N

N

Role du tissu adipeux dans les infections respiratoires
par le virus Influenza ou la bactérie streptococcus
pneumoniae
Asma Ayari

» To cite this version:

Asma Ayari. Role du tissu adipeux dans les infections respiratoires par le virus Influenza ou la bactérie
streptococcus pneumoniae. Médecine humaine et pathologie. Université de Lille, 2018. Francais.
NNT: 2018LILUS009 . tel-01986561

HAL Id: tel-01986561
https://theses.hal.science/tel-01986561
Submitted on 18 Jan 2019

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01986561
https://hal.archives-ouvertes.fr

NN

i 15 Institut TS
Universite i 1o .
de Lille delille 3%‘?1 el

Vivre micux,
plus I

Université de Lille

Theése en vue de I’obtention du
DOCTORAT DE L’UNIVERSITE DU DROIT ET DE LA SANTE DE

LILLE

Spécialité : Immuno-métabolisme

Role du tissu adipeux dans les infections

respiratoires par le virus Influenza ou la bactérie

Streptococcus pneumoniae

Présentée par Asma AYARI

Soutenue publiquement le 28 Juin 2018

Devant les membres du jury :

Dr. Nadia NAFFAKH

Dr. Béatrice COUSIN

Dr. Manuel ROSA-CALATRAVA
Pr. Anne MUHR-TAILLEUX

Dr. Isabelle WOLOWCZUK

Dr. Francois TROTTEIN

Rapporteur
Rapporteur
Examinateur
Présidente du jury
Directeur de these

Directeur du Laboratoire



Remerciements,

Tout d’abord je voudrais remercier le Pr. Anne Muhr-Tailleux d’avoir accepté de présider ma
soutenance de these. Je remercie également le Dr. Nadia Naffakh ainsi que le Dr. Béatrice cousin
d’avoir accepté de relire ma thése, d’en étre rapporteurs et de s’étre déplacé de Paris et de Toulouse,
respectivement. Je tiens a remercier le Dr. Manuel Rosa-Calatrava d’avoir accepté d’étre
examinateur et d’avoir pris la peine de se déplacer de Lyon vers Lille pour répondre présent. Je
remercie également tous les membres du jury d’avoir accepté d’assister a la présentation de ce
travail.

Une soutenance de thése est I’aboutissement d’un travail d’équipe dont les bases sont la motivation,
la persévérance, la positivité, le labeur, la reconnaissance, la bonne entente et I’amour d’autrui.

Ce fut une longue aventure, ou a son commencement je n’en voyais pas la fin, et qui au cours de
laquelle j’ai pu cétoyer de nouvelles personnes et personnalités, qui ont faconné, chacune a sa
maniere, ces trois ans et demi de ma vie, et qui ont gravé dans ma mémoire des souvenirs que je
n’oublierai jamais.

Mes remerciements vont en premier lieu et de toute évidence a mon directeur de these, le Dr. Isabelle
Wolowczuk, qui m’a initié a la recherche, m’a permis de découvrir et d’apprendre au fil du temps,
m’a continuellement poussé vers I’avant et m’a prodigué les conseils judicieux pour pouvoir mener a
bien cette recherche.

Je voudrais également remercier le Dr. Francois Trottein, de m’avoir accueilli dans son laboratoire et
au sein de son équipe, d’avoir cru en moi et en mes compétences, et en m’offrant cette opportunité de
connaitre de plus prés le monde de la recherche.

Je remercie nos collaborateurs les Drs. Manuel Rosa-Calatrava, Ronan Le Goffic, Steve Lancel,
David Blum et Emilie Faivre, d’avoir pu travailler et apprendre avec eux dans les meilleures
conditions.

Je remercie le Dr. Corinne Grangette et son équipe, qui m’a ouvert les portes de son laboratoire pour
la manipulation in vitro. Je remercie en particulier le Dr. Jeanne Alard pour tous les moments et les
discussions partagées ensemble.

Mes remerciements s’adressent également a tous les chercheurs et les collégues de notre laboratoire :
Le Dr. Jean-Claude Sirard, d’avoir été de tout ouie et qui m’offrait de bons conseils professionnels et
personnels ;

Le Dr. Christophe Paget, d’avoir participé a ma formation, de m’avoir pousse vers I’avant, et surtout
pour ses blagues bien pensées (ne change surtout pas !!) ;

Le Dr. Muriel Pichavant, dont j’apprécie la compagnie, merci pour ta positivité et les boosts que tu
me donnes quand ¢a ne va pas trop ;

Le Dr. Christelle Faveeuw, d’avoir également participé a ma formation, et pour tous les bons
moments qu’on a partageés ;

Le Dr. Philippe Gosset, pour les moments partagés a table, et pour tous les happy Friday qui cassent
la routine ; grace a vous j’ai appris qu’il y avait comme pour les femmes des blondes, des brunes et



des rousses (je ne suis pas slre de la derniére) méme pour les biéres ! c’est ma formation Happy
Friday ;

Le Dr. Christophe Carnoy, pour votre gentillesse et votre sourire que vous offrez sans compter, je
vous admire beaucoup ;

Le Dr. Emilie Fréale pour toutes les discussions motivantes et enrichissantes que nous avons pu
avoir ;

Le Dr. Gaélle Remy, je te remercie d’avoir été la pour me supporter et pour tous les fous rires
incontrolables qui te hantent des fois ;

Mes remerciements les plus sincéres s’adressent a mon amie et ma petite sceur Daphnée Soulard,
merci d’avoir été la et merci pour tous les beaux moments partagés ensemble au travail et en-dehors.
Notre amitié est pour la vie ! Je remercie également ta moitié, Pierre Maupilier, dont la présence n’a
fait que renforcer nos liens. Vous formez un trés beau couple, je vous aime vraiment beaucoup !

A Fahima Madouri, Merci pour tout I’amour que tu portes pour moi et en particulier pour ma fille
que tu aimes comme si ¢’était la tienne, comme tu le dis, ton petit bébé coeur.

Mélina Leroux, pour ta spontanéité et ta bonne humeur et pour les petits éclats de bonheur que tu
nous apportes avec ton gateau breton a la framboise ! (Une tuerie)

Je remercie le Dr. Bachirou Koné, ‘Awnisorama’, tu ne diras pas que je ne fais pas d’efforts pour
apprendre a parler la langue du Mali. Merci pour ta bonne humeur et pour toutes les discussions
constructives que nous avons pu partager ;

Je remercie Olivia Barada, ma voisine de bureau, pour tous les moments partagés ensemble,
également Valentin Sencio, Laura Matarazzo, Claire Davos, Delphine Cayet, mes collegues de
bureau vous allez me manquer.

A Maya Hassane, Reem Ghinaghow et Ranin Bichara j’ai adoré parler libanais et syrien avec vous
les filles, comme si j’étais dans un film.

A Sandra Weller, ma petite Sandra, je te remercie pour tous les moments que nous avons partagé
ensemble, j’ai vraiment une sacrée chance de t’avoir connu !

A Maxime Paluche, Tu ne me battras jamais en patisserie, quoi que tu te débrouilles pas mal!

Stéphanie Lejeune, Lucie Deryuiter, Gwenola kervoaze merci pour tout. A Josette Fontaine (Jo),
notre maman du labo! A Marie-José Ghoris, pour toutes les fois ou tu étais la, ta présence est
suffisante.

Et pour terminer, je voudrais remercier toutes les personnes qui, au service de la scolarité de
I'Université de Lille, en particulier Mme Laurence Fofana, Mme Marion Beguin, Mme Héléne
Herminet, Mr. Francois Delcroix et Le président de I’école doctorale Mr. Bernard Sablonniere, qui
ont permis que ce travail soit soutenu dans les meilleures conditions.



Je dédie cette thése a ma famille, et a toutes les personnes qui sont chéres a mon cceur.

A ma Tunisie, d’hier, d’aujourd’hui et de demain, je sais que le futur sera meilleur !

A ma mere, qui sans ses efforts, ses encouragements et son dévouement je ne serais pas arrivée la ou

je suis aujourd’hui. Tu es I’atout positif dans ma vie.

A mon défunt pére, j’espére que tu es fier de moi la ou tu es.

A mon mari, mon amour et mon ami, qui m’a soutenu tout au long de ce parcours.

A ma fille Eline, j’espére que tu seras fiére de ta maman ma chérie !

A mon frére, qui est pour moi un ami et un pere, tu es mon appui solide, qui je sais ne me lachera

jamais.

A ma sceur, tu es ma source d’inspiration et ma complice !

A mes neveux et nieces, vous étes le plus beau cadeau de la vie !

A mes beaux parents, merci de m’avoir accueilli dans votre famille comme votre propre fille.

A mes belles sceurs et mes beaux freres, je vous aime.



Résumé

Longtemps décrit comme un simple tissu de réserve énergétique, le tissu adipeux blanc est, depuis
I’identification de la leptine en 1994, considéré comme un véritable organe endocrine. En effet, ce
tissu secréte de nombreuses hormones et cytokines agissant de maniere paracrine et endocrine pour
contréler le métabolisme énergétique. Par ailleurs, en plus des préadipocytes et des adipocytes, le
tissu adipeux blanc contient également des cellules immunes innées et adaptatives ; lui conférant
ainsi un réle important dans le développement et le contréle de I’'immunité. Cependant, le réle joué
par le tissu adipeux blanc dans les infections - notamment pulmonaires - reste encore peu étudié.
C’est dans ce cadre général que s’est inscrit ce travail de These.

La susceptibilité accrue des individus obeses (expansion du tissu adipeux blanc) a I’infection par le
virus de la grippe (influenza) est largement étayee dans la littérature. Nous avons évalué I’impact de
I’infection par le virus influenza sur le tissu adipeux blanc, chez des souris minces et des souris
obeses. Nos résultats montrent que, de maniere inattendue, le virus est détecté dans les tissus adipeux,
sous-cutané (inguinal) et viscéral (périgonadique), de souris infectées par voie intra-nasale (détection
du génome viral par RT-qPCR). La présence de virus dans le tissu adipeux est associée a
I’augmentation de la sécrétion de cytokines pro- et anti-inflammatoires, a la diminution de
I’expression de genes impliqués dans la lipolyse et la lipogénése, et a I’augmentation de I’expression
des genes impliqués dans I’induction d’une réponse immune anti-virale. De maniére intéressante,
I’infection par le virus influenza est associée au brunissement du tissu adipeux sous-cutané chez les
souris minces. Chez les souris obeses, I’infection par le virus de la grippe n’induit pas I’effet dép6t
specifique observé chez la souris mince et ne montre pas de brnissement au niveau du tissu adipeux
sous-cutané 7 jours p.i. In vitro, nous montrons que le virus influenza peut infecter les préadipocytes
et les adipocytes (lignée murine et cellules primaires humaines). Cependant, alors que le virus
effectue la totalité de son cycle dans I’adipocyte, le préadipocyte libére trés peu, voire pas, de
nouveaux virions infectieux (PCR, transcriptomique, technique de plages de lyse, microscopie
confocale et électronique). Ainsi nos résultats, tres originaux, identifient le tissu adipeux blanc
comme un nouveau tissu cible de I’infection par le virus de la grippe, in vivo. Au sein de ce tissu, les
préadipocytes et les adipocytes sont potentiellement infectés par le virus, comme le montrent nos
données in vitro, les adipocytes seuls permettant la production de nouvelles particules infectieuses.
Contrairement a I’infection grippale, les données épidémiologiques et/ou expérimentales concernant
la susceptibilité des obéses a I’infection par la bactérie Streptococcus pneumoniae sont
contradictoires, du fait de I’utilisation de différents modéles d’obésité d’origine génétique et de
sérotypes de pneumocoques. Dans ce projet, nous avons utilisé un modele d’obésité d’origine
nutritionnelle ; le modéle de souris nourries par un régime enrichi en lipides. Nous montrons que les
souris obéses infectées (sérotype Spl) développent un syndrome de type méningite, mortel, tandis
que les souris minces controlent I’infection. Si les réponses pulmonaires a I’infection sont
comparables entre les souris minces et obéses (dénombrement des colonies bactériennes, histologie,
PCR, ELISA, cytométrie en flux), le nombre de bactéries dans le cerveau est significativement plus
élevé chez les souris obeses, associé a une altération de la perméabilité de la barriere hémato-
encéphalique. L’analyse plus fine des cerveaux de souris obéses infectées par Streptococcus
pneumoniae apportera des connaissances tres precieuses quant a la physiopathologie de la méningite
a streptocoque, infection tres grave, voire mortelle, chez les jeunes enfants et les personnes agées.

Mots clés : Tissu adipeux, virus Influenza, Grippe, Streptococcus pneumoniae, Obésité.



Summary

Since the identification of leptin in 1994, the white adipose tissue (WAT) is no longer considered to
solely be an inert tissue storing fat. As an endocrine organ, the adipose tissue synthesizes and secretes
several hormones and cytokines involved in the control of whole-body metabolism. In addition,
besides preadipocytes and adipocytes, WAT also contains innate and adaptive immune cells; thereby
contributing to the development and control of immunity. However, the role played by the adipose
tissue during infections - notably during pulmonary infections, such as those resulting from influenza
virus or Streptococcus pneumoniae infections - has barely been investigated. This defines the general
scope of this work.

Epidemiological and experimental data convincingly report that obese individuals are more
susceptible to influenza infection. During this project, we therefore questioned whether influenza
infection may impact on adipose tissues, both subcutaneous (inguinal, SCAT) and visceral
(perigonadal, EWAT) depots, in lean and high-fat diet-induced obese mice. We unexpectedly showed
that influenza virus is detected in SCAT and EWAT (quantification of the viral genome by RT-
gPCR) and that this was associated with drastic changes in the tissue such as: increased secretion of
pro- and anti-inflammatory cytokines, decreased expression of genes involved in lipogenesis and
lipolysis, as well as increased expression of genes related to the induction of anti-viral immunity.
Interestingly enough, influenza infection was associated with the development of brown-like
adipocytes in the SCAT, only in lean animals. Moreover, we demonstrated in vitro that preadipocytes
and adipocytes (murine cell-line and human primary cells) are permissive to infection, yet with
different outcomes. Indeed, only adipocytes allowed the release of new infectious particles (RT-
gPCR, transcriptomics, quantification of infectious particules on MDCK cells, confocal and
transmission electron microscopy). Altogether, our findings revealed, for the first time, that the white
adipose tissue, an organ at the crossroads of metabolism and immunity, is deeply affected by
influenza infection and might thus be undervalued in influenza pathophysiology.

In opposite to influenza infection, the impact of obesity on the outcome of Streptococcus
pneumoniae (S.p.) infection remains uncertain, due to the different models (genetically-based obesity,
and bacterial strains) used. During this work, we investigated S. pneumoniae (Spl strain, sublethal
dose) infection in lean and high-fat diet-induced obese mice. We showed that obese mice died from
sublethal S. pneumoniae infection, compared to lean animals. The increased mortality induced by
infection did not result from impaired pulmonary response but rather from the development of a
meningitis-like syndrom likely resulting from an increased bacterial dissemination through the blood-
brain barrier into the brain. We propose that the model of dietary obesity induced by consumption of
fat-enriched diet, may be envisaged as a novel and valuable experimental model of memingitis to
study Streptococcus pneumoniae travel through the blood-brain barrier and the subsequent immune
consequences.

Key words: Adipose tissue, Influenza virus, Streptococcus pneumoniae, Obesity
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Introduction



Chapitre | : Les infections respiratoires

Les infections des voies respiratoires constituent I'un des problémes cliniques et de santé publique les
plus importants a I’échelle mondiale. Leur prise en charge est généralement inadéquate compte tenu
de lI'administration parfois inappropriée d'antibiotiques associée a un mauvais pronostic medical, a la
possible transmissions des pathogénes en milieu hospitalier et a la résistance aux antibiotiques. Les
infections respiratoires aigues, notamment les pneumonies, peuvent étre fatales en particulier pour les
enfants a4gés de moins de 5 ans (en 2017, 1,9 millions d’enfants sont décédés a la suite d’infections
pulmonaires aigues dans le monde, dont 70% en Afrique et en Asie) (Williams et al., 2002 ; Cox et
al., 2017). Les infections du tractus respiratoire supérieur, telles que la nasopharyngite, la pharyngite
et I’otite, sont responsables de plus de 80% des cas d’infections respiratoires et les personnes les plus
sujettes au développement des formes séveres de I’infection sont les jeunes enfants (<5 ans) et les
personnes agées (>60 ans).

Les infections du tractus respiratoire supérieur sont majoritairement d’origine virale (rhinovirus,
coronavirus, parainfluenza, influenza) et ne nécessitent donc pas de traitement par des antibiotiques
(Cotton et al., 2008). A I’inverse, les infections respiratoires d’origine bactérienne, qui résultent de
I’infection par Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenza, Staphylococcus aureus et
Streptococcus Pyrogenes, sont responsables de formes sévéres de la maladie (pneumonie, bronchites)
et nécessitent une antibiothérapie (Jain et al., 2001).

Dans ce projet de these, nous avons travaillé sur deux modeéles d’infections respiratoires : I’infection

par le virus influenza de type A (IAV), et plus spécifiqguement le sous-type H3NZ2, responsable de la

grippe saisonniere, et I’infection par la bactérie Streptococcus pneumoniae, et plus spécifiqguement le
type 1 (Spl). Au sein du laboratoire, les modeles d’infection de souris par IAV et Spl sont en effet
parfaitement caractérises, a la fois au niveau infectieux et immunologique.

Nous avons questionné, au cours de nos travaux, I’impact éventuel de I’infection par H3N2 ou Spl

sur le métabolisme et/ou sur le tissu adipeux blanc, régulateur majeur du métabolisme.
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A. Infection respiratoire d’origine virale : Exemple de I’infection par le
virus influenza A

Le virus influenza de type A est responsable de pathologies respiratoires tres contagieuses et est a
I’origine de plusieurs épidémies et pandémies au cours de I’histoire. Le mot influenza dérive du mot
italien « influence », ce qui est en lien avec la cause de la maladie, initialement attribuée a une
influence astrologique négative. Les avancées en médecine ont fait que cet intitulé a changé pour
devenir « Influenza del Freddo » ([sous] I’influence du froid) puis grippe ou influenza au cours des
XIVE™ et XV*™ siecles (Potter, 2001).

I. Généralités sur I’infection par le virus influenza
1. Epidémies et pandémies

La grippe est une maladie trés contagieuse qui évolue sur un mode épidémique, voire pandémique
(surtout en hiver). Les symptdmes associés a la grippe ont été décrits pour la premiére fois par
Hippocrate, il y a 2400 ans. Malgré la présence d’évidences historiques d’infection par le virus de la
grippe, il est toutefois difficile de realiser une tragabilité exacte du fait que les symptdémes provoqueés
par la grippe sont similaires a ceux induits par d’autres infections respiratoires. Les pandémies
continuaient & apparaitre de facon sporadique au cours des XVI11°™ et XVI1I*™ siécles (Pappas et al.,
2008). L’épidémie la plus documentée et la plus létale depuis, fut la grippe espagnole, causée par le
virus influenza A de sous-type HIN1 (1918-1919) et qui a été responsable de la mort de 40 a 50
millions de personnes (Taux de mortalité 2-2,5%) (Laver et Garman, 2002 ; Medina, 2018). Cette
épidémie avait été décrite comme «le plus grand Holocauste Médical de I’histoire humaine »
(Barry, 2004 ; Krammer et al., 2018). Cette forte mortalité (en particulier chez les jeunes adultes
(20-40 ans)) résultait d’un taux d’infection supérieur a 50% et a la sévérité des symptdmes associés.
En effet, les symptdmes étaient si inhabituels, qu’ils avaient été confondus avec ceux associés a la
dengue, le choléra ou la typhoide. Il a été également rapporté que les personnes atteintes présentaient
des hémorragies des muqueuses particulierement au niveau du nez, des intestins, de I’estomac et des
saignements au niveau des oreilles et de la peau. La majorité des déces étaient dus a la surinfection
bactérienne, mais aussi au virus qui, a lui seul, a causé beaucoup de déces suite aux cedémes et a
I’hémorragie qu’il causait (Taubenberger et Morens, 2006).

Les pandémies grippales qui ont suivi n’ont pas été aussi virulentes : la grippe asiatique, 1957 (type
A, H2N2) et la grippe de Hong Kong, 1968 (type A, H3N2). En effet, I"utilisation des antibiotiques a
permis d’atténuer la sévérité de la maladie en contrélant la surinfection bactérienne qui survient

souvent apres I’infection grippale. Cependant, la découverte la plus significative pour la prévention
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contre la grippe fut celle du vaccin antigrippal élaborée par Thomas Francis (Francis, 1953) et basé
sur les travaux de I’australien Frank Macfarlane Burnet (Burnet, 1940), qui a montré que le virus de
influenza pouvait perdre sa virulence aprés avoir été cultivé dans des ceufs de poule embryonnés. Le
virus de la grippe a été isolé pour la premiere fois chez I’humain en 1933 par le groupe mené par
Patrick Laidlaw dans le Medical Research Council en Grande-Bretagne et ce n’est qu’en 1935 que la
nature non cellulaire du virus a été recensée (Potter, 2001 ; Barberis et al., 2016).

La premiére pandémie du XXI°™ siécle a été causée par le virus HIN1. Survenue en Avril 2009,
entre 46 a 86 millions de personnes ont été infectées et 556 déces ont été dénombrés en Aolt 2009

(0,056% de mortalité) (Simonsen et al., 2013; Al-Muharrmi, 2010).

Les épidémies de grippe saisonniere affectent de 3 & 5 millions de personnes et sont responsables de
250000 & 500000 déceés annuels dans le monde. La transmission du virus influenza se fait le plus
souvent en hiver (dans les régions tempérées de I’hémisphere nord), et la saison du déclenchement de
la grippe saisonniere peut commencer trés tét en Octobre pour atteindre son maximum entre Janvier
et Février (WHO, 2016).

2. Evolution du virus de la grippe : glissement et cassure antigénique

Les virus de la grippe, surtout les virus de type A, est doté d’une tres grande variabilité génétique. Il
en résulte que les virus changent continuellement leurs antigénes de surface, ce qui est a I’origine des
vagues de grippes saisonniéres, des épidémies et des pandémies. Sous la pression de sélection de la
réponse anticorps, les glycoprotéines majeures de surface (HA (hémagglutinine) et NA
(neuraminidase)) évoluent, ce qui assure la diversification antigénique des sous-types du virus de la
grippe. Les hémagglutinines et les neuraminidases sont soumises a des variations antigéniques
indépendantes. Il existe deux mécanismes distincts : le glissement antigénique (dérive génétique,
shift) et la cassure antigénique (réassortiment, drift).

Les glissements antigéniques surviennent tous les ans ou tous les deux ans et correspondent a
des modifications légeres de HA ou NA. llIs déterminent I’apparition de nouveaux variants qui
échappent aux anticorps induits dans la population humaine par les virus précédents, et définissent
donc la variabilité génétique des virus grippaux. Le glissement antigénique résulte essentiellement de
mutations ponctuelles qui surviennent a la suite d’erreurs aléatoires (1/10000 nucléotides) de I’ARN-
polymérase ARN dépendante, laquelle n’est pas dotée d’une fonction de correction (Lowen et al.,
2017). Parmi les virus influenza de type A, le virus H5N1 présente une forte dérive génétique (Su et
al., 2015).
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Les pandémies, quant a elles, résultent de modifications beaucoup plus importantes que I’on
appelle cassure (ou saut) antigénique qui est rendue possible par le caractére segmenté du génome
des virus grippaux. La cassure antigénique est a I’origine de I’apparition de nouveaux sous-types de
HA ou NA (16 HA et 9 NA) du virus et est généralement le résultat d’un phénomene de
recombinaison génétique qui correspond a des échanges de segments de génome viral entre deux ou
plusieurs sous-types de virus lors de la co-infection du méme hote. L’apparition de la grippe asiatique
(H2N2) en 1957 et de la grippe de Hong Kong (H3N2) en 1968 est le résultat de ce type de
recombinaisons génétiques (Van de Sandt et al., 2012).

L’accumulation de mutations peut également étre a I’origine de I’apparition de nouveaux sous-types
de virus, comme pour le virus HIN1 (qui a causé la pandémie de 1918 (grippe espagnole)), qui est
avant tout un virus réassortant, initialement identifié comme étant d’origine aviaire (Watanabe et al.,
2014). Cependant, des analyses phylogénétiques plus récentes ont montré que ce virus serait plutot le
résultats de multiples réassortiments entre virus porcins et virus humains circulant avant 1918
(Anhlan et al., 2011).

Le sous-type H3N2 (qui a émergé en 1968) est, quant & lui, le résultat d’un glissement antigénique a
partir du sous-type H2N2 et d’un réassortiment de différents sous-types viraux (Guan et al., 2010). Il
est identifié comme un virus responsable de grippe saisonniére a cause de sa récurrence, et il est

capable d’infecter les especes aviaires et mammiféres (Zhou et al., 1999 ; Nelson et al., 2012 ).

Epidemics

Antigenic w’%

Figure 1. Représentation des mécanismes d’évolution du virus influenza
(Van de Sandt et al., 2012).

Les mécanismes d’échappement viral correspondent au glissement (shift) ou a la cassure (drift) antigéniques. Le
glissement antigénique consiste en I’accumulation des mutations au niveau de la protéine de surface HA, permettant ainsi
au virus d’échapper a la reconnaissance par les anticorps neutralisants. L’introduction de nouvelles souches virales dans
la population humaine correspond au phénoméne de cassure antigénique qui est & I’origine des pandémies.
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3. Transmission et Symptomes

Les virus influenza sont trés contagieux et facilement transmis. La transmission se fait par
I’intermédiaire des aérosols, ou de projections de sécrétions respiratoires (goutelettes) générées par la
personne infectée (Couch et al., 1996). Le virus influenza atteint son pic de réplication 48h aprés
I’infection puis la réplication diminue graduellement sur une durée de 6 jours en moyenne. La
période entre la phase d’infection jusqu'a la résolution de I’inflammation et la clairance virale peut
s’étendre sur une durée de 10 a 14 jours selon les cas (Mulder et Hers, 1972).

Les complications respiratoires associées a I’infection par le virus influenza sont différentes selon
que I’infection touche le tractus respiratoire supérieur ou inférieur. L’infection du tractus respiratoire
supérieur, qui implique généralement les virus influenza humains, s’accompagne de fiévre,
courbatures, migraines, écoulement nasal, inflammation de la trachée, toux et éternuement
(Taubenberger et Morens, 2008 ; Boyd et al., 2006). Cependant, cette infection peut toucher le
poumon en profondeur induisant une pneumonie virale chez les personnes présentant une
susceptibilité augmentée a I’infection grippale (personnes agées et immunodéprimées) (Rello et Pop-
Vicas, 2009).

Les virus aviaires qui affectent majoritairement les voies respiratoires inférieures sont responsables
de formes plus sévéres de I’infection et se manifestent par des symptomes spécifiques a I’infection
profonde du parenchyme pulmonaire (pneumonies virales), tels que la bronchite, I’cedéme, la fatigue
et I’essoufflement (Sellers et al., 2017). Du fait de la barriére d’espéce, les pneumonies virales dues a
un virus aviaire (cas d’infection par les virus aviaires HSN1 et H7N9) demeurent sporadiques. Les
complications souvent associées a I’infection grippale sont les surinfections bactériennes et dans
certains cas plus rares le développement d’encéphalites (Banning, 2005).

La majorité des manifestations extra-pulmonaires surviennent durant la phase aigue de I’infection.
Cependant, dans certains cas rares, ces complications peuvent se présenter a distance de I’infection,
aprés des semaines ou méme des mois (syndrome de Guillain-Barré, cardiopathies ischémiques,
maladies cardiovasculaires, infections oculaires (conjonctivite), infections gastro-intestinales
(diarrhées)) (Dell et Schulman, 1997 ; Fujimoto et al., 1998). Une rhabdomyolyse associée a des
complications hépatiques et rénales ont été rapportées chez une jeune patiente hospitalisée a la suite
d’une infection par le virus HIN1, qui s’est suivie ultérieurement par le développement d’un
syndrome d’encéphalopathie postérieure réversible (Fearnley et al., 2011). Suite a I’épidémie de
2009 causée par HIN1, plusieurs études ont mis en évidence des liens a priori surprenants entre
I’infection et le diabete de type 2, avec une exacerbation de la maladie grippale chez les personnes
diabétiques (Reading et al., 1998 ; Allard et al.,, 2010 ; Wilking et al., 2010) qui pourrait
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s’expliquer par une plus grande susceptibilité aux surinfections bactériennes chez ces patients
(Hulme et al., 2017).

L’implication de I’infection grippale dans le développement d’hépatites est expliquée par I’effet de
I’inflammation systémique induite par I’infection aigue ou encore par le développement d’un
syndrome de défaillance multi-organe (Bal et al., 2012) et non pas par un effet direct du virus sur le
foie (Papic et al., 2012 ; Whitworth et al., 2006 ; Sellers et al., 2017). Ces affections sont soit en
lien avec le type de virus, ce qui est le cas avec le virus H5N1, ou avec I’hdte (comorbidités, age,
sexe, prédisposition génétique) (Fouchier et al., 2004 ; Banning et al., 2005).

4. Tropisme cellulaire du virus influenza

Le tropisme viral est déterminant pour I’infection, la transmission et la sévérité des symptomes et est
étroitement dépendant des caractéristiques de I’h6te et du virus.

Sont considérés hétes pour le virus influenza les mammiféres terrestres (homme, porc, cheval, vison),
les mammiferes marins (phoques, baleines, requins) et les especes aviaires (en particulier Chez les
oiseaux sauvages, considérés comme réservoir pour le virus de la grippe, I’infection, rrement
pathogéne, s’initie par une infection orale puis digestive et une grande quantité de virus est ainsi
libérée dans les selles (Taubenberger et Kash, 2010).

Les acides sialiques, exprimés a la surface de la cellule hote, sont les récepteurs des virus influenza.
Ainsi, la capacité d’infecter tel ou tel hote, le tropisme du virus pour un type cellulaire ou pour un
organe est étroitement dépendant de la présence de ces récepteurs.

Chez I’homme, au niveau de la partie supérieure du tractus respiratoire, incluant la muqueuse nasale,
le sinus paranasal, la trachée, le pharynx, le larynx et les bronches, les récepteurs cellulaire de type
SAa2,6 (acides sialiques couplé a du galactose en position 2,6) sont majoritairement exprimés (Yao
et al., 2008 ; Nelli et al., 2010). Ces récepteurs sont reconnus par les virus influenza humains
(Mansfield, 2007 ; Zhang, 2009 ; Gamblin et Skehel, 2010 ; Nelli et al., 2010). Les acides
sialiques de type SAa2,3 sont, quant a eux, majoritairement localisés plus profondément dans les
poumons au hiveau des alvéoles et sont reconnus par les virus aviaires (Kumlin et al., 2008 ; Ramos
et al., 2011 ; Reperant, 2012 ; Samji, 2009). Plus précisément, Zeng et al., (2012) rapportent que
les acides sialiques SAa2,6 sont prédominants au niveau des cellules ciliées (plus permissives aux
virus influenza humains), alors que les récepteurs du type SAa2,3 s’expriment a la surface des
cellules non-ciliées (ciblées par le virus aviaire hautement pathogéne H5N1) (Zeng et al., 2012). La
mort des cellules épithéliales infectées est responsable de la rupture de la barriere épithéliale

pulmonaire, contribuant ainsi aux risques de surinfection bactérienne associés au développement des
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formes sévéres de la maladie (desquamation et cedeme) (Kuiken et Taubenberger, 2008). Les

cellules endothéliales pulmonaires semblent également jouer un réle important durant I’infection par

le virus de la grippe, puisqu’elles participent a I’induction de la réponse antivirale. Cette réponse,
parfois appelée « choc (ou tempéte) cytokinique », est observée dans le cas de développement des
formes séveres lié a I’infection par des virus hautement pathogenes tels que H5N1, HIN1/1918 ou
H1N1/2009 (Peiris et al., 2010 ; Hui et al., 2016 ; Perrone et al., 2008). Elle manifeste suite a une
réponse inflammatoire intense, impliquant des facteurs viraux et de I’h6te, produisant ainsi des effets
déléteres intervenant dans la sévérité de I’infection. Ce phénomeéne n’est cependant pas observé dans
le cas de I’infection par des virus moins pathogeénes tels que HLIN1 ou H3N2, responsables de grippes
saisonniéres qui évoluent rarement en formes séveres (Guarner et al., 2009).

Le virus de la grippe ne prend pas uniquement pour cible dans le tractus respiratoire les cellules
épithéliales et endothéliales mais également d’autres types cellulaires. Le marquage par cytométrie en
flux de I’hémagglutinine a la surface de différentes sous-populations de monocytes humains
(caractérisées par différents niveaux d’expression des marqueurs de surface CD14 et du CD16; a
savoir les populations CD14"*/CD16", CD14"/CD16* et CD14“™CD16"") a permis de montrer que les
monocytes sont permissifs a I’infection par le virus de la grippe A/Udorn/72 (Udorn) (avec une
augmentation de I’expression des cytokines pro-inflammatoires : IL-6, IL-8, IP-10 et TNF-a) mais
relativement résistants a I’effet cytopathique en début d’infection (pas données concernant la

production de particules infectieuses) (Hoeve et al., 2012).

Les macrophages alvéolaires sont également susceptibles a I’infection par le virus de la grippe, ils

produisent les protéines virales, mais la réplication est abortive (Hoeve et al., 2012). En effet, tres
peu de nouveaux virions sont libérés (Perrone et al., 2008), voire aucun (Rodgers et Mims, 1981).
Cependant, I’infection induit une sécrétion des cytokines pro-inflammatoires et des interférons de
type | par les macrophages alvéolaire, ce qui permet de limiter la réplication virale et la dissémination
au niveau du tractus respiratoire (Herold et al., 2016). En 2009, Mao et al. ont pu montrer pour la
premiere fois la permissivité des cellules NK pulmonaires chez I’homme a I’infection par le virus
influenza dans une stratégie d’échappement viral. Leurs données montrent que I’entrée du virus de la
grippe dans les cellules NK se fait a travers une endocytose Clathrine/ Caveoline dépendante et a
travers les acides sialiques de la surface cellulaire (Mao et al., 2009, Mahmoud et al., 2016 ; Mao et
al., 2017). Le virus influenza est également capable d’infecter les cellules dendritiques et d’altérer

ainsi leur capacité a présenter les antigénes aux lymphocytes T CD8 (Smed-Sérensen et al., 2012).
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Plus rarement, les cellules épithéliales de la conjonctive de I’eil et les neurones cérébraux peuvent

étre ciblés par le virus influenza. En effet, environ 80% des infections par le virus influenza de sous-

type H7 sont associés a des complications oculaires (Belser et al., 2018 ; Fouchier et al., 2004).

En dehors des poumons, un tropisme du virus influenza pour les iléts du pancréas a également été

mis en évidence chez la souris associé au développement d’une pancréatite (augmentation de
I’expression des cytokines (IL-6 et IL-8) et des chimiokines (CCL4/5/9/10)) et d’une détection des

protéines virales au niveau des iléts pancréatiques (Capua et al., 2013).

Des données in vitro ont montré que la réplication du virus HIN1 induit la mortalité des neurones 6
heures apres infection avec une augmentation des niveaux d’expression des ARNm des cytokines
pro-inflammatoires, des chimiokines et de I’interféron de type | (o et B) 6 heures et 24 heures post-
infection (Wang et al., 2016). Aussi, des analyses menées sur des lignées cellulaires pancréatiques
humaines ont permis de mettre en évidence un tropisme du virus influenza pour ce type cellulaire
(Capuacetal., 2013).

Ainsi, le virus de la grippe peut infecter des cellules en dehors de I’arbre respiratoire, induisant ainsi
des complications extra-pulmonaires, certes rares, mais qui peuvent se manifester majoritairement au

cours de la phase aigue des infections séveres.

I1. Classification des virus influenza en types et sous-types

Les virus sont des pathogénes intracellulaires obligatoires. La plupart des virus ont un génome de
petite taille qui leur permet de se répliquer rapidement, mais ils ont besoin de détourner la machinerie

cellulaire a leur profit pour y parvenir.

Les virus peuvent étre classifiés selon différents critéres biochimiques et/ou morphologiques. Selon
la classification proposée par Lwoff en 1962, les virus sont classés selon, dans I’ordre décroissant des
criteres : 1) leur génome (sa nature : ARN, ADN ; sa structure : mono- ou bi-caténaire ; sa forme :
linéaire, circulaire, non segmentée ou segmentée), 2) leur enveloppe (présence : virus enveloppé ou
absence : virus nu) et 3) la symétrie de leur capside (hélicoidale, icosaédrale, ou non déterminée). La
classification proposée par Baltimore, en 1971, est basée sur le type d'acides nucléiques composant
le génome viral (& ADN ou a ARN, simple brin, double-brin), la synthése de I’ARN messager viral,
ainsi que le procédé de replication de I'ADN (Baltimore, 1971). Plus récemment, une initiative de
classification des virus nommée ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) a été
proposée en 1977 et se base sur les mémes criteres que la classification de Baltimore auxquels
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s’ajoutent I’analyse de I’expression génique des protéines virales, de I’h6te ciblé par le virus, de la
pathogénicité, et des similarités de séquences (Aiewsakun et Simmonds, 2018 ; Lefkowitz et al.,
2018).

