurs, il est notamment bien décrit que
la fluidité / rigidité membranaire est influencée par le niveau de saturation / insaturation des AG
membranaires : plus les AG sont insaturés, plus la membrane est fluide (Wei et al., 2016). L’invalidation
d’Abcgl dans les adipocytes 3T3-L1 matures conduit & une augmentation des AG poly-insaturés (PUFA
pour polyunsaturated fatty acid) et une réduction des AG saturés et mono-insaturés (respectivement
SFA et MUFA pour saturated et monounsaturated fatty acid), accentuant la présence d’un remodelage
membranaire important dans les cellules 3T3-L1 KD et par conséquent, entrainant une modulation de
la signalisation cellulaire. De plus, il a été montré que les phospholipides, notamment le PE, étaient
capables de modifier directement la conformation des protéines membranaires (Bogdanov and Dowhan,
1995 ; Bogdanov et al., 2008). Notre étude montre que I’invalidation d’Abcgl dans les adipocytes
conduit a une meilleure captation de glucose et de la tolérance au glucose et ce, de maniere indépendante
de linsuline. Ainsi, il est envisageable de penser que le remodelage membranaire médié par
I’invalidation d’Abcgl puisse favoriser la présence a la surface des adipocytes des récepteurs aux
glucose, en particulier le transporteur GLUT1 dont I’activité est indépendante de I’insuline. Il serait

donc intéressant de pouvoir évaluer la présence de ce transporteur a la surface des adipocytes.

La modulation dans les proportions relatives des phospholipides affecte également la membrane
des différents organites cellulaires, comme le réticulum endoplasmique (RE) et la mitochondrie. Un
déséquilibre dans la composition lipidique de la membrane du RE peut conduire a des modifications de
la courbure et tension de la membrane, affectant ainsi des processus comme la synthése de protéines, le
repliement et la sécrétion de protéines et pouvant potentiellement conduire a un stress du RE (van der
Sanden et al., 2003 ; Testerink et al., 2009). Par ailleurs, le RE est le site majeur de la synthese et de
I’export des sphingolipides (Lagace et al., 2013). Au niveau de la mitochondrie, les phospholipides, en
particulier le PE, jouent un réle crucial. En effet, le PE influence directement la fonction mitochondriale
puisqu’il participe 1’organisation et la composition des différents complexes de la chaine respiratoire, a

I’efficacité de la production d’énergie ou encore a la fusion mitochondriale (Shinzawa-Itoh etal., 2007 ;
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Bottinger et al., 2012 ; van der Veen et al., 2014 ; Chan et al., 2012). De ce fait, il est fort probable que
les variations dans I’abondance des phospholipides médiées par Abcgl modulent la fonction
mitochondriale et la fonction du RE. Ainsi, nous prévoyons d’évaluer ces différentes fonctions sur notre
modele in vitro 3T3-L1. La technologie Seahorse est un outil permettant d’évaluer la fonctionnalité
mitochondriale notamment la respiration mitochondriale et la glycolyse. Quant a la fonctionnalité du
RE, elle peut étre reflétée par la quantification d’espéce réactive de I’oxygene produite par les cellules,
ou encore par la quantification de la protéine CHOP (C/EBP homologous protein) qui est un marqueur

pro-apoptotique qui est induit par un stress du RE.

Notre étude montre également que I’invalidation d’Abcgl dans I’adipocyte conduit a une
amélioration de I’homéostasie du glucose et une meilleure signalisation a I’insuline in vivo et in vitro,
illustrée par une meilleure phosphorylation de la protéine AKT. La protéine AKT joue un role central
dans la régulation de nombreux processus cellulaires comme la survie ou la croissance cellulaire et, bien
évidemment, le métabolisme énergétique. Par conséquent, une meilleure phosphorylation d’AKT refléte
une optimisation des signaux de croissance et des facteurs de survie, renforgant les mécanismes de
protection contre divers stress (Abeyrathna et Su, 2015). Mais de manicre intéressante, I’augmentation
de la phosphorylation AKT, et donc de son activité, n’est pas dépendante de I’action de I’insuline. De
nombreux acteurs peuvent intervenir dans la régulation post-traductionnelle d’AKT. Parmi ceux-ci, une
augmentation de Dactivit¢ du complexe mTORC2 pourrait conduire a une augmentation de la
phosphorylation d’AKT de fagon indépendante de I’insuline (Moschella et al., 2013). La
phosphorylation de la protéine AKT peut également étre modulée de fagon indirecte par 1’activation de
I’AMPK qui a un role important dans le métabolisme cellulaire et la réponse énergétique (Schultze et
al, 2012). Ainsi, leur étude nous permettra d’expliquer la phosphorylation indépendante de 1’insuline