Le virus de la grippe (ou influenza) est un virus a ARN simple brin de polarité négative (-), segmenté
(7-8 segments), dont la capside est a symétrie hélicoidale, enveloppé, et qui donc appartient a la
famille des Orthomyxoviridae et a la classe V selon la classification de Baltimore (Gelderblom,
1996). Il existe 3 types de virus influenza : A, B et C. Les virus de types B et C se distinguent du type
A par des critéres génétiques et antigéniques, notamment au niveau de la nucléoprotéine et de la
protéine de la matrice (M1) (Munster et al., 2009). Alors que pour les types A et B, les
glycoprotéines de surface subissent des variations génétiques a I’origine de I’émergence de nouvelles
souches virales, les virus de type C sont considérés comme étant relativement stables (Couch et al.,
1996). Généralement, les humains sont infectés par les virus de type A mais ils peuvent I’étre

également par les virus de type B.

e Infectious salmon anemia virus
Isavirus

100L_ Infectious salmon anemia virus 901
Quaranfil virus EGT377 | Quaranfil virus
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100 { Thogotovirus
Ty Dhorifindian/1313/1961
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Figure 2. Classification des virus de la famille des Orthomyxoviridae
(ICTV, 9°™ rapport, 2011).

La classification des virus se base sur le type de génome viral (ADN ou ARN, simple ou double brin) et son mode
d’expression dans la synthese de 'ARN messager viral, ainsi que le procédé de réplication de 'ADN (Baltimore, 1971). La
classification fournie par I'ICTV. Le virus de la grippe appartient a la famille des Orthomyxoviridae et a la classe V selon la
classification de Baltimore.

Enfin, les sous-types d’hémagglutunine A (HA) et neuraminidase (NA) serviront a nommer plus
précisément les virus (Lowen et al., 2017). Par exemple, le virus influenza de type A et de sous-type
H3N2 (notre modéle d’étude) possede I’HA de type 3 (il en existe 16) et la NA de type 2 (il en existe
9).
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I1l. Structure des virus influenza

Les virus influenza peuvent étre de forme sphérique ou filamenteuse. Les virus filamenteux
présentent le méme diameétre que les virus sphériques (~ 100 nm), cependant leur longueur peut
atteindre 30 um (Bruce et al., 2009). L’enveloppe virale consiste en une bicouche lipidique, acquise
au moment du bourgeonnement a partir de la membrane plasmique de la cellule héte. A la surface de
I’enveloppe virale sont enchassées deux glycoprotéines : I’hnémagglutinine (HA) et la neuraminidase
(NA). L’enveloppe et la membrane sont traversées de part en part par des protéines virales M2, qui
forment des canaux ioniques) (Rossman et Lamb, 2011). Comme mentionné précédemment, la
classification des différents sous-types de virus se fait en se basant sur la nature des deux
glycoprotéines de surface (HA et NA) (Lowen et al., 2017).

La Figure 3 schématise la structure du virus influenza.

La glycoprotéine HA est un homo-trimere inséré dans I’enveloppe virale par son extrémité C-

terminale tandis que son extrémité N-terminale est extracellulaire. La glycoprotéine HA permet
I’ancrage du virus a la membrane cellulaire en s’attachant aux acides sialiques de surface (récepteurs
cellulaires) et son internalisation dans la cellule héte.

La neuraminidase (NA) est un homo-tetramere inséré dans la membrane du virus par son extrémité

N-terminale tandis que son extrémité C-terminale est extracellulaire. La neuraminidase intervient en
fin de cycle, via son activité sialidase, pour éliminer I’acide sialique des sialyl-oligosaccharideq
libérant ainsi les nouveaux virions tout en évitant leur auto-agrégation (Watanabe et al. 2010, Samiji,
2009 ; Medina et Garcia-Sastre, 2011).

En dessous de la membrane, la protéine structurale majeure est la protéine de matrice M1. La

protéine M1 s’homo-oligomérise pour former une superstructure hélicoidale recouvrant I’intérieur de
I’enveloppe virale. La protéine M1 intervient dans la phase d’assemblage en se liant d’une part a la
partie cytoplasmique des glycoprotéines de surface HA et NA et, d’autre part, avec les
ribonucléoprotéines virales (RNPv) présentes dans le virion (Rossman et Lamb, 2011 ; Chlanda et
al., 2015 ; Zhao et al., 2017).

Le génome du virus influenza est fractionné en 8 segments indépendants d’ARN simple brin négatif,
codant dans leur ensemble 10 protéines essentielles, et pour des protéines accessoires en nombre
variable selon les virus.

Ainsi, le virion renferme en son sein le matériel génétique du virus présent sous forme de 8

ribonucléoprotéines virales (RNPv). Chagque RNPv est composée du génome viral, de la

nucléoprotéine (NP) et du complexe ARN-polymérase-ARN dépendante lui-méme constitué de 2
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enzymes basiques (appelées PB1 et PB2 (Polymerase Basic Proteins)) et d’une enzyme acide
(appelée PA (Polymerase acidic protein)).

La protéine NS1 est pléiotrope, en effet, elle permet de contrer la réponse interféron déclenchée par
I’infection dans la cellule hote et elle agit également pour contrdler d’autres aspects de la réplication
virale comme la réplication de I’ARN et la synthése des proteines virales (Lin et al., 2007 ; Hale et
al., 2008).

La protéine NS2, régule la transcription et la réplication virale (Robb et al., 2009) et assure
I’exportation, a partir du noyau, de la RNPv grace au signal NEP (nuclear export protein) qu’elle
porte (O’Neill et al., 1998 ; Shimisu et al., 2011).

La protéine PB1-F2 semble jouer un réle dans la pathogeénicité virale en augmentant I’activité de NF-

kB (Le Goffic et al., 2011) et montre une activité pro-apoptotique (Watanabe et al. 2010 ; Bouvier
et Palese, 2008).

Au sein de la ribonucléoprotéine virale (RNPv), la protéine NP est une protéine basique qui recouvre
I’ARN viral. La protéine NP est capable d’interagir avec plusieurs protéines de I’h6te et du virus.
Elle est essentielle pour assurer la réplication du genome viral, puisque quand elle est liée & I’ARN,
elle le maintient dans une conformation adéquate lui permettant d’étre transcrit par la polymérase et
empaqueté dans de nouveaux virions (Portela et Digard, 2002 ; Turrell et al., 2013). Mise a part sa
fonction structurelle, la protéine NP joue également un réle important dans I’importation (impliquant
I’importin o) de la RNPv a travers le signal NLS (nuclear localization signal) (Neumann et al.,
1997 ; Hu et al., 2017).

M1

Figure 3. Représentatio atique de la structure du virus influenza.
(ICTV, 9°™ rapport, 2011).
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(En haut) Les glycoprotéines enchassées dans la membrane de bicouches lipidique correspondent & I’hémagglutinine
trimérique (HA) qui est la plus abondante & la surface virale et la neuraminidase tetramérique (NA). L enveloppe virale
renferme également la protéine du canal ionique M2. Les composants internes correspondent a la protéine de la matrice
M1 et la ribonucléoprotéine virale (RNP) formée de segments d’ARN associés & la nucléoprotéine (NP), et les
polymérases PA, PB1 et PB2. La protéine NS2 (NEP) qui est également une protéine virale n’est pas représentée.

(En bas) Observation en microscopique électronique d’un virus influenza de forme sphérique A/Aichi/2/68 X-31 virion (&
gauche) et d’un virus influenza A filamenteux A/Udorn/72 virion (a droite).

IV. Cycle de réeplication des virus influenza

Le cycle réplicatif du virus influenza comporte 6 étapes principales : (1) Attachement du virus a la
cellule héte et entrée du virus, (2) fusion membrabaire, libération du génome et entrée du génome
dans le noyau, (3) Expression du génome et réplication des RNPv, (4) Transcription des ARNv en
ARNmM et traduction en protéines virales, (5) Exportation des RNPv a partir du noyau et (6)

Assemblage et bourgeonnement des nouveaux virions (Figure 4).

1. Attachement du virus a la cellule hote et entrée du virus

Les glycoprotéines HA, qui se présentent sous forme de spicules a la surface de la membrane virale,
sont treés importantes a ce stade puisqu’elles se lient aux acides sialiques exprimés a la surface de la
cellule héte. Le virus pénétre alors dans la cellule par endocytose (essentiellement médiée par des
molécules de clathrine) et se retrouve dans un endosome (Matlin et al., 1981). Il a également été
rapporté que les virus filamenteux pourraient entrer par micropinocytose (De Vries et al., 2011 ;
Rossman et al., 2011). Les facteurs de I’hdte Rab 5 et Rab 7 (Sieczkarsky et Whittaker, 2003) et
IFITM (interferon-inducible transmembrane protein) (Feeley et al., 2011) interviennent durant la

phase d’internalisation virale.

2. Libération et entrée dans le noyau des RNPv

Le canal ionique M2 présent dans I’enveloppe virale permet I’influx de protons de I’endosome vers
I’intérieur de la particule virale. Cette acidification de I’intérieur du virus aboutit & la dissociation
entre les protéines M1 et la RNPv (Bouvier et Palese, 2008).

Les membranes de I’endosome et du virus vont également fusionner pour former des pores de fusion
par lesquels les RNPv, préalablement dissociés des protéines de la matrice, seront libérées dans le
cytosol. Le processus est initié par un changement conformationnel qui aboutit a I’exposition d’un
peptide fusogene de la HA.

Enfin, les RNPv ainsi libérés dans le cytoplasme seront transportés vers le noyau par les facteurs
d’import nucléaire cellulaires, les importines a et  (Cros et al., 2005).
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3. Transcription et réplication du génome viral

La transcription et la réplication du génome viral se font dans le noyau et font intervenir le complexe
polymérase formé par les protéines virales PB1, PB2 et PA. La réplication du génome viral consiste
en la synthese d’ARN complémentaire simple brin positif (ARNCc) qui servira de matrice pour la
synthése de I’ARN génomique viral (ARNv) (Hu et al., 2017).

4. Traduction des protéines virales

L’ARN messager (ARNm) viral synthétisé est transporté vers le cytoplasme ou il sera traduit par la
machinerie cellulaire en protéines virales. Les ARNm viraux générés lors de I’infection grippale
présentent une terminaison 5’ en coiffe et une queue polyA a I’extrémité 3°. La traduction des
protéines virales fait intervenir les facteurs elF4F (eukaryotic initiation factor-4A) composé de trois
sous-unités (elF4A, elFAE et elF4G) qui interagit avec I’ARNmM assurant le recrutement des
ribosomes qui vont former le complexe 48S et ainsi initier la traduction de I’ARNm une fois le codon
d’initiation détecté (Yanguez et al., 2011). Le virus influenza, via la protéine non-structurale NS1,
bloque la traduction de I’ARNm cellulaire en altérant I’export des ARNm cellulaires du noyau vers le
cytoplasme (Walsh et al., 2013). La synthese des protéines virales se fait par le détournement de la
machinerie cellulaire, limitant ainsi la traduction des protéines de I’hdte en faveur des protéines
virales (Matsuoka et al., 2013).

5. Export des RNPv du noyau vers le cytoplasme

L’export nucléaire des RNPv nouvellement synthétisés nécessite I’intervention des protéines
NS2/NEP (lwatsuki-Horimoto et al., 2004), de la protéine M1 (Bui et al., 2000) et de I’exportin 1
de I’h6te (CRM1 ou Xpol) (Neumann et al., 2000). La partie C-terminale de la protéine M1 interagit
directement avec la RNPv, alors que la partie N-terminale se lie a NS2/NEP. Ainsi, la RNPv est
exportée du noyau vers le cytoplasme sous forme d’un complexe M1-NEP-CRM1 (Watanabe et al.,
2010 ; Hu et al., 2017).

6. Assemblage et bourgeonnement du virus

Suite a la synthese de son génome viral et des protéines qui lui sont indispensables, le virus entre
dans une phase d’assemblage et de bourgeonnement au niveau de la membrane plasmique de la
cellule hote. Le bourgeonnement au niveau des cellules épithéliales polarisées s’effectue au niveau de
la région apicale (Matsuoka et al., 2013). Ainsi, les protéines de surface du virus sont transportées et
insérées au niveau de la membrane plasmique de I’h6te. Deux modéles hypothétiques ont été

suggérés pour expliquer le processus d’assemblage et de bourgeonnement du virus :
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1. Le modele d’assemblage au hasard (random packaging model) (Nayak et al., 2009);
2. Le modele d’assemblage spécifique (specific packaging model). Selon ce modele, les
signaux portés par les segments viraux contrélent I’assemblage du virus (Gao et al.,
2012 ; Gerber et al., 2014).
La protéine M2 joue un role essentiel durant la formation des nouvelles particules virales. La protéine
M1 intervient en derniere phase pour le bourgeonnement de la particule virale. De plus, M1 et NP
interagissent avec les composants du cytosquelette de la cellule hote, tels que I’actine, stimulant ainsi
le transport des RNPv vers le site de bourgeonnement. La libération des nouvelles particules virales
par la cellule héte est finalisée par I’action de la NA qui va cliver le résidu de I’acide sialique
(Rossman et Lamb, 2011 ; Shim et al., 2017).
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Figure 4. Schéma récapitulatif du cycle de réplication du virus influenza

(Arias et al., 2009).
Cycle de réplication des virus grippaux A. Aprés endocytose, les complexes ribonucléoprotéiques viraux (RNPv) sont
libérés dans le cytoplasme et transportés ensuite vers le noyau ou la réplication et la transcription ont lieu. Les ARN
messagers sont exportés vers le cytoplasme pour étre traduits. Les protéines virales précoces nécessaires a la réplication et
a la transcription, sont renvoyées vers le noyau. Plus tard dans le cycle d'infection, les protéines M1 et NS2 facilitent
I'exportation nucléaire des RNPv nouvellement synthétisés. PB1-F2 s'associe aux mitochondries. L'assemblage et le
bourgeonnement des virions de la progéniture se produisent au niveau de la membrane plasmique.

V. Les facteurs de I’héte essentiels a la réplication virale

L’identification des facteurs essentiels a la réplication virale exprimés par I’héte fut le sujet d’étude
de plusieurs équipes scientifiques. Hao et al. (2008) ont utilisé la technique de I’ARN interférence
(ARNI) dans un modele de drosophile infectée par H;N; génétiqguement modifiée. Le criblage réalisé
sur une bibliotheque d’ ARNi dirigées contre 13,071 génes (90% des génes de la drosophile), a permis
de montrer qu’il y a 110 génes dont la déplétion chez la drosophile altére significativement
I’expression du gene rapporteur de I’ARN du virus influenza-like. Parmi les 110 genes, ils ont
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rapporte le role des protéines de I’hdte suivantes : ATP6VOD1 (ATPase), COX6AL (sous-unité de la
cytochrome ¢ oxydase), et NXF1 dans la réplication des virus Influenza HsN; et H;N;. Karlas et al.
2010 ont travaillé sur un systeme d’ARNi qui permet de cibler plus de 17000 genes humains dans la
lignée de cellules pulmonaire A549. En évaluant I’expression de la protéine virale ou du gene
rapporteur associé, ils ont pu identifier 287 genes intervenant dans le cycle viral, de I’internalisation
jusqu’au bourgeonnement. D’autres ont pu identifier une liste de génes dont la déplétion affecte
fortement [I’efficacité d’expression de la protéine HA et I’expression du géne rapporteur
respectivement (Brass et al., 2009 ; Konig et al., 2010 ; Shapira et al., 2009).
Parmi les facteurs de I’h6te qui interviennent dans I’internalisation du virus on peut citer :
- Les GTPases Rab5 et Rab7/ PKCbII qui contrdlent le fonctionnement précoce et tardif des
endosomes (Sieczkarski et Whittaker, 2003).
- La GTPase Rab10 qui contrdle le transport des endosomes (Watanabe et al., 2010).
- Les 4 sous-unités du complexe de transport vésiculaire Coatamer 1, qui permet la formation
de vésicules intermédiaires entre I’endosome précoce et tardif.
- Les sous-unités de la V-type ATPase, qui sont indispensables pour le transport de protons,
I’acidification du virion et la fusion des compartiments cellulaires (Stevens et  Forgac,
1997).
Parmi les facteurs qui interviennent dans le transport de la VRNP vers le noyau on peut citer chez
I’Homme la famille des importines a (i.e. NPI-1/ importin a5, Qipl/ importin a3, Rchl/ importin al).
Ces protéines interagissent et se lient & la nucléoprotéine NP pour réguler le transport de la VRNP et
la réplication virale. Enfin, les protéines du complexe du pore nucléaire, Nup98 et Nupl53,
interviennent dans I’import nucléaire de la VRNP (Hagiwara et al., 2010).

Les facteurs de I’héte qui favorisent la synthése de I’ARN viral sont :

- BAT1/ UAP56 ; ces deux protéines jouent un réle important dans I’export de I’ARNm
cellulaire du noyau. Cependant, dans un contexte d’infection par le virus de la grippe, ils
interagissent séparément avec la nucléoprotéine (NP) pour respectivement, assurer la liaison entre

I’ARN viral a NP et former un pont entre les ARNm et les facteurs d’export nucléaires (NXF1).

- Tat/SF1; qui stimulent la liaison entre NP et les différentes particules de la VRNP,

permettant ainsi d’initier I’action de I’ARN polymérase.
- Hsp90 interagit avec PB2 et stimule la synthése de I’ARNm viral.

- MCM (Minichromosome maintenance complex) permet de stabiliser le complexe
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d’élongation impliqué dans la réplication (Watanabe et al., 2010).

Cependant, une analyse comparative entre ces différentes études montre de faibles intersections entre
les groups de protéines de I’héte identifiées pour intervenir dans le cycle viral, ce qui pourrait
s’expliquer par des différences dans les contrdles positifs et négatifs, dans les souches virales, les
types cellulaires et les modeles animaux étudiées et dans les algorithmes d’analyse utilisé (Zhao et
al., 2017). Cependant quatres études (Watanabe et al., 2014 ; Tripathi et al., 2015 ; Wang et al.,
2017 ; et Heaton et al., 2016) ont montré I’implication de la protéine de transport TRAPPC
(transport protein particle complex) qui interagit avec la protéine virale M2 pour assurer son
transport vers la partie apicale de la membrane plasmique assurant ainsi la réplication virale (Zhu et
al., 2017). Ainsi, afin de parvenir a identifier les protéines de I’h6te jouant un réle important dans la
réplication virale, a des fins thérapeutiques, une analyse comparative des différentes études menées

sur I’interaction héte-pathogene s’avere essentielle, compte-tenu des différents modéles et des outils

utilisés.
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Figure 5. Les facteurs de I’héte intervenants dans la réplication du virus de la grippe, schéma
proposé par Watanabe et al., 2014.

Le virus de la grippe est internalisé par endocytose et le cycle viral se déroule comme décrit précédemment dans la Figure 4. Les
rectangles orange indiquent les étapes de la réplication virale, les rectangles gris indiquent les étapes pour lesquelles I’héte joue un rdle
dans le cycle viral. Les cercles orange, correspondent aux facteurs de I’hdte intervenant dans les étapes précoces du cycle viral, les
cercles bleu-foncés interviennent dans la réplication du génome viral et sa transcription, les cercles rouges interviennent dans
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I’assemblage des composantes virale, les cercles vert-foncés favorisent I’incorporation de la VRNP dans les virions.

VI. Reéponse de I’hote a I’infection virale
1. Reconnaissance du virus par les récepteurs de I’immunité innée

L’infection virale des cellules hétes est susceptible d’initier une cascade de signalisation pour limiter
la réplication virale et prévenir la propagation de I’infection a travers I’expression et la synthese de
protéines antivirales. Les cellules épithéliales qui tapissent le tractus respiratoire constituent la
premiere cible du virus influenza et ainsi le site d’initiation de la réponse immune antivirale suite a la
détection du virus. La premiére ligne de défense antivirale correspond au systéeme de I’'immunité
innée qui est rapide mais qui manque de spécificité et qui correspond a la barriere physique (i.e.
mucus, collectines) et aux cellules de I’'immunité innée (Holt et al., 2008).

La reconnaissance des antigenes du virus influenza ou encore les PAMPs (Pathogen Associated
Molecular Pattern), se fait essentiellement par les macrophages et les cellules dendritiques a travers
les PRRs (Pattern Recognition Receptors) qui peuvent étre de trois types différents : les TLRs (Toll
Like Receptors), les NLRs (Nod Like Receptors) et les RLRs (Rig Like Receptor).

Plusieurs TLRs sont identifiés selon les motifs qu’ils reconnaissent et selon leur localisation au
niveau cellulaire. L’infection par le virus de la grippe implique les TLR3 et TLR7/8 qui
reconnaissent I’ARN viral au niveau de I’endosome, activent les voies de signalisation TRIF et Myd
88 respectivement, qui activent NF-kB, IRF 3 et 7 aboutissant a I’induction de la réponse antivirale et
a la sécrétion de cytokines (Kawai et Akira, 2011). L’implication du TLR3 dans la réponse
antivirale est controversée. En effet, alors que Le Goffic et al. (2006) ont montré une survie
améliorée chez des souris TLR3(-/-) comparées aux souris contrdles infectées par le virus de la grippe
(Le Goffic et al., 2006), d’autres ont montré que I’activation des TLR3 par I’IL-24 est associée & une
diminution de la charge virale (Weiss et al., 2015). Une étude menée sur des patients atteints par le
virus de la grippe (A/H3N2 ou A/H;N;pdm09) montre une augmentation de I’expression des
TLR3/7/8/9 et de la sécrétion des cytokines inflammatoires (IL-6, sTNFR-1, CCL2/MCP-1;
CXCL10/IP-10, IFN-y) comparé a des contréles sains (Lee et al., 2013 ; Takeuchi et Akira, 2009 ;
Pulendran et Maddur, 2015).

Les TLRs cooperent avec d’autres PRRs tels que les RLRs comprenant RIG-1 (retinoic acid-
inducible gene I) et MDA-5 (melanoma differentiation-associated protein-5) qui sont impliqués dans
la reconnaissance de I’ARN double brin et I’induction de la réponse interféron de type | (Kato et al.,
2006 ; Akiraet al., 2006 ; Ichinohe, 2010). Cependant, dans le contexte d’infection par le virus de la
grippe, RIG-1 reconnait I’ARN simple brin viral a travers son extrémité 5’-phosphate (Pichlmail et
al., 2006 ; Reikine et al., 2014). L’infection par le virus influenza augmente I’expression du RLR
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AIM2 (absent in melanoma 2). Cette augmentation est associée a une stimulation de I’activité de la
caspase-1 et la libération de la cytokine IL-1 B. Chez des souris AIM2(-/-) infectées par le virus
influenza, I’expression de la caspase-1 et de I’IL-1B n’est pas affectée, la charge virale est
comparable a celle des souris contrbles infectées, cependant, la survie est améliorée (Zhang et al.,
2017). Ces résultats montrent que I’inflammasome AIM2 pourrait servir de cible thérapeutique pour
améliorer la survie sans altérer la réponse immune (Chen et Ichinohe, 2015).
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Figure 6. Les trois classes de de PRRs impliqués dans la reconnaissance des I’ARN viral

(Takeuchi et Akira, 2009).

Les ARNsb sont reconnu par les TLR7 au niveau des cellules dendritiques, cependant, I’ARNdb est reconnu par les TLR3. TLR7 et
TLR3 activent une cascade de signalisation a travers MyD88 and TRIF, respectivement. RIG-1 et MDAS activent une autre protéine,
IPS-1. TRIF et IPS-1 sont capables de phosphoryler IRF-3 et IRF-7 par TBK1/IKK/i. La voie de signalisation dépendante de MyD88
active IRF-7. IRF-3 et IRF-7 une foie phosphorylées activent I’expression des genes IFN de type I. TLRs et RLRs induisent la
translocation de NF-«xB qui & son tour induit I’expression des génes cytokiniques. Parmi les protéines NLRs, NALP3 (NLRP3), détecte
I’ARNdDb et induit I’activité catalytique de la caspase-1 essentielle pour le clivage du pro-1L-1f en IL-1p.

Dans un contexte d’infection par le virus de la grippe, les NLRs déclenchent la réponse
inflammatoire a travers I’activation de I’inflammasome NLRP3 qui aboutit a la maturation des pro-
IL-1B et pro-IL-18 en respectivement IL-1p et IL-18 a travers le clivage assuré par la caspase-1
(Tripathi et al., 2015 ; Takeuchi et Akira, 2010 ; Ichinohe et al., 2010). La réponse antivirale
dépendant de I’inflammasome NLRP3 intervient dans la régulation de la réponse immune et dans la
réparation tissulaire dans le poumon infecté (Kuriakose et Kanneganti, 2017). En effet, les souris
NLRP3(-/-) présentent un défaut dans I’activation des lymphocytes TCD4+ et TCD8+ spécifiques du
virus (Ichinohe et al., 2010). La reconnaissance de la protéine virale PB1-F2 se fait via
I’inflammasome NLRX1 (Allen et al., 2011). Jaworska et al. (2014) ont montré que NLRX1 agit
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pour protéger les macrophages de I’apoptose induite par la protéine PB1-F2 préservant ainsi la
réponse antivirale (Jaworska et al., 2014). Chez des souris Cryopyrin (-/-) ou caspase (-/-) une
nécrose épithéliale précoce et une mortalité augmentée ont été observées, associées a un recrutement
réduit de neutrophiles et de monocytes au niveau du site de I’infection ainsi qu’une diminution de la
production des cytokines et des chimiokines habituellement détectée chez des souris infectées par le
virus influenza A. Cependant, I’inactivation de la voie de I’inflammasome NLRP3 dans ce modele ne
semble pas avoir un effet ni sur la charge virale ni sur la réponse immune adaptative (Thomas et al.,
2009).
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Figure 7. Induction de la réponse interféron par le virus de la grippe
(Villalon-Letelier et al., 2017).

Suite a I’infection de sa cellule héte, les virions dans les endosomes exposent leur ARN aux TLR (3/7/8). La réplication virale produit
des ARN viraux triphosphorylés et des ARNdb qui sont reconnu par RIG-I. La signalisation du TLR via la voie TRIF (TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-g) ou Myd88 (myeloid differentiation factor) et la signalisation RIG-I via MAVS
(mitochondrial antiviral signaling) déclenchent une cascade de transduction qui résulte en I’activation des IRF3/7 (IFN regulatory
factor) et des facteurs NF-xB qui transloquent dans le noyau pour induire la synthése des ARNm de I’IFN de type I. L’interféron de
type | secrété fait sa signalisation a travers les récepteur IFNAR (IFN-a/f receptor complex) via I’activation des kinases intracellulaire
Jak1 et Tyk2, qui phosphoryle les facteurs de transcription STAT et IRF-9, forment I’ISGF3 ( interferon-stimulated gene factor 3) qui
transloque dans le noyau activant la transcription des ISGs. Dans les cellules infectées par le virus de la grippe, la protéine non-
structurale NS1 séquestre les ARNdb pour contrer I’activation de RIG-1 et inhiber la transcription, le modulation post-
transcriptionnelles et I’export nucléaire de I’ARNm. NS1 se lie 8 TRIM25 et inhibe I’ubiquitination essentielle de RIG-I. Les protéines
virales PB1-F2 et PB2 inhibent la fonction de MAVS au niveau de la mitochondrie.
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2. Immunité innée

La réponse immune innée développée face a I’infection grippale est essentielle pour controler
rapidement la prolifération virale. L’infection par le virus influenza induit la sécrétion des
chimiokines CCL5/Rantes, CCL2/MCP-1 ; et CXCLS8/IL-8 et les cytokines antivirales IFN-a-p-y. La
sécrétion de CCL2 par les cellules épithéliales est associée a un recrutement des macrophages et des
monocytes au le site de I’infection (Herold et al., 2006). Les macrophages alvéolaires ainsi recrutés
et activés sécretent majoritairement les cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-6 (Van Riel et al.,
2011) et limitent la charge virale en phagocytant les cellules apoptotiques (Hashimoto et al., 2007) et
les particules virales opsonisées (Huber et al., 2001). Malgré leur réle important dans la clairance
virale, I’activation des macrophages est associée a la production de NOS2 (Nitric Oxide synthase 2)
qui contribue a la sévérité de I’infection. En effet, les souris NOS2 (-/-) sont moins susceptibles a
I’infection par le virus influenza (Jayasekera et al., 2006). D’autres facteurs interviennent également
dans la sévérité de I’infection par le virus influenza, tels que le récepteur CD200, qui est un
régulateur négatif de I’inflammation. Les souris déficientes en CD200R montrent une inflammation
plus importante, une susceptibilité augmentée a I’infection et un retard dans la résolution de

I’inflammation (Snelgrove et al., 2008).

Les neutrophiles jouent un role important dans le contréle de la charge virale durant les phases
précoces et tardives de I’infection (Tate et al., 2008). En effet, plusieurs études rapportent un role
important des neutrophiles au cours de I’infection virale a travers une mortalité et une charge virale
augmentée chez les souris déplétées en neutrophiles (Tumpey et al., 2005 ). L’infection par le virus
influenza semble également altérer la fonction des neutrophiles qui produisent une quantité moindre
de G-CSF (granulocyte-colony-stimulating factor) qui se traduit par une altération de la phagocytose
des bactéries dans un modeéle de coinfection IAV/Sp (Ishikawa et al., 2016 ; Pulendran et Maddur,
2015).

Les cellules NK (natural killer) sont les lymphocytes cytotoxiques de I’immunité innée. Elles sont
capables de |lyser les cellules infectées indépendamment du CMH-I (Complexe majeur
d’histocompatibilité de classe 1). En effet, les récepteurs NKp44 et NKp46 sont capables de se lier a
I’HA exprimée a la surface des cellules infectées par le virus influenza et de les lyser (Mendelson et
al., 2010). Des souris déficiente en NCR1 (équivalent du NKp46) montrent une mortalité et une
morbidité augmentée comparativement aux souris contréles (Gazit et al., 2006). Les cellules NK via

leur récepteur CD16 (FcyRIII) reconnaissent la partie Fc des anticorps fixés a la surface des cellules
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infectées et induisent leur lyse selon un processus appelé ADCC (antibody-dependent cell
cytotoxicity) (Hashimoto et al., 1983).

La réponse immune contre le virus de la grippe implique également les cellules dendritiques (DC) qui
jouent le rdle de cellules présentatrices d’antigénes servant ainsi de lien entre I’immunité innée et
I’immunité adaptative. L’initiation de la réponse adaptative se fait suite a la présentation des
antigénes viraux aux cellules T et B naives (McGill et al., 2009). Suite a I’infection virale, les

cellules dendritiques entrent en contact avec I’antigéne de deux manieres différentes :

a. Le virus infecte directement les cellules dendritiques, les protéines virales seront ainsi
dégradées par le protéasome en peptides qui seront transportés au réticulum endoplasmique
ou ils seront associés a des molécules CMH de classe 1, transportés a travers I’appareil de
Golgi vers la membrane cellulaire ol ils seront reconnus par les TCD8" cytotoxiques
(Banchereau et Steinman, 1998).

b. Les cellules dendritiques acquiérent les antigenes viraux a travers la phagocytose des
particules virales ou des cellules épithéliales apoptotiques, elles dégradent ainsi les protéines
en peptides qu’elles associent au CMH de classe 1l reconnu par les cellules TCD4" helper
(Mori et al., 1995).

Les TCD4" helper assurent ainsi la prolifération et la maturation des lymphocytes B en plasmocytes
producteurs d’anticorps (Van de Sandt et al., 2012).

3. Immunité adaptative

Suite a la premiere réponse immune innée, se met en place une réponse adaptative, qui répond de
maniére plus spécifique et plus efficace aux infections induites par le méme type de pathogene. La
réponse immune adaptative correspond a une réponse humorale, a travers les anticorps spécifiques du
virus, et une réponse cellulaire, via les cellules TCD4" et TCD8". Une primo-infection par le virus de
la grippe est associée a I’acquisition d’anticorps spécifiques du virus produit par les plasmocytes
(Waffarn et al., 2011). Le taux d’anticorps dirigés contre I’HA et la NA sont corrélés au degré de
protection. En effet, en se liant a I’HA, I’anticorps empéche I’attachement du virus a la surface des
cellules cibles, limitant ainsi la réplication virale (Yu et al., 2008). La protection générée par ces
anticorps n’est pas efficace contre les virus d’autres sous-types générés par des mutations ou un
réassortiment génétique, cependant, une fois acquise, cette immunisation peut-étre de longue durée,
en particulier vis-a-vis du premier virus influenza contracté. Ceci est mis en évidence lors de la

pandémie de 2009 causée par un sous-type du virus HiNj, ou les personnes agées étaient les plus

33



protégées, de part le fait qu’ils possedent les anticorpsissus de leur exposition a un virus HIN1 dans
leur jeune age (virus HIN1 circulant de 1918 a 1957) capables de reconnaitre les antigéne du virus
H1IN1 de 2009 (Hancock et al., 2009 ; Ikonen et al., 2010). Les nouveaux nés peuvent également
étre protégés des infections par le virus influenza si leurs méres possédent les anticorps spécifiques
au sous-type viral en question a travers la vaccination ou une infection spontanée (Zuccotti et al.,
2010 ; Steinhoff et al., 2010).

La réponse immune induite suite a I’infection par le virus influenza implique les cellules TCD4" et
TCDS8" qui régulent la réponse immune et participent a la clairance virale. Les cellules TCD8+ naives
sont activées par les cellules dendritiques via le CMH-I au niveau des ganglions lymphatiques et
maturées en lymphocytes T cytotoxiques (LTc). Les LTc sont ainsi recrutés au site de I’infection
pour participer & I’élimination du virus (Nakanishi et al., 2009) et pour exercer leur activité lytique
en sécrétant perforine et granzyme, induisant ainsi I’apoptose des cellules infectées (Topham et al.,
1997). Les granzymes stimulent également la sécrétion de cytokines pro-inflamatoires (IL-6, IL-1p et
TNF-0) a partir des monocytes par une voie caspase-1 dépendante (Metkar et al., 2008). Suite a
I’infection, des cellules TCD8" mémoires sont formées pour donner une réponse plus rapide et plus
efficace lors des infections suivantes (Lalvani, 1997). Les cellules TCD4" sont activées suite a la
reconnaissance de I’antigéne viral associé au CMH de classe Il, et selon I’environnement
cytokinique, elles se différencient en T CD4" helper 1 (Thl) ou T CD4" helper 2 Th2 qui se
distinguent par leur profil sécrétoire (Zhu et Paul, 2010). Les cellules Th2 produisent les cytokines
IL-4, IL-5 et IL-13 et participent a la maturation des lymphocytes B et ainsi a la production
d’anticorps (Eichelberger et al., 1991). Les Thl produisent essentiellement de I’IL-2 et de I’IFN-y,
qui stimulent la réponse Tc (Mosmann et al., 1986). Les TCD4" résidants dans le poumon jouent un
role trés important de protection contre les infections récurrentes. En plus des TCD4" et des TCDS8",
les Treg (LT régulateurs, FOXP3+) controlent la réponse immune en agissant sur les cellules TCD4"
et les Tc pour prévenir les pathologies immunes des tissus infectés (Ledn et al., 2014). En effet, les
Treg produisent précocement au cours de I’infection par le virus influenza de I’amphiréguline,
facteur de réparation tissulaire, par une voie IL-18 et 1L-33 dépendante (Arpaia et al., 2015). Les
lymphocytes T helper 17 (Th17) stimulent I’activité des cellules Thl et Th2 via la sécrétion d’IL-6
(Campbell et Koch, 2011). Les cellules Th17 jouent un r6le important dans la clairance bactérienne
(Staphylococcus aureus), et I’infection par le virus influenza induit une suppression de la réponse

Th17, favorisant ainsi la surinfection bactérienne (Kudva et al., 2011).
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Figure 8 Induction de I’'immunité humorale et cellulaires (Van de Sandt et al., 2012)

L'induction des réponses immunitaires suite & une primo-infection par le virus grippal A est indiquée par des fléches
pleines. L'activation plus rapide de populations de cellules mémoire spécifiques d'un virus lors d'une rencontre secondaire
avec un virus de la grippe A est indiquée par des fleches en pointillés.

VII. Conséquences de I’infection par le virus influenza sur I’hote

En piratant la machinerie cellulaire, I’infection par le virus de la grippe ne demeure pas sans
conséquences sur la fonction cellulaire globale. En effet, la réplication virale induit des modifications
au niveau des différents compartiments de la cellule hote, en particulier au niveau de la mitochondrie,
qui correspond au site énergétique de la cellule, au niveau nucléaire, pour assurer la transcription du
génome viral et la synthese des ARNm et au niveau cytoplasmique, site de traduction et de

maturation des protéines.