d’AKT observée dans les adipocytes déficients pour Abcgl.

L’invalidation adipocytaire d’Abcgl chez la souris obése permet de réduire le remodelage
pathologique du TA, témoignée par la diminution de I’expression de génes impliqués dans I’hypoxie, la
fibrose et I’inflammation dans le TA gonadique des souris Abcg14P'POKO obéses. Toutefois, ces résultats
reposent sur I’analyse par RT-qPCR des genes clés et nécessitent d’€tre confirmés. Pour cela, des coupes
de TA gonadique des souris Abcgl1/P'POKO et Jeurs littermates contréles ont été réalisées pour étre
colorées au rouge sirius. Le rouge sirius est un colorant qui teinte en rouge les fibres de collagenes. Ce
marquage histologique permet donc de mettre en évidence la présence d’une fibrose tissulaire. Un
second marquage immunohistochimique F4/80 sera réalisé, permettant de détecter la présence de
macrophages au sein du tissu. Ainsi, cette méthode nous permettra confirmer nos effets observés sur le
profil inflammatoire des souris Abcgl1”P'POXO oheses en nous renseignant sur le recrutement de

macrophages et leur distribution dans les structures en forme de couronne.
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Au cours de ce projet, nous avons eu I’opportunité de collecter des biopsies de patients obeses.
La création de ce groupe de patients a été réalisée en collaboration avec le Dr. Nicolas Venteclef
(laboratoire IMMEDIAB, Paris) et le Dr. Antoine Soprani (clinique Geoffroy Saint Hillaire, Paris). Au
total, nous avons pu collecter 48 biopsies de TAV et TASC (dont 6 patients présentaient un diabéte de
type 2). Apres analyses transcriptomiques et lipidomiques sur les échantillons totaux, cette approche
nous permettra de valider chez I’homme le role de 1’expression d’Abcgl avec les voies clés de la
fonction adipocytaire mais également avec le remodelage du TA. De plus, nous regarderons s’il existe
une corrélation entre le profil d’expression d’Abcgl chez ces patients avec leurs parametres cliniques
(poids, IMC, diabete, parametres lipidiques circulants). 1l est a préciser que les adipocytes et la fraction

stromale vasculaire pour chacun des échantillons ont été isolés et conservés.

Comme décrit en introduction, au cours de 1’obésité est observé un puissant recrutement de
macrophages dérivés des monocytes au sein du TA. Ces macrophages s’organisent autour des
adipocytes en structure en forme de couronne (Hotamisligil et al., 2006 ; Murano et al., 2008). Pour
cette étude, les adipocytes isolés ont été obtenus suite a la digestion par la collagénase D du TA
gonadique des animaux. Bien que cette technique soit communément utilisée, elle présente certaines
limites et notamment 1’impossibilité de détacher totalement les macrophages adhérant aux adipocytes
isolés. Les macrophages du TA exprimant le transporteur ABCG1, il persiste donc une expression
résiduelle de cette protéine dans la fraction adipocytaire isolée des souris Abcgl1APPOXO Une des
technologies permettant de s’affranchir de cette expression résiduelle est le tri cellulaire par FACS
(Fluorescence-activated cell sorting). Cette technique permet de séparer et d’isoler des cellules en
fonction de leurs caractéristiques spécifiques (comme la taille, la forme ou la présence de marqueurs
spécifiques), en utilisant des anticorps fluorescents et un laser pour identifier et trier chaque cellule
individuellement. Le tri cellulaire par FACS est communément utilisé pour I’identification de (sous)-
populations immunitaires. Cependant, 1’utilisation de cette technologie est plus complexe a réaliser sur
des adipocytes matures. En effet, les adipocytes sont de grandes cellules avec une morphologie fragile
et une densité lipidique élevée, les rendant sensibles aux dommages mécaniques exercées par le trieur.
Ces caractéristiques peuvent entrainer une difficulté a obtenir une séparation fiable et précise. Toutefois,
le groupe de recherche de Sanz E. a développé un modéle animal, appelé RiboTag, qui permet I’isolation
pure des transcrits d’un type cellulaire donné in vivo (Sanz et al., 2009). Les souris RiboTag sont des
souris porteuses d’un alléle Rpl22 modifié permettant de marquer la protéine ribosomique RPL22 avec
1’épitope de I’hémagglutinine (HA). Il est important de préciser qu’aucun phénotype n’a été détecté chez
les souris RiboTag (Sanz et al., 2009 et 2019). Lorsqu’une souris RiboTag est croisée avec une souris
exprimant la recombinase Cre spécifique a un type cellulaire, cette recombinase active 1’expression de
la protéine RPL22 marquée par HA qui s’intégre aux ribosomes actifs lors de la traduction. L’isolation
pure des ARN messagers propres au type cellulaire ciblé est alors permise par immunoprécipitation des

ribosomes en utilisant un anticorps anti-HA. En collaboration avec le Dr. Philippe Lesnik de notre
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équipe de recherche, nous avons eu I’opportunité d’avoir acces a ces souris RiboTag que nous sommes
actuellement en train de croiser avec des souris AdipoQCreER™-Abcg1®/ox Ce modele murin RiboTag
- Abcg1APPOKO (soumis par la suite & un régime riche en graisses) nous permettra ainsi d’analyser le
transcriptome et le lipidome dans une population pure d’adipocytes invalidés pour Abcgl au cours de
I’obésité en s’affranchissant de I’expression résiduelle d’Abcgl des macrophages (ou possiblement des

autres types cellulaires de la fraction stromale vasculaire) accrochés aux adipocytes.

L’invalidation totale d’Abcgl chez la souris a été décrite comme ayant un effet protecteur contre
I’obésité induite par le régime, se traduisant par une réduction du gain de poids corporel, la masse du
TA, ainsi qu’une amélioration de I’homéostasie du glucose et de la stéatose hépatique (Buchmann et al.
2007). 1l est intéressant de préciser que cette étude a été menée avec des souris males uniquement. Nos
travaux, qui portent sur I’analyse de souris males et femelles, ne montrent aucun effet de ’invalidation
d’Abcgl adipocytaire sur le poids et la masse du TA gonadique des animaux. Cependant, lorsque nous
analysons en séparant les sexes, seuls les males Abcg1P'"°KO ont une prise de poids et une formation
de masse grasse réduite comparés aux controles, et ce a un temps tardif (Figure 15 A, B et C). Cette
observation peut étre attribuée a de nombreux facteurs biologiques et hormonaux, bien qu’il soit difficile
pour le moment d’identifier le(s)quel(s) précisément. En effet, I’existence d’un dimorphisme sexuel
(chez le rongeur et I’Homme) est maintenant bien établie quant a la réponse a un régime riche en graisses
(Huangetal., 2020 ; Maric et al., 2022 ; Andrews 2024). Il semble que les souris femelles aient tendance
a étre protégées des altérations métaboliques a court terme médiées par une alimentation riche en
graisses comparativement aux souris males. 1l a été proposé que cela pouvait résulter d’une capacité des
souris femelles & maintenir une dépense énergétique plus élevée et I’absence d’hyperphagie (Huang et
al., 2020 ; Fernandez-Pefa et al., 2023). Ainsi, il est possible d’envisager que ces paramétres puissent
limiter I’effet de I’invalidation d’Abcgl dans I’adipocyte sur la prise de poids et la formation de masse