1. Influenza et mitochondrie

Les mitochondries sont présentes dans le cytosol des cellules eucaryotes. Elles constituent le foyer de
la synthése de I’énergie, en fournissant la cellule en ATP (Adénosine tri-phosphate). La mitochondrie
est composée d’une membrane externe, une membrane interne, un espace inter-membranaire et une
matrice. L’énergie est produite suite au transfert passif des ions hydrogéne H* de I’espace inter-
membranaire vers la matrice a travers la membrane interne dans le sens du gradient. Ce transfert
s’effectue via I’ATP synthase, qui est une enzyme composée de deux parties; une partie polaire
enchéssée dans la membrane mitochondriale interne et une partie globulaire en contact avec la

matrice (Chan, 2006). L’ ATP synthase assure le rdle de synthése de I’ Adénosine triphosphate (ATP)
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a partir du gradient électrochimique de protons (ADP + Pi — ATP); appelée aussi phosphorylation
oxydative (OXPHOS) (El-Bacha et Da Poian, 2013).

La mitochondrie participe a la défense immune cellulaire contre les virus a ARN. L’ immunité innée
qui fait intervenir la mitochondrie est régulée par les molécules de signalisation qui sont recrutées au
niveau de la membrane mitochondriale et dépend du potentiel mitochondrial de la membrane interne.
Les MAVS (Mitochondrial Associated Viral sensors) sont des protéines de signalisation activées par
les senseurs d’ARN viral, RIG-1 et MDA-5 (Kato et al., 2006 ; Akira et al., 2006) . Ceci permet
d’activer des voies de régulation du facteur de transcription NF-xkB et des IRFs. La production de
I’oxyde nitrique (NO) induit une diminution de la production d’ATP par la mitochondrie des cellules
dendritiques et des macrophages stimulés par du LPS ou d’autres molécules associées aux
pathogénes (Mills et al., 2017).

L’initiation des dommages au niveau de la mitochondrie ainsi que I’apoptose sont les principales
atteintes induites par le virus de la grippe. Les mitochondries peuvent étre facilement endommagées
induisant des conséquences sur la fonction cellulaire. Ce qui est connu a I’heure actuelle, est que les
conditions pathologiques qui provoquent une altération de la perméabilité de la membrane
mitochondriale affectent la phosphorylation oxydative et la synthese de I’ATP mitochondrial. Ainsi,
comme proposé par Chance et William (1965) I’état respiratoire et le ratio du contréle respiratoire
mesuré sur des cellules intactes ou perméabilisées est utile pour I’évaluation de la fonction
mitochondriale dans différentes pathologies, notamment les infections virales. Toutes ces mesures
permettent d’évaluer la phosphorylation, le systeme de transport d’électrons, I’activité des complexes
respiratoires, I’efficacité de couplage permettant de mettre en relief I’effet de I’infection virale sur la
fonction mitochondriale.

La protéine PB1-F2 du virus Influenza est adressée a la mitochondrie, transloque via le canal Tom40
vers la membrane mitochondriale interne, ou elle interagit avec la protéine VDACL1 (au niveau de la
membrane externe, Voltage dependent Anionic Channel) et ANT3 (au niveau de la membrane
interne, Adenine nucleotide translocase) (Bruns et al., 2007), aboutissant a la diminution du potentiel
membranaire mitochondrial et ainsi la libération de protéines pro-apoptotiques induisant la mort
cellulaire (Zamarin et al., 2005). D’autres travaux suggerent que PB1-F2 et M2, forment des pores
au niveau de la membrane mitochondriale, aboutissant a I’altération de la morphologie
mitochondriale, a la dissipation du potentiel mitochondrial membranaire et a la mort cellulaire
(Henkel et al., 2010 ; Yoshizumi et al., 2014 ; Ohman et al., 2009 ; Anand et Tikoo, 2013).
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2. Influenza et réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est le compartiment cytoplasmique ou se déroulent la synthése (par
association aux ribosomes) et les remaniements des protéines sécrétoires. Dans cet organite se
déroulent plusieurs modifications post-traductionnelles importantes pour assurer un fonctionnement
adéquat des protéines. Le RE est le site majeur de stockage du calcium intracellulaire et contribue
également a la biosynthese des lipides (cholestérol chez les animaux). Il contient un nombre de
protéines chaperonnes et des enzymes de repliement (foldases) qui catalysent les remaniements des
protéines nouvellement synthétisées, participent a la formation des ponts disulfures, contrélent les
modifications post-traductionnelles et assurent le contréle-qualité des protéines en vue de maintenir
I’homéostasie subcellulaire (Simon et Blobel, 1991). Les stress biotiques ou abiotiques activent les
molécules chaperonnes et les enzymes de remaniement. En vue de maintenir la capacité de
remaniements proteiques dans le RE, I’atténuation relative de la traduction protéique et I’activation
du contréle-qualité dans le RE s’avere essentielle. Une fois le contrble-qualité validé, les protéines
proprement remaniées sont delivrées aux différents organites, a la surface cellulaire et dans I’espace
extracellulaire. Une altération de la fonction du RE induit la réponse de non-remaniement protéique
(UPR, Unfolded protein Response) pour réduire la surcharge en protéines non remaniées. Cependant,
si la fonction du RE est profondément altérée, la voie de I’apoptose est activée (Schwarz et Blower,
2016).

Le virus de la grippe est connu pour induire un état de stress au niveau du RE, une apoptose et une
production de TGF-B dans différents types cellulaires (Shultz-Cherry et Hinshaw, 1996). Les
protéines virales utilisent les protéines chaperonnes cellulaires telles que la protéine du RE ERp57
(endoplasmic reticulum protein 57) pour le repliement des protéines. L’augmentation de la
production protéique induit une réponse UPR (Zhang et Wang, 2012) et active ainsi des facteurs de
transcription impliqués dans le stress du RE, tel que ATF6 (Activating Transcription Factor-6) et X-
box Binding protein (Hassane et al., 2012). Ces facteurs de transcription augmentent I’expression de
la protéine chaperonne et des enzymes anti-oxydantes pour faire face au stress induit par la synthése
protéique. Quand I’'UPR devient trop important, la protéine homologue C/EBP (CHOP, C/EBP
homologous protein), qui est un inducteur de mort cellulaire, s’active (Roberson et al., 2012).

3. Influenza et métabolisme cellulaire

Comme toute réponse induite par I’organisme, I’infection mobilise les ressources de I’héte pour
assurer sa défense. Dans les conditions de croissance normale, les cellules de mammifeéres utilisent

essentiellement le glucose pour assurer I’OXPHOS dans la mitochondrie. Le glucose ainsi métabolisé
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en pyruvate en plusieurs étapes, passe vers la mitochondrie, ou il intégre le cycle de Krebs. Dans des
conditions d’anaérobie, le glucose est utilisé en premier lieu pour la glycolyse ou il est métabolisé en
pyruvate puis convertit en lactate pour étre par la suite pompé en dehors de la cellule. Dans les
cellules cancéreuses, le glucose est utilisé en premier lieu pour la production d’acide lactique méme
dans un milieu riche en oxygene, ce processus est appelé la glycolyse anaérobie ou le « effet
Warburg » (Liberti et Locasale, 2016).

Plusieurs virus semblent affecter la glycolyse dans leur cellule hote : La propagation du poliovirus
dans les cellules HelL a est inhibée dans un milieu pauvre en glucose (Eagle et Habel, 1956), le HSV-
1 est capable de pénétrer dans ses cellules cibles dans un milieu pauvre en glucose mais ne produit
pas de nouveaux virions, idem pour les pseudorabies (Ludwig et Rott, 1975). L’administration de
concentrations élevée de glucose induit une augmentation de la charge virale. Dans le méme sens, un
traitement par des inhibiteurs glycolitiques réduit significativement la production virale, qui se
rétablit par I’ajout d’ATP extracellulaire suggérant qu’une altération du métabolisme de glucose
pourrait étre ciblée comme approches thérapeutiques contre I’infection grippale (Kohio et Adamson,
2013).

L infection par le virus de la grippe est associée a une augmentation de I’absorption du glucose. 1l a
été rapporté en 1961 que le virus Influenza A, dans un modele d’infection d’embryon de poulet,
augmentait I’absorption du glucose, la glycolyse et la production d’acide lactique a partir de 3h apres
I’infection (Klemperer, 1961). Une étude plus récente (Ritter et al., 2010) a montré que le virus
IAV H;N; induisait I’absorption du glucose, I’activité glycolytiques des enzymes ainsi que la
production de I’acide lactique entre 8 et 12h apres I’infection. Comme la réplication virale avait lieu,
ils en concluaient que I’'augmentation de la glycolyse coincidait avec I’apoptose. Cependant, il n’est
pas encore clair si c’est I’apoptose qui induit une augmentation de la glycolyse ou si c’est I’inverse
(Sanchez et Lagunoff, 2015). L’infection par le virus de la grippe semble avoir un effet sur le
métabolisme cellulaire en augmentant de 20% I’activité d’enzymes clés dans la production du
NADPH et de I’acétyl-CoA, précurseurs essentiels pour la biosynthese des lipides et du cholestérol
essentiel a la fabrication des enveloppes virales. Le dysfonctionnement cellulaire induit par
I’infection virale, présente un impact direct sur le métabolisme cellulaire. Des différences
significatives de I’activité enzymatique de 9 enzymes ont été rapportées entre les cellules infectées et
non-infectées : Glucose-6-phosphate déshydrogénase, 6-phosphogluconate déshydrogénase de la voie
des pentoses phosphates, la glutaminase, I’enzyme malique de la voie de la glutaminolyse, PC, la
citrate synthase, la NADH du cycle de I’acide citrique et la ligase acétate-CoA. Ceci suggere une
augmentation de I’activité métabolique au cours de la réplication virale précoce (Janke et al., 2011).
Une étude clinigue menée par Smallwood et al. (2017) montre que I’absorption du glucose était plus
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importante chez les patients infectés par le virus influenza et que les voies métaboliques les plus
affectées sont le cycle de krebs, la glycolyse et la phosphorylation oxydative (Smallwood et al.,
2017).
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B. Infection respiratoire d’origine bactérienne : Exemple de
I’infection par Streptococcus pneumoniae

L’infection par le streptocoque demeure, mondialement, I’une des causes principales de pneumonies
et de méningites chez I’enfant et I’adulte. Tous les isolats correspondent a des souches encapsulées,
et, a I’heure actuelle, 91 sérotypes différents ont été identifies. Les streptocoques sont des bactéries
commensales dont la présence est bénéfique dans certaines conditions, puisqu’elles inhibent la

croissance et le développement d’agents pathogenes (Kadioglu et al., 2008).

I. Généralités sur I’infection par Streptococcus pneumoniae
1. Epidémiologie

L’infection par S. pneumoniae est responsable chez I’humain du développement d’infections sévéres,
notamment chez les enfants. La mortalité induite par I’infection a S. pneumoniae a été estimée dans
les années 1990 a 1,8 millions d’enfants agés de moins de 5 ans (Van der Poll et Opal, 2009
(revue)). L’avancée médicale la plus importante a été le développement d’un vaccin heptavalent
conjugué (7vPCV, Prevenar 7, Wyeth Pharmaceuticals), enregistré dans 70 pays et commercialisé en
France depuis 2001 dans le cadre d’une procédure européeenne centralisée. En effet, depuis
I’introduction de ce vaccin, I’incidence de I’infection et la mortalité induite ont été considérablement
réduites : de 55% en 2004 a moins de 20% a partir de 2005 (Mehr et Hood, 2012).

2. Transmission

Streptococcus pneumoniae, également appelé pneumocoque, est une bactérie commensale du
nasopharynx hautement adaptée a son milieu avec d’autres bactéries encapsulées telles que
Haemophilus influenza and Moraxella catarrhalis. Cependant, ces bactéries peuvent parfois causer
des maladies séveres, voire mortelles, lorsque les conditions de I’hdte et de la bactérie permettent
I’invasion de sites tels que I’oreille moyenne, les poumons, la circulation sanguine ou les méninges
(Khan et al., 2017).

La transmission de I’infection se fait par contact avec des sécrétions respiratoires : par projection de
gouttelettes transportées dans I’air, contact direct ou indirect. Les enfants de moins de 5 ans sont la
source majeure de contamination de I’adulte. En effet, ils sont plus porteurs du streptocoque (40-
60%) que les enfants plus agés (12%), les adolescents (6-10%) et les adultes (3-4%) (Cardozo et al.,
2008). Les taux les plus élevés de colonisation (>50%) ont été rapportés dans des situations de

surpeuplement (essentiellement les moyens de transport en commun et les créches), en hiver, a la
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suite d’une infection virale récente (notamment par le virus influenza), chez une mére porteuse de
I’infection et en cas tabagisme passif. La prise d’antibiotiques préalable ne semble pas affecter le
taux de colonisation, mais augmenterait plutét le taux de portage de bactéries multi-résistantes, en
particulier aux antibiotiques B-lactamines. La colonisation du nasopharynx par la bactérie lui assure
un échange génétique, une potentielle acquisition de virulence et le développement de la résistance
aux antibiotiques (Sulikowska et al., 2004).

Il. Classification

Les bactéries sont des organismes unicellulaires procaryotes de structure relativement simple.

La majorité des bactéries peuvent étre classées en se basant sur leur structure (ronde, en tige ou
spirale) et sur la composition de leurs parois. En 1874, le chirurgien autrichien Théodore Billroth
utilise pour la premiere fois le terme Streptococcus pour identifier des bactéries présentant des
chaines de cocci. La bactérie sera isolée par Louis Pasteur en 1881 et ce n’est que dans les années
1990, suite a I’isolement d’un grand nombre de souches résistantes a la pénicilline (Fenoll et al.,
1998), que I’'importance des bactéries gram-positive a chainettes a été relevée. Le terme
Streptococcus a été utilisé par Rosenbash en 1884 dans le sens générique du terme pour identifier les
bactéries isolées de lésions suppuratives chez I’homme (S. pyrogene).

Par la suite, la classification numérique établie par Bridge et Sneath en 1983 a permis la division du
genre Streptococcus en pyogenic, parapyogenic, pneumococci, thermophilic, viridans, paraviridans,
enterococcal et lactic en se basant sur leurs caractéristiques physicochimiques respectives.

Plus récemment, une identification basée sur la structure de la paroi bactérienne, I’analyse chimique
des lipides, I’appariement des bases ADN-ADN, I’hybridation ADN-ARNTr et la classification de
I’ARNTr 16S a abouti & des changements notables dans la classification. Cette nouvelle classification
du genre Streptococcus est ainsi détaillée dans le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
(Hardie et Wiley, 1997).

I11. Structure de la bactérie

Le pneumocoque a été identifié il y a plus de 130 ans. Il s’agit d’une bactérie a paroi Gram-positif
(Gram®), alpha-hémolytique, soluble dans la bile et généralement encapsulée. La capsule est alors de
forme ovale, de 1-2 micrométre de diametre, typiquement en paires mais parfois isolée ou organisée

en chainettes. La croissance des colonies a pneumocoque est centrale sur gélose de sang, les colonies
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formées sont circulaires, et acquierent généralement une capsule aprés le premier isolement (Figure
9).

Les pneumocoques sont des bactéries catalase négatives, facultativement anaérobies, mais qui
peuvent également croitre en condition aérobie (Hardie et Wiley, 1997), notamment en milieu
solide. Dans des conditions aérobies, la bactérie en utilisant 1’0, et par I’action de I’oxydase
pyruvate, est capable de produire du peroxyde d’hydrogene. Le peroxyde d’hydrogéne est toxique
pour la culture des cellules épithéliales alvéolaires, pour les bactéries du nasopharynx, en particulier
Haemophilus influenzae, mais il est également capable de détruire la paroi du pneumocoque ; ainsi le
pneumocoque est capable de s’autodétruire (Pericone et al., 2000).

Le génome du streptocoque D39, le plus couramment étudié, correspond a un seul chromosome
circulaire composé d’environ 2 millions de paires de bases, dont 39,7% GC, codant pour 1914
protéines et 73 ARNSs. La résistance aux antibiotiques de S. pneumoniae est croissante en raison des
transformations bactériennes continues résultant d’échanges de matériel génétique (Kaijalainen,
2006).

Figure 9. Morphologie et structure de la bactérie S. pneumoniae (Kadioglu et al., 2008).

(A) Morphologie des colonies de S. pneumoniae en culture sur une gélose sang. Les colonies sont circulaires, luisantes,
incrustées a la surface de la gélose et entourées par un halo d’hémolyse, (B) Forme des cocci de S. pneumoniae en paires
ou chainettes obtenues apreés culture dans un milieu liquide, (C) Visualisation en microscopie électronique & transmission
des cocci de S. pneumoniae.
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I\V. Les facteurs de virulence

Les facteurs de virulence bactérienne font partie des MAMPs (Microbe-Associated Molecular
Patterns), et sont reconnus par les senseurs cellulaires comme des signaux de danger. Les facteurs de
virulence de S. pneumoniae sont nombreux mais les plus étudiés sont les polysaccharides capsulaires

et la protéine pneumococcique pneumolysine (Rubins et al., 1993).

1. Les polysaccharides capsulaires

Les bactéries pathogénes présentent une capsule polysaccharidique. Nous I’avons déja évoqué, les
pneumococcoques ont la particularité d’étre soit non encapsulés, soit encapsulés, ils deviennent alors
pathogénes. La capsule protége la bactérie de maniére tres efficace contre la phagocytose des
macrophages et des neutrophiles et inhibe I’activation du complément, permettant ainsi la
colonisation in vivo. La capside protége également le pneumocoque des facteurs environnementaux,
et lui permet d’entrer en compétition avec d’autres bactéries pour la colonisation du nasopharynx tels
que Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis et Neisseria meningitidis (Pericone et al., 2000).
L’épaisseur de la capsule et la composition de ses polysaccharides permettent d’identifier plusieurs
sérotypes et I’induction d’une réponse anticorps spécifiques chez le lapin est a la base du sérotypage
(Henrichsen, 1999). Il existe deux systéemes de sérotypages différents, le danois se basant sur les
similarités des antigenes, et I’américain se basant sur I’ordre de définition des sérotypes
(Henrichssen, 1999). La nomenclature danoise s’avere plus efficace et est celle qui est le plus
couramment utilisée dans le domaine médical et la recherche. Les changements de sérotypes sont dus
aux échanges recombinants effectués au niveau du locus responsable de la biosynthése de la capsule.

2. La pneumolysine et les autres facteurs de virulence

La pneumolysine (Ply) est une toxine intracellulaire capable de lyser toute cellule eucaryote dont la
membrane est composée de cholestérol. La Ply est un intervenant majeur lors de I’infection par le
streptocoque. Il s’agit d’une chaine de polypeptide de 53kDa capable de former des pores dans les
membranes cellulaires (Mitchell et Mitchell, 2010). Elle est produite tardivement durant la phase
exponentielle de la courbe de croissance. Elle assure plusieurs fonctions, en particulier au cours de la
phase précoce de I’infection, en induisant un effet cytotoxique sur les cellules respiratoires
épithéliales et endothéliales et une activité pro-inflammatoire (Jedrzejas, 2001). Karlstrom et al.
(2011), suggerent que la Ply est essentielle pour le développement de la surinfection bactérienne
apres une primo-infection par le virus de la grippe (Karlstrom et al., 2011).
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Outre la pneumolysine, d’autres protéines pneumococciques jouent un rdle important dans la
virulence. Ce sont notamment les protéines liées aux peptidoglycanes (i.e. la Hyaluronidase, la
neuraminidase), a la choline (i.e. la protéine A de surface des pneumocoques (PspA)) ainsi que les
macromolécules attachées a la bicouche lipidique cytoplasmique (i.e. adhésine A de surface des
pneumocoques (PsaA)). La protéine PspA est la plus étudiée des protéines liées a la choline. En effet,
elle joue un réle important dans la protection du pneumocoque vis-a-vis du systeme immunitaire de
I’héte. Sa capacité a controler la pathogénicité de la bactérie en se liant a la lactoferrine peut jouer un
réle dans la colonisation des muqueuses de I’hote (Jedrzejas, 2001).

Les autolysines sont des enzymes qui détruisent les parois a peptidoglycanes des bactéries.
L’autolysine majeure du pneumocoque est la N-acétyl-muramoyl-L-alanine-Amidase (LytA amidase)
qui appartient au groupe des protéines extracellulaires liées a la choline. Le role précis de LytA est
mal élucidé, cependant, une mutation au niveau du géne LytA réduit la virulence de la bactérie
(Jedrzejas, 2001).

La protéine PsaA est également un facteur de virulence important, et appartient au systéme de
transport bactérien. Tous les 91 sérotypes expriment le géne PsaA. Des travaux menés sur
I’immunisation intra-nasale de souris par la sous-unité B de la toxine cholérique de la protéine de

fusion PspA, protege les souris contre la colonisation a pneumocoque (Pimenta et al., 2006).

V. Colonisation des poumons par Streptococcus pneumoniae

Pour pouvoir survivre et se multiplier dans son hote, la bactérie doit étre capable de (1) coloniser son
hote, (2) trouver une niche nutritionnelle dans son hote, (3) échapper aux défenses immunes innées et
adaptatives de I’hote, (4) se multiplier en utilisant les ressources de I’h6te et (5) quitter son hote pour
en infecter d’autres. Sous I’effet d’une pression de sélection sévere, les pathogénes développent des
mécanismes d’adaptation et d’échappement leur permettant d’exploiter au maximum le métabolisme
de leur hote (Alberts et al., 1994).

La colonisation et la persistance de la bactérie dans le tractus respiratoire supérieur fait intervenir
plusieurs facteurs. Le peptidoglycane PgdA (N-acetylglucosamine deacetylase) ainsi que I’Adr
(attenuator of drug resistance) sont deux enzymes qui modifient les peptidoglycanes, rendant ainsi la
bactérie plus résistante a [I’effet lytique des lysozymes des muqueuses respiratoires. Les
caractéristiques majeures de la colonisation sont : I’adhérence aux cellules et aux tissus de I’hote, le
bouleversement de la réponse immune innée et adaptative et I’échappement (ou I’évasion) du flux de
clairance muco-ciliaire. Grace aux mucines riches en glycanes, la bactérie est capable d’adhérer au

niveau du nasopharynx, milieu lui servant de niche et lui fournissant ses nutriments.
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S. pneumoniae utilise différentes stratégies pour adhérer aux cellules de son hote, faisant intervenir
plusieurs adhésines dont les plus étudiées sontla protéine de virulence et d'adhérence
pneumococcique en surface A (PavA), PavB et I’énolase (Eno) qui adherent a la surface cellulaire via
les protéines de matrice extracellulaire, la fibronectine et le plasminogene (Holmes et al., 2001).

Egalement, la phosphorylcholine (ChoP), localisée au niveau de la paroi cellulaire et la choline-
binding protein A (CbpA; également dénommée PspC) peuvent se lier aux facteurs protéiques de
I’héte, renforcant I’adhérence bactérienne (Cundell et al., 1995). Dans un contexte pro-
inflammatoire, le streptocoque est capable d’augmenter I’expression de ses facteurs d’adhérence.
Pour parvenir a coloniser le nasopharynx, S. pneumoniae interagit avec la flore bactérienne, soit par
compeétition ou par coopération. Certains travaux rapportent une augmentation de la variabilité et de
I’hétérogénéité de la flore bactérienne au niveau du nasopharynx suite a une infection par S.
pneumoniae. Les pneumococci en co-colonisation sont en compétition en synthétisant plusieurs

bactériocines et peptides antimicrobiens et ainsi les souches les plus susceptibles sont éliminées.

Les infections virales, notamment par le virus influenza, facilitent I’infection par S. pneumoniae des
voies respiratoires supérieures. En effet, I’infection par le virus de la grippe module I’expression des
chimiokines pro-inflammatoires et entraine la sur-expression des récepteurs épithéliaux utilisés par la
bactérie pour augmenter son adhérence (Weiser et al., 2018). Les sujets atteints par le virus VIH
montrent une capacité réduite a se défendre contre les infections, notamment les infections
respiratoires. En effet, I’infection précoce par VIH induit des modulations de la réponse immune et
favorise le développement d’une septicémie a pneumocoque chez les patients atteints (Huson et al.,
2014).

VI. Reéponse pulmonaire a I’infection par le streptocoque

La premiere ligne de défense contre la bactérie est le mucus du nasopharynx. En effet, les cellules
épithéliales respiratoires sont tapissées d’un mucus sous forme de gel qui contient des peptides
antimicrobiens et des immunoglobulines. De plus, I’augmentation de la température faisant suite a
I’infection est également un facteur de défense de premiére ligne permettant I’inhibition de la
croissance bactérienne (Alberts et al., 2002). Une réponse immune innée et adaptative est déclenchée
pour assurer la clairance bactérienne et la défense de I’héte (Figure 10).

1. Lessenseurs de I’immunité innée

Comme nous I’avons décrit pour le virus influenza, la reconnaissance des bactéries se fait via les

PRRs (Pattern Recognition Factors), qui incluent les TLRs (Toll Like Recpeptors), les NLRs
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(NOD-like receptors), et les RLRs (RIG-1 Like Receptors) ainsi que de nombreux senseurs
cytosoliques de I’ADN (Koppe et al., 2012).

Des travaux chez la souris suggerent que la clairance bactérienne met en jeu une réponse TLR2-
dépendante qui induit un recrutement plus important des macrophages vers le nasopharynx (Dessing
et al., 2008). La Ply joue également un rdle tres important dans la défense immune en stimulant le
recrutement des macrophages. En effet, des bactéries Ply mutantes montrent une capacité de
colonisation relativement prolongée et ne déclenchent pas la synthese des médiateurs inflammatoires
clés pour la clairance bactérienne (IL-1p, les chimiokines de type CXC et CC). Cette réponse liée a
I’activité des macrophages est atténuée chez les jeunes enfants et les personnes agées, ce qui pourrait
étre en lien avec leur susceptibilité accrue (Plowden et al., 2004). Comme il s’agit de bactéries a
capsule, leur paroi est dépourvue de LPS ; reconnu par TLR4. Cependant, certains travaux ont pu
montrer que la Ply du pneumocoque interagissait avec TLR4 (Srivastava et al., 2005).
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Figure 10. Représentation des PRRs impliqués dans la reconnaissance de Streptococcus
pneumoniae (Koppe et al., 2012).

Les composants de la paroi cellulaire du pneumocoque et la pneumolysine (PLY) sont respectivement reconnus par TLR2
et TLRA4. S. pneumoniae est phagocytée et dégradée dans les phagosomes libérant ainsi du peptidoglycane bactérien et des
acides nucléiques. Le TLR9 détecte I’ADN non méthylé riche en CpG dans les endosomes, alors que d’autres composants
bactériens peuvent avoir accés au cytosol a la suite de la rupture de la membrane dépendante de PLY. L’ADN
pneumococcique est détecté par AIM2. Les TLRs, ainsi que NOD2, stimulent la production de TNFa, IL-6, KC et pro-IL-
1B. TNFa, IL-6 et KC sont produits directement aprés le processus de traduction alors que la production d’IL-1f requiert
un deuxiéme signal. Les inflammasomes NLRP3 et AIM2 sont activés par la pneumolysine et I’ADN bactérien
respectivement, entrainant le clivage des pro-IL-1p et pro-1L-18 en IL-1f et I1L-18, respectivement.
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2. Les cellules de I'immunité innée

Les cellules de I'immunité innée se concentrent au niveau du site de I’infection pour assurer la
clairance bactérienne. Il s’agit des macrophages alvéolaires au niveau des poumons, des neutrophiles,
des NK (natural killer) et des ILC-3 (cellules lymphoides innées de type 3).

Les macrophages sont dotés de PRRs leur permettant de détecter la présence de signaux de dangers
(PAMPs) et ainsi d’augmenter leur activité de phagocytose, généralement améliorée par
I’opsonisation des bactéries par le complément (Arredouani et al., 2004). Si les macrophages ne
parviennent pas a contréler I’infection, ils produisent des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-a
et IL-1pB) et des chimiokines qui stimulent le recrutement des neutrophiles au site de I’infection pour
éliminer les pneumococci par la libération d’enzymes lytiques (cathepsine, défensines, lactoferrine,
lysozymes) associée a la phagocytose (Snall et al., 2016). Le recrutement des neutrophiles au niveau
du parenchyme pulmonaire active les cellules Tyé par une voie NLRP3-dépendante, aboutissant ainsi
a la production d’IL-17-A augmentant ainsi la réponse anti-bactérienne (Figure 11) (Hassane et al.,
2017). Cependant la bactérie est capable de détourner ce systéme via ses facteurs de virulence, en
inhibant la phagocytose, les facteurs du complément et en piégeant les neutrophiles (Wartha et al.,
2007; Hyams et al., 2010). Les cellules NK sont également impliquées dans la défense
antibactérienne, et leur activité est stimulée par les cytokines IL-12p70 et IL-18. Une fois activées,
les NK constituent la source majeure d’IFNy (Mitchell et al., 2010). Enfin, les ILC-3, qui sont des

cellules de I’'immunité innée capables de s’activer via des cytokines de la famille IL-17, présentent
une activité antimicrobienne au niveau des muqueuses intestinales, mais également au niveau des

poumons (Van Maele et al., 2014).
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Figure 11. Mécanisme de production d’IL-17A par les cellules T-yd dans le modele d’infection
par Streptococcus pneumoniae (Rapport de these Hassane M., 2014).

3. Les cellules de I’'immunité adaptative

Les cellules de I'immunité adaptative qui interviennent dans la défense contre S. pneumoniae sont :
les lymphocytes T CD4" et CD8", les lymphocytes B (LB), les cellules NKT (Natural Killer T cells)
et les LTyo.

Les LT CD8" présentent une capacité cytotoxique qui leur permet d’éliminer les bactéries invasives.
De part leur r6le dans le recrutement des neutrophiles au site de I’infection et dans la maturation des
LB en plasmocytes producteurs d’anticorps, les LT CD4" favorisent la clairance bactérienne. Les LB
produisent des IgA, qui correspondent a I’une des premiéres lignes de défense contre les pathogénes
et leurs toxines associées, ainsi que d’autres classes d’immunoglobulines qui permettent
I’opsonisation des bactéries empéchant ainsi leur adhérence aux cellules cibles. Ces cellules sont
également capables de produire des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1p et TNF-a) (Fieber et
Kovarik, 2014). Les cellules NKT sont des cellules qui, contrairement aux lymphocytes
conventionnels, reconnaissent les antigenes lipidiques tels que les glycolipides (Kinjo et al., 2011).
Ces cellules assurent la défense contre le pneumocoque, et leur déficience cause une altération de la
clairance bactérienne et une exacerbation de I’infection (Ivanov et al., 2012). Hassane et al. ont
récemment décrit I’implication des LTyd dans la régulation de la réponse de I’héte contre les
infections bactériennes (Hassane et al., 2017). L’augmentation de la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires induit une augmentation de la perméabilité endothéliale ainsi qu’une vasodilatation et
une augmentation de I’expression des protéines d’adhésion (P-selectine, E-selectine, VCAM-1
(Vascular Cell Adhesion Molecule 1)), ce qui assure un influx des neutrophiles et des lymphocytes de

la circulation sanguine vers le site d’infection (Grenier et Bodet, 2008).
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VII. L’invasion du systeme nerveux central par Streptococcus
pneumoniae (Méningite)

Le pneumocoque est en effet la cause la plus commune de méningites bactériennes communautaires
chez I’adulte. Chez les enfants de moins de 2 ans, les infections invasives a pneumocoque peuvent
conduire a des méningites, particulierement fatales.

Les méninges constituent une enveloppe qui entoure et protége le systeme nerveux central. Certaines
bactéries, dont Streptococcus pneumoniae, peuvent accéder aux méninges en franchissant la barriere

hématoencéphalique, que nous allons brievement décrire dans le paragraphe qui suit.

1. Labarriere hématoencéphalique (BHE)

La BHE, décrite pour la premiére fois par Goldman en 1913, est composée essentiellement de trois
couches qui régulent les échanges moléculaires a I’interface entre le sang et le tissu neuronal : 1) La
BHE au niveau des cellules endothéliales cérébro-vasculaires, 2) La barriére entre le sang et le
liquide cérébrospinal, et 3) La barriere de la membrane arachnoide, qui entourent la dure-mére et le
cerveau (Figure 12). Ces trois barrieres sont a la fois des barrieres physiques (les jonctions serrées
entre les cellules assurent une certaine impermeabilité), de transport (le mécanisme de transport qui
assure le flux des solutés) et métaboliques (les enzymes qui métabolisent les molécules en transit)
(Abott et al., 2010).
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Figure 12. Localisation et organisation anatomique de la barriére hémato-encéphalique (BHE)
et la barriére entre la circulation sanguine et le liquide céphalo-rachidien et le portail olfactif

Le créne et les méninges, qui consistent en la dure-mere, I’arachnoide et la pie-mére, protégent le cerveau. L’arachnoide
et la dure-mére sont connectées par les trabécules arachnoidiennes. Ces barrieres permettent de maintenir I’homéostasie
dans le cerveau. La BHE est formée par des jonctions serrées entre les cellules endothéliales, les micro-vaisseaux
cérébraux, les péricytes et les astrocytes. La barriére entre la circulation sanguine et le liquide céphalo-rachidien est
formée par des jonctions serrées entre : (i) les cellules épithéliales du plexus choroide, (ii) les cellules endothéliales des
veines et veinules dans I’espace sub-arachnoide, et (iii) les cellules épithéliales de I’arachnoide.

L’infection invasive a pneumocoque nécessite I’altération de la barriere épithéliale et endothéliale
des tissus pour donner in fine un acceés a la circulation sanguine. La Ply fait partie des facteurs de

virulence qui, non seulement joue un réle dans I’induction de la réponse pro-inflammatoire, mais



induit I’apoptose ou la lyse directe des cellules épithéliales et endothéliales au niveau du poumon et
de la BHE. Ainsi, le transport a travers la barriére se fait essentiellement par un transport trans-

cellulaire, via les transporteurs et un systeme de vésicules (vésicules « coatées » de clathrine et les
cavéoles) (Doran et al., 2016).

A I’heure actuelle, I’adhésion bactérienne au niveau des cellules endothéliales micro-vasculaires du
cerveau est le mécanisme majeur identifié qui explique la translocation de S. pneumoniae de la
circulation sanguine vers le systeme nerveux central a travers la BHE. Ainsi, I’adhésion bactérienne a
la surface des cellules de I’h6te aboutit soit a I’internalisation de la bactérie par la cellule ou a
I’altération de la perméabilité de la BHE (Figure 13). Différentes études ont permis de montrer
I’implication de certaines molécules bactériennes tels que I’acide lipotéichoique, les peptidoglycanes
et les CBP A (choline binding protein) dans le développement de la méningite (Tuomanen et al.,
1985). Une analyse protéomique a permis d’identifier parmi 22 protéines une dizaine de protéines
bactériennes capables de se lier aux protéines de la BHE, dont Ply, Pspc et ZmpB déja identifiées

comme intervenant dans la méningite (Ricci et al., 2013).
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Figure 13. L’invasion de S. pneumoniae et les différentes stratégies adoptées pour traverser la

BHE (Dando et al., 2014).

A gauche, S. pneumoniae colonise le tractus respiratoire supérieur, pour assurer d’une part sa transmission vers d’autres
hotes, et d’autre part assurer I’invasion des autres organes de son hote. La dissémination au dela de sa niche a travers
I’épithélium nasal, par aspiration, bactériémie, ou dissémination locale, peut aboutir & un état invasif de la maladie
causant ainsi pneumonies, méningites et otites (Weiser et al., 2018). A droite, les mécanismes adoptés par la bactérie
pour traverser la BHE et atteindre le liquide cérébro-spinal. La bactérie (en violet) peut ainsi traverser la BHE par : (A)
voie intracellulaire (pinocytose ou via les récepteurs de surface), (B) voie paracellulaire suite & I’interruption des
jonctions serrées et adhérentes entre les cellules épithéliales choroidales, les cellules endothéliales des veines et veinules
dans I’espace sub-arachnoide et les cellules de la membrane arachnoide, ou (C) par le mécanisme du « cheval de Troie »,
dans lequel les microbes transmigrent avec les macrophages infectés.
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VIIL. Immunité dans le cerveau

1. Lessenseurs de I’immunité innée

L’infection a streptocoque au niveau du cerveau impligue une reconnaissance des composants
bactériens par TLR2 - qui reconnait les peptidoglycanes et les acides polytéichoiques -, TLR4 - qui
reconnait la pneumolysine - et TLR9, qui est intracellulaire et reconnait les motifs CpG de I’ADN
bactérien (Hemmi et al., 2000). Cette reconnaissance des motifs bactériens active la voie Myd88 qui
a son tour active le NF-kb ce qui aboutit au déclenchement de la cascade pro-inflammatoire (Klein
et al., 2008). 1l a été également démontré que les TLR2 et 4 sont plus efficaces dans I’induction de la
réponse inflammatoire au niveau du cerveau comparé au TLR9 (Figure 14.B) (Barichello et
al.,2012).

2. Immunité innée et adaptative

L’infiltration des neutrophiles dans le cerveau est normalement tres faible, comparé aux autres
organes et ce, en raison de la présence de la BHE. Cependant, lorsque la perméabilité de la BHE
augmente, les neutrophiles circulants, les monocytes et les macrophages peuvent pénétrer le systeme
nerveux central et, ainsi, jouer un réle complémentaire a celui exercé par les cellules de la microglie
(Bechman et al., 2001).

Dans les organes peériphéeriques, I’infection est deétectée en premier par les cellules dendritiques
innées qui vont « éduquer » les LT specifiques du pathogene a travers la libération de médiateurs
immuns. Dans le systéme nerveux central, le déroulement n’est pas le méme. En effet, dans le SNC :
1) les péricytes vasculaires assurent la fonction des cellules dendritiques matures (du fait de I’absence
de cellules dendritiques résidentes et de macrophages péri-vasculaires (cellules présentatrices
d’antigénes) dans le parenchyme du cerveau, 2) cellules microgliales, astrocytes et mastocytes jouent
le role des cellules de I'immunité innée dans le parenchyme du SNC, 3) et a cause de la présence de
la BHE, le phénomeéne d’extravasation des grosses molécules et des cellules du sang est trés réduite
(Marc et al., 2013). Ainsi, I’activation du complément et le recrutement des cellules de I’immunité
adaptative s’averent difficile. Cependant, quand la bactérie parvient a s’infiltrer dans le cerveau
induisant une libération de cytokines pro-inflammatoires, a ce moment, le complément, les anticorps
et les neutrophiles s’infiltrent dans le cerveau, opsonisent la bactérie et I’éliminent par phagocytose
(Mook-Kanamori et al., 2011).

Il existe deux catégories de microglies: les microglies du parenchyme et les microglies
périvasculaires. La phagocytose assurée par ces cellules constitue la premiere ligne de défense du

systeme nerveux central face aux infections et aux maladies chroniques neurologiques (Kettenmann
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et al., 2011). Une cellule microgliale au repos présente un corps de petite taille avec des ramifications
allongées et fines, ce qui correspond a son état vigile capable de reconnaitre les perturbations de
I’homéostasie du cerveau (Kreutzberg ; 1996). Dans des conditions pathologiques, les microglies
présentent une forme amiboide résultant de la résorption des ramifications (Kim et Vellis, 2005). Il a
été rapporté que I’activation des microglies et également la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires, TNFa en particulier, aboutissent a I’altération de I’intégrité de la BHE (Nishioku et
al., 2010).

Les astrocytes sont idéalement situés pour assurer la communication neuro-vasculaire. lls entourent
les synapses et avec, leurs extrémités, entourent les vaisseaux sanguins. Leur rdle majeur dans
I’immunité du cerveau consiste en la libération de cytokines anti-inflammatoires (Nash et al., 2011).
A la suite de leur activation dans un contexte d’inflammation, les astrocytes synthétisent et liberent
une panoplie de neuromédiateurs inflammatoires incluant, le complément, les cytokines (IL-1p ; IL-
6) et les chimiokines (Figure 14.A) (Kim, 2011).
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Figure 14. Activation de I'immunité dans le parenchyme cérébral : cas de I’infection par
Streptococcus pneumoniae (Mook-Kanamori et al., 2011).
(A) L’adhérence de S. pneumoniae aux cellules endothéliales en utilisant PspC, qui se lie & la laminine et plgR pour
assurer une transcytose a travers I’endothélium. Une fois dans le SNC, le pneumocoque se multiplie librement et libére
des produits bactériens tels que la Ply, reconnue par TLR2 et TLR4 présents au niveau des cellules circulantes
présentatrices d’antigénes. (B) Les PRRs impliqués dans la reconnaissance et I’activation du systéme immunitaire local
dans le cerveau apres une infection par S. pneumoniae.
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Chapitre 11 : Le tissu adipeux blanc

Il existe plusieurs types de tissus adipeux : le tissu adipeux brun (dont la fonction principale est de
favoriser la dépense énergétique par production de chaleur lors de la thermogénese adaptative), le
tissu adipeux blanc (dont la fonction principale est d’assurer le stockage ou la libération de
I’énergie), et le tissu adipeux médullaire (qui joue un réle essentiel dans le microenvironnement
osseux). Dans ce chapitre, nous décrirons principalement le tissu adipeux blanc, qui a fait I’objet

de nos travaux de These. Par commaodité, nous parlerons simplement du « tissu adipeux ».

Le tissu adipeux blanc joue un rdle central dans le contréle de I’équilibre énergétique de
I’organisme. Cependant, comme nous allons le voir, les fonctions du tissu adipeux blanc ne se
limitent pas a I’accumulation/libération de I’énergie. En effet, les conséquences d’un excés de
tissu adipeux blanc (surpoids et obésité), d’une déficience (lipoatrophie), ou d’une répartition
inadéquate de ce tissu (lipodystrophie) ont permis de mettre en évidence son réle-clé dans le

métabolisme et I’immunité.

I. Généralités sur le tissu adipeux blanc

Outre sa fonction de protection thermique et mécanique, le tissu adipeux a, jusqu’en 1987 (Siiteri,
1987), été considéré comme un organe inerte de stockage ou libération des lipides, selon les
besoins de I’organisme (Rosen et Spiegelamn, 2014). Cependant, la découverte en 1994 que le
tissu adipeux produit de la leptine a changé notre vision de ce tissu (Zhang et al., 1994). De
nombreuses autres hormones et cytokines sécrétées par le tissu adipeux ont ensuite été identifiées,
permettant a présent de considérer ce tissu comme un Véritable organe endocrine capable de
controler le métabolisme et la balance énergétique (Kershaw et Flier, 2004 ; Ahima et Flier,
2000). Le tissu adipeux peut de plus recevoir et répondre aux signaux provenant d’autres organes,
tissus ou cellules (comme, entre autres ; le cerveau, le pancréas, les muscles squelettiques, le foie,
les intestins ou les cellules immunes) via les récepteurs qu’il exprime (Margetic et al., 2002 ;
Bartelt et Heeren, 2014).

L’une des propriétés les plus remarquables des tissus adipeux, et en particulier du tissu adipeux
blanc, est leur plasticité. Par exemple, en réponse a des changements d’ordre nutritionnel
(alimentation plus ou moins riche en lipides), ce tissu subit des modifications qui affectent sa
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composition cellulaire (recrutement de cellules immunes) et/ou sa structure (hypertrophie et
hyperplasie des adipocytes) (Choe et al., 2016). Du fait de son réle essentiel dans la régulation de
I’homéostasie énergétique ainsi que, comme nous le décrirons dans un prochain paragraphe, de la
présence de cellules immunes, le tissu adipeux blanc est a I’interface du métabolisme et de
I’immunité (Lolmede et al., 2011 ; Ferrante, 2013).

I1. Distribution anatomique du tissu adipeux blanc: différents

dépodts ayant différentes fonctions

Le tissu adipeux blanc se développe dans de nombreux sites anatomiques de I’organisme, appelés
dépbts (Bartelt et Heereen, 2014 ; Kwock et al., 2016). En effet, ce tissu peut se localiser sous le
derme, dans la moelle osseuse, au niveau des articulations et au niveau viscéral (Zwick et al.,
2018) (Figure 17).

Deux types majeurs de dépdts sont identifies : les depdts viscéraux et les depdts sous-cutanés

(Ibrahim, 2010). Le tissu adipeux viscéral entoure les organes vitaux et correspond au tissu

adipeux omental, mésentérique, rétropéritonéal, gonadique et péricardique (Wajchenberg, 2000).
Il est important de noter que de nombreux dépdts présents chez I’homme n’ont pas de
transposition anatomique chez la souris, et réciproquement. Ainsi, le tissu adipeux viscéral, chez

I’homme, est majoritairement contenu dans I’épiploon, peu présent chez les rongeurs. A I’inverse,

le tissu adipeux épididymaire des souris males, n’existe pas chez I’hnomme. Le tissu adipeux sous-
cutané est localisé sous la peau au niveau de I’abdomen et au niveau de la région glutéofumorale
(Kwock et al., 2016 ; Bartelt et Heereen, 2014).

L’évaluation de la masse du tissu adipeux se fait par des mesures anthropométriques telles que la

mesure de I’épaisseur de la peau ou encore le rapport du tour de taille et des hanches. Ce rapport
est d’intérét pour des études épidémiologiques ou pour I’évaluation du développement du tissu
adipeux dans la partie abdominale, cependant, il ne permet pas de distinguer entre le
développement profond (viscéral) et superficiel (sous-cutané) du tissu adipeux (Brundavani et
al., 2006). Il existe actuellement la tomographie computationnelle qui permet de distinguer
clairement le tissu adipeux des autres organes, et ainsi le sous-cutané du viscéral (Shuster et al.,
2012).
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Figure 15. Anatomie des dépéts majeurs de tissu adipeux blanc chez I’Homme et la souris (Tchkonia et
al., 2013).

Différents dépbts de tissu adipeux blanc et leur nomenclature chez les rongeurs (A) et les humains (B).

Il est essentiel de noter que les dépbts de tissu adipeux sous-cutanés et viscéraux différent sur de
nombreux aspects. L’une des principales différences entre ces depdts repose sur I’augmentation du
risque métabolique associé a I’expansion du tissu viscéral, contrairement au tissu sous-cutané.
Cette notion a été introduite pour la premiéere fois par Jean Vague en 1947, qui rapportait que
I’obésité ne se développe pas de la méme maniére chez toutes les personnes et que la distribution
anatomique du tissu adipeux est importante pour comprendre le lien entre I’obésité et les
perturbations du métabolisme lipidique et glucidique associées (Vague, 1947). Depuis, de
nombreuses études ont montré que I’excés de tissu adipeux dans la partie supérieure du corps ;
correspondant a I’expansion du dép6t viscéral (dénommée par Vague « obésité masculine » ou
« androide »), corréle fréquemment avec un risque élevé de mortalité ou de développer des
désordres métaboliques (diabéte, hyperlipidémie, hypertension et athérosclérose coronaire,
cérébrale et vasculaire), a I’inverse de I’exces de tissu adipeux dans la partie inférieure du corps ;
qui correspond a I’expansion du tissu adipeux sous-cutané (« obésité féminine » ou « gynoide »,
selon Vague) (Marin et al.,, 1992 ; Lafontan et al., 2014 ; Lee et al., 2013). En effet, le
développement excessif du tissu adipeux viscéral corréle avec I’hyper-insulinémie et I’intolérance
au glucose (Tulloch-Reid et al., 2004 ; Shuster et al., 2012). 1l a été également décrit que I’exces
de tissu adipeux dans la région intra-abdominale est associé a une diminution de la sensibilité a
I’insuline et a une altération des taux plasmatiques des lipides/lipoprotéines (Wajchenberg,
2000). Une étude corrélative menée par McLaughlin et al. (2011) montre que les personnes qui
développent une insulinorésistance, sont celles qui présentent un taux et une masse de tissu

adipeux visceéral les plus élevés (McLaughlin et al., 2011).
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A I’inverse, le dépdt sous-cutané est généralement associé a des effets métaboliques bénéfiques.
En effet, une analyse de régression logistique montre que chaque variation de la déviation standard
du tissu adipeux sous-cutané est associée a 48% de diminution de I’insulino-résistance,
contrairement au tissu adipeux viscéral, pour lequel chaque variation est associée a 80%
d’augmentation (McLanghlin et al., 2011). Dans le méme ordre d’idée, Tran et al. (2008)
montrent que la transplantation de tissu adipeux sous-cutané dans la région du tissu adipeux
viscéral, chez la souris, conduit a I’amélioration de I’insulino-sensibilité, a I’augmentation de

I’absorption du glucose et a une perte de poids corporel (Tran et al., 2008).

Les effets métaboliques différents entre le dépdt sous-cutané et le dépbt viscéral sont associés a
des différences structurales et fonctionnelles entre les tissus. En effet, une analyse comparative
entre les dépOts de tissu adipeux sous-cutané (i.e. inguinal) et viscéral (i.e. mésentérique,
épidydimal et rétropéritonéal) montre que la taille des adipocytes (en moyenne) est plus petite
dans le dépdt inguinal et le dép6t mésentérique que dans le dép6t épidydimal (Sackmann-Sala et
al., 2012), et que le profil protéomique du tissu adipeux inguinal est différent de celui des dép6ts
mésentérique et épidydimal, ce qui pourrait expliquer son activité métablique réduite (Cinti,
2012). Des différences au niveau de I’expression des genes impliqués dans la lipogenese
(processus de synthése des lipides), la lipolyse (processus de dégradation des lipides), et
I’oxydation des acides gras ont également été rapportées (Arner et al., 1995; Lemieux et
Depreés, 1994) (cf. la description plus précise de ces mécanismes dans le paragraphe, page(s) 60-
61-62). Alors que I’expression des genes de la lipogenése et de la lipolyse est plus importante au
niveau des dép6ts mésentériques et rétropéritonéaux comparé aux dép6ts inguinaux chez le rat,
I’expression des génes de I’oxydation des acides gras est au contraire plus importante dans les
dépbts inguinaux et mésentériques comparés aux dépdts retropéritonéaux. Ces variations
pourraient expliquer les effets métaboliques delétéres associés a I’exces de tissu adipeux viscéral
(Palou et al., 2009).

I1l. Composition cellulaire du tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux blanc est composé d’adipocytes majoritairement uniloculaires entourés de fibres
de collagene, de vaisseaux sanguins, de fibroblastes, de préadipocytes et de cellules immunes
(Ahima et Flier, 2000). De plus en plus de données montrent que le tissu adipeux blanc n’est pas
un tissu sans anatomie spécifique, mais plutét un organe avec une anatomie discréte, une

vascularisation et une innervation spécifiques, une tres haute plasticité physiologique et une

cytologie complexe, comme nous allons le voir (Coelho et al., 2013).
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Un traitement du tissu adipeux par la collagénase permet de séparer les cellules du tissu en
fraction adipocytaire ; contenant les adipocytes, et fraction stroma-vasculaire (FSV) ; composée

essentiellement de préadipocytes (précurseurs des adipocytes), fibroblastes, cellules endothéliales
vasculaires et cellules immunes (Malcolm et al., 1989).

1. Lafraction adipocytaire
La fraction adipocytaire du tissu adipeux blanc contient les adipocytes, qui sont des cellules
sphériques, immuno-réactives a la leptine et au S-100B, et dont 90% du volume est occupé par
une gouttelette lipidique uniloculaire (Dugail et Luley, 2013). Ces cellules sont également
caractérisées par leur réactivité a I’insuline (Shepherd et al., 1993).

Ainsi que nous le décrirons lorsque nous aborderons les fonctions du tissu adipeux (cf. page(s)
X), les principales fonctions physiologiques des adipocytes sont, d’une part, leurs propriétés
anaboliques caractérisées par leur capacité a synthétiser et stocker des triglycérides (TG), et
d’autre part, leurs propriétés cataboliques caractérisées par la voie lipolytique, c’est-a-dire
I’hydrolyse des TG et la libération d’acides gras non estérifiés. Par ailleurs, I’adipocyte est capable
de produire et sécréter de nombreux facteurs exercant des fonctions endocrines, autocrine et

paracrine.

2. La fraction stromavasculaire

Bien que les adipocytes soient le composant cellulaire majeur du tissu adipeux blanc de par leur
nombre, ce tissu est également composé d’un mélange hétérogene de cellules dénommé « fraction
stromavasculaire » (FSV).

La FSV est principalement composée de cellules souches mésenchymateuses et de préadipocytes
(qui formeront des adipocytes en fonction de la balance énergétique, des conditions hormonales ou
nutritionnelles), de fibroblastes (qui assurent le renouvellement de la matrice extracellulaire), de
cellules endothéliales et péricytes (qui ont un rdle essentiel dans le vascularisation et
I’angiogénése tissulaire) (Silva et al., 2017 ; Han et al., 2015), et de cellules immunes (qui
participent au maintien de I’noméostasie du tissu). Nous allons a présent décrire plus précisément

les préadipocytes et les cellules immunes.

a. Les préadipocytes et I’adipogenése
Lorsque les besoins énergétiques le nécessitent, de nouveaux adipocytes sont formés grace a la
différenciation des cellules souches mésenchymateuses en préadipocytes puis en adipocytes, selon
un processus appelé adipogenése (Tang et Lane, 2012). Ce processus de différenciation a été
particulierement bien étudié in vitro, grace a la lignée préadipocytaire murine 3T3-L1 (que nous
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avons utilisé lors de nos études) ou aux fibroblastes embryonnaires murins dont on induit la
différenciation en adipocytes par I’ajout d’un mélange de dexaméthasone, d’IBMX et d’insuline
(Tang et Lane, 2012). L’adipogenése est un processus complexe qui inclue des modifications
morphologiques (d’une forme fibroblastique & une forme ronde), I’accumulation de lipides en
gouttelettes, et I’expression d’un large panel de genes spécifiques des adipocytes matures.
Plusieurs facteurs de transcription jouent un réle essentiel dans I’adipogenése, parmi lesquels
PPAR-y (Peroxisome Proliferator-activated Receptor y), qui est I’acteur central du processus,
C/EBP (CCAAT/Enhancer-Binding Protein) a, B, y et o et les KLFs (Kruppel-Like factors) (Rosen
et al., 2000 ; Wang et al., 1995).

b. Les cellules immunes du tissu adipeux blanc
Depuis plus de 10 ans, il a été mis en évidence la présence de cellules immunes, a la fois innées et
adaptatives, au sein du tissu adipeux. Le nombre, et la nature des cellules immunes présentes dans
le tissu peuvent varier en fonction des conditions physiologiques ou pathophysiologiques, et ceci a

éteé particulierement étudié dans le cadre de I’obésité (cf. page 61).

La premiére démonstration de la présence de cellules immunes dans le tissu adipeux blanc date de
2003, il s’agissait des macrophages, détectés en plus grand nombre dans le tissu d’individus
obeses que dans celui d’individus minces, cette accumulation étant plus importante dans le dép6t
viscéral (Weisberg et al., 2003). Depuis cette date, pratiquement tous les types ou sous-types de
cellules immunes ont été identifés dans le tissu adipeux blanc, avec, cependant, des

caractéristiques différentes de celles rapportées dans les tissus lymphoides traditionnels.

Chez un individu (homme ou souris) normopondéral, les cellules immunes présentes au sein du
tissu adipeux sont le lymphocytes T CD4" (Winer et al., 2009), les lymphocytes B (Winer et al.,
2011), les lymphocytes T régulateurs (Treg) (Burzyn et al., 2013), les iNKT (Lynch et al., 2009),
les mastocytes (Liu et al., 2009), les éosinophiles (Wu et al., 2011), les macrophages (Boutens et
Stienstra, 2016) et les cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2) (Flash et Dievenbash, 2015).

Ces populations immunes présentent un profil anti-inflammatoire entretenu essentiellement par les

cytokines IL-4 et IL-13 (Van Dyken et Locksley, 2013). Les éosinophiles constituent la source
majeure d’IL-4 dans le tissu adipeux, cytokine indispensable pour maintenir I’homéostasie et
protéger contre le développement de I’insulinorésistance locale et systémique (Wu et al., 2011 ;
Kita et al., 2011). Les ILC2s sont les régulateurs majeurs de I’activité des éosinophiles via I’IL-5
qu’ils produisent (Nussbaum et al., 2013). Les Treg, qui correspondent a la population de

lymphocytes qui limite I’exces de la réponse immune et assure I’homeostasie et la réparation
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tissulaire, jouent un réle important dans le maintien et la régulation du profil anti-inflammatoire du
tissu adipeux, et s’averent essentiels pour I’homéostasie métabolique (Burzyn et al., 2013). De
plus, les Treg du tissu adipeux sont uniques du fait qu’ils présentent un répertoire de TCR
remarquablement redondant (Mathis 2013). Les iINKT sécretent les cytokines anti-inflammatoires
IL-2 et IL-10, leur permettant d’induire un profil anti-inflammatoire des macrophages et de
contréler la prolifération des Treg (Lynch et al., 2015). Les Treg et iNKT sont des populations
particulierement enrichies dans les tissus adipeux humain et murin d’individus minces, et
expriment une combinaison de récepteurs de surface et un profil de sécrétion de cytokines

uniques, comparativement aux autres organes (Feuerer et al., 2009).

Chez un individu obése, nous le verrons dans le Paragraphe sur I’obésité (page 61), la composition
en cellules immune du tissu adipeux change; aboutissant & un tissu présentant un profil

inflammatoire, insulinorésistant.

IV. Fonctions métaboliques du tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux est un réservoir d’énergie qui joue un réle vital en tamponnant les flux de lipides,
la résistance a I’insuline et la régulation de la clairance plasmatique des triglycérides évitant ainsi
leur dép6t délétere dans d’autres organes (lipotoxicité) (Frayn et al., 2002). Les fonctions phares
du tissu adipeux sont la lipolyse et la lipogenése (Figure 16), qui sont assurées par I’adipocyte et

essentiellement régulées par des signaux provenant de I’hypothalamus.

1. Lalipogenese et la synthése des triglycérides
Le stockage des lipides dans les adipocytes se fait sous forme de triglycérides (TG), permettant
une mise en réserve de I’énergie (Sethi et Vidal-Puig, 2007). La synthese des TG se fait a partir
de 2 principaux substrats : les acides gras non estérifiés et le glucose, préalablement activés en
acyl-CoA et en glycérol-3-phosphate, respectivement.
La principale source de lipides des adipocytes provient des lipides plasmatiques circulants (soit
des acides gras non estérifiés liés a I’albumine, soit des TG incorporés dans des lipoprotéines ;
principalement des lipoprotéines de trés basse densité ; les VLDL (Very Low Density Lipoprotein)
ou des chylomicrons). Les TG contenus dans les VLDL sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase
(LPL), une enzyme sécrétée par les adipocytes. Les acides gras non estérifiés sont alors captés par
les adipocytes grace a des protéines de transport (FATP) et a la protéine CD36. Dans le cytosol,
les acides gras sont liés aux protéines de transport FABP telles que la protéine aP2 qui est le
produit du gene Fabp4. Enfin, les acides gras non estérifiés sont activés en acyl-CoA par I’acyl-
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CoA synthase et peuvent étre réestérifiés en TG en présence de glycérol-3-phosphate et étre ainsi
stockés dans les gouttelettes lipidiques. Le glycérol-3-phosphate provient de la phosphorylation
(par une hexokinase) du glucose, entré dans I’adipocyte par un mécanisme de diffusion facilité par
la protéine GLUT4, en glucose-6-phosphate lequel entre alors dans la voie de la glycolyse pour
donner le glycérol-3-phosphate (Witte et al., 2015). La glycolyse fournit également du pyruvate,
qui sera transformé en acétyl-CoA (par la pyruvate deshydrogénase) puis en malonyl-CoA (par
I’ACC (Acetyl-CoA Carboxylase)), lui-méme ensuite polymérisé en acide gras a chaine longue
saturé par FAS (Fatty Acid Synthase). Plusieurs enzymes désaturases pourront ensuite intervenir
pour former des acides gras plus ou moins saturés. Les acides gras ainsi néosynthétisés pourront
étre estérifiés en présence de glycérol-3-phosphate afin d’assurer le stockage des lipides sous
forme de TG.

Il est cependant important de noter que la lipogenese a partir du glucose reste débattue quant a son

importance dans I’accumulation des TG dans I’adipocyte, tout au moins chez I’homme.

2. Lalipolyse

Lorsqu’une demande énérgétique le nécessite (comme lors d’un je(ne), la libération des acides
gras non estérifiés se fait par I’hydrolyse des TG de la gouttelette lipidique par le processus de
lipolyse. La lipolyse est pricipalement due & I’action de deux lipases: la triglycéride lipase
(ATGL ; Adipocyte Triglycéride Lipase) et la lipase hormonosensible (HSL ; Hormone-sensitive
Lipase), respectivement responsables de la conversion des triglycérides en diglycérides et de
I’hydrolyse des diglycérides en monoglycérides. Outre ces 2 enzymes, la lipoprotéine lipase (LPL)
joue également un réle important pour faciliter I’entrée des acides gras dans les adipocytes
(Kersten, 2014).

In fine, le processus de lipolyse aboutit au relargage des acides gras non estérifiés dans le sang, et
ils seront alors utilisés par les cellules d’autres tissus/organes de I’organisme (Frayn, 2002 ;
Kuriyama et al., 2002).
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Figure 16. Le métabolisme lipidique contrélé par le tissu adipeux (Luo et al., 2016).

La lipogenése est un processus qui permet la conversion des carbohydrates en acides gras permettant ainsi la synthése
des triglycérides et I’expansion des gouttelettes lipidiques dans les adipocytes. La lipolyse, & I’opposé, réduit les
triglycérides en acides gras libres et glycérol qui peuvent étre oxydés ou libérés. L absorption des acides gras libres
par le foie, le muscle et les autres tissus correspond au métabolisme principal des lipides. La régulation de la balance
lipolyse-lipogenése est essentielle pour préserver I’homéostasie énergétique et la sensibilité & I’insuline. AR,
adrenergic receptor; cAMP, cyclic adenosine monophosphate; IR, insulin receptor; PKA, protein kinase A.

3. Régulation de la lipolyse et de la lipogenése
En plus d’étre soumis a un contrdle nutritionnel, le stockage des triglycérides dans les adipocytes
est également sensible a certaines hormones, notamment I’insuline ou la leptine.
L’insuline est en effet un régulateur majeur de presque toutes les fonctions de I’adipocyte
(Dimitriadis et al., 2011). En effet, I’insuline augmente I’expression du transporteur de glucose,
favorise la lipogenése, et a I’inverse, inhibe la lipolyse (Louveau et Gondret, 2004 ; Smith et
Kahn, 2016 ; Kershaw et Flier, 2004 ; (Picard et al., 1999).
La leptine intervient également dans le contréle de la balance entre lipolyse et lipogenése. En
effet, une exposition d’adipocytes porcins & la leptine a pour effet d’inhiber la lipogenése
(Ramsay et Richards, 2005).
Parmi les protéines associées aux gouttelettes lipidiques, la périlipine, ainsi que les protéines
Cidea, Cidec et Cideb jouent un réle important dans le métabolisme lipidique et dans le contrdle
de la morphologie des gouttelettes lipidiques. Cidea et Cidec sont localisées a la surface des
gouttelettes lipidiques et assurent leur fusion et leur croissance par des échanges et des transferts
lipidiques (Luo et Jia, 2016).
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V. Fonctions endocrines du tissu adipeux blanc

Ainsi que nous I’avons évoqué en introduction a ce Chapitre, depuis la découverte de la leptine
(Zhang et al., 1994), de nombreux autres facteurs sécrétés par le tissu adipeux ont été décrits,
permettant de considérer le tissu adipeux blanc comme un véritable organe endocrine interagissant
avec les autres organes/tissus comme les muscles, le foie, les intestins, le pancréas ou le cerveau,

régulant ainsi de nombreuses fonctions physiologiques (Lago et al., 2009) (Figure 17).

Les sécrétions majeures du tissu adipeux sont la leptine et I’adiponectine ; toutes deux produites
par les adipocytes (Ahima et Flier, 2000). La sécrétion des cytokines pro- ou anti-inflammatoires
est également assurée par des cellules non-adipocytaires telles que les cellules immunes et les
préadipocytes (Fain et al., 2004).

La leptine, sécrétée majoritairement par le tissu adipeux, est une protéine de 16kDa et 167 acides
aminés. Le gene codant pour la leptine (Ob) a été découvert en 1994 (Zhang et al., 1994) et ses
récepteurs (Lepr™, Lepr®) en 1995 et 1996 (Tartaglia et al., 1995). La leptine présente une
structure homologue a celle des cytokines et est sécrétée en quantités proportionnelles a la masse
du tissu adipeux (Wajchenberg, 2000). Le tissu adipeux sous-cutané sécrete des quantités plus
importantes que le dép6t viscéral (Von Harmelen et al., 1998). L’expression et la sécrétion de la
leptine sont modulées par divers facteurs. Par exemple, la sécrétion de la leptine est augmentée par

I’insuline, les glucocorticoides, le TNF-a, ou les estrogénes et, a I’inverse, diminuée par la

signalisation induite par les acides gras non -estérifiés (Margetic et al., 2002 ; Fried et al., 2000).

La leptine agit sur le cerveau comme un adipostat. Transportée a travers la barriere hémato-
encéphalique, la leptine se fixe a ses récepteurs, présents essentiellement au niveau des neurones
anorexigénes du noyau arqué de I’hypothalamus, permettant ainsi d’inhiber I’appétit via la
sécrétion du neuropeptide Y (NPY) et de I’agouti-related protein (AgRP) (Schwartz et al. 1996 ;
Sahu, 2003 ; Zhang et al., 1994 ; Van Swieten et al., 2014). De fait, les souris déficientes pour la
leptine (ob/ob) ou son récepteur (db/db) sont obéses et hyperphagiques (Drel et al., 2006). Les
taux de leptine decroissent trés rapidement a la suite d’une restriction calorique ou d’une perte de
poids, ce qui permet de stimuler I’appétit et de réduire les dépenses énergétiques (Bjorbaek et
Kahn, 2004). Cependant, ni des taux élevés de leptine ni des traitements par de la leptine exogéne
ne permettent d’améliorer I’état d’obésité, ce qui s’explique par le développement d’une résistance
a la leptine (Myers et al., 2010), dont le mécanisme reste mal connu, méme si certains travaux
I’associent a un défaut de transport de la leptine a travers la barriere hémato-encéphalique (Banks
etal., 1999).
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En plus de son r6le métabolique, la leptine présente également d’autres fonctions essentielles. En
effet, elle stimule la prolifération, la différenciation et la fonction des cellules immunes, stimule la
croissance des cellules endothéliales, induit I’angiogenése et accélére la réparation tissulaire
(Margetic, 2002). Le role crucial de la leptine dans le maintien de I’homéostasie du systéme
immunitaire est conforté par la description d’une atrophie thymique, d’une réduction de la
diversité des lymphocytes T et de I'immunodéficience chez les souris déficientes (Hick et al.,
2006).

L’adiponectine est une protéine de 30 kDa sécrétée par les adipocytes qui appartient
structurellement a la famille du complément 1q (Sowers, 2008). Elle présente des propriétés anti-
inflammatoires, insulinosensibilisatrices et cardio-protectrices (Lihn et al., 2005). Les taux
d’adiponectine dans le sang sont trés élevés chez un individu normopondéral, représentant 0,01%
des protéines plasmatiques totales (Pajvani et al., 2013). Contrairement aux autres adipokines,
les niveaux de I’expression de I’ARN messager et la sécrétion de I’adiponectine sont réduits chez
un sujet obéese ou diabétique (Nigro et al., 2014). Les souris déficientes en adiponectine sont
insulinorésistantes, et celles qui la surexpriment, montrent une amélioration de la sensibilité a
I’insuline et de la tolérance au glucose (Maeda et al., 2002). Les cibles de I’adiponectine sont le
foie (qui exprime le récepteur AdipoR2) et le muscle squelettique (qui exprime le récepteur
AdipoR1), deux tissus insulinosensibles (Kadowaki et Yamauchi, 2005). L adiponectine active
la voie de la protéine kinase AMPK et réduit I’expression des enzymes de la néoglucogenese
comme la carboxylase phosphoénolpyruvate et la glucose-6-phosphatase, aboutissant a la
suppression de la néoglucogenese (Sowers, 2008).

La résistine est une protéine de 12 kDa sécrétée par le tissu adipeux impliquée dans la
résistance a I’insuline (Beltowski, 2003). La déficience en résistine protége les souris de
I’hyperglycémie induite par la consommation d’un régime riche en graisses. La résistine inhibe les
voies impliquées dans la signalisation de I’insuline en augmentant I’expression de SOCS-3
(Suppressor of Cytokine Signaling-3) in vitro et in vivo (Steppan et al., 2005). La résistine a été
longuement considérée comme un facteur exclusivement sécrété par le tissu adipeux et qui a un
lien direct avec I’obésité et la résistance a I’insuline. Les taux de résistine plasmatique augmentent
chez les souris obeses et sont associés a la résistance a I’insuline et au développement du diabete
de type 2 (Benomar et al., 2016). Cependant, certains travaux montrent I’expression de cette
protéine modérément par les cellules mononuclées, chez I’lhnomme (Jamaluddin et al., 2012) et
d’autres n’associent pas I’insulinorésistance développée au cours de I’obésité a une augmentation

importante de I’expression de la résistine. En effet, des analyses statistiques et corrélatives ne
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montrent pas un lien direct entre les taux de résistine et I’insulinorésistance, ce qui pourrait
s’expliquer par la nature des dép6ts de tissus adipeux analysés dans ces études (Way et al., 2001,
Degawa-Yamauchi et al., 2003). La molécule FGF21 (fibroblast growth factor 21) est
essentiellement considérée comme une hépatokine (produite par le foie) et une myokine (produite
par le muscle) mais elle peut également étre produite par le tissu adipeux dans certaines

conditions, telles que I’exposition au froid (Hondares et al., 2011).

L’expression et la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I’IL-6 et
ou le MCP-1 sont augmentées lors de I’obésité (Minihane, 2015 ; Schmidt et al., 2015).
L’augmentation de I’expression du TNF-o dans I’obésité est associée a la résistance a I’insuline
résultant de I’altération de la signalisation de I’insuline. Le TNF-a. active le facteur nucléaire NF-
kb induisant une série de changements inflammatoires au niveau du tissu adipeux viscéral
(Tzanavari et al., 2010). La sécrétion de I’IL-6, qui est une cytokine pléiotrope circulante,
participe a la mise en place de I’inflammation, I’altération de la défense immune de I’héte et
I’altération tissulaire (Eder et al., 2009). L augmentation de la concentration de I’1L-6 localement
au niveau du tissu adipeux (sous-cutané et viscéral) est capable d’augmenter I’expression et la
production de la leptine en particulier en combinaison avec un glucocorticocoide (la
dexaméthasone) chez I’Homme (Trujillo et al., 2004). Le tissu adipeux est également caractérisé
par la sécrétion de la chimiokine MCP-1 (Macrophage Chemoattractant Protein) qui favorise la
migration et I’infiltration des monocytes/macrophages au sein du tissu adipeux obése ; participant
ainsi a la mise en place de I’'inflammation chronique a bas bruit qui accompagne le développement
de I’obésité. En effet, les taux de MCP-1 corrélent avec I’adiposité, et la surexpression de MCP-1
dans le tissu adipeux augmente le recrutement des macrophages et aggrave les altérations
métaboliques (Kanda et al., 2006). La source de MCP-1 a longtemps été associée aux
macrophages infiltrés dans le tissu adipeux. Cependant, I’analyse des préadipocytes a permis de
montrer que ces derniers sont la source majeure de MCP-1 dans un contexte d’obésité (Kaplan et
al., 2015). Cependant, il existe d’autres chimiokines (CCL-2, CCL-5, CXCL-5 et CXCL-14) qui
sont impliquées dans le recrutement de macrophages dans le tissu adipeux amplifiant
I’inflammation (WesterBacka et al., 2006).
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Figure 17. Les fonctions physiologiques des adipokines (Luo et al., 2016).
ASP, acylating simulation protein; FGF21, fibroblast growth factor 21; IL6, interleukin 6; MCP1, monocyte

chemoattractant protein 1; PAIL, plasminogen activator inhibitor 1; TNFa, tumour necrosis factor alpha.

V1. Pathologies du tissu adipeux blanc : Exemple de I’obésité

Selon I’Organisation mondiale de la santé (OMS), I’obésité se définit comme une « accumulation
anormale ou excessive de graisse corporelle qui peut nuire a la santé et réduire I’espérance de
vie » (OMS, 2014). L’évaluation du sous-poids, du sur-poids, et de I’obésité chez I’adulte se base
sur I’indice de masse corporelle (IMC). L’IMC est calculé par le rapport du poids de I’individu
(exprimé en kg) sur le carré de sa taille (exprimée en métre) (kg/m?). Selon le National Institute of
Health (NIH), I’obésité est considérée comme la seconde cause de mortalité aux Etats-Unis, et
environ deux millions de personnes sont considérées en surpoids ou obéses. En Grande Bretagne
et aux Etats-Unis, il a été montré que le nombre de personnes obéses a plus que doublé depuis
1980.
1. Causes de I’obésite

La surcharge pondérale resulte d’une dérégulation de I’homéostasie énergétique, intrinsequement
liée au bilan d’énergie. Le bilan énergétique est classiqguement symbolisé par une balance dont les
deux points de bascule sont les apports et les dépenses d’énergie. Les apports énergétiques
proviennent de I’alimentation tandis que les dépenses dépendent de trois facteurs : le métabolisme
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basal, I’activité physique, et la thermogénése adaptative, une notion dont nous reparlerons a la fin
de ce chapitre.

La premiere cause évidente de I’obésité est le déséquilibre entre les calories consommées (trop
importantes) et les calories dépensées (trop faibles).

Les facteurs génétiques et hormonaux peuvent également jouer un rdle tres important dans le
développement de I’obésité. En effet, plusieurs mutations géniques ont été identifiées pour leur
role dans le développement de I’obésité. Ces genes sont surtout impliqués dans le contréle de la
prise alimentaire et donc de la voie leptine/ mélanocortine au niveau du systéme nerveux central
(Crowle et Turner, 2010). En 2007, des études d’associaton génétique pangénomique (GWAS)
ont permis d’identifier le géene FTO (Fat mass and obesity associated gene), responsable du
contr6le de la prise alimentaire et de la dépense énergétique (Grant, 2008 ; Haupt, 2008). La
découverte du géne FTO a été suivie de la mise en évidence du géne MC4R (melanocortin-4
receptor), dont la mutation est associée a une obésité sévere chez les enfants (Loos et al., 2008).
Une mutation au niveau du géne POMC (Pro-opiomelanocortin) est également associée a une
obésité sévere (Krude et al., 1998 ; Flickinger et salz, 1994). A I’heure actuelle, 20 loci
différents ont été identifiés comme jouant un réle dans le développement de I’obésité (Herrera et
Lindgren, 2010).