grasse chez les femelles Abcg1AP!POKO,

Les résultats observés sur le gain de poids de nos souris males Abcg1APPOKO sont en accord avec
ceux obtenus par Buchmann et al. et sous-entendent que la réduction de la prise poids puisse étre
attribuée en partie a I’expression adipocytaire d’Abcgl. Dans un second temps, nous avons cherché a
expliquer cette différence de poids. Cette derniére ne peut résulter que d’une modification de la balance
énergétique chez les souris males Abcg1AP'POKO : soit les apports énergétiques sont diminués, soit les
dépenses énergétiques sont augmentées. Afin de répondre a cette hypothése, nous avons placé les souris
males Abcg1AP'POKO et |eurs littermates contrdles dans des cages calorimétriques permettant de mesurer
les apports et dépenses énergétiques. Alors que nous n’observons pas de différences entre les deux
génotypes sur la prise alimentaire, la prise hydrique et la respiration (illustrée par le quotient respiratoire
calculé par la formule VCO,/VO,) (Figure 15 D, E et F), les souris Abcg1”P'POKO ont une activité

locomotrice et une dépense énergetique significativement plus importante (Figure 15 G et H). Par
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ailleurs, la différence de poids ne semble par résulter d’un changement dans le métabolisme intestinal
témoigné par 1’évaluation de la réponse post-prandiale des souris et la quantification des TG fécaux
illustrant I’absorption intestinale (Figure 15 | et J). Ces résultats montrent que la perte de poids observée
entre les deux génotypes résulte d’une modulation dans les dépenses énergétiques, sans changement

observé dans les apports énergétiques.

Une autre voie métabolique importante dans la dépense énergétique est la thermogenése. Une
limite supplémentaire dans la translation des résultats de la souris a ’Homme est que ces deux especes
ne possédent pas la méme zone de thermoneutralité. Cette zone correspond a la plage de température
ambiante dans laquelle un organisme n’a pas besoin de dépenser de 1’énergie pour maintenir sa
température corporelle. Alors que pour I’Homme, cette zone de thermoneutralité est située aux alentours
de 25°C, chez la souris elle se situe davantage entre 28 et 30°C (Fernandez-Pefia et al., 2023). Les
conditions classiques d’hébergement des animaleries maintiennent une température ambiante d’environ
22°C, signifiant que les animaux sont soumis a une situation de stress chronique thermique, s’illustrant
par une augmentation de leur dépense énergétique pour maintenir leur température corporelle,
notamment de la thermogenese. Ceci entraine donc des modifications dans les réponses métaboliques,
I’homéostasie énergétique et par conséquent, la prise de poids. Afin d’évaluer la possible contribution
de la thermogenése dans notre modele sur la prise de poids, nous avons placé un groupe indépendant de
souris males Abcg1AP!POKO et leurs littermates contrdles soumis a un régime riche en graisses en cage de
thermoneutralité qui permet de maintenir une température ambiante de 30°C (30% d’humidité, cycle
jour-nuit de 12h). A cette température, I’activité thermogénique est donc limitée / inhibée. A la fin du
régime, plus aucune différence sur la prise de poids entre les souris contrdles et Abcg1AP'POKO nest
observée, indiquant une contribution de la thermogenése dans le phénotype métabolique des souris
Abcg1APPOKO dans un contexte obésogéne (Figure 15 K et M). Pour approfondir nos résultats, nous
nous sommes naturellement intéressés au TA brun qui est le tissu principal de I’activité thermogénique.
Chez les souris maintenues en condition de thermoneutralité, aucune modulation dans 1I’expression des
génes clés thermogéniques n’est observée (Figure 15N). De fagon surprenante, 1’expression de ces
genes dans le TA brun est significativement réduite chez les souris Abcg1#PPOXO maintenues a 22°C
(Figure 15L). Bien que ces résultats semblent étre contradictoires avec notre hypotheése, ils ne sont
toutefois pas incohérents. Les études menées par Bartelt at al. démontrent I’importance de ’activité
locale de la LPL et du transporteur membranaire CD36 dans 1’approvisionnement en substrats
énergétiques du TA brun. En effet, ’activité optimale de la LPL favorise I’hydrolyse des lipoprotéines
riches en TG, augmentant ainsi I’apport en AGL pour le TA brun qui les utilise comme substrats
énergétiques pour la thermogenése et 1’oxydation des acides gras (Bartelt et al., 2011). Ainsi, nous
pouvons supposer qu’en condition non thermoneutre, la diminution de ’activité de la LPL médiée par
I’invalidation d’Abcgl dans I’adipocytes, limite approvisionnement en substrats énergétiques au niveau