2. Modifications du tissu adipeux blanc associées a I’obésité

Contrairement a I’inflammation aigué qui est rapide, qui se déclenche en réponse a un signal de
danger et qui se caractérise par I’apparition de symptdmes tels que la rougeur, le gonflement, et la
fievre ; I’inflammation du tissu adipeux dans un contexte d’obésité se caractérise par la mise en
place d’une inflammation chronique a bas bruit (Figure 18) (Neels et Olefsky, 2006 ; Jung et
Choi, 2014). Cette inflammation est a I’origine des dysfonctionnements métaboliques associés a
I’obésité, tels que la résistance a I’insuline et le diabéte de type 2 (Hotamisligil, 2006 ; Chandalia
et Abate, 2007).

Lors du développement de I’obésité, le tissu adipeux s’expand du fait de I’augmentation de la
taille des adipocytes (hypertrophie) et/ou de I’augmentation de leur nombre (hyperplasie). Lorsque
I’hypertrophie des adipocytes dépasse la limite de diffusion de I’oxygene dans la cellule et que
I’angiogenése est inhibée, des zones hypoxiques se forment entrainant la mort des adipocytes
(Wood et al., 2009 ; Trayhurn, 2013 ; Kern et al., 1995 ; Hotamisligil, 2006). Les débris des
adipocytes morts activent I’inflammasome NLRP3 induisant la sécrétion d’IL-1R et IL-18
(Nguyen et al., 2007 ; Vandanmagsar et al., 2011 ; Junghyo et al., 2009).
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L’hypoxie mise en place dans ce contexte est classiquement associée a I’attraction des monocytes
et a leur différenciation en macrophages (He et al., 2011 ; Krishnan et al., 2012). De fait,
I’obésité est associée a (i) une augmentation trés importante du nombre de macrophages dans le
tissu adipeux, (ii) une augmentation de I’expression du marqueur de surface CD11c”, ainsi qu’a
(iii) des changements de morphologie et de localisation des macrophages qui se présentent sous
forme de couronne autour des adipocytes (Ferrante, 2013 ; Cinti et al., 2005 ; Chawla et al.,
2011 ; Muir et al., 2018).

L’inflammation chronique a bas bruit associée a I’obésité est principalement liée a I’infiltration et
la prolifération de cellules immunes proinflammatoires (macrophages de type M1, lymphocytes
CD8", lymphocytes Thl), tandis qu’a I’inverse, les cellules immunes anti-inflammatoires
(éosinophiles, lymphocytes Th2, ILC, lymphocytes T régulateurs) émigrent du tissu. Ainsi, d’un
tissu « sain », présentant un profil anti-inflammatoire et insulino-sensible, le tissu adipeux obése
présente progressivement un profil inflammatoire, insulinorésistant. De plus, il est intéressant de
noter que les macrophages recrutés dans le tissu adipeux dans un contexte d’obeésité ne sont pas
tout a fait identiques aux macrophages de type M1 recrutés dans d’autres tissus (Medzhitov,
2008 ; Fain et al., 2004 ; Xu et al., 2003). En effet, les macrophages M1 recrutés dans le tissu
adipeux obése se caractérisent par une forte expression des genes impliqués dans le métabolisme
lipidique, ce qui permet de les qualifier de macrophages a activité métabolique (Kratz et al.,
2014 ; Xu et al., 2013).

Les neutrophiles sont minoritaires dans le tissu adipeux (<1% de la fraction stromavasculaire) et
leur nombre augmente dans un contexte d’obésité (2% de la FSV) (Ferrante, 2013).
Bertola et al. montrent qu’une sous-population de cellules dendritiques (CD11c", F4/80%™) est
significativement augmentée dans le tissu adipeux obese (Bertola et al., 2012).

Contrairement aux macrophages, neutrophiles et cellules dendritiques, la proportion
d’éosinophiles est diminuée dans le tissu obése, ce qui entraine une chute trés importante de la
sécrétion d’IL-4, contribuant au changement du phénotype des macrophages d’un profil de type 2
(M2, anti-inflammatoire), vers un profil de type 1 (M1, proinflammatoire) (Wu et al., 2011).

Le nombre de lymphocytes du tissu adipeux est également modifié par I’obésite, a la fois les
lymphocytes T (CD4" et CD8") et les lymphocytes B. L’augmentation du nombre de lymphocytes
T CD8" joue par ailleurs un role important dans le recrutement massif des macrophages au cours
du développement de I’obésité (Nishimura et al., 2009). La population des lymphocytes B du
tissu adipeux est tres peu représentée et étudiée. Cependant, le transfert (par voie intrapéritonéale)

d’immunoglobulines provenant de souris obeses diabétiques entraine & un état d’insulinorésistance
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chez des souris minces receveuses. Inversement, des souris obéses déplétées en lymphocytes B ne
présentent pas de maladies métaboliques. Ces données suggerent I’existence, dans le tissu adipeux
de souris obeses, de lymphocytes B déléteres car produisant des anticorps favorisant le
développement d’un diabete de type 2 (Winer et al., 2011). Le pourcentage des cellules immunes
impliquées dans la réponse anti-inflammatoire tels que les lymphocytes T régulateurs (Treg) est
diminué (Feuerer et al., 2009). Enfin, le nombre de cellules INKT est diminué dans un contexte
d’obésité et leur restauration chez la souris est associée a une perte de poids et a une amélioration
de la sensibilité a I’insuline (Lynch et al., 2012).

Les modifications du nombre et de la fonction (notamment les sécrétions) des cellules immunes
présentes dans le tissu adipeux conduisent a la mise en place progressive d’une inflammation du
tissu, qui va progressivement s’étendre a de nombreux autres tissus/organes de I’organisme
(Hotamisligil, 2006 ; Sartipy et al., 2003 ; Strissel et al., 2007 ; Shi et al., 2006 ; Lumeng et al.,
2007 ; Nguyen et al., 2007 ; Vandanmagsar et al., 2011), tel que le cerveau ainsi que nous allons
le voir dans le paragraphe suivant.
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Figure 18. Schéma représentatif des modulations immunes induites dans le tissu adipeux blanc
au cours du développement de I’obésité (Jung et Choi, 2014).

Le développement de I’obésité est associé a des modulations importantes des populations de cellules immunes du tissu

adipeux, caractérisées par la transition progressive d’un état anti-inflammatoire a un état proinflammatoire.
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3. Perturbations du systéme nerveux central associées a I’obésité

L’obésité est également associée a une inflammation au niveau hypothalamique qui aboutit a
I’altération de la signalisation de la leptine (Banks et al., 1999) et de I’insuline (De Souza et al.,
2005 ; Howard et al., 2004 ; Picardi et al., 2008, Dorfman et Thaler, 2015). L’inflammation est
également marquée par I’infiltration de macrophages a travers la barriere hémato-encéphalique
(BHE) et a une activation des cellules de la microglie (Buckman et al., 2014 ; Stranahan et al.,
2016). Ainsi I’inhibition de I’inflammation hypothalamique conduit & une diminution de la prise
alimentaire et une perte de poids (Howard et al., 2004 ; De Souza et al., 2005 ; Xue et al., 2007 ;
Picardi et al., 2008). De plus, I’obésité induit I’apoptose des neurones et I’altération de la
signalisation synaptique au niveau du noyau arqué et de I’hypothalamus latéral et une
augmentation de I’ARNm et de la production des cytokines pro-inflammatoires 1L-6, IL-1p et
TNFo (Moraes et al., 2009). Des études menées chez le rat montrent que I’obésité altére les
fonctions cognitives, en particulier la mémoire spatiale, augmente la perméabilité de la BHE au
niveau de I’hippocampe (caractérisée par la diminution de I’expression des protéines de jonction
serrées Claudine 5 et 12) (Kanoski et al., 2010) et diminue I’activité métabolique assurée par les
microvaisseaux de la BHE (Ouyang et al., 2014 ; Rhea et al., 2017).

VIl. Conversion du tissu adipeux blanc en tissu adieux beige

Ainsi que nous I’avons évoqué a plusieurs reprises dans ce Chapitre, le tissu adipeux blanc est
doté d’une plasticité remarquable lui permettant de s’adapter aux modifications
environnementales.
Par exemple, certaines conditions comme I’exposition au froid, favorisent le développement, au
sein du tissu adipeux blanc, d’adipocytes exprimant la protéine de découplage UCP-1 (Uncoupling
Protein-1), classiqguement associée aux adipocytes bruns (Cousin et al., 1992). Ces adipocytes
sont démommés BRITE (pour BRown in WhITE) ou beiges.

Dans le présent chapitre, nous allons résumer les principales caractéristiques du tissu
adipeux beige puisque, lors de nos travaux, nous avons observé la conversion du tissu adipeux
blanc en tissu adipeux beige, dans certaines de nos conditions expérimentales et ce, de maniére

inattendue.
1. Généralités
La thermogenése est directement liée a la respiratoire mitochondriale. Au sein de I’adipocyte brun

ou de I’adipocyte beige, la protéine UCP-1, située dans la membrane interne de la mitochondrie,
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permet de découpler la respiratoire cellulaire ce qui favorise le retour des protons dans la matrice
mitochondriale sans s’accompagner de la synthese d’ATP (Nedergaard et al., 2001). Outre la
protéine UCP-1, les adipocytes beiges expriment spécifiqguement les marqueurs Tbx-1, Tmem-26
et CD137 (Wu et al., 2013).

Comparativement aux adipocytes blancs, les adipocytes beiges sont multiloculaires, expriment
UCP-1 et présentent un contenu mitochondrial et une capacité oxydative plus élevés, ce qui
confére a ce type cellulaire un potentiel thermogénique ; a savoir un potentiel de dissipation de
I’énergie sous forme de chaleur (Seale et al., 2011). Il a également été rapporté que le tissu
adipeux beige est plus vascularisé que le tissu adipeux blanc (Park et al., 2017 ; Li et al., 2018).
Comparativement aux adipocytes bruns, qui composent le tissu adipeux brun dont la fonction
principale est de favoriser la dépense énergétique par thermogénése, les adipocytes beiges ont
moins de gouttelettes lipidiques et présentent un contenu mitochondrial et une activité
thermogénique moindres (Figure 19) (Kwok et al., 2016).

L’origine des adipocytes beiges n’est pas encore parfaitement élucidée. Certains travaux suggerent
que ces cellules pourraient provenir directement des précurseurs des cellules musculaires lisses
Myh11* ou encore Myf5* (Long et al., 2014), des préadipocytes dérivés des cellules souches
d’origine mésodermique ou encore de la trans-différenciation des adipocytes blancs en adipocytes
beiges (Asano, et al. 2014; Carey, et al. 2014; Symonds et al. 2015). Les adipocytes beiges
pourraient également provenir de I’engagement/différenciation des cellules Pdgfra’/CD34"/Scal*
qui présentent le potentiel de pouvoir se différencier en adipocytes beiges ou en adipocytes blancs
(Lee et al.,, 2012). Cependant, le mécanisme moléculaire qui contréle I’engagement d’une
différenciation ou d’une trans-différenciation cellulaire n’est pas bien élucidé, notamment chez

I’homme.

Il a été montré chez le porc, que le beiging (ou brunissement) du tissu adipeux blanc se développe
a la suite de I’exposition de I’animal au froid pendant une courte durée (4°C, 10 heures) mais pas a
la suite d’une exposition de longue durée (8°C, 15 jours) (Gao et al., 2018). Chez I’Homme, une
exposition quotidienne au froid a raison de 2 heures par jour pendant 6 semaines est accompagnée
d’une perte de poids et du brunissement du tissu adieux blanc (Van den Berg et al., 2017). Une
étude menée chez la souris a montré que la thermoneutralité réduit la capacité du tissu adipeux
sous-cutané a brunir et augmente la prédisposition au développement de I’obésité (Cui et al.,
2016). Le brunissement du tissu adipeux blanc se développe également a la suite d’exercices
physiques (Stanford, 2015; Aldiss et al., 2018), aprés stimulation des récepteurs
noradrénergiques (Warner et Mittag, 2016), a la suite d’une restriction calorique (Fabbiano et
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al., 2016), ou encore a la suite d’une consommation quotidienne de thé vert (Chen et al., 2017).
Chez I’homme, du brunissement a été observé au niveau du tissu adipeux sous-cutané chez les
sujets brilés (Patsouri et al., 2015 ; Sidossis et al., 2016), dans un contexte de cachexie reliée au
cancer (Petruzzelli et al., 2014), et au niveau du tissu adipeux épicardique de patients présentant
une athéroslérose coronaire sévere ou une maladie cardiaque valvulaire (Sacks, et al. 2013).

Lorsque I’on compare la capacité a brunir des différents dépbts de tissus adipeux blancs, la
littérature rapporte plus d’exemples de brunissement dans le dépdt sous-cutané que dans le dépét
viscéral. Cette différence pourrait en partie s’expliquer par I’expression plus importante des
marqueurs du brunissement (Cidea, Prdm-16, Ucp-1), des marqueurs d’adipoytes beiges (Thx-1,
P2rx5) et des marqueurs mitochondriaux (Cox8b, Ppargcla, Atp5a, Ndufal) dans le tissu adipeux
sous-cutané que dans le dépdt viscéral chez la souris, en condition de thermoneutralité (Seale et
al., 2011 ; Zuriaga et al., 2017 ; Shabalina, et al. 2013 ; Wu et al., 2013). Il a également été
montré que les progéniteurs du dépdt sous-cutané (dans des conditions de thermoneutralité)
présentent, aprés différentiation, un profil transcriptomique proche de celui des adipocytes bruns
(Wu et al., 2013). Cependant, les données concernant la nature des dép6ts de tissu adipeux blanc
ayant la plus forte capacité a brunir demeurent controversées, notamment lorsque I’on cherche a
transposer les données obtenues chez la souris a I’homme. Nous I’avons en effet déja évoqué, le
dépbt omental présent chez I’homme n’existe pas chez la souris, et les dépbts périgonadiques
retrouvés chez la souris ne drainent pas directement le foie, ce qui n’en fait pas un tissu adipeux
viscéral au sens propre du terme (Zuriaga et al., 2017). De plus, chez I’homme, I’expression des
genes du brunissement est plus importante dans le tissu adipeux viscéral que dans le dépbt sous-
cutané ; suggérant ainsi une prédisposition plus importante au développement du brunissement
dans le tissu adipeux viscéral que le tissu adipeux sous-cutané, contrairement au modele murin
(Zuriaga et al., 2017).
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Figure 19. Représentation des différents types d’adipocytes de tissu adipeux blanc, beige et
brun (Kwok et al., 2016).

Les différences morphologiques entre les adipocytes du tissu adipeux beige et brun, comme le montrent les schémas
et la coloration a I'hématoxyline / éosine (grossissement x 40).

2. ROle des cellules immunes dans le brunissement du tissu adipeux blanc
Le rble du systeme immunitaire dans I’induction du brunissement du tissu adipeux blanc a
récemment été mis en évidence (Figure 20). Machida et al. montrent, chez la souris, que le
brunissement du tissu adipeux blanc sous-cutané résultant d’une exposition au froid est associée a
I’augmentation du nombre de macrophages M1 dans le dépdt viscéral. L’élimination des
macrophages par injection de clodronate de sodium conduit au brunissement du tissu adipeux
viscéral. Ceci suggere que les macrophages pro-infammatoires M1 sont impliqués dans la
résistance de ce dépdt au développement d’adipocytes beiges suite a I’exposition au froid
(Machida et al.,, 2017). L’analyse du rble des macrophages anti-inflammatoires M2 dans
I’induction de la thermogenése suite a une stimulation par le froid, montre que ces cellules
s’activent dans le tissu adipeux blanc et libérent des catécholamines qui activent des voies
similaires a celles de la stimulation sympathique (Nguyen et al., 2011 ; Qiu et al., 2014). D autres
auteurs ont pu montrer que le brunissement était étroitement dépendant du marqueur RIP140,
impliqué dans le contréle de la balance M1/M2 des macrophages dans le tissu adipeux blanc (Liu
et al., 2015). L’augmentation de I’expression de RIP140 dans un contexte d’obésité (induite par un
régime hyperlipidique) est associée a la polarisation des macrophages vers un profil
proinflammatoire (M1) dans le tissu adipeux blanc et au développement de la résistance a
I’insuline (Ho et Wei, 2012). Inversement, la diminution de I’expression de RIP140, non
seulement réduit le nombre de macrophages M1, mais augmente la proportion des macrophages

M2 anti-inflammatoires dans le tissu adipeux sous-cutané. En conséquence, le tissu adipeux sous-
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cutané brunit et il y a restauration de la sensibilité a I’insuline (Ho et Wei, 2012 ; Liu et al.,
2015).

L’induction du brunissement du tissu adipeux blanc par le froid fait également intervenir les
éosinophiles (Flach et Diefenbach 2015). L’activation des éosinophiles et des macrophages M2
du tissu adipeux blanc est assurée en partie par la météorine, qui est une myokine et adipokine
dont I’expression et la sécrétion sont augmentées suite a une stimulation par le froid ou apres un
exercice physique (Rao et al., 2014). Lee et al. et Brestoff et al. montrent que I’activation des
cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2) par I'lL-33 est suffisante pour induire le
brunissement du tissu adipeux blanc dans des conditions de thermoneutralité (Lee et al., 2015 ;
Brestoff et al., 2015). Activées par I’IL-33, les ILC2 produisent de I’IL-5 et de la méthionine-
enképhaline (MetEnk) qui augmentent I’expression d’UCP-1 dans les adipocytes et activent les
éosinophiles. Les éosinophiles activés sécrétent I’IL-4 qui agit sur les macrophages pour libérer la
norépinephrine déclenchant ainsi le brunissement du tissu adipeux blanc (Van Den Berg et al.,
2017). Ceci montre qu’en plus de leur r6le dans la réponse aux infections et dans la réparation
tissulaire, les ILC2 jouent un réle clé dans la régulation de I’activité du tissu adipeux blanc et dans
le maintien de son homéostasie (Flach et Diefenbach, 2015).

Les Treg sont également impliqués dans le processus de brunissement du tissu adipeux blanc via
I’IL-33, capable de les activer pour sécréter I’IL-10 et le TGF- ; participant ainsi a la mise en

place d’un environnement anti-inflammatoire (Becker et al., 2017).

Macrophage

CCR2+ monocyte

Figure 20. Remodelage de la population immune dans le tissu adipeux blanc sous-cutane suite a
I’induction par le froid (Van Den Berg et al., 2017).
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Les ILC2 jouent un réle central dans le développement du brunissement. Les ILC2 sont maintenues par 1L-33
et produisent la MetEnk, qui régule UCP1 dans le tissu adipeux blanc. LIL-33 augmente également le pourcentage de
cellules T régulatrices dans le tissu adipeux blanc. Les ILC2 sécrétent I'lL-5 et I'lL-13, qui stimulent les éosinophiles
pour produire I'lL-4. LIL-4 peut directement agir sur les macrophages M2 qui, a leur tour, sécrétent la noradrénaline.
L'augmentation du nombre de macrophages lors d'une exposition au froid dépend du recrutement de monocytes via
CCR2. La sécrétion d'IL-4 dépendante des éosinophiles peut également se produire par l'intermédiaire de I'normone
Metrnl, libérée par le tissu adipeux lors d'une exposition au froid. Metrnl, météorine-like; NA, noradrénaline; Treg,
cellules T régulatrices.

3. Perspectives thérapeutiques du brunissement du tissu adipeux blanc
Le brunissement du tissu adipeux blanc entraine des effets métaboliques bénéfiques du fait de
I’augmentation de la dépense énergétique, notamment une amélioration de la tolérance au glucose
et une diminution de I’inflammation du tissu adipeux (Rao et al., 2014). Dans les différents
modeles d’induction de brunissement du tissu adipeux blanc, une protection contre le
développement de I’obésité (induite par la consommation d’un régime hyperlipidique) et de ses
complications métaboliques a été rapportée (Chen et al., 2017 ; Li et al., 2017), ainsi qu’une
augmentation du métabolisme des acides gras (Varela et al., 2017), et une diminution de la masse
de I’ensemble des depdts de tissu adipeux blanc (Neyrinck et al., 2017).

C’est la raison pour laquelle I’induction du brunissement du tissu adipeux blanc est considérée
comme une stratégie thérapeutique d’intérét potentiel dans le traitement de I’obésité et des
désordres métaboliques associés.

Cependant, il est important de noter que le brunissement du tissu adipeux blanc peut
également étre associé a des effets délétéres. Lors de la cachexie associée au cancer, induite et
maintenue par I’inflammation systémique, en particulier par les taux élevés d’IL-6, I’inhibition du
brunissement du tissu adipeux blanc réduit la sévérité de la cachexie (Petruzelli et al., 2014). De
méme, le brunissement du tissu adipeux blanc peut parfois entrainer le développement
d’athérosclérose et de stéatose hépatique par deux mécanismes différents (Jeschke et al., 2011) :

— Le brunissement du tissu adipeux blanc est associé a une augmentation des taux de

cholestérol dans le sang, en particulier, les lipoprotéines a faible densité (low-density
lipoprotein-LDL) et des lipoprotéines a tres faible densité (very low density-lipoprotein-
VLDL), qui sont impliquées dans le développement de I’athérosclérose.

— Le brunissement du tissu adipeux blanc entraine une diminution des taux d’adiponectine

circulante,  diminuant ainsi la lipolyse et favorisant la formation des plaques

d’athérosclérose (Bogdanovic et al., 2015).
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Chapitre 11 : Tissu adipeux blanc et infections

I. Obésite et pathologies respiratoires d’origine infectieuse

L’exces de tissu adipeux blanc, caractérisant I’obésité, est ainsi que nous I’avons vu, une maladie
inflammatoire chronique, classiqguement associée au développement de maladies métaboliques
telles que I’insulinorésistance ou le diabéte de type 2 (Grundy et al., 2004). Cependant, I’obésité
est également un facteur de risque pour le développement de nombreuses autres pathologies,
comme certains types de cancers et démences, les maladies auto-immunes, ou les infections,
notamment les infections inflammatoires pulmonaires.

L’obésité est associée a des altérations de la fonction respiratoire pouvant entrainer : apnée du
sommeil, syndrome d’hypoventilation, asthme (qui est souvent plus sévére chez les obéses), ainsi
que la broncho-pneumopathie obstructive (BPCO). En effet, les personnes obéses montrent une
demande plus importante de 16% comparées aux individus minces en termes de ventilation et de
consommation d’O, (Zammit et al., 2010). L’apnée du sommeil est tres corrélée a la prise de
poids, et I’obésité est connue pour exacerber les hypoxies nocturnes. L’obésité est également tres
fortement corrélée a I’asthme : 38% des patients en surpoids et 92% des patients obéses présentent
une prévalence plus élevée de développer de I’asthme (Beuther and Sutherland, 2007). Les
causes de ces atteintes sont dues soit a des effets mécaniques liés a I’accumulation de tissu
adipeux autour des poumons, ou a I’inflammation chronique a bas bruit induite par I’obésité
(Zammit et al., 2010).

Les pneumonies les plus freqguemment rapportées chez les individus diabétiques et les obéses sont
la tuberculose, la grippe, et les infections par le pneumocoque, le staphylocoque et les pathogenes
opportunistes (Figure 21) (Fisher-Hoch et al., 2013). Concernant les infections respiratoires
d’origine bactérienne, Wieland et al., (2005) ont observé chez des souris génétiqguement obeses
(deficientes en leptine, ob/ob), des niveaux bas d’IFN-y suite & I’infection par Mycobacterium
Tuberculosis. Dans ce méme modéle, Ordaway et al. (2008) ont noté un retard du recrutement
des lymphocytes T CD4" productrices d’IFN-y dans le poumon, ainsi qu’une charge bactérienne

plus élevée chez les souris obéses infectées.
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Figure 21. La susceptibilité accrue des obéses aux infections respiratoires virales, fongiques et
bactériennes (Mancuso, 2013).

L'obésité altere la défense de I'hbte contre la grippe et éventuellement les pathogenes bactériens et fongiques. L'excés de
tissu adipeux chez les obeses entraine de nombreuses perturbations métaboliques qui contribuent a un état d'inflammation
chronique de bas bruit. Ceci est due a un taux élevé de triacylglycérol (TAG), d'acides gras libres (FFA), d'hyperglycémie
et & une augmentation des adipokines pro-inflammatoires telles que la leptine et la résistine. TNFa, IL-6, IL-1p, IL-18 et
MCP-1 sont produits en plus grande quantité lorsque le tissu adipeux s’ expant. Ces altérations entrainent une fonction
immunitaire innée et adaptative défectueuse qui altére la défense de I'hdte contre I'infection grippale. Cependant, les
données concernant la défense des obéses contre les agents pathogénes bactériens demeure controversée. De plus, les
complications de I'obésité telles que le diabete de type Il et le reflux gastro-cesophagien (GERD) sont connues pour
altérer la défense de I'nGte contre les agents pathogenes viraux, bactériens et fongiques.

Les données concernant I’infection pulmonaire par Streptococcus pneumoniae sont

controversées. Corrales-Medina et al. montrent, chez des patients hospitalisés pour une

pneumonie et classés selon leur indice de masse corporelle, une mortalité réduite dans le groupe

des patients obéses (Corrales-Medina et al., 2009). Mancuso et al., utilisant le modéle tres

particulier de souris dont I’obésité résulte de la déficience en carboxypeptidase (les souris

CPEfat/fat), ne trouvent pas de différence entre la réponse immune anti-infectieuse des souris

minces et celle des souris obéses (Mancuso et al., 2013). A I’inverse, d’autres travaux rapportent

une susceptibilité accrue des souris obeses a la surinfection bactérienne par S. pneumoniae suivant

77



une infection par le virus influenza (100% de mortalité dans le groupe des obeses vs pas de
moralité dans le groupe contr6le), avec une charge virale équivalente entre les souris minces et
obéses mais une charge bactérienne significativement plus élevée chez les obeses (Karlsson et
al., 2013).

Concernant I’infection par le virus influenza, les données épidémiologiques et

expérimentales concernant le lien avec I’obésité sont plus beaucoup claires que celles concernant
I’infection par S. pneumoniae. En effet, les données épidémiologiques obtenues au décours de la
pandémie de 2009 (HIN1) ont mis en évidence une susceptibilité accrue des individus obéses de
développer des formes severes, voire mortelles, de I’infection, avec 574 déces dans le monde
(Vaillant et al., 2009) et 758 cas d’hospitalisation en France (Fuhrman et al., 2011). Depuis
I’obtention de ces données épidémiologiques, la vaccination grippale des personnes obeses est a
présent fortement conseillée. Cependant, les travaux de Sheridan et al. montrent une diminution
du titre d’anticorps induit par la vaccination et une fonction altérée des lymphocytes T CD8"
spécifiques du virus de la grippe chez les individus obéses (Sheridan et al., 2012), suggérant
qu’une nouvelle stratégie vaccinale devrait étre adoptée pour protéger les patients obeses. Des
travaux menés sur des souris rendues obéses par I’administration d’un régime enrichi en lipides
puis infectées par le virus de la grippe sont nombreux et montrent une mortalité augmentée, une
altération de la fonction cytotoxique des cellules NK, un retard dans la production d’IL-6 et de
TNFa, et une faible induction des IFN de type 1, comparativement aux souris minces (Smith et
al., 2007). Un défaut de recrutement des LT CD8" dans les poumons, une diminution de la
présentation des antigenes par les cellules dendritiques et une atténuation de la sécrétion d’IL-2 et
d’IL-12 chez des souris obéses (obésité induite par un régime riche en lipides) infectées par le
virus de la grippe ont également été rapportés (Smith et al., 2007 ; Mancuso, 2009 ; Karlsson et
Beck, 2010). Eastbrook et al. (2011) ont montré une réponse IFN-B et une réponse pro-
inflammatoire réduite dans le groupe des souris obeses comparées aux souris minces infectées
(Figure 22).

Radigan et al. ont mis en évidence le r6le joué par la leptine dans la défense contre le virus de la
grippe. En effet, ils ont associés la perte du récepteur a la leptine a une diminution de la clairance

bactérienne et & des altérations plus profondes au niveau pulmonaire (Radigan et al., 2014).
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Figure 22. Altération des défenses immunes contre le virus de la grippe en condition

d’obésité (Mancuso, 2013, modifiée selon les données de Karlsson et al., 2010).

Suite & I’infection des cellules épithéliales respiratoires par le virus de la grippe (1), I’induction de la réponse
interféron de type 1 (IFN-o/B) est réduite et retardée (2), et la réponse cytotoxique des cellules NK est atténuée chez
les souris obéses (3). La production des cytokines pro-inflammatoires IL-1B, IL-6, et TNF-a est retardée (4) et la
production des cytokines par les NK (IL-12, IL-18, IFN-y), les macrophages, les cellules dendritiques et les
lymphocytes T CD4+ , est réduite (5). La présentation des antigénes par les cellules dendritiques aux cellules T helper
CD4" et T CD8" est également altérée (6). Le retard de la production de chimiokines (MCP-1 et MIP-10/p) fait que le
recrutement des polynucléaires, des T CD4+ et des monocytes (mono) est retardé (7). La capacité des cellules T CD8*
a contrdler I’infection virale est réduite et la réparation des cellules épithéliales pulmonaire est altérée ; aboutissant a
une augmentation de la perméabilité microvasculaire et ainsi au passage des protéines (albumine) dans I’espace
alvéolaire (8). La diminution du titre des anticorps chez les personnes obéses suite a la vaccination contre le virus de
la grippe a été rapportée par Karlsson et al., 2010, cependant, il n’est pas connu si I’obésité affecte la concentration
des IgA dans le poumon (9).
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A. Interaction entre le tissu adipeux blanc et les agents pathogenes

Il est décrit dans la littérature que certains agents pathogénes ; parasites, bactéries ou virus,

peuvent interagir avec le tissu adipeux blanc, I’infecter, voire méme s’en servir comme réservoir.

1. Parasites et tissu adipeux blanc

Le terme parasite vient du latin-parasites, du Grec -parasitos, (para-, a coté de) + (sitos,
nourriture) « personne qui mange a la table d’autrui ». Les parasites sont caractérisés par le fait
qu’ils menent leur cycle de vie dans un autre organisme pour utiliser ses ressources (Vannier-
Santos et Lenzi, 2011). Plusieurs études relatent la présence de certains parasites dans le tissu

adipeux d’individus infectés (Figure 23).

Le parasite le plus étudié pour son lien avec le tissu adipeux blanc est Trypanosoma cruzi,
responsable de la maladie de Chagas dont I’incidence et la seveérité sont particulierement élevées
au Mexique, en Amérique centrale et en Amérique du sud (Garcia et al., 2015). L’association
entre I’infection par T. cruzi et le tissu adipeux blanc a été évoquée pour la premiére fois en 1970
(Shoemaker et al., 1970). L’infection du tissu adipeux et des adipocytes par T. cruzi a également
été mise en évidence aux stades amastigote et trypomastigote (Andrade et Silva, 1995 ; Combs et
al., 2005, Ferreira et al., 2011). La présence du parasite dans le tissu adipeux est associée a une
augmentation de I’expression des Tlr4, TIr9, des protéines de la voie MAP Kinase, de Ppary, des
cytokines IL-6 et TNFa, de certaines chimiokines (tel que MCP-1), ainsi qu’une diminution du
contenu lipidique et de I’expression de I’adiponectine et de la leptine par les adipocytes. Une
évaluation de la charge parasitaire dans le tissu adipeux, 300 jours post-infection, supporte le role
de réservoir assuré par le tissu adipeux blanc pour ce parasite (Nagajyothi et al., 2012).
L’infection de la lignée murine préadipovytaire 3T3-L1 par T. cruzi, induit une diminution de la
sécrétion d’adiponectine et une augmentation des niveaux d’expression de TIr2 et 9, Tnfa, Ifny,
and 1115 (Combs et al., 2005). Toutes ces modulations montrent que I’infection par T. cruzi
affecte la fonction et les sécrétions du tissu adipeux blanc (Combs et al., 2005 ; Nagajyothi et al.,
2012).

Trypanosoma brucei, quant a lui, est un parasite unicellulaire extracellulaire responsable
de la trypanosomiase africaine, également appelée maladie du sommeil (Franco et al., 2014). Ce
parasite est connu pour son tropisme pour le cerveau, les testicules, et la peau mais également pour

le tissu adipeux blanc (Trindade et al., 2016 ; Kennedy, 2006 ). Dans le tissu adipeux, il se
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localise au niveau de I’espace interstitiel entre les adipocytes lui offrant un milieu propice pour
assurer sa réplication (Trindade et al., 2016). Le stade trypomastigote de T. Cruzi est capable
d’infecter toutes les cellules de I’organisme hote, y compris les préadipocytes et les adipocytes.
Au stade amastigote, T. Cruzi échappe a la défense immune et se trouve libre dans le cytoplasme
ce qui lui permet d’infecter les cellules avoisinnantes et reprendre un nouveau cycle de réplication
(Johndrow et al., 2014).

Un autre exemple de parasites pouvant étre détecté dans le tissu adipeux blanc sont ceux de
la famille Plasmidium spp., parasites obligatoires intracellulaires responsables du paludisme.

Plasmodium falciparum infecte les globules rouges et des analyses post-mortem des tissus des
individus infectés révelent, qu’en dehors des sites principaux d’accumulation du parasite (a savoir
la rate et les poumons), P. falciparum s’accumule également dans le tissu adipeux blanc
(Wilairatana et al., 2000 ; Tanowitz et al., 2017).

Lipid
vacuole

Figure 23. Différentes localisations de certains parasites dans le tissu adipeux blanc

(Tanowitz et al., 2017).
Les adipocytes sont les composants majeurs du tissu adipeux et sont caractérisés par les gouttelettes lipidiques qu’ils
renferment. Trypanosoma cruzi (coloré en bleu clair) est capable de survivre dans le sang sous forme de
trypomastigote ou dans le cytoplasme des cellules (dont celui des adipocytes) au stade amastigote. Trypanosoma
brucei (bleu foncé) se trouve soit dans le sang ou dans I’espace interstitiel des tissus. Dans le tissu adipeux, T. brucei
se localisent entre les adipocytes. Plasmodium spp. (vert) est présent dans les globules rouges qui, une fois infectés,
adherent aux vaisseaux sanguins irriguant les tissus.

 Plasmodium spp
Infected RBC

Des parasites beaucoup plus complexes que les trypanosomes ou le plasmodium, tels que
les vers helminthes, parasites extracellulaires, peuvent également interagir avec le tissu adipeux
blanc. Contrairement aux infections intracellulaires induisant une réponse inflammatoire,

I’infection par les helminthes induit une réponse immune anti-inflammatoire. Or, nous I’avons vu,
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le profil anti-inflammatoire est favorable au brunissement du tissu adipeux blanc (Brestoff et al.,
2014). Des études portant sur les conséquences métaboliques des infections parasitaires,
notamment au niveau du tissu adipeux blanc, montrent que I’infection par Nippostrongylus
brasiliensis induit une amélioration de la sensibilité a I’insuline, une induction de la réponse
immune de type 2, et une diminution de I’adiposité chez des souris obéeses (obésité induite par un
régime hyperlipidique) (Wu et al., 2011).

L’infection par un autre ver helminthe, Schistosoma mansoni ou le traitement par des antigenes
parasitaires induisent I’immunité de type 2 dans le tissu adipeux gonadique et mésentérique et
améliorent la sensibilité¢ a I’insuline et I’homéostasie glucidique en général (Hussaart et al.,
2015).

2. Bactéries, virus et tissu adipeux blanc

Plusieurs travaux rapportent I’interaction entre des bactéries, des virus, ou leurs composantes avec
le tissu adipeux blanc et les adipocytes. Lin et al. montrent que la stimulation de TLR4 au niveau
de I’adipocyte, induit une augmentation de I’expression de TLR2 ; suggérant I’existence d’une
réponse antibactérienne dans I’adipocyte (Lin et al., 2000). De méme, I’injection de certaines
endotoxines bactériennes a des doses subléthales induit la lipolyse dans les deux dépdts de tissu
adipeux blanc, mais plus significativement dans le dép6t sous-cutané (Sugawara et al., 2003). De
méme, I’injection de LPS au niveau du dépdt de tissu adipeux sous-cutané induit rapidement (1
heure) une activation de la lipolyse (Pond et Mattacks, 1998). Ceci montre la capacité de
I’adipocyte a détecter et répondre a des stimuli d’origine bactérienne. Igarashi et al. rapportent
que la septicémie, qui est une syndrome d’infection générale et grave de I’organisme, affecte
profondément la fonction des adipocytes chez le rat en inhibant le transport de glucose stimulé par

I’insuline induisant un état de résistance a I’insuline (Igarashi et al. (1992).

Parmi les virus pouvant interagir avec le tissu adipeux blanc. L’adénovirus humain Ad-36, connu
pour induire des infections respiratoires et intestinales, est impliqué dans I’induction de I’obésité
chez I’humain. En effet, I’Ad-36 présente une affinité atypique pour le tissu adipeux, et la quantité
de son ADN détectée dans le tissu adipeux viscéral est proportionnelle a la masse du dép6t et 30%
des personnes obeses et 11% de non-obeses possedent les anticorps dirigés contre I’Ad-36. De
plus, I’Ad-36 favorise la différenciation adipocytaire in vitro (Whigham et al., 2006). Cependant,
le mécanisme précis de I’induction de I’adipogenése sur des cellules 3T3-L1 par I’Ad-36 n’est
bien élucidé.
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D’autres virus que le prion scarpie (Shi et al., 2016 ; Kim et al., 1988 ; Vorbrot et al.,
2001), le Canine Distemper virus (CDV) (Lyon et al., 1982), le virus aviaire RAV-7 (Rous-
associated virus-7) (Carter et al., 1984), et le virus BDV (Borna disease virus) (Gosztonyi et
Ludwig, 1995) ont été eégalement associés au développement de I’obésité, en plus des autres
symptdbmes qu’ils induisent. L’obésité résultant de ces infections serait une conséquence
d’altérations diverses concernant notamment, I’expression du transporteur de glucose GLUT-1
(Vorbrot et al., 2001), I’expression de la leptine au niveau hypothalamique (Lyon et al., 1982), la
sécrétion de I’hormone thyroidienne (Carter et al., (1984), la régulation du nombre des cellules
du pancréas (Gosztonyi et Ludwig, 1995). L’ensemble de ces altérations entrainent une prise de
poids et une augmentation du nombre et de la taille des adipocytes.

Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) est celui qui est le plus décrit dans la
littérature comme exemple de virus capable d’interagir avec le tissu adipeux blanc. Le VIH
échappe au systeme immunitaire en cessant sa réplication et en persistant sous forme latente dans
les lymphocytes T CD4" et les macrophages. Les cellules immunes infectées permettent au virus
de migrer dans les tissus lymphoides et non lymphoides (comme le tissu adipeux blanc) et, en
fonction du microenvironnement tissulaire, le virus reste latent ou reprend sa réplication. Comparé
aux réservoirs principaux du VIH que sont les tissus lymphoides (ganglions lymphatiques, rate et
tissus lymphoides associés aux intestins), la réplication virale peut également avoir lieu dans le
tissu adipeux blanc, certes de maniére moins efficace que dans les tissus lymphoides. Cependant,
la compétence de réplication et I'infectiosité du virus latent dans le tissu adipeux sont comparables
aux autres tissus (Couturier et Lewis, 2018). L’infection par le VIH induit plusieurs anomalies
métaboliques (dyslipidémie, résistance a I’insuline, perte de masse de tissu adipeux ou
lipoatrophie). Les adipocytes jouent un role important dans I’infection par le VIH puisque des
changements significatifs en termes de morphologie du tissu adipeux blanc sous-cutané
(lipoatrophie) et de métabolisme global (profil lipidique sérique anormal) ont été observés dans le
tissu adipeux des personnes atteintes, ainsi qu’une mort cellulaire des adipocytes révélée dans des
biopsies tissulaires (Domingo et al., 1999). En effet, il a été rapporté que les lymphocytes T CD4",
cibles majeures du VIH, s’accumulent dans le tissu adipeux chez I’humain et les singes macaques
rhésus (Couturier et Lewis, 2018). Certains travaux montrent que seule la masse du tissu adipeux
sous-cutané est réduite dans I’infection par le VIH (Grinspoon et Carr, 2005 ; Domingo et al.,
1999), alors que d’autres auteurs montrent que les deux types de dépdts sont affectés (Bachetti et

al., 2005). L’adipocyte est une cible pour le virus VIH puisqu’il porte a sa surface les récepteurs
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essentiels a I’entrée du virus (CD4, CXCR4, and CCR5) (Shimomura et al., 1998 ;
Desruisseaux, 2007).
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Objectifs du travail de Thése

Tissu adipeux, organe complexe

Le tissu adipeux est un organe important, 1) quantitativement : sa masse représente - 20% du poids total

d’un individu normopondéral (beaucoup plus s’il s’agit d’une personne obése), et 2) qualitativement : en
plus de son rdle essentiel dans le stockage et la libération des lipides, le tissu adipeux est également un
organe endocrine sécrétant de nombreuses hormones et cytokines, dont certaines sont presque
exclusivement produites par ce tissu (e.g. adiponectine, leptine, résistine). Ces facteurs peuvent agir au
niveau local et au niveau systémique et influencer d’autres tissus ou organes, contribuant ainsi au
maintien de I’équilibre énergétique.

Par ailleurs, le tissu adipeux est composé de deux fractions cellulaires : 1)la fraction adipocytaire,

contenant les adipocytes matures, et 2) la fraction stroma-vasculaire, contenant de nombreux types

cellulaires parmi lesquels les préadipocytes et les cellules immunes innées (principalement les
macrophages) et adaptatives (principalement les lymphocytes T).
Ainsi, par I’intermédiaire des signaux qu’il émet et est capable de recevoir, le tissu adipeux se trouve au

centre d’un réseau reliant I’'immunité et le métabolisme.

Tissu adipeux et pathologies pulmonaires

Le role du tissu adipeux dans diverses pathologies ne cesse de se confirmer, particulierement chez les

personnes obeses, chez lesquelles sa masse est en exces. En effet, plusieurs études épidémiologiques et
expérimentales rapportent que le sur-poids et I’obésité augmentent le risque de cancers, de maladies
auto-immunes et d’infections. Dans le cas des infections pulmonaires, il est rapporté que les individus
obeses sont plus sensibles aux infections virales (e.g. le virus de la grippe ou virus influenza) ou
bactériennes (e.g. la bactérie Streptococcus pneumoniae). L’obésité est en effet associée a la mise en
place progressive d’une inflammation chronique a bas bruit, entrainant d’importantes perturbations
immunes et métaboliques (Mancuso, 2013, Hauner et al., 2004, Boden, 2008). Cependant, les
mécanismes précis sous-tendant la plus grande susceptibilité des individus obéses aux infections

respiratoires restent peu connus.

Dans ce travail de Thése, nous avons :
1. Evalué la susceptibilité des souris obéses a I’infection par la bactérie Streptococcus pneumoniae
dans un modele d’obésité d’origine nutritionnelle
Les données de la littérature concernant la susceptibilité des souris obeéses a I’infection par S.
pneumoniae sont contradictoires. Alors que certains décrivent une plus grande susceptibilité des obéses

aux infections & streptocoque d’autres ne montrent aucune différence entre les souris minces et les souris
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obeses. La variété des modeéles d’obésité utilisés (tous d’origine génétique) ainsi que les différentes
souches de bactéries testées expliquent sans doute les résultats contrastés. Au cours de cette étude nous
avons choisi d’utiliser un modéle d’obésité d’orgine nutritionnelle (i.e. consommation d’un régime
alimentaire fortement enrichi en lipides), réflétant mieux la situation rencontrée chez I’homme. Le
pneumocoque testé a été celui de sérotype 1 (Spl).

Nous avons comparé les paramétres de I’infection par une dose (sublétale, administration intranasale) de
Sp1 entre les souris minces et les souris obéses. Une analyse compléte des réponses pulmonaires a été
effectuée en vue d’évaluer la sévérité de I’infection dans les deux groupes de souris infectées. Nous
avons également procedé a I’évaluation de I’effet de I’infection sur le cerveau des souris infectées
notemment a travers la quantification de la charge bactérienne et I’estimation de la fragilisation de la
permeéabilité de la barriere hématoencéphalique.

Une analyse plus fine des différentes régions du systeme nerveux central (i.e. bulble olfactif,
hippocampe, hypothalamus, cortex cérébelleux, cortex cerébral, et striatum) avant soumission pour

publication est prévue.

2. Analysé I’effet de I’infection par le virus de la grippe sur le tissu adipeux de souris minces et
obeses.

Contrairement aux données concernant I’infection par le pneumocoque, les résultats obtenus au
décours d’études épidémiologiques ou expérimentales démontrent une plus grande susceptibilité des
individus obeses a I’infection par le virus de la grippe (ou virus influenza).

Nous avons donc abordé la problematique différemment a travers I’estimation de I’impact potentiel
de I’infection par le virus de la grippe sur le tissu adipeux. Ainsi, des souris minces ou obeses
(obésité d’origine nutritionnelle) avaient été infectées par le virus influenza (dose sublétale du virus
saisonnier H3N2, voie intranasale) et les dépots de tissu adipeux sous-cutané (i.e. inguinal) et viscéral
(i.e. périgonadique) ont été récupéres et analysés. Nos résultats montrent une modification de certains
parameétres métaboliques et immunologiques du tissu adipeux blanc dans un contexte infectieux
associé a la détection dans le tissu adipeux blanc du génome viral. Cette derniére observation nous a
conduit a mettre en place un modéle d’infection de préadipocytes et adipocytes in vitro et a analyser
les conséquences de cette infection, a la fois sur la cellule héte et sur le cycle viral. Les résultats

obtenus sont actuellement soumis pour publication.
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Matériels et Methodes



I.  Obésité et infection par la bactérie Streptococcus pneumonia

1. Modéle d’infection de souris minces ou obéses par Streptococcus pneumonia

Spl 1075
Par voie intranasale

‘L Suivi quotidien: mortalité et perte de poids

@
- : 6-8 semaines

C57BL/6 JRj,
Male-agées ée Chow (3'4% gras) JO 7?h

6 semaines HFD (60% gras)

Poumons Foie Rate  Cerveau

*CFU
*Histologie
*Q-PCR
*ELISA
*FACS

Figure 24. Protocole expérimental d’infection de souris minces et obeses par S. pneumoniae.

Des souris males C57BL/6, agées de 6 semaines au début de I’expérimentation, sont nourries pendant
8 & 10 semaines avec le régime Chow (contenant 3-4% de lipides) ou avec le régime obésogéne High
Fat (contenant 60% de lipides). L’infection par S. pneumoniae & une dose de 10°est alors réalisée
par voie intra-nasale sur les souris anesthésiées. La mortalité et la perte de poids corporel sont suivies
quotidiennement. Poumons, rate, cerveau et foie sont récupérés 72h post-infection (p.i.) pour évaluer
la charge bactérienne (technique de numération des colony forming units (CFUs)), les dommages
tissulaires (histologie), la composition en cellules immunes (cytométrie en flux (FACS)), les
sécrétions des cytokines in situ (ELISA sur extraits proteiques), ainsi que I’expression des genes
codant les protéines de jonctions serrées et les cytokines pro- et anti-inflammatoires (RT-gPCR)
(Figure 24).

2. Dénombrement des colonies bactériennes par la technique des CFUs
Les poumons, la rate, le foie et le cerveau sont prélevés 72 p.i. et placés dans 1 mL de PBS. Les
tissus sont broyés a I’Ultra-Turrax et les solutions obtenues sont diluées de 10 & 10°. Pour chaque
dilution, 3 dép6ts de 20 pL sont immédiatement réalises sur une gélose contenant du sang de mouton
(5%) puis laissés sécher. Les boites de Pétri ainsi ensemencées sont placées a 37°C pendant 24h. On
procéde alors au comptage des colonies bactériennes, qui présentent un aspect luisant et blanchatre et

sont entourées d’un halot d’hémolyse.
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3. Analyse quantificative de I’expression des génes par RT-gPCR
Les poumons et les cerveaux sont récupérés 72h p.i. congelés immédiatement en azote liquide, puis
conservés a -80°C. Les échantillons sont par la suite transférés dans des tubes de 5 mL contenant 1
mL de Trizol puis homogénéisés a I’Ultra-Turrax. L’homogénat obtenu est utilisé pour une extraction
d’ARN. Briévement, apres avoir rajouté 200 uL de chloroforme, les échantillons sont centrifugés a
12.000 rpm pendant 15 minutes permettant d’obtenir 2 phases et une interphase. La phase aqueuse,
qui contient I’ARN, est délicatement récupérée. On rajoute 500 puL d’éthanol 70%, puis on transfére
les échantillons sur colonnes. Des lavages successifs sont effectués avec les tampons fournis avec le
kit d’extraction RW1 et RPE. L’élution se fait par la suite dans 30pL d’eau RNase free, et I’ARN
obtenu est dosé avec le spectrometre (NanoView).
Nous procédons par la suite & une rétro-transcription de 10pg d’ARN en utilisant le kit High capacity
RNA to c-DNA (Applied Biosystem, Thermofisher). Une PCR Quantitative est effectuée pour évaluer
I’expression des génes codant les protéines de jonction serrée et les marqueurs d’inflammation.
Le programme d’amplification débute par une étape de dénaturation (3 minutes a 95°C) suivie de 40
cycles alternant dénaturation (10 secondes a 95°C), hybridation (60°C pendant 15 secondes) et
élongation (72°C pendant 30 secondes). Chaque échantillon est passé en triplicat. Pour s’assurer de la
spécificité des primers, nous nous sommes basé sur I’aspect de la courbe de dissociation en fin de
cycle, qui devait présenter un seul pic.
L’évaluation quantitative relative a été effectuée par la méthode comparative AACt. La moyenne des
ACt des échantillons contr6les non infectés pour chaque gene a été utilisé comme calibrateur suite a
la normalisation par rapport au géne de ménage controle (Eef2). Les résultats sont présentés en fold-
change par rapport au gene de ménage et par rapport au contrdle (quantification relative = 2-AACt).

4. Quantification des protéines par ELISA
Pour obtenir des extraits protéiques, les organes ont été récupérés a sec dans de I’azote liquide puis
conservés a -80°C. Les échantillons sont par la suite directement placés dans du tampon de lyse
(Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo Fisher Scientific 78510) additionné & un cocktail d’anti-
protéases (Complete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Apres
homogénéisation avec I’Ultra-Turrax, les échantillons sont centrifugés a 12000 rpm/5min pour

éliminer les fragments de tissu non lysés.

5. Dissection des différentes régions du cerveau
Les cerveaux fraichement récupérés ont éte disséqués pour séparer les différentes parties (i.e. cortex

cerébral, cortex cérébelleux, hypothalamus, bulbes olfactifs, hippocampe, striatum) permettant ainsi
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une étude plus élaborée et plus spécifique de I’effet de I’infection et I’obésité sur le systéme nerveux
central. Nous avons procédé a la récupération des différentes parties du cerveau comme le montre le

schéma qui suit (Figure 25).

A i B Hippocampe
Bulbe olfactif
‘ Cortex cérébral e 1 Cervelet
Hémisphéres /o c’{,[t %
cérébraux dess cérébelleux:
\ Thalar lofp - Spovee
Striatum "2 (
Cervelet Hypothalamus
“"“““'“'""‘l' """"""""" Copyright @ 2006 Nature Publishing Group
Début du Tronc H Nature Reviews | Neuroscience
cérébral

Figure 25. Localisation des différentes parties du cerveau étudiées.
(A) Vue d’ensemble du cerveau, (B) Coupe sagittale du cerveau de souris et localisation des différentes régions récupérées :
hippocampe, cortex cérébelleux, cortex cérébral, hypothalamus, striatum, bulbe olfactif, et hippocampe.

6. Préparation des organes pour la cytométrie en flux

Traitement des poumons

Les souris sacrifiées sont perfusées avec du PBS froid jusqu’a ce que le foie soit bien blanc. Les
poumons sont par la suite récupérés dans du PBS + SVF (2%) et maintenus sur glace jusqu’au
traitement. Brievement, les poumons sont coupeés trés finement puis incubés pendant 20 minutes a
37°C dans un cocktail composé de : milieu RPMI + Collagénase VIII + DNase. Aprés arrét de la
réaction (par addition de V/V de PBS + SVF (2%)) , la séparation des cellules s’effectue par passages
multiples des échantillons a travers une aiguille G22 suivis d’une filtration a travers un filtre
cellulaire. Les échantillons sont alors centrifugés pendant 5 minutes a 1400 rpm. Le culot est
resuspendu dans une solution de Percoll a 20% puis centrifugés a 1400 rpm pendant 15 minutes pour
ne garder en culot que les cellules immunes. La lyse des globules rouges est effectuée aprés
incubation des échantillons pendant 5 minutes a température ambiante dans un tampon de lyse, suivie
d’une centrifugation a 1400 rpm/ 5 minutes. Le culot est resuspendu dans 1 mL de PBS 2% SVF, et

les cellules sont comptées apres coloration avec du bleu de Trypan pour identifier les cellules mortes.

Traitement des cerveaux

Les cerveaux sont récupérés, apres perfusion totale de la souris (sacrifiée au Pentobarbital), avec du
PBS 2% SVF froid. Les échantillons sont par la suite homogeénéises a I’aide d’un Potter de 7 mL dans
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une solution de Percoll 30%. Cet homogénat est délicatement dépose sur une solution de Percoll 70%
de fagon & obtenir deux phases. Une centrifugation a 500g pendant 30 minutes sans frein, permet
d’obtenir une interphase qui contient la fraction de cellules immunes. Les cellules sont délicatement
récupérées a I’aide d’une pipette de transfert, diluées dans PBS 2% SVF, filtrées avec un filtre
cellulaire et centrifugée a 500g pendant 5 minutes. Une lyse des globules rouges est par la suite
effectuée comme mentionné précédemment. Les cellules sont comptées aprés coloration au Bleu de

Trypan.

7. Histologie des poumons
Les poumons des souris sacrifiées et perfusées avec du PFA sont délicatement récupérés et fixés dans
du Paraformaldéhyde (PFA) 4% pendant 2 jours. Les poumons sont alors transférés dans de I’éthanol
70%. Une fois inclus en paraffine, les échantillons sont coupés a une épaisseur de 5 um puis colorés a

I’hématoxyline-éosine (H&E).
I1. Tissu adipeux et infection par le virus de la grippe

1. Modéle d’infection de souris minces ou obéses par le virus Influenza, in vivo

1AV/ PBS // ‘
H3N2-30 PFU  Sacrifice & R
Voie intra-nasale -
Poumons Q:PCR .
g 8-10 semaines - Génome viral
o o R - Marqueurs d’inflammation
Male C57BL/6 o aa— et
JRj Régime riche/ 30 J7 -
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(TASC, TAV*)
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Figure 26. Procédure expérimentale d’infection par le virus de la grippe H3N2 in vivo

Des souris males C57/BL6 agées de 6 semaines au début de I’expérimentation, sont nourries avec le
régime Low Fat Diet (LFD, 10% gras) ou le régime obésogene High Fat Diet (HFD, 60% gras)
pendant 8 a 10 semaines. Le virus influenza utiliseé au cours de cette étude correponds a la souche de
la grippe saisonniére (A/Scotland/20/74 H3N2) cultivé dans un ceuf de poule embryoné adapte a la
souris et titré sur une culture de la lignée cellumaire MDCK. L’infection par le virus de la grippe
H3N2 est alors réalisée par voie intra-nasale (30 pfu). A 7 jours post-infection (p.i.), les poumons, le

tissu adipeux sous-cutané (inguinal) et le tissu adipeux viscéral (périgonadique), sont récupérés pour
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une analyse de I’expression du génome viral et de génes relatifs a I’inflammation et a la réponse anti-
virale. Des cultures d’explants de tissu adipeux (100 mg) sont également réalisées (cultures de 24h)

afin de déterminer les profils de sécrétion par ELISA (Figure 26).

2. Modéle d’infection de préadipocytes et d’adipocytes murins par le virus Influenza, in

vitro
H3N2 H3N2
0.5,1,2 MOI J-12  0.5,1,2 Mol
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Figure 27. Procédure expérimentale d’infection par le virus de la grippe H3N2 in vitro

La lignée cellulaire 3T3-L1 (CL-173) a été obtenue aupres de I’ATCC, il s’agit d’une lignée de
préadipocytes murins. Les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM Glutamax additionné de 5%
de sérum de veau feetal (SVF) et 1% d’un cocktail d’antibiotiques (Pénicilline- Streptomycine
(Gibco, Life Technologies, 15140122) a 37°C. La différenciation des préadipocytes en adipocytes
matures est induite en additionnant au milieu de culture, deux jours post-confluence, un cocktail
contenant de la déxaméthasone (Sigma, D4902), de I’'IBMX (Sigma, 15879) et de I’insuline (Sigma,
19278) et maintenues en culture a 37°C. Deux jours aprés, le milieu de culture est remplacé par du
milieu DMEM contenant de I’insuline.

Les cellules sont infectées au stade préadipocytes et au stade adipocytes matures. Les préadipocytes
sont transférés dans des plaques de culture 6 puits, incubées pendant 24h a 37°C (400 000
cellules/puits). Préadipocytes et adipocytes matures sont ensuite laves 3 fois avec du milieu de
culture DMEM sans SVF. Le virus est par la suite introduit dans les puits a une concentration de
1 MOI (multiplicity of infection) et laissé incuber en contact avec les cellules pendant 1h a 37°C. Le
tapis cellulaire est par la suite lavé 3 fois et remis en culture dans du milieu contenant du SVF
pendant 1h, 24h et 48h (Figure 27).

Les cellules sont par la suite récupérées dans 1 mL de trizol et conservées a -20°C pour évaluer

I’expression du génome viral et des senseurs viraux. Le surnageant de culture est récupéré et
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conservé a -80°C pour évaluer les sécrétions des cytokines, quantifier la charge virale et quantifier

I’expression des protéines virales.

3. Quantification des particules virales infectieuses
Pour la quantification des particules virales infectieuses dans les surnageants de culture, nous avons
utilisé une culture de cellules MDCK (NBL-2, ATCC, CCL-34). Les cellules sont maintenues en
culture dans un milieu de culture MEM additionné de 5% de sérum de veau feetal (SVF) et 1% d’un
cocktail d’antibiotiques (Pénicilline- Streptomycine). Arrivées a confluence, les cellules sont
repiquées dans des plaques de culture & 6 puits & une concentration de 10° cellules/mL et maintenues
a 37°C pendant 24h. Le tapis cellulaire ainsi obtenu est lavé 3 fois avec du milieu MEM additionné
de 1% du cocktail d’antibiotiques (Pénicilline- Streptomycine) sans SVF. Les surnageants a
quantifier sont par la suite déposés sur le tapis cellulaire en vue d’estimer le nombre de particules
virales infectieuses contenues, et laissé incuber pendant 1h a 37°C avec une agitation toutes les 10
minutes. Une solution constituée de : milieu MEM 10X (Gibco, 11430030), Bicarbonate de sodium
(Thermo Fisher Scientific ; 25080094), Penicilline/Streptomycine, Agarose (1%), eau distillée stérile
et de la trypsine de pancréas porcin (T4977 sigma), est délicatement déposée sur le tapis cellulaire
qui est ensuite remis en culture a 37°C. Apres 72h, une coloration au crystal violet (Sirchie, LV5021)

permet de révéler la présence potentielle de plages de lyse qui seront alors comptées.

4. Extraction d’ARN, rétrotranscription et PCR quantitative
Les tissus récupérés (50-100 mg), homogénéisés dans 1 mL de Trizol, et les lysats cellulaires sont
soumis a une extraction d’ARN utilisant un kit d’extraction spécifique des cellules et des tissus riches
en lipides (Qiagen, RNeasy Lipid Tissue Mini Kit, ID : 74804). Brievement, apres avoir rajouté 200
WL de chloroforme, les échantillons sont centrifugés a 12.000 rpm pendant 15 minutes. On obtient
alors 2 phases (une phase aqueuse supérieure qui contient I’ARN, et une phase organique inférieure
qui contient ADN et protéines) et une interphase. La phase aqueuse est délicatement récupérée. On
rajoute 500 pL d’éthanol 70%, puis on transfére les échantillons sur colonnes. Des lavages successifs
sont ensuite effectués avec les tampons fournis par le kit d’extraction RW1 et RPE. L’élution se fait
par la suite dans 30 UL d’eau RNase free, et I’ARN est dosé (NanoView). Nous procédons par la suite
a une rétro-transcription de 10ug d’ARN en utilisant le kit High capacity RNA to c-DNA (Applied
Biosystem, ThermoFisher). Une PCR Quantitative est par la suite effectuée pour évaluer I’expression
des senseurs viraux et des marqueurs d’inflammation en utilisant le mélage réactionnel suivant :

2,05uL d’eau RNase free, 5uL Sybrgreen et 1,25uL de chaque amorces par échantillons.
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En vue d’évaluer I’expression du génome viral, une rétro-transcription spécifique a été effectuée.
Pour 10ug d’ARN, nous avons rajouté 1L d’amorce spécifique de la protéine virale (protéine de la
matrice M1 localisée sur le segment 7) (5 TCT AAC CGA GGT CGA AAC GTA 3’) a 2 uM et mis
en incubation & 65°C pendant 5 minutes suivi d’une deuxiéme incubation de 5 minutes sur glace.
Nous rajoutons par la suite 8uL d’un cocktail contenant: 1uL de mélange de dNTPs (10mM,
Fermentas, R0192), 4ul de tampon RT 5X, 2uL de DTT 0,1M, 1uL de RNaseOUT (Invitrogen,
10777-019). Une incubation est ainsi lancée pendant 2 minutes a 25°C, puis, 1uL de I’enzyme
Superscript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, 18064-022) est rajouté. Le programme de rétro-
transcription est lancé comme suit : 50 minutes a 42°C, 15 minutes a 70°C et 4°C en fin de cycle.
L utilisation d’amorces spécifiques pour la protéine M1 en Q-PCR permet d’estimer la charge virale.
Une courbe standard est établie en utilisant un plasmide Pucl8-ppol-M1. Le mélange réactionnel
pour chaque échantillon est composé de : 2,5uL d’ADNCc ; 0,225uL de chacune des amorces ; 2,05uL
d’eau RNase free et 5uL de Tagman. Pour évaluer I’expression des senseurs viraux et des marqueurs
d’inflammation, des couples d’amorces spécifiques a cible unique ont été utilisés (Eurofins), dont la
séquence de nucléotides est détaillée dans le tableau suivant en utlisant le Sybergreen:

Tableau 1: Séquences d’oligonucléotides des amorces d’IAV et des senseurs viraux.

Gene cible  Amorce sens Amorce anti-sens

IAV (M1) 5-AAGACCAATCCTGTCACCTCTGA- 3’ 5-CAAAGCGTCTACGCTGCAGTCC- 3’
Oasl 5-AAGCTGAAGCGCCTCATCC-3’ 5-GGCATAGACTGTGAGCAGCTCC- 3’
Mda5 5-TGATGCACTATTCCAAGAACTAACA-3’  5-TCTGTGAGACGAGTTAGCCAAG- 3’
TIr3 5-TCATTCTCCCTTGCTCACTCTCA- 3’ 5-AAGGCCGAGATCAAGTATCCTGA- 3’
Mx1 5-TGCAGAGGTCAGCAGGACATC- 3’ 5-GGCAGTTTGGACCATCTCTGAA- 3’
Mavs 5-CAGCGCCATCAAAATTACCC- 3’ 5-AGGTGGTATTGTGTTGGCAGG- 3’

Le programme d’amplification débute par une étape de dénaturation (3 minutes a 95°C) suivie de 40
cycles alternant dénaturation (10 secondes a 95°C), hybridation (60°C pendant 15 secondes) et
élongation (72°C pendant 30 secondes). Chaque échantillon est passé en triplicat. Pour s’assurer de la
spécificité des amorces, nous nous sommes basé sur I’aspect de la courbe de dissociation en fin de
cycle, qui devait présenter un seul pic. L’évaluation quantitative relative a été effectuée par la
méthode comparative AACt. La moyenne des ACt des échantillons contrdles non infectés pour
chaque géne a été utilisé comme calibrateur suite a la normalisation par rapport au géne de ménage
control (EeF2). Les résultats sont présentés en fold-change par rapport au gene de ménage et par
rapport au contréle (quantification relative = 2-AACt).
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5. Cytométrie en flux sur les cellules immunes du tissu adipeux

Les tissus adipeux sont récupérés a 7 jours p.i. dans du PBS 2% SVF froid. Les échantillons sont trés
finement coupés et digérés pendant 30-45 minutes dans du milieu DMEM contenant de la
collagenase Il (Sigma) puis centrifugés a 400g pendant 5 minutes. Le culot est par la suite repris dans
du milieu pour étre lavé, puis un tampon de lyse est rajouté pendant 5 minutes pour éliminer les
globules rouges. Une fois les cellules lavées, elles sont comptées puis marquées pendant 30 minutes
avec le mélange contenant les anticorps marqués avec des fluorochromes compatibles, CD45
(BV510), F4/80 (PE-Cy7), CD11b (PE-Cy5), Ly6G (APC-Cy7) (BioLegend), et Siglec F (BV421)
(BD Biosciences). Les données ont été générées en utilisant le Fortessa et les analyses effectuées sur
le logiciel BD FACSDiva (Bioscience).

6. Analyse de la consommation d’oxygéne et détermination des paramétres respiratoires

des préadipocytes et adipocytes murins infectés

Cellules intactes

La respiration des préadipocytes et des adipocytes infectés ou non infectés est déterminée par la
mesure de la consommation mitochondriale d’oxygene grace a un oxygraph-2k a haute résolution
(OROBOROS Instruments, Innsbruck, Austria), utilisant 2 chambres a 37°C sous une légére
agitation pour limiter tout artefact relié & 1’0O,. La mesure de la respiration des cellules intactes
permet d’avoir une estimation genérale de la capacité des cellules a respirer en utilisant les substrats
endogenes.

La respiration est mesurée sur 1x10° préadipocytes ou adipocytes non-infectés ou infectés (14 jours
post différenciation in vitro) apres 24, 48 and 72 heures. Les cellules ont été décollées par la trypsine,
lavées deux fois et comptées avec du bleu de Trypan (Gibco, Life Technologies) pour évaluer la
mortalité cellulaire. Les cellules sont par la suite introduites dans les chambres de respirométrie et la
respiration basale (Routine respiration; R) a ainsi été mesurée dans un état de couplage. Par la suite,
nous avons rajouté de I’oligomycine (oli) pour déterminer la respiration découplée (Leak respiration;
L). La consummation d’O, en présence d’oligomycine représente la somme du flux de protons a
travers la membrane mitochondriale interne avec toute consommation d’oxygéne non-
mitochondriale. En effet, I’oligomycine inhibe le systeme de phosphorylation mitochondriale, ainsi la
fuite respiratoire correspond a la consommation d’oxygéne non couplée a la synthése d’ATP. Pour
finir, la respiration mitochondriale découplée est mesurée en présence d’une concentration optimale
d’un composé découplant : le CCCP (Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenylhydrazone), qui permet
d’obtenir le taux de respiration maximal en absence d’ADP. L’addition de I’antimycine A (AA) nous
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permet d’évaluer la respiration résiduelle. La respiration maximale de découplage est une mesure de

la capacité du systeme de transport d’électrons (Electron Transport System, ETS) (Figure 28).

Oligomycine CCCp Antimycine A
Blocage de I'ATP Perforation de la membrane Inhibiteur du
synthase mitochondriale interne complexe lll
Respiration l l l
Cellules introduites dans basale (R)
la chambre de culture
Respiration Respiration Respiration
découplée (L) mitochondriale résiduelle

N\

Capacité de respiration mitochondriale maximale

Evaluation de la consommation d’O2 relative a 'ATP

Figure 28. Respirométrie sur cellules intactes : cinétique d’ajouts des substrats.

La capacité ETS a été utilisée pour normaliser et calculer le ratio contr6le du flux respiratoire. Le
ratio Routine par le flux contréle (R/E) reflete I’activité mitochondriale en relation avec la capacité
maximale ETS. Le ratio R/E exprime jusqu’a combien la respiration de routine affecte la capacité
respiratoire ETS. Le ratio fuite par le flux controle (L/E) refléte la respiration comme une function
ETS et correspond a I’ampleur du découplage intrinseque. Le ratio net routine par le flux contréle
(netR), qui est calculé comme suit: (R-L)/E, correspond a la fraction de la capacité ETS utilisée pour
contréler la synthése d’ ATP. L’ acquisition des données et I’analyse ont été effectuées avec le logiciel
DatLab 4.3 (OROBOROS Instruments).

Cellules perméabilisées

Les préadipocytes et adipocytes infectés ou non infectés sont récupérés a différents temps apres
infection, comme précédemment mentionné. La perméabilisation des cellules se fait en introduisant
de la Digitonine (CssHg2029, Roth) dans la chambre de respirométrie ce qui permet de bloquer toute
respiration en dehors de la respiration mitochondriale. Le rajout du glutamate + malate (GM),
fournit du NADH aux cellules, glutamate et transaminases étant responsables du métabolisme de
I’oxaloacétate, permettent ainsi de faire travailler le complex I. L’addition de I’ADP permet de
mettre en route les complex I-111-1V et V. En vue d’évaluer I’activation du complexe Il, nous avons
rajouté du Succinate qui fournit du FADH; induisant ainsi la p-oxydation. L’ajout du Octanoyl

Carnitine (Acide gras) permet de montrer si on pouvait augmenter encore plus la respiration,
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puisqu’il s’agit d’un substrat qui rentre dans la mitochondrie par diffusion. Le cytochrome C permet
de voir si les mitochondries sont intactes ou pas. La Roténone permet de bloquer le complexe | et
I’Antimycine A (AA) blogue le complexe Ill. L’acquisition des données et I’analyse ont été
effectuée avec le logiciel DatLab 4.3 (OROBOROS Instruments) (Figure 29).

Digitonine:
Perméabilisation des cellules

Glutamate + Malate:
Substrat du complexe |
Adénosine Diphosphate (ADP):
Substrat des complexes I, lll, IV et V
Succinate:
Substrat du complexe Il
Octanoyl Carnitine:
Substrat de diffusion

Cytochrome C:
®——  substrat du complexe IV

Roténone: —

Inhibiteur du complexe |
Antimycine A:
Inhibiteur du complexe 11l

Figure 29. Respirométrie sur cellules perméabilisées : cinétique d’ajouts des substrats et
inhibiteurs.

7. ELISA
Les surnageants de cultures de préadipocytes et adipocytes infectés ou non infectés sont récupérés et
conservés a -80°C. Les explants de tissu adipeux sous-cutané et visceral provenant de souris minces
ou obéses infectées ou non infectées sont récupérés et mis en culture dans du milieu DMEM pendant
24h. Le surnageant est par la suite récupéré et conservé a -20°C. Pour le dosage, nous utilisons deux
trousses: e-bioscience (IL-6, 1L-1B) et BD (IL-10 et TNF-a). La lecture de la densité optique est

effectuée a 450 nm, en utilisant le logiciel skanit.

8. Histologie du tissu adipeux
Les tissus adipeux sous-cutanés (inguinaux) et viscéraux (péri-gonadiques) des souris sacrifiées et
perfusées sont délicatement récupérés et fixés dans du ParaFormAldéhyde (PFA) 4% pendant 2 jours.
Aprés 48h, les tissus sont transférés dans de I’éthanol 70%. Une fois inclus en paraffine, les
échantillons sont coupés a une épaisseur de 5um puis colorés avec de I’hématoxyline-éosine (H&E).
Pour I’évaluation du nombre et de la taille des adipocytes par morphomeétrie, au moins 10 champs par
lame ont été visualisés et les images ont été capturées avec une caméra (AxioCam HRc, Zeiss,
Gottingen, Germany) connectée a un microscope optique (Axioplan 2 Imaging, Zeiss). L’aire des
adipocytes (mm?) est mesurée en utilisant une macro créée spécifiquement pour I’analyse d’image du

tissu adipeux avec le logiciel Fiji-ImageJ.
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9. Western Blot

La détection de I’hemagglutinine dans les préadipocytes et les adipocytes (4x10° cellules) infectés
avec le virus influenza HsN; (1 MOI) a été effectué a 24h p.i. en suivant la protocole suivant: Les
cellules sont homogénisées dans du tampon de lyse (RIPA lysis buffer, Sigma-Aldrich) contenant des
inhibiteurs de protéases (cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich). Aprés la
clarification de la solution par centrifugation, la concentration des proteines est déterminée (Bio-Rad
Laboratories, Munich, Germany). Ensuite, 40 mg de proteines totales sont séparées sur un gel de
polyacrylamide 10% (Mini-PROTEAN TGX Precast Gels, Bio-Rad Laboratories) et puis transférées
sur une membrane de nitrocellulose (Transf-Blot-Turbo, Bio-Rad Laboratories). La membrane est par
la suite bloquée avec une solution 5% BSA dans PBS/0.1% tween pendant 1 heure puis incubée sur
la nuit avec I’anticorps polyclonal anti-HsN, HA (1:500) (ThermoFisher Scientific) a 4°C. Aprés
lavages, la membrane est incubée avec I’anticorps secondaire a temperature ambiante goat anti-
rabbit horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody (KPL, Milford, MA, USA)
addition de ECL Western Blotting Substrate (Bio-Rad Laboratories). L’alpha-tubuline est utilisée
comme contrdle pour normaliser le niveau d’expression des protéines.