du TA, réduisant de ce fait son activité thermogénique. Nous envisageons d’éclaircir cette hypothese en
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par une approche in vitro en utilisant une lignée pré-adipocytaire brune, les T37i. Ces cellules nous ont
été données par le Dr. Say Viengchareun (unité de recherche 1185, Kremlin-Bicétre, Paris). Les T37i
sont des pré-adipocytes dérivés d’un hibernome d’une souris transgénique portant le promoteur
proximal du récepteur aux minéralocorticoide humain couplé a I’antigéne T SV40, un oncogéne viral.
La présence de cet oncogeéne permet d’immortaliser cette lignée (Penfornis et al., 2000). En ajoutant un
cocktail composé d’insuline et d’hormone thyroidienne T3, les pré-adipocytes T37i peuvent se
différencier en adipocytes bruns matures avec une forte induction de la protéines UCP1 et une
accumulation lipidique multiloculaire caractéristique (Penfornis et al., 2000 ; Zennaro et al., 1998).
Actuellement, nous avons déja validé la présence du transporteur ABCG1 et son invalidation
fonctionnelle en utilisant des particules lentivirales (les mémes qu’utilisées dans notre étude sur les 3T3-
L1). Nous évaluerons le métabolisme énergétique des T37i contrdles et invalidés pour Abcgl en utilisant
la technologie du Seahorse et les différents kits développés reflétant 1’activité mitochondriale.

Par ailleurs, il est a noter que 1’expression des geénes thermogéniques n’est pas altérée dans le
TA gonadique des Abcg1/P'PoKO  quelles que soient les conditions d’hébergement, éliminant I”’hypothése

d’un possible brunissement des adipocytes blancs déficients pour Abcgl (données non montrées).

Pour conclure, nos travaux mettent en évidence le rdle bivalent du transporteur membranaire ABCG1
dans I’adipocyte. Alors qu’en condition physiologique, ce transporteur participe a la fonction normale
du TA, nous montrons que son réle devient délétere dans le contexte de 1’obésité induite par le régime.
En effet, ABCG1 contribue a une hypertrophie exacerbée de I’adipocyte, une intolérance au glucose et
participe au remodelage pathologique du TA dans des stades avancés d’obésité. Nous montrons que
I’invalidation spécifique d’Abcgl dans I’adipocyte permet de limiter son effet délétére et pourrait
représenter une potentielle cible thérapeutique pour lutter contre le développement de I’obésité.
Cependant, a I’heure actuelle, il n’existe pas d’inhibiteur pharmacologiques de ce transporteur.
Toutefois, le développement de nanoparticules ou les stratégies permettant de délivrer des siRNA
spécifiquement dans le TA pourraient étre des pistes prometteuses dans le ciblage spécifique de ce

transporteur.
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Figure 15 : Contribution d’Abcgl au phénotype métabolique des souris méles.

(A) Prise de poids et (B) masse graisseuse des souris males contréles et Abcg14P'POKC gpres 30 semaines de régime
HFD. (C) Composition corporelle mesurée par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) des souris maéles
contréles et Abcgl1AP'POKO aprés 30 semaines de régime HFD. Mesure de (D) la prise alimentaire, (E) la prise
hydrique, (F) du quotient respiratoire, (G) 1’activité¢ locomotrice et (H) dépense énergétique des souris males
contrdles et Abcg1AP'"OKO apres 30 semaines de régime HFD. (1) Test de tolérance lipidique et (J) dosage des TG
fécaux des souris males contriles et AbcglAP'POKO (K) Gain de poids et (L) expression des génes clés
thermogéniques des souris males contrdles et Abcg12P'"OKO maintenues a une température ambiante de 22°C. (M)
Gain de poids et (N) expression des génes clés thermogéniques des souris males controles et AbcglAPIPOKO
maintenues a une température ambiante de 30°C (thermoneutralité). Les résultats sont exprimés en moyenne +
SEM. *p < 0.05, **p < 0.005 versus Ctrl. Mann-Whitney test ou two way ANOVA.
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