Pour la detection d’UCP1 dans les tissus; le SCAT, ’EWAT, le BAT et les poumons sont broyés
dans du tampon de lyse (Tissue protein extraction reagent (Tper), ThermoFisher Scientific)
additionné d’anti-protéases (cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich). Le lysat est
centrifugé a 3,000 g /15 min a 4 °C, et les surnageants utilisés pour des analyses ultérieures. La
concentration des protéines est déterminée avec le Kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(ThermoFisher Scientific) et les protéines totales (50 ug) sont séparées sur un gel 4-12% Bolt Bis-
Tris Plus (Invitrogen) puis transférés sur une membrane PVDF (iBlot2 PVDF regular stacks,
Invitrogen). Les membranes sont par la suite bloquées avec une solution de 5% BSA dans du
PBS/0.1% Tween pendant 1 heure puis incubées sur la nuit a 4°C avec un anticorps polyclonal anti-
UCP1 (1:500) (Abcam, Cambridge, UK). Aprés lavages, une incubation pendant une heure avec
I’anticorps secondaire goat anti-rabbit horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary
antibody (KPL) et de I’lECL Western Blotting Substrate (Bio-Rad Laboratories) a été effectuée. Les
protéines marquées sont scannées et analysees par le logiciel Odyssey Infrared Imaging System (LI-
COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). L’intensité des bandes est normalisée en se basant sur
I’épaisseur de la bande de la GAPDH pour chaque échantillon.

10. Microscopie confocale sur préadipocytes et adipocytes infectés ou non infectés
Les cellules sont cultivées et infectées dans des chambres de culture sur lamelle utilisant le protocole
mentionné précédemment. Par la suite, les cellules sont fixées avec du paraformaldehyde (PFA, 4%)
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pendant 15 minutes. Trois lavages sont effectués avec du PBS 1X. Une perméabilisation est alors
effectuée avec du tampon PBS 0,1% Tween suivie d’une étape de blocage avec du tampon PBS 1%
BSA (Bovine Serum Albumin). Les cellules sont marquées avec I’anticorps primaire, dirigé contre
I’hémagglutinine (HA) (Abcam) pendant 24h a 4°C, puis avec I’anticorps secondaire Goat Anti-
rabbit Anti-1gG (H+L) AlexaFluor 488 (Thermofisher) pendant 1h a temperature ambiante a I’abri de
la lumiere, suivi d’une coloration des noyaux au Dapi (4',6-Diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride), Sigma-Aldrich, 32670) pendant 5 minutes. L’observation des cellules est effectuée
avec un microscope confocal Zeiss LSM 880 associé au logiciel Zen 2.

11. Analyse transcriptomique des préadipocytes et adipocytes infectés ou non infectés
L’ARN cellulaire a été obtenu comme mentionné dans le paragraphe 4 (Extraction d’ARN,
rétrotranscription et PCR quantitative). La qualité de I’ARN a été vérifiée en se basant sur le RIN
(RNA Integrity Number). Le profil transcriptomique a été effectué en utilisant le kit d’expression
génique spécifique aux souris v2 8x60K Microarray Kit G4852B (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA). Le protocol a été realisé « Centre de Ressources Biologiques pour la Génomique des
Animaux Domestiques et d’Intérét Economique » (CRB GADIE), INRA Jouy-en-Josas, France. Ce
micro-array design est référencé dans la base de données Gene Expression Omnibus (GEO) de la
plateforme ID GPL15357. Un design a deux couleurs a été utilisé pour permettre une comparaison
directe entre les adipocytes et les préadipocytes non-infectés ou infectés. Pour réduire la variabilité
due aux échantillons, les ARN on été collectés de 4 expériences indépendantes. Les Arrays ont été
hybridés selon les recommendations du fournisseur. Les informations concernant le microarray
(MIAME) ont été déposées dans la base de données Gene Expression Omnibus (GEO) sous
I’identifiant ID E-MTAB-6646. L’identification de I’expression des genes et I’investigation
fonctionnelle ont été effectuées en utilisant le logiciel Genespring (Version 14.8, Agilent
Technologies). Les différences d’expression ont été identifiées en utilisant un T-test. Le ratio
Benjamini-Hochberg False Discover Rate (FDR) a été utilisé comme méthode de correction multiple
et une valeur limite de p-value a 1% a été appliquée. Un fold-change >2 a été rajouté pour
sélectionner les genes différemment exprimés entre la condition non infectée et la condition infectée.
Pour les analyses fonctionnelles, nous avons utilisé le programme Gene Ontology (molecular
function, biological process and cellular component) pour déterminer la liste des genes dont

I’expression est augmentée ou diminuée en condition d’infection.

12. Microscopie éléctronique sur les préadipocytes et adipocytes infectés ou non infectés
Aprés infection & 5 MOI les cellules (5. 10° sont fixées dans 4% glutaralaldéhyde pendant 15
minutes, puis conservées a 4°C dans du PBS jusqu’a utilisation. Elles ont par la suite été post-fixées
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dans du cacodylate (0.2 M, pH 7.4)/4% glutaraldéhyde (1:1), pendant 30 minutes a 4°C. Le culot
cellulaire est par la suite enveloppé dans de la résine EPON™ (Sigma-Aldrich) qui polymérise &
60°C pendant 48 heures. Des coupes ultra-fines ont été réalisées puis colorées avec 5% d’uranyl
acétate et 5% de citrate puis déposées sur une grille a microscopie éléctronique en or; pour
examination utilisant le microscope élétronige a transmission, JEOL 1011 (JEOL Ltd., Tokyo,

Japan).

13. Analyses statistiques

Les résultats de la gRT-PCR ont été exprimés en Moyenne = I’erreur standard moyenne (SEM,
Standard Error Mean) de au moins 3 expériences indépendantes. La signification statistique de la
comparaison entre les groupes traités de facon simulée et ceux infectés par 1AV a été déterminée en
utilisant le test non paramétrique de Mann-Withney. Pour les comparaisons multiples, une analyse
ANOVA a été réalisée. Pour les analyses de respirométrie, une analyse ANOVA suivie d'un test post-
hoc de Tukey a été effectuée lors de la comparaison de quatre groupes ou plus. Les données ont été
analysées a l'aide du logiciel GraphPad Prism 6. Les résultats ont été considérés statistiquement
significatifs lorsque les valeurs de p étaient inférieures a 0,05 (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001,
*xkx 1) <0,0001).
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Résultats



Partie 1
Impact de I’obésité sur I’infection par la bactérie

Streptococcus pneumoniae
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1. Les souris obeses sont plus susceptibles a I’infection par la
bactérie Streptococcus pneumoniae

Les souris sont mises sous régime standard (chow) ou obésogéne (HFD ; high-fat diet) pendant 8 a 10
semaines (i.e. jusqu’a ce que la différence de poids corporelle entre les deux groupes soit d’environ
10 g). Les souris sont alors infectées par Streptococcus pneumoniae (sérotype 1, dose sublétale de 10°
CFU (colony forming units), administration intranasale). A 8 jours post-infection (p.i.), les souris
obeses montrent une mortalité élevée (90,90%) comparativement aux souris minces (18,75%)
(Figure 30.A). La majorité des souris obéses commence a mourir a partir de 2 a 3 jours p.i. ; raison
pour laquelle les expérimentations qui suivent sont effectuées a 48 heures (48h) et 72h p.i. De plus,
alors que les souris minces ne perdent pas de poids corporel a la suite de I’infection (la perte de poids
au jour 1 p.i. résulte de I’anesthésie utilisée le jour de I’infection), les souris obéses montrent quant a
elles une diminution trés importante de leur poids corporel entre le 2°™ et le 6™ jour p.i. Les souris
obeses survivant a I’infection, reprennent progressivement du poids pour retrouver leur poids initial
(Figure 30.B).

L’évaluation des taux de la leptine dans le sang montre une augmentation chez les souris obéses,
comparées aux souris minces (Figure 30.C), ce qui est attendu puisqu’il est admis que la
concentration de leptine sérique est proportionnelle a la masse de tissu adipeux blanc (Zuriaga et al.,
2017). Par contre, les taux de leptine ne sont pas modifiés par I’infection, a la fois chez les souris
minces et les souris obéses (Figure 30.C). Cependant, I’infection par S. pneumoniae se traduit par
une inflammation systémique, caractérisée par des taux élevés d’IL-6 et d’IFN-y, qui est comparable

chez les souris minces et obéses (Figure 30.D).

Pour tenter de déterminer la cause de la mortalité importante des souris obéses infectées par S.
pneumoniae, nous avons analysé les paramétres pulmonaires suivants: score pathologique des
poumons (histologie), quantification des cytokines dans les extraits protéiques pulmonaires (ELISA)
et détermination de la fréquence des neutrophiles pulmonaires (cytométrie en flux).
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Figure 30. Les souris obéses sont plus susceptibles a I’infection par S. pneumoniae que les souris
minces.

(A) Estimation de la mortalité des souris minces (chow) et des souris obéses (HFD) infectées par S. pneumoniae. (B)
Suivi des pertes/reprises de poids corporel (en g) des souris minces ou obeses infectées par S. pneumoniae de JO & J8 p.i.
(C) Quantification (ELISA) des taux de leptine et (D) d’IL-6 et d’IFN-y dans le sérum des souris minces et obéses,
infectées, comparativement aux souris non infectées (mock). n=2-4 mock chow, n= 4-5 Sp chow, n=4 mock HFD et n=4-
6 S. pneumoniae HFD.

L’observation des coupes histologiques des poumons montre des différences notables entre les souris
minces et obeses non-infectées ou infectées. En dehors de toute infection (groupes mock) ; on
observe un recrutement cellulaire plus important dans les poumons des souris obeses
comparativement aux souris minces (Figure 31.A, panels supérieurs), confirmé par le score
histologique, deux fois plus élevé chez les souris obeses. Cet effet résulte probablement de I’état
d’inflammation général accompagnant I’obésité (Figure 31.A, droite). Dans un contexte infectieux,
on constate que les souris minces et obéses présentent des altérations pulmonaires et des scores
histologiques comparables (Figure 31.A). De méme, les taux des cytokines pro-inflammatoires IL-13
et TNF-a augmentent de fagon comparable dans les poumons des souris minces et obéses infectées ;

traduisant une réponse inflammatoire pulmonaire identique (Figure 31.B). L’évaluation de la
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neutrophilie dans les poumons des souris a 16h et, surtout, a 48h post-infection montrent une
tendance (cependant non significative) a I’augmentation du nombre de neutrophiles dans les
poumons des souris infectés (comparativement aux poumons des souris non infectées) et ceci, a la
fois chez les souris minces et obéses (Figure 31.C). Enfin, la détermination de la charge bactérienne
dans les poumons et la rate des souris minces ou obéses infectées montre une charge équivalente

entre les deux groupes de souris a 72h p.i. (Figure 31.D).
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Figure 31. Réponse pulmonaire des souris minces ou obéses a I’infection par S. pneumoniae.
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(A) Coupes histologiques de poumons de souris minces (chow) et obéses (HFD) infectées (Sp) vs non-infectées (mock) et score
histologique correspondant. (B) Quantification (ELISA) des cytokines pro-inflammatoires IL-1f et TNFa dans les extraits protéiques
des poumons de souris minces ou obéses, infectées et non-infectées, n=6 mock et n=10 Sp. (C) Analyse par cytométrie en flux (FACS)
du nombre de neutrophiles dans les poumons de souris minces et obéses a 16h et 48h p.i. n=3 mock et n=7 Sp (D) Dénombrement des
bactéries dans les poumons et la rate de souris minces et obeses infectées, n=31 Chow, n =22 HFD.

Ainsi, la susceptibilité accrue des souris obéses a I’infection par Streptococcus pneumoniae n’est pas
la conséquence d’une altération ou d’une réponse inflammatoire pulmonaire plus importante que

celle se développant dans les poumons des souris minces infectées.

2. Les souris obeses infectées par S. pneumoniae developpent
un syndrome de type méningite

L’infection par S. pneumoniae est invasive et n’est donc pas confinée aux niveau des poumons, nous
en détectons effectivement dans la rate (cf. Figure 31.D). En effet, en traversant la barriere
pulmonaire, les bactéries transloquent vers la circulation sanguine induisant une septicémie. Dans
certains cas, des bactéries peuvent méme atteindre le cerveau, causant des méningites. Nous avons
donc comparé les charges bactériennes dans le cerveau des souris minces et obeses infectées (72h
p.i.). Les résultats montrent que le nombre de bactéries est significativement plus élevé dans le
cerveau des souris obeses, comparativement aux souris minces (Figure 32.A). Cependant, la
quantification des cytokines dans les lysats protéiques du cerveau permet de montrer une réponse
pro-inflammatoire induite par I’infection, marquée par I’augmentation de la production de I’IL-1p et

du TNFa dans les cerveaux des 2 types de souris (Figure 32.B).

L’obésité est associée a une altération de la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique (BHE).
Nous avons donc quantifié I’expression des genes codant les protéines de jonction serrée Zo-1,
Occludine, VE-Cadhérine et Claudine-5 (RT-gPCR). Nos résultats montrent que I’obésité est
associée a une diminution de I’expression de la Claudine-5 (Clau5) (Figure 33.A) sans que celles de
I’Occludine ou de la VE-Cadhérine ne soit altérée (résultats non montrés). Nos résultats sont en
accord avec la littérature qui décrit une diminution de I’expression de Clau5 en condition d’obésité
(Li et al., 2015). Cependant, I’infection n’a aucun effet sur I’expression de ces genes, que ce soit

chez les souris minces ou obeses.
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Figure 32. Quantification de la charge bactérienne et des sécrétions des cytokines pro-
inflammatoires dans le broyat de cerveau des souris minces et obéses infectées par S.
pneumoniae.

(A) Quantification de la charge bactérienne dans le cerveau de souris minces et obéses infectées par S. pneumoniae, n=15 chow et
n=13 HFD (B) Quantification des cytokines pro-inflammatoires IL-1p et TNF-a dans les extraits protéiques du cerveau de souris
minces et obéses (mock vs infectées), n=5-7 mock et n=12-15 Sp.
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Figure 33. Quantification de I’expression de la jonction serrée Clau 5 et de la Gfap et Aif-1 dans
le cerveau total.

(A) Expression par RT-qPCR de la protéine de jonction serrée Claudine-5 (Clau-5) dans le cerveau total des souris minces et obéses

(mock vs infectées). (B) Expression de la Gfap (Glial fibrillary acidic protein) et Aif-1 (Allograft inflammatory factor-1) par RT-gPCR,
marqueurs respectifs de I’activation de I’astrocyte et de la microglie, n=6 mock et n=11 Sp.

Nous avons également comparé I’expression de génes codant des marqueurs d’activation des
astrocytes (Gfap) et de la microglie (Aif-1) (Figure 33.B). Les résultats montrent une diminution
significative de I’expression de Gfap en condition d’obésité. L’infection n’a par contre aucun effet
sur I’expression de ce géne, ni chez les souris minces ni chez les souris obeses.

Contrairement a ce qui est observé pour Gfap, I’expression de Aif-1 n’est pas modulée par I’obésité.
De maniere intéressante, I’infection diminue I’expression d’Aif-1 uniquement chez les souris obeses.
Afin d’étudier plus précisément les effets de I’infection sur le systeme nerveux central, nous avons
procédé a la dissection de différentes régions du cerveau: bulble olfactif, hippocampe,
hypothalamus, cortex cérébelleux, cortex cérébral, et striatum (cf. Matériels et Méthodes).
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Figure 34. Expression du géne Tnfa dans les différentes zones du cerveau.

Les zones du cerveau ciblées sont le bulbe olfactif, I’hypothalamus, I’hippocampe, le cortex cérébral, le cortex
cérébelleux.

La présence de la bactérie S. pneumoniae dans le cerveau entraine une inflammation, caractérisée par
des taux accrus de TNF-a. Nous avons donc quantifié I’expression de cette cytokine dans les
différentes régions du cerveau par RT-qPCR, afin de localiser la région qui est la plus affectée par
I’infection (Figure 34). Les résultats montrent une faible tendance a I’induction de I’expression de
Tnfa au niveau du bulbe olfactif, de I’hippocampe et I’hypothalamus chez la souris minces dans un
contexte d’infection. De maniére intéressante, chez la souris obése, cette expression semble étre

réprimée.
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Figure 35. Expression du gene Clau5 dans les différentes zones du cerveau.

Les zones du cerveau ciblées sont le bulbe olfactif, I’hypothalamus, I’hippocampe, le cortex cérébral, le cortex
cérébelleux, n=5 mock, n=5 Sp.

Comme I’expression de la Clau5 était intéressante dans les premiéeres analyses d’expression sur
cerveau total, nous avons voulu savoir si cet effet était localisé dans une région particuliére du
cerveau. Ainsi, les résultats obtenus (Figure 35) montrent que I’infection chez souris minces, induit

une augmentation significative de I’expression de la Clau5 uniquement au niveau du bulbe olfactif.

L’expression de Aifl, qui est un marqueur de I’activation de la microglie, n’est pas modulée par
I’infection dans le groupe des souris minces et obéses au niveau du bulbe olfactif, I’hippocampe,
I’hypothalamus et le cortexe cérébelleux (Figure 36.A).

L’analyse de I’expression de la Gfap, marqueur d’activation des astrocytes, ne montre pas de
différences majeures entre les groupes de souris infectées comparées a leur contr6le correspondant
(Figure 36.B).
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Figure 36. Expression des genes Aifl et GFAP dans les différentes zones du cerveau.

Les zones du cerveau ciblées sont le bulbe olfactif , I’hypothalamus, I’hippocampe, le cortex cérébral, le cortex
cerébelleux n=5 mock, n=5 Sp. (A) Expression de Aifl dans le cortex cérébelleux, le bulbe olfactif, I’hypothalamus et
I’hippocampe, (B) Expression de la GFAP dans le cotex cérébelleux, le cortex cérébral et I’hippocampe.

Toutes ces analyses sont préliminaires et ne montrent pas, a quelques exceptions preés, de résultats
significatifs en termes d’expression entre les différentes régions du cerveau. Ainsi, nous avons
changé de stratégie pour opter pour un criblage global, en réalisant des coupes flottantes sur nos
échantillons de cerveaux suivi d’un immuno-marquage spécifiques des protéines GFAP, AlF-1 et de
la bactérie S. pneumoniae qui nous permettra de localiser plus facilement et de maniére plus précise
les zones altérées par la bactérie. Une fois identifiées, ces zones seront étudiées plus en détail, par
une analyse de I’expression des marqueurs inflammatoires et des marqueurs d’activation de la

microglie et des astrocytes. Cette analyse est actuellement en cours de réalisation.
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Partie 2

Effets de I’infection par le virus de la grippe sur le tissu adipeux blanc
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B.EFFET DE L’INFECTION PAR IAV SUR LE TISSU
ADIPEUX DE SOURIS MINCES

I. L’infection de souris par le virus de la grippe modifie la
masse et le profil sécrétoire du tissu adipeux blanc ainsi que
I’expression des genes cles du métabolisme lipidique

L’infection de souris minces par le virus de la grippe (virus influenza A, sous-type HsN,, 30 PFU,
voie intra-nasale) se traduit par une perte de poids qui atteint son maximum 14 jours post-infection
(30%). La phase de récupération est marquée par une reprise progressive du poids corporel de la
souris (Figure 37.A). A sept jours post-infection, le moment ou la réponse inflammatoire pulmonaire
atteint son apogeée, la différence de perte de poids corporel entre les souris infectées et non-infectées
est trés significative (Figure 37.C). L’évaluation de la masse des tissus adipeux sous-cutané (SCAT ;
Subcutaneous white Adipose Tissue) et viscéral (EWAT, Epididymal White Adipose Tissue) montre
une diminution significative sept jours aprés I’infection (Figure 37.D). Une analyse corrélative entre
le poids des tissus chez la souris non-infectée (mock) et chez la souris infectée (IAV) montre que les
masses du SCAT et de ’EWAT correlent positivement dans les 2 cas ; suggérant que I’infection n’a
pas entrainé de modification notable dans la répartition des différents dépdts de tissu adipeux blanc
(Figure 37.B).
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Figure 37. Effet de I’infection par le virus Influenza sur le poids des souris etla masse du tissu
adipeux sous-cutané et viscéral.

(A) Suivi de la perte de poids de souris infectées par le virus de la grippe de 0 & 140 jours post-infection (p.i.), exprimée

en %, n=4-7. (B) Analyse de la corrélation entre la masse du SCAT et de ’'EWAT de souris non infectées (groupe mock)
et de souris infectées (groupe 1AV) a 7 jours p.i. (C) Perte de poids chez les souris infectées & 7 jours p.i. comparées aux
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souris mock,exprimée en %, n=33 mock et n=46 IAV. (D) Masses du SCAT et de ’'EWAT de souris infectées et non-
infectées, exprimées en g de tissu/ g de poids corporel, n=25 mock et n=28 1AV.

Le dosage des cytokines sécrétées ex vivo par le tissu adipeux (surnageants de culture d’explants de
tissus) montre une augmentation de la sécrétion d’IL-1p, 1L-6 et IL-10 pour les deux types de dép6t
(Figure 38.A). Cependant, I’effet de I’infection sur la sécrétion de la leptine semble étre dépot-
dépendant, avec une augmentation significative dans le SCAT et, a I'inverse, une diminution
significative dans I’EWAT. L’évaluation de I’expression relative des genes intervenants dans le
métabolisme des glucides et des lipides, montre une diminution trés importante de I’expression des
genes codant des facteurs impliqués dans la lipolyse (Pspla-1, Plinl), le transport de glucose (Glut-4,
Irs-1, Me-2) et la lipogenése (Fasn, Srebplc) a la fois dans le SCAT et ’EWAT (Figure 38.B).
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Figure 38. Effet de I’infection par le virus Influenza sur les secrétions de cytokines par le tissu
adipeux blanc et I’expression des marqueurs métaboliques majeurs.

(A) Evaluation des sécrétions d’IL-1p, IL-6, IL-10 et de la leptine (ELISA) par les deux dépdts de tissu adipeux ex vivo
n=7 a 14 mock et n=13 & 20 IAV. Les concentrations des cytokines sont normalisées par rapport au poids des explants du
tissu adipeux. (B) Analyse par PCR-quantitative en temps réel (RT-gPCR) de I’expression des marqueurs métaboliques
majeurs du fonctionnement du tissu adipeux (genes impliqués dans la lipolyse (Psplal, Plinl), le transport du
glucose (Glut4, Irsl, Me2) et la lipogenese (Fasn, Srebplc) n=5 mock et n=8 & 18 IAV. Ps-plal ;Phosphatidylserine-
specific phospholipase A1, Plinl; Perilipin 1, Glut4; Glucose transporter 4, Irs1; Insulin receptor 1, Me2; Malic enzyme
2, Fasn; Fatty acid synthase and Srebplc; Sterol regulatory element-binding protein 1c.
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Il. L’infection de souris par le virus de la grippe induit le
brunissement ou « browning » du tissu adipeux sous-cutané

Afin d’estimer I’'impact éventuel de I’infection par le virus de la grippe sur I’histo-morphologie du
tissu adipeux, des coupes histologiques ont été réalisées et la taille des adipocytes mesurée (a 7 jours
p.i.). Les résultats montrent une tendance (non statistiquement significative) a la diminution de la
taille des adipocytes dans les deux types de dépdt de tissus adipeux blanc des souris infectées,
comparées aux souris non infectées (Figure 39. A et B). En effet, les mesures effectuées montrent
une tendance a I’augmentation du nombre d’adipocytes de petite taille associée a une diminution des
adipocytes de grande taille dans les tissus adipeux des souris infectées. Ces résultats montrent que
I’infection par le virus de la grippe affecte la taille des adipocytes de la méme maniere dans les deux

types de depdt de tissu adipeux.
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Figure 39. Analyse histomorphométrique du SCAT et de ’EWAT de souris non infectées ou
infectées par le virus de la grippe.

Taille (aire en mm?) des adipocytes présents dans (A) le SCAT et (B) ’TEWAT de souris non infectées ou infectées par le
virus de la grippe. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules dans chaque catégorie de taille allant de 100
Hm? & >3000 pm?, n=6 mock et n=6 IAV.

Alors que I’observation des coupes histologiques de ’EWAT ne montre pas d’effet notable de
I’infection, I’analyse des coupes de tissu adipeux sous-cutané (SCAT) des souris infectées montre la
présence d’Tlots d’adipocytes bruns (également appelés adipocytes beiges) (Figure 40.A). Comme le

montre un agrandissement de I’une de ces zones, ces adipocytes bruns sont caractérisés par un aspect
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plus dense et la présence de gouttelettes lipidiques multiloculaires (différente de I’aspect clair des

adipocytes blancs uniloculaires) (Bargut et al., 2017).
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Figure 40. Mise en évidence du brunissement du tissu adipeux blanc sous-cutané des souris
infectées.

(A) Coupes histologiques du SCAT de souris non infectées (mock) et de souris infectées (IAV) a 7 jours p.i. n=6 mock et
n=6 IAV, échelle = 100 um. (B) Analyse de I’expression des génes codant différents marqueurs du browning (Ucp1l,
PGCla, Fgf21, Apln, Metrnl, Prdm16) dans le SCAT et ’'EWAT, comparant I’expression entre souris mock et IAV n=5
mock, n=7 & 18 1AV. (C) Quantification de la cinétique d’expression du géne Ucp-1 dans le SCAT et ’TEWAT a J0, J2, J4,
J7, J14 et J28 par RT-gPCR. Ucpl; uncoupling protein-1, Pgcla; peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1 alpha, Fgf21; fibroblast growth factor 21, Apln; Apelin, Metrnl; meteorin-like et Prdm16; PR domain
containing 16, n=4 par condition. (D) Evaluation de I’expression d’UCP-1 sur I’ensemble des 4 blots effectués
(expression rapportée a celle de la GAPDH). (E) Blot représentatif montrant I’augmentation de I’expression de la protéine
découplante UCP-1 spécifiquement dans le SCAT de souris infectées par western blot ; n=5 SCAT mock, n=35 SCAT
1AV, n=5 EWAT IAV et n=5 poumons IAV (contrdles négatifs), n=5 BAT IAV (contrdle positif).
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Le développement d’adipocytes bruns ou beiges au sein du tissu adipeux blanc, correspond au
phénoméne de «beiging » ou «browning » (Zuriaga et al., 2017). Le beiging est associé a
I’augmentation de I’expression de la protéine découplante UCP-1 (Uncoupling Protein-1) ; qui
permet la dissipation de I’énergie au niveau de la mitochondrie sous forme de chaleur (Shabalina et
al., 2013). L’expression de genes tels que Cidea, Tbx-1 et Prdm16 a également été associee au
beiging du tissu adipeux blanc (Zuriaga et al., 2017). L’analyse de I’expression des genes Ucpl,
Pgcla, Fgf2l, Apin, Metrnl, Prdm16 par RT-gPCR & 7 jours p.i. n’a pas donné de résultats
concluants (Figure 40.B). Nous avons alors supposé que I’expression des génes associés au beiging
était modulée bien avant le 7°™ jour suivant Iinfection. Nous avons donc réalisé une analyse de
I’expression du géne codant pour Ucp-1 & J2, 4, 7, et 14 post-infection. En effet, les résultats
montrent une augmentation de I’expression de ce géne a J4 suivie d’une diminution a J7, J14 et J28
(Figure 40.C). Ainsi, pour conforter I’observation histologique du beiging dans le SCAT 7 jours
post-infection, nous avons réalisé un western blot sur des extraits protéiques de tissus. Les blots
analysés montrent la présence de bandes (d’intensité variable) au niveau correspondant a la protéine
UCP-1 (25kDa) uniquement dans le SCAT des souris infectées (pas de bandes détectées au niveau
des puits correspondant aux extraits protéiques de ’lEWAT et du poumon (contréle négatif) de souris
infectées et du SCAT des souris non infectées) (Figure 40.E).

Rapporté a I’expression de la protéine GAPDH, I’expression d’UCP-1 est significativement plus forte
dans le SCAT des souris infectées comparée aux souris controles. Cette expression demeure
cependant beaucoup moins forte que dans le tissu adipeux brun (BAT ; Brown Adipose Tissue) ; tissu
caractérisé par I’expression de la protéine UCP-1 et ainsi utilis¢é comme contrdle positif (Figure
40.D). L’analyse des coupes histologiques des tissus adipeux blanc a 20 semaines de I’infection ne
montre pas d’Tlots de browning dans le SCAT (non représenté), ce qui laisse supposer qu’il s’agit
d’un phénomeéne éphémere qui disparaitra une fois I’infection et I’inflammation qui lui sont associée

sont résolues.
I1l. L’infection de souris par le virus de la grippe modifie
selectivement la nature des cellules immunes présentes dans

le tissu adipeux sous-cutané

La caractérisation des cellules immunes innées (macrophages, neutrophiles, éosinophiles) dans les
deux types de tissus adipeux permet de montrer des effets dépot-spécifiques induits par I’infection.
La stratégie de gating (i.e. le choix des populations cellulaires analysées) adoptée est représentée sur
la Figure 41.A. Alors que le pourcentage des macrophages, neutrophiles et éosinophiles demeure
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inchangé dans I’EWAT, nous notons dans le SCAT une tendance importante a I’augmentation des
éosinophiles et des macrophages (Figure 41.B). Ces résultats confortent le développement du
beiging dans ce dép6t puisqu’il est connu que ce phénomeéne est associé a la mise en place d’un
environnement anti-inflammatoire par le biais du recrutement d’éosinophiles et de macrophages. En
effet, nous observons une augmentation du pourcentage de ces 2 types cellulaires dans le SCAT des
souris infectées, comparativement aux animaux contréles (éosinophiles ; de 5% (mock) a ~ 20%
(IAV) et macrophages ; de 5% (mock) a = 20% (IAV), majoritairement de type M2, puisque =~ 90%
expriment le marqueur CD206, résultat non représenté dans la stratégie de gating).
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Figure 41. Détermination du pourcentage de cellules immunes innées (macrophages,
neutrophiles et éosinophiles) dans le SCAT et ’TEWAT.

(A) Stratégie de gating adoptée pour la caractérisation des macrophages (CD45", F4/80", CD11b", SiglecF"), neutrophiles
(CD45", CD11b", Ly6G") et éosinophiles (CD45*, CD11b", Siglec F*) dans le SCAT et ’'EWAT. (B) Pourcentages de
macrophages, neutrophiles et éosinophiles (représentés en % de CD45" (leucocytes totaux)) dans les dépots sous-cutanés
(SCAT) et viscéraux (EWAT).

IV. Impact de I’infection par le virus de la grippe sur le
métabolisme glucidique de la souris

Le développement d’adipocytes beiges dans le tissu adipeux blanc est associé a une diminution des
taux de glucose et une amélioration du métabolisme général (Rao et al., 2014). Ainsi, nous avons
évalué les taux de glucose, d’insuline et de résistine dans le sang de souris infectées ou non-infectées
par le virus de la grippe a un temps précoce (7 jours p.i., moment auquel est observé le beiging du
tissu adipeux sous-cutané) et a distance de I’infection (20 semaines p.i.). La quantification de ces
différents parametres montre que I’infection par le virus de la grippe conduit & une diminution des

taux de glucose et de résistine, associée a une augmentation du taux d’insuline dans le sang, 7 jours
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aprés infection (Figure 42.A), correspondant a une amélioration du métabolisme glucidique. De
maniére intéressante, ces mémes effets sont retrouvés a des niveaux significatifs a 20 semaines post-

infection (Figure 42.B).

D’apreés la littérature (Stanford et al., 2015), le phénomene de browning du tissu adipeux est

décrit comme pouvant protéger du développement de I’obésité et des altérations métaboliques
associées. Nous avons donc comparé le développement de I’obésité entre les souris infectées et non
infectées. Ainsi, les souris infectées ont été mises sous régime obésogéne (HFD ; 60% de gras) a
partir de 7 jours p.i. (moment auquel est observé le browning du tissu adipeux sous-cutane) et le
poids des souris a été suivi pendant 24 semaines. Les souris contrdles correspondent a des souris
non-infectées maintenues sous régime normal (groupe contrdle). Les résultats obtenus montrent que
les souris non infectées (mock) ou infectées (IAV) répondent de la méme maniére au régime
obésogéne, a savoir : prise de poids corporel et développement d’un état d’intolérance au glucose
(mis en évidence grace a la réalisation d’un test de tolérance au glucose) (Figure 42.C-D).
Cependant, la courbe d’évolution du poids des souris infectées (IAV) reste en dessous de la courbe de
poids des souris non-infectées tout au long de la cinétique (mock) (Figure 42.C). Ceci suggére que
les souris préalablement infectées par le virus de la grippe développent une certaine résistance au
régime obésogéne et donc une amélioration métabolique, certes non significative, mais durable
jusgu’a 24 semaines p.i.
De maniére intéressante, les concentrations de glucose, d’insuline et de résistine mesurées a 24
semaines apres le changement de régime montrent :(1) des taux significativement élevés chez les
souris HFD (mock et 1AV) comparées aux souris maintenues au régime initial (I’obésité étant
associée au développement d’un état hyperglycémique et insulino-résistant) et (2) un effet de
I’infection marqué par une diminution des taux de glucose et de la résistine et une tendance a
I’augmentation de I’insuline (non-significative) (Figure 42.E), tendances similaires a celles
observées 7 jours et 20 semaines apres infection (Figures 42.A et B).
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Figure 42. Conséquences métaboliques de I’infection par le virus de la grippe.

Conséquences de I’infection par le virus de la grippe sur les taux sériques de glucose, d’insuline et de résistine a (A) 7
jours post-infection (n=15 a 20 mock et n=15 & 30 1AV) et (B) 20 semaines post-infection (n=8 mock and n=6 1AV) (souris
mises a jeun pendant 10 a 12h). (C) Evolution du poids des souris infectées (exprimée en % du poids initial) aprés un
changement vers le régime HFD (high-fat diet) & partir de 7 jours post-infection.Des souris non infectées maintenues au
régime initial sont utilisées comme contrdle n=5, n=10 mock et n=15 IAV. (D) Test de tolérance au glucose IP-GTT
(Intraperitoneal glucose tolerance test) & 20 semaines post-infection sur des souris dont le régime a été changé contre un
régime riche en gras (HFD) & 24 semaines p.i. La mesure de la glycémie a été effectuée avant I’administration du glucose
et & 15, 30, 60, 120 and 180 minutes aprés, n=9 mock, n=12 IAV and n=5 contrdles non infectés et maintenus sous le
régime initial. (E) Comparaison entre le taux de glucose, d’insuline et de résistine entre des souris non infectées et ayant
subi un changement de régime (n=6 & 7 mock), des souris infectées et ayant subi un changement de régime & partir de 7
jours post-infection (n=11 & 12) et des souris non infectées et n’ayant pas subi de changement de régime (n=3 to 4) & 24
semaines p.i. Les résultats sont exprimés en moyenne+SEM. La limite de significativité est fixée & p<0.05.
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A ce stade de nos recherches, il apparait que I’infection par le virus de la grippe induit des
changements importants au niveau du tissu adipeux blanc : diminution de la masse, modification du
profil sécrétoire et de I’expression de génes impliqués dans le métabolisme lipidique. De maniére
trés surprenante, les effets de I’infection sur le tissu adipeux blanc sont de plus différents selon la
localisation du tissu ; le développement d’adipocytes beiges au sein du tissu adipeux blanc sous-
cutané etant I’observation la plus intéressante.

Nous nous sommes donc posé la question de savoir si le virus pouvait étre détecté dans le tissu

adipeux blanc.

V. Levirusde la grippe est détectable dans le tissu adipeux de
souris infectees

Pour comprendre si ces modulations dans le tissu adipeux sont dues a un effet direct ou indirect du
virus, nous avons quantifié I’expression du génome viral (quantification de I’expression du géne
codant la protéine virale M1) dans le SCAT, ’EWAT et les poumons (contréle positif). Les résultats

sur la Figure 43.A montrent que le génome viral est détectable dans le SCAT et ’EWAT des souris

infectées.
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Figure 43. Détection du génome viral et induction des senseurs viraux dans le tissu adipeux
blanc.

Quantification de I’expression du génome viral (exprimée en log;o du nombre de copie de la séquence virale M1/ug
ARN) dans (A) les poumons des souris infectées (n=10), le SCAT n=25, ’TEWAT n=25, ainsi que dans (B) les fractions
adipocytaire et stromavasculaire du SCAT et de ’'EWAT, n=3. (C) Quantification de I’expression relative des senseurs
viraux (TIr3, Rigl, Mda5, Mx1 et Vip) par rapport au gene de ménage EeF2 et par rapport au controle non infecté a 7
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jours p.i. dans le SCAT et ’TEWAT. TIr3; Toll-like receptor 3, Rigl; Retinoic acid-inducible gene 1, Mda5; Melanoma
differentiation-associated gene 5, Mx1; Myxovirus resistance protein 1 et Vip; Viperin.

Nous constatons que I’expression du génome viral est beaucoup moins importante dans les tissus
adipeux blancs (SCAT et EWAT) (=3-4 logio copies/ug d’ARN) que dans les poumons (=7-8
logiocopies/ug d’ARN), organe cible du virus utilisé comme contr6le positif. Le tissu adipeux blanc
est composé essentiellement d’adipocytes (ou fraction adipocytaire) et d’une fraction stroma-
vasculaire qui comprend plusieurs types de cellules dont les préadipocytes et les cellules immunes.
Le génome viral ayant été détecté dans les extraits tissulaires totaux, nous avons recherché s’il était
présent dans la fraction stroma-vasculaire, la fraction adipocytaire, ou les deux. Pour ce faire, nous
avons procédé a une séparation des fractions adipocytaire et stroma-vasculaire des tissus et a une
évaluation de I’expression de la séquence M1 dans chacune de ces deux fractions cellulaires.
L’expression du génome viral a ainsi été détectée dans les deux fractions (fraction adipocytaire =1,5
logio copies/ug d’ARN, fraction stroma-vasculaire =2 log;o copies/ug d’ARN) du SCAT et de
I’EWAT (Figure 43.B). Confortant la présence du virus dans le tissu adipeux blanc, nous montrons
que I’expression des génes codant les senseurs d’ARN viraux cytoplasmiques : TIr3, Rigl et Mda5 et
des ISGs (interferon stimulated genes) Mx1 et Vip est augmentée dans I’EWAT (Figure 43.C). De
maniére surprenante, alors que du génome viral était détectable dans le SCAT, I’expression des génes
codant les senseurs viraux n’est pas induite, montrant une nouvelle fois la nature dépét-spécifique de
I’infection par 1AV sur les tissus adipeux blancs. Faire le lien entre I’induction de browning dans le
SCAT et cette absence d’induction de reconnaissance du virus fait partie des questions qui seront

abordées dans la suite du projet.

V1. Les préadipocytes et les adipocytes murins sont permissifs a
I’infection par le virus de la grippe in vitro

Afin de chercher a préciser les mécanismes par lesquels le virus de la grippe impacte sur le tissu
adipeux blanc, et puisque nos données ex vivo montraient que le génome viral était détectable dans
les deux fractions cellulaires de ce tissu, dont la fraction adipocytaire, nous avons mis en place un
modele in vitro d’infection d’adipocytes et de préadipocytes (lignée préadipocytaire murine 3T3-L1).
Les préadipocytes et les adipocytes matures (obtenus par différenciation de préadipocytes grace a
I’ajout d’un mélange de facteurs pro-adipogéniques) ont été infectés par le virus de la grippe a
différentes doses (0.5, 1 et 2 MOI), et les surnageants et les cellules ont été récupérés a 1h, 24h et 48h
p.i. La quantification du génome viral dans les deux types cellulaires a montré une augmentation de

I’expression du génome viral 24h p.i (=7-8 logio copies/ug d’ARN) (Figure 44.A). L’observation des
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cellules infectées par microscopie électronique montre les signes classiques (nucléaires et
nucléolaires) d’infection par le virus influenza dans les deux types cellulaires, notamment: un
remodelage de I’ultrastructure nucléaire et nucléolaire, une accumulation de structures tubulaires
associées a M1 dans le noyau comme observés dans les cellules épithéliales pulmonaires infectées
(Terrier et al., 2014), une complete ségrégation nucléolaire habituellement associée a I’infection,
ainsi qu’un remodelage de la structure du réticulum endoplasmique (RE), généralement associé a la
mise en place d’un état de stress lié au réticulum. Cependant, la distribution du RE en réseau dans le
compartiment cytoplasmique de la cellule infectée est différente entre les deux types cellulaires. En
effet, dans les préadipocytes infectés, on note une accumulation membranaire compacte organisée en
couches superposée, structure non observée dans I’adipocyte mature (Figure 44.B). La quantification
de I’expression des senseurs viraux montre une augmentation significative de I’expression de TIr3,
Rigl, Mda5, Mx1 et Vip dans les deux types cellulaires, avec une induction plus forte dans les

adipocytes comparée aux préadipocytes (Figure 44.C).
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Figure 44. Mise en évidence de la permissivité des préadipocytes et des adipocytes a I’infection
par virus influenza, in vitro.

(A) Evaluation de la charge virale & 1h, 24h et 48h p.i. et & 0.5, 1 et 2 MOI (multiplicity of infection) dans les
préadipocytes et les adipocytes, résultats exprimés en logio du nombre de copies de la séquence virale M1/ug ARN, n=3
a 6. (B) Observation en microscopie électronique de préadipocytes et d’adipocytes infectés ou non-infectés a 5 MOI et
24h p.i., le profil classiquement associé a I’infection grippale au niveau nucléaire (fleches rouges) et nucléolaire (cadres
jaunes) est mis en évidence, les membranes du réticulum endoplasmique sont encadrées en noir (échelle 2 um), N,
noyau; MT, mitochondrie; LD, gouttelette lipidique. (C) Quantification de I’expression relative des senseurs viraux
(TIr3, Rigl, Mda5, Mx1 et Vip) par rapport au géne de ménage EeF2 et par rapport au contrdle non infecté a 24h p.i. et &
1 MOI dans les préadipocytes et les adipocytes, n=5 & 7 mock et n=5 a 18 IAV.

L’infection par le virus de la grippe est caractérisée par I’induction d’un effet cytopathique sur les
cellules MDCK, cellules permissives au virus de la grippe, qui se caractérise par une mort cellulaire.
Nous avons évalué la mortalité des préadipocytes et des adipocytes infectés, en comparaison avec les
cellules MDCK. Les résultats obtenus montrent une mortalité induite dans les préadipocytes et les
adipocytes tres faible comparée a celle observée pour les MDCK (Figure 45.A). Le marquage
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immunofluorescent des protéines virales NS1 (non structural protein), NP (nucleoprotein, protéine
structurale) et HA (hemagglutinin, protéine structurale) observé par microscopie confocale, montre
I’expression de ces protéines dans les préadipocytes et les adipocytes infectés (Figure 45.B). Il est a
noter que les marquages, NS1 et NP, sont identiques entre les deux types cellulaires, cependant la
localisation strictement cytoplasmique du marquage HA dans les préadipocytes et membranaire dans
les adipocytes est a remarquer.
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Figure 45. Comparaison de la mortalité, de I’expression des protéines virales et de la libération
de nouveaux virions entre les préadipocytes et les adipocytes.

(A) Viabilité des préadipocytes, des adipocytes et des MDCK (contréle positif de cellules permissives au virus) 4 0, 1, 2,
3 et 4 jours p.i. par le virus influenza. (B) Localisation subcellulaire des protéines virales NS1 (non-structural protein 1),
NP (nucleoprotein) et HA (hemagglutinin) sur préadipocytes et adipocytes murins in vitro a 48h p.i. (C) Analyse par
western blot de I’expression de la protéine HA dans le lysat cellulaire de préadipocytes et d’adipocytes infectés par le
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virus de la grippe a 48h p.i. Le graphe & droite correspond a I’expression de HA rapportée par rapport a celle du géne de
ménage tubuline alpha. (D) Quantification des particules et des protéines virales relarguées a partir d’adipocytes infectés
par Western blot et PFU (plaque forming units). (E) Quantification des particules virales relarguées a partir d’adipocytes
et de préadipocytes infectés a 48h p.i. par TCIDs, (50% Tissue culture Infective Dose). (F) Visualisation des particules
virales libérées a la surface des préadipocytes et des adipocytes par microscopie électronique.

L’analyse par western blot de I’expression de la protéine HA par les adipocytes et les préadipocytes,
confirme les résultats de la microscopie confocale par la détection d’une bande positive pour HA
dans les deux lysats cellulaires des préadipocytes et des adipocytes matures infectées, avec un rapport
HA/tubuline alpha supérieur pour les adipocytes (Figure 45.C). La quantification des particules
infectieuses par la technique de PFU sur tapis de cellules MDCK permet de mettre en évidence la
présence de particules virales nouvellement synthétisées dans le surnageant de culture des adipocytes
matures. Pour conforter le fait que ces particules sont nouvellement synthétisées, un western blot
réalisé a 12h et a 24h de I’infection sur la protéine HA, permet de montrer que : & 12h p.i. il y a
nettement moins de protéines virales dans le surnageant du culture des adipocytes, ce qui confirme la
production nouvelle des virions, et que les virions détectés dans le surnageant de culture ne sont pas
des contaminants résiduels de I’infection (une quantification PFU réalisée sur le surnageant de
culture apreés lavage des cellules ne montre aucune plage de lyse). La quantification des particules
virales par TCIDsq révéle un nombre de particules nettement plus important dans le surnageant de
culture des adipocytes comparées au préadipocytes (Figure 45.D). Cependant, la nouvelle synthese
de virions ne semble pas étre aussi efficace dans le préadipocyte que dans I’adipocyte, puisqu’aucune
plage de lyse n’a été détectée par la technique de PFU a partir du surnageant de culture des
préadipocytes, et un nombre faible de virions est détecté par la technique de TCIDso (Figure 45.E).
La microscopie €électronique réalisée sur les deux types cellulaires, révéle des différences concernant
la libération de particules virales par les préadipocytes et les adipocytes et confirment les données de
quantification des particules infectieuses par la technique de PFU ou de TCID50. En effet, alors que
la majorité des particules virales libérées par I’adipocyte mature paraissent complétes, il y a un
nombre treés important de particules formées a la surface du préadipocyte, mais qui semblent vides
(Figure 45.F).

VIIl. Impact de I’infection par le virus de la grippe sur le

métabolisme des préadipocytes et des adipocytes

La respiration cellulaire peut étre divisée en différentes composantes : la respiration basale, la fuite
des protons H*, la respiration maximale et la respiration résiduelle. Chacune de ces composantes peut
étre mesurée suite a I’ajout de différents substrats cellulaires (Figure 46.A).
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Figure 46. Comparaison de la respiration cellulaire et mitochondriale des préadipocytes des
adipocytes non infectés.

(A) Schéma représentatif des différentes composantes respiratoires obtenues suite & I’ajout de substrats tels que
I’oligomycine (Oli), le carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (cc) et I’antimycine A (AA). Ainsi, il est possible
d’identifier un niveau d’OCR (O2 consumption rate) correspondant & la respiration basale, mitochondriale, maximale et
résiduelle. (B) gauche, Comparaison entre la respiration cellulaire des préadipocytes et des adipocytes non infectés,
droite, graphe comparant la respiration cellulaire basale, reliée a la fuite de proton, maximale et résiduelle entre
préadipocytes et adipocytes non-infectés. (C) Comparaison de la respiration mitochondriale et non-mitochondriale entre
préadipocytes et adipocytes non-infectés. (D) Comparaison de la respiration reliée a la fuite de protons H* et a ’ATP
entre préadipocytes et adipocytes non-infectés.

Tout d’abord, la comparaison de la respiration cellulaire entre les préadipocytes et les adipocytes non
infectés montrent un taux de consommation d’O, (OCR, Oxygen cosumption Rate) plus élevé dans
les adipocytes avec des moyennes de 147,66 vs 46,31 (pmol/(s*Mill) pour la respiration basale,
80,13 vs 15,53 (pmol/(s*Mill) pour la fuite des protons H*, 342,86 vs 154,10 (pmol/(s*Mill) pour la
respiration maximale et 12,22 vs 3,57 (pmol/(s*Mill) pour la respiration résiduelle respectivement
pour I’adipocyte et le préadipocyte (Figure 46.B). En I’absence d’infection, la comparaison de la
respiration mitochondriale, la respiration non-mitochondriale, la respiration associée a I’ATP et la
respiration induite par la fuite de protons montre des niveaux plus élevés pour I’adipocyte comparé
au préadipocyte (Figure 46.C-D), en accord avec la littérature (EI-Bacha et De-poian, 2013).
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Dans un contexte infectieux, seule la consommation d’O, des adipocytes est diminuée (significativité
statistique a 72h p.i). A I’inverse et de maniére inattendue, la respiration des préadipocytes infectés

demeure inchangée (Figure 47.A-B).
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Figure 47. Effets de I’infection par le virus influenza sur la respiration des préadipocytes et des
adipocytes

(A) Courbes représentatives du taux de consommation d’O, (OCR ; O, consumption rate) par les préadipocytes et les
adipocytes (infectées et non infectées) a 72h p.i. avec fragmentation de la respiration par addition d’Oli), de CCCP et
d’AA. (B) Représentation de la respiration basale, la fuite des protons, la respiration maximale et la respiration résiduelle
a0, 24, 48 et 72 heures p.i. dans les préadipocytes et les adipocytes. (C) Quantification de I’expression relative des génes
impliqués dans la lipolyse (Plinl), la lipogenese (Fasnh et Srebplc) et le transport du glucose (Glut4 et Me2) dans les
adipocytes matures infectés & 1 MOI a Oh, 48h et 72h p.i. et (D) des génes impliqués dans le développement du
browning (Ucpl, Pgcla, Fgf21, Apin, Metrnl et Tmem26) a 24, 48 et 72h p.i. (1 MOI) par rapport & EeF2 et au contrdle
non infecté dans les préadipocytes et les adipocytes, n=6 a 13 mock, n=2 & 6 1AV. Ucpl; uncoupling protein-1, Pgcla;
peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 alpha, Fgf21; fibroblast growth factor 21, Apln; Apelin,
Metrnl; meteorin-like and Tmem26; transmembrane protein 26. Résultats exprimés en moyenne + SEM, n=5-17 mock,
n=5-17 1AV.

Pour mieux identifier les perturbations métaboliques potentiellement induites par I’infection des

adipocytes, nous avons quantifié I’expression relative de certains génes marqueurs de I’activité
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métabolique (Plinl, Fasn, Srebplc, Glut4 et Me2) de I’adipocyte infecté a 1 MOI, a Oh, 48h et 72h
p.i. De maniere similaire aux résultats obtenus avec le tissu adipeux total, nous observons une
diminution significative de I’expression de Plinl, Fasn et Glut4 lorsque I’adipocyte est infecté, ce
qui permet de conforter I’effet du virus sur la fonction métabolique du tissu adipeux (Figure 47.C).

Enfin, pour tenter d’identifier I’origine du browning observé sur les coupes histologiques du SCAT
de souris infectées, nous avons procédé a la quantification relative de I’expression des marqueurs du
browning (Ucpl, Pgcla, Fgf21, Apln, Metrnl et Tmem26) dans les préadipocytes et les adipocytes
non infectés et infectés. Les résultats obtenus montrent une augmentation significative de

I’expression de ces marqueurs uniqguement dans le préadipocyte (Figure 47.D).

L’analyse transcriptomique comparant I’expression des genes entre les préadipocytes et les
adipocytes, infectés et non-infectés a permis de mettre en évidence des genes dont I’expression est
up-régulés :

e 449 genes voient leur expression augmentée par I’infection a la fois dans les préadipocytes et
les adipocytes. Il s’agit, logiquement, de génes impliqués dans la réponse au virus,
I’activation de la réponse immune innée, la présentation d’antigénes et la régulation de la
réponse interféron.

e 117 genes voient leur expression augmentée par I’infection uniquement dans les adipocytes.
Ces geénes se regroupent dans la voie de régulation de la réponse au stress et aux stimuli.

» 532 génes montrent une augmentation de leur expression par I’infection uniquement dans les
préadipocytes. De maniére remarquable, ces genes sont principalement impliqués dans la
biogenése des ribosomes, du métabolisme des ARN ribosomiques dans le noyau, le nucléole

et le cytoplasme (Figure 48.A).

Cependant, les génes dont I’expression est diminuée sont majoritairement (485 génes) dans le
préadipocytes (vs 13 génes dans I’adipocytes matures) dont certains impliqués dans la régulationde la
concentration des triacylglyceérols (Figure 48.B).
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Figure 48. Comparaison des profils d’expression entre préadipocytes et des adipocytes infectés
et non-infectés.

(A) Diagramme de Venn regroupant les génes dont I’expression est augmentée lors de I’infection dans les préadipocytes
uniquement, les adipocytes uniquement et dans les deux types cellulaires a la fois. Mise en évidence des processus
biologiques et des voies métaboliques principales activées dans chacune des conditions (identifiés avec le logiciel Gene
Ontology (GO)), n=4 cellules mock et n=4 cellules IAV. (B) Heatmap regroupant les génes de la voie de la biogenése des
ribosomes (« up-régulés » dans le préadipocyte), de la biosynthése des acides carboxyliques (« up-régulés » dans le
préadipocyte), et de la biosynthése des triacylglycérols (« down-régulés » dans le préadipocyte).

La construction des heatmaps impliquant la voie de la biogenése des ribosomes, la biosynthese des
acides carboxyliques et la concentration des triglycérides confirment les modulations sélectives de
I’expression des genes dans le préadipocyte infecté, avec une augmentation de I’expression des genes
impliqués dans la biogenése des ribosomes et de la synthése des acides carboxyliques et une
diminution de I’expression des geénes intervenant dans la concentration des triglycérides (Figure

48.B).

VIII. Les préadipocytes et des adipocytes humains sont également
permissifs a I’infection par le virus de la grippe in vitro

Afin de savoir si nos résultats pourraient étre transposables a I’Homme, nous avons mis en place des
cultures primaires de préadipocytes humain isolés a partir du tissu adipeux sous-cutané. Nous
montrons que le génome viral est détecté dans les préadipocytes et les adipocytes humains infectés,
avec néanmoins une expression moins forte dans les préadipocytes comparé aux adipocytes matures
(Figure 49.A), comme observé avec les cellules murines. A la différence du modele murin,
I’infection par le virus influenza induit la mortalité des préadipocytes (Figure 49.B). La
quantification du nombre de particules virales dans le surnageant de culture des préadipocytes et des
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adipocytes permet de montrer, comme pour le modéle murin, un nombre de particules virales
beaucoup moins important dans le surnageant des préadipocytes infectés que dans celui des
adipocytes infectés (Figure 49.C). De plus, I’expression des senseurs viraux Rigl et Mda5 est
augmentée par I’effet de I’infection dans les deux types cellulaires (Figure 49.D). Le marquage
immunofluorescent des protéines virales NS1, NP et HA, permet de mettre en évidence I’expression
de ces protéines dans les préadipocytes et les adipocytes humains a 24h p.i. avec une répartition
comparable entre les deux types cellulaires (Figure 49.E). Afin de voir si le virus de la grippe induit
le processus de browning dans les préadipocytes humains, comme observé dans le modéle murin
(Figure 49.D), nous avons procédé a la quantification de I’expression des génes Ucpl, Prdm16,
Tmem26 et Tbx15. Les résultats obtenus, conformément aux résultats des cellules murines, montrent
une augmentation significative de I’expression des génes impliqués dans le processus de browning
uniquement dans les préadipocytes (Figure 49.F). Enfin, méme si les résultats sont encore
préliminaires car concernant un petit nombre d’individus (n=5), le génome viral a été détecté dans
des échantillons humains de tissu adipeux sous-cutané et viscéral, laissant suggérer que les effets
(tout ou partie) induits par I’infection grippale sur le tissu adipeux blanc pourraient étre transposables
a I’infection chez I’Homme (Figure 49.G).
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Figure 49. Les adipocytes et les préadipocytes humains sont permissifs a I’infection par le virus
de la grippe.

(A) Quantification de I’expression du génome viral dans les lysats cellulaires des préadipocytes et des adipocytes
humains cultivés in vitro. (B) Evaluation de la mortalité cellulaire induite par le virus de la grippe sur les cellules
infectées. (C) Dénombrement des particules virales dans le surnageant des préadipocytes et des adipocytes infectés. (D)
Quantification de I’expression des senseurs viraux Rigl et Mda5 dans les deux types cellulaires & 24h p.i. (E)
L’expression des protéines virales NS1 (en vert & gauche), NP (rouge) et HA (en vert & droite) dans les préadipocytes et
les adipocytes infectés. Les noyaux sont marqués au DAPI (bleu). (F) Quantification de I’expression des génes relatifs au
« browning » (Ucpl, Prdm16, Tmem26 et Tbx15), (G) Quantification de I’expression du génome viral dans les tissus
adipeux sous-cutanés et viscéraux de 5 patients.
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Les résultats exposés ci-dessus sont actuellement soumis pour publication.

Comme mentionné dans I’Introduction, les données épidémiologiques obtenues au décours de
I’infection par le virus influenza (H1N1) lors de la pandémie de 2009 (Huttunen et al., 2013),
associées aux publications décrivant I’infection par IAV de souris obeses (Milner et al., 2015),
montrent que I’obésité est un facteur de risque de formes sévéres d’infection grippale.

Ainsi, nous avons étudié les effets de I’infection sur le tissu adipeux de souris obéses et comparés
avec les données obtenues chez la souris normo-pondérale. Nous avons utilisé un modeéle de souris
rendues obéses par la consommation d’un régime enrichi en lipides (HFD, high-fat diet ; 60%) Ces

travaux, qu’il reste & compleéter, feront I’objet d’une publication ultérieure.

C.EFFET DE L’INFECTION PAR IAV SUR LE TISSU
ADIPEUX DE SOURIS OBESES

Contrairement a ce qui estobservé chez les souris minces, I’infection des souris obéses se traduit par
une augmentation moins marquée de la sécrétion des cytokines IL-1b, IL-6 et IL-10 par le SCAT et
I’EWAT (surnageants de cultures d’explants tissulaires). Dans I’lEWAT,nous mesurons méme une
diminution de la sécrétion d’IL-10 en contexte infectieux. Cependant, il est important de noter que
les niveaux de sécrétions basales de I’IL-1b et de I’IL-6 sont beaucoup plus élevés dans les tissus
adipeux de souris obéses que dans ceux des souris minces, reflétant I’état inflammatoire du « tissu
obése ». Cependant, le niveau basal de I’IL-10 est trés réduit chez la souris obése et méme s’il
augmente dans le SCAT, ses niveaux demeurent tres bas comparés a ceux mesuréschez les souris
minces. Cependant, la nature « dépot-spécifique » des effets de I’infection sur le tissu adipeux est
également observée chez les souris obéses, notamment concernant la sécrétion de leptine qui est
augmentée dans le SCAT et inchangée dans I’EWAT (Figure 50.A).

Afin de voir si nous retrouvons les mémes effets de I’infection sur I’expression des marqueurs
métaboliques du tissu adipeux, comme pour les souris minces, nous avons évalué I’expression de
Psplal, Plinl, Glut4, Irsl, Me2, Fasn et Srebplc & 7 jours p.i. Nous retrouvons également une
diminution significative de I’expression de ces génes, sauf pour I’expression de la phospholipase
Psplal, dont I’expression dans I’lEWAT reste inchangée (Figure 50.B).
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Figure 50. Effet de I’infection de souris obéses par le virus Influenza sur les secrétions de
cytokines par le tissu adipeux blanc et I’expression des marqueurs métaboliques majeurs.

(A) Evaluation des sécrétions d’IL-1b, IL-6, IL-10 et de la leptine par les deux dépbts de tissu adipeux ex vivo n=7 & 14
mock et n=13 & 20 IAV. Les concentrations des cytokines sont normalisées par rapport au poids des explants de tissu
adipeux. (B) Analyse par RT-gPCR de I’expression de génes impliqués dans la lipolyse (Psplal, Plinl), le transport de
glucose (Glut4, Irs1, Me2) et la lipogenese (Fasn, Srebplc) n=5 mock et n=8 & 18 IAV.

Psplal; Phosphatidylserine-specific phospholipase Al, Plinl; Perilipin 1, Glut4; Glucose transporter 4, Irsl; Insulin
receptor 1, Me2; Malic enzyme 2, Fasn; Fatty acid synthase et Srebplc; Sterol regulatory element-binding protein 1c.

L’observation des coupes histologiques du tissu adipeux sous-cutané et viscéral de souris obeses non
infectées ou infectées montrent que, contrairement aux observations faites chez la souris mince, il
n’y a pas d’adipocytes beiges dans le SCAT des souris obéses, ce qui pourrait étre en lien avec une
signature différente du tissu adipeux dans un contexte d’obésité (Figure 51.A). L’analyse
histomorphométrique du SCAT montre une tendance & I’augmentation du nombre des cellules de
petite taille dans le tissu infecté, alors que la taille des adipocytes composant ’EWAT n’est pas
modifiée par I’infection (Figure 51.B).Enfin, I’expression d’Ucpl dans le SCAT est fortement

diminuée en contexte infectieux alors que cette expression n’est pas modifiée dans I’'EWAT.

134



Cependant I’expression de la leptine est trés induite dans les deux dépdts de tissu adipeux, ce qui
nous permet de supposer dans ’TEWAT la synthése de I’ARNm de la leptine a lieu, mais n’aboutit

pas a la production de la protéine (Figure 51.C).
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Figure 51. Analyse histomorphométrique du SCAT et de ’EWAT de souris obéses non
infectées et infectées par le virus de la grippe.

(A) Coupes histologiques du tissu adipeux de souris obéses infectées (IAV) et non infectées (mock) par le virus de la
grippe. (B) Détermination de la taille (aires) des adipocytes du SCAT et de I’TEWAT de souris obéses non infectées
(mock) et infectées (IAV) représentée en pourcentage de cellules dans chaque catégorie de tailles allant de 100 um? &
>3000 pm?, n=6 mock et n=6 IAV. (C) Expression génique d’Ucp1 et de la leptine dans le SCAT et ’'EWAT.
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La quantification de I’expression de la séquence virale M1 dans le tissu adipeux des souris obeses est
a des niveaux plus faibles que dans le cas des souris minces (=2-3 logio copies/ug d’ARN) (Figure
52.A).La quantification de I’expression des senseurs viraux Rigl, Mx1, Mda5 et Viperin dans le
SCAT et 'EWAT montre une augmentation de I’expression de ces génes dans les deux dépdts

(Figure 52.B) et pas uniquement dans I’'EWAT comme chez les souris minces.
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Figure 52. Détection du génome viral et induction des senseurs viraux dans le tissu adipeux
blanc des souris obéses.

Quantification de I’expression du génome viral (exprimée en logy,, du nombre de copie de la séquence virale M1/pug
ARN) dans (A) les poumons des souris infectées (n=10), le SCAT n=25 et ’EWAT n=25. (B) Quantification de
I’expression relative des senseurs viraux (TIr3, Rigl, Mda5, Mx1 et Vip) par rapport au géne de ménage EeF2 et par
rapport au contrdle non infecté, & 7 jours p.i. dans le SCAT et ’TEWAT. TIr3; Toll-like receptor 3, Rigl; Retinoic acid-
inducible gene 1, Mda5; Melanoma differentiation-associated gene 5, Mx1; Myxovirus resistance protein 1 et Vip;
Viperin.

Ainsi, les résultats obtenus montent non seulement un tropisme du virus de la grippe pour le tissu
adipeux, mais en plus, un remodelage induit par I’infection a influenza sur les fonctions de ce tissu

qui s’avére différent entre un état mince ou obése.
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Discussion

Le tissu adipeux blanc est un tissu conjonctif hautement spécialisé. En plus de son réle comme
isolant thermique et mécanique, le tissu adipeux a été initialement décrit comme ayant un réle
métabolique important; il s’agit en effet de la principale réserve énergétique de I’organisme
(stockage de I’énergie sous forme de triglycérides et libération sous forme d’acides gras libres).

Depuis quelques années cependant, il est admis que le tissu adipeux excerce également une trés forte
activité endocrine du fait de sa capacité a sécréter de nombreuses hormones et cytokines, lui
permettant d’interférer avec, et de contrdler, les différentes composantes de I’organisme. Ce tissu est
ainsi capable de maintenir I’homéostasie énergétique en tamponnant I’absorption et la libération des
lipides mais également en interférant avec I’immunité et le systéme nerveux central. Il n’est donc pas
surprenant que ce tissu puisse jouer un role dans la défense de I’organisme contre les infections. En
effet, I’accumulation excessive de tissu adipeux blanc, qui caractérise I’obésité, est associée a une

susceptibilité accrue aux infections, confirmant I’étroite relation entre tissu adipeux et immunité.

Cette interférence se fait dans les deux sens: (1) certains pathogénes (comme I’adénovirus) affectent
directement le tissu adipeux et joueraient un rble dans le développement et la mise en place de
I’obésité (Whigham et al., 2006 ; Lyon et al., 1982 ; Carter et al., 1984 ; Gosztonyi et Ludwig,
1995), et (2) I’obésité, quant a elle, en altérant les défenses immunes de I’héte, augmenterait ainsi sa
susceptibilité & certaines infections, notamment pulmonaires (Zammit et al., 2010 ; Beuther and
Sutherland, 2007 ; Mancuso, 2009). Les adipocytes, qui présentent des fonctions a la fois
métaboliques et immunologiques, jouent un réle essentiel dans ces interactions entre le tissu adipeux
et I’immunité. Globalement, le lien entre le tissu adipeux, I’immunité et le métabolisme ne cesse de
se confirmer (Schipper et al., 2012). En effet, Schéaffler et Schdlmerich rapportent que les
adipocytes expriment a leur surface les récepteurs de type Toll (Toll-like receptors (TLRS)),
notamment TLR4, qui reconnait les lipopolysaccharides bactériens mais également les acides gras
saturés ; se placant ainsi a I’interface entre I’immunité et le métabolisme (Schaffler et Schélmerich,
2010). De méme, I’infiltration des macrophages au sein du tissu adipeux lors du développement de
I’obésité est un argument supplémentaire montrant le lien étroit entre immunité et métabolisme (voir

la revue Surmie et Hasty, 2008).
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A travers ce travail de Thése, nous nous sommes intéressés aux liens potentiels entre le tissu adipeux
blanc et les infections pulmonaires. Nous avons ainsi analysé I’effet de I’infection par le virus de la
grippe sur le tissu adipeux et évalué la susceptibilité des souris obeses a I’infection par la bactérie

Streptococcus pneumoniae.

La réponse de I’héte face aux infections virales et bactériennes n’est pas identique. En effet, alors que
les bactéries sont detectées par les TLRs de surface (TLR 2, 4 et 5), I’infection virale est
majoritairement détectée par des senseurs intracytoplasmiques localisés au niveau des endosomes
(TLR3 et 7) et des mitochondries (RIG-I et MAVS). La réponse qui s’en suit est une activation de
différentes voies de signalisation, aboutissant dans le cas de la bactérie a I’activation de
I’inflammasome (entre autres le NLRP3), la maturation (par la caspase-1) des pro-IL-1p et pro-IL-18
aboutissant a la sécrétion, respectivement, d’IL-1B et d’IL-18 qui vont activer les cellules de
I’immunité adaptative (lymphocytes T auxiliaires de type 1 ou Thl) (Koppe et al., 2012). Dans le cas
de I’infection virale, I’activation des senseurs viraux aboutit a I’activation de la voie IRF-3 qui
permettra la synthése des interférons de type | (alpha et beta) qui vont agir de maniere autocrine ou
paracrine pour activer I’expression et la synthese de protéines ISGs (Mx1, Viperine ...) qui
présentent des propriétés antivirales (Iwasaki et Pillai, 2014).

I. Conséguences de I’obésité sur I’infection par la bactérie Streptococcus pneumoniae

Afin d’évaluer I’implication du tissu adipeux blanc lors d’une infection respiratoire bactérienne, nous
avons mené notre étude dans un contexte d’expansion de ce tissu ; a savoir un modele de souris

obeses infectées par la bactérie Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae).

a. Une susceptibilité accrue des individus obéses a I’infection a pneumocoque ?
Les données épidémiologiques concernant la susceptibilité des obéses a I’infection par la bactérie S.
pneumoniae (Corrales-Medina et al., 2011; Langley et al., 2016), ainsi que les données
expérimentales menées sur des modeles murins d’obésité d’origine génétique (les souris ob/ob ;
déficientes pour le géne codant la leptine (Hsu et al., 2007), ou les souris CPE fat/fat ; déficientes
pour le géne codant la carboxypeptidase E (Mancuso et al., 2014)) sont controversées.
C’est pourquoi lors de notre étude nous avons choisi d’utiliser un modele murin d’obésité induite par
la consommation d’un régime riche en graisses (60%), qui consitue la cause principale d’obésité dans
les sociétés développées (Barry et al., 2009). Nous avons donc comparé I’infection par S.

pneumoniae (sérotype 1, administré a une dose sublétale) chez des souris minces ou obéses.
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Notre étude montre que, comparativement aux souris minces, les souris obéses présentent une
importante perte de poids et une mortalité tres élevée apres infection par une dose sub-léthale de S.
pneumoniae. 1l est décrit que I’infection par le streptocoque entraine des altérations au niveau des
alvéoles pulmonaires, caractérisées notamment par le recrutement de cellules immunes (macrophages
et neutrophiles) et I’augmentation de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-a)
(Wang et al., 2001). Afin d’évaluer et de comparer la sévérité de I’infection entre les souris minces
et obéses, et éventuellement déterminer la cause de la susceptibilité des obéses a I’infection, nous
avons évalué la charge bactérienne, le score histologique, le recrutement des neutrophiles, ainsi que
I’expression et la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1p et TNF-o dans les poumons. Nos
résultats ne montrent aucun paramétre discriminatoire entre les souris minces et obéses. En effet, les
niveaux de I’inflammation et les altérations pulmonaires induites par I’infection sont comparables
entre les souris minces et les souris obéses. Ainsi, ces données suggerent que la sévérité de I’infection

en cause de la mortalité des souris obeses n’est pas localisée au niveau des poumons.

b. Souris rendues obéses par consommation d’un régime riche en lipides : Un
modele pour étudier la méningite a pneumocoque ?

Comme, d’une part, I’infection par S. pneumoniae est a caractére invasif et peut, dans certains cas,
causer des méningites (Klein et al., 2008), et est associée, d’autre part, a une altération de la
perméabilité de la barriere hématoencéphalique (BHE) (Hsuchou et al., 2012), nous avons évalué et
comparé la charge bactérienne dans le cerveau des souris minces et obeses infectées par S.
pneumoniae. Les résultats obtenus montrent une charge bactérienne plus élevée dans le cerveau des
souris obéses, ce qui pourrait étre I’'une des causes de la mortalité augmentée suite au développement
d’un syndrome de type méningite. Cependant, le niveau des sécrétions des cytokines est comparable
entre les souris minces et obéses infectées. L’évaluation de I’expression des protéines de jonctions
serrées montre une diminution significative de I’expression de la Claudine 5 chez les souris obeses
(infectées et non-infectées). En effet, d’autres travaux rapportent une association entre la diminution
de I’expression de Clau-5, et I’altération de la perméabilité de la BHE chez les obéses, les rendant
plus sujets au développement de méningites (Li et al., 2015 ; Vieira et al., 2015). Quant a
I’évaluation de I’expression de la Gfap, marqueur d’activation des astrocytes, nous avons également
noté une diminution liée au régime et non pas a I’infection. Ces résultats sont contradictoires avec ce
qui est décrit dans la littérature. En effet, il est rapporté que I’obésité est associée soit a une
augmentation de I’expression de la Gfap (Kloet et al., 2014), soit a une expression inchangée
(Buckman et al., 2013). Alors que I’expression du marqueur d’activation des microglies Aif-1 dans

le cerveau total montre une légére tendance a I’augmentation chez les souris minces infectées
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comparées a leur contr6le non-infecté, elle marque une diminution chez les souris obeses infectées
comparées a leur contréle non-infecté. Des analyses préliminaires de I’expression de I’ARNm de
Clau5, du Tnfa, du Gfap et du Aifl montrent une tendance a la diminution, du moins au niveau de la
production de I’ARNm correspondant, chez les souris obéses dans les différentes régions du cerveau.
Ces analyses préliminaires devront étre confirmées notamment par une augmentation du nombre
d’échantillons. Ces résultats, qui feront I’objet d’une publication ultérieure, mettent en évidence
I’effet de I’expansion du tissu adipeux blanc dans I’induction d’une susceptibilité accrue a I’infection
par la bactérie S. pneumoniae, favorisant le développement d’un syndrome de type méningite chez
les souris obéses.

Les analyses que nous avons effectuées nous ont mené a considerer que la susceptibilité des obeses a
I’infection par le pneumocoque serait potentiellement associée a des altérations au niveau cérébral et
particulierement au niveau de la BHE. Cependant, ceci n’empéche que cela pourrait étre du a la
dissémination systémique de la bactérie (septicémie, comme le montre le comptage de la charge
bactérienne au niveau de la rate) qui crée un choc septique et une défaillance d’organes multiples
auxquelles les souris obéses pourraient étre plus vulnérables et qui pourrait étre a I’origine de leur
mortalité accrue (Polat et al., 2017). Ainsi, a travers cette étude et dans les limites du modele que
nous avons utilisé, nous avons pu montrer que les souris présentant une obésité d’origine
nutritionnelle montrent une susceptibilité augmentée face a I’infection par le streptocoque

potentiellement relié a une dissémination plus importante de la bactérie au niveau du cerveau.

I1. L’effet de I’infection par le virus de la grippe sur le tissu adipeux

Le virus de la grippe est responsable de plusieurs vagues épidémiques et pandémiques au cours de
I’histoire, dont la plus récente est la pandémie causée par le virus HIN1 en 2009, responsable d’un
nombre élevé de décés. L’infection par le virus influenza des cellules épithéliales pulmonaires et
I’induction d’une réponse immune trés intense, sont a I’origine du déclenchement de la réponse
inflammatoire souvent associée a la sévérité de la maladie (Tripathi et al., 2014). Le virus est
également capable de moduler les fonctions métaboliques de la cellule qu’il infecte, puisqu’il puise
dans les réserves de I’hdte pour assurer sa propre réplication (Smallwood et al., 2017). Du fait de
I’importance de la fonction assurée par le tissu adipeux blanc dans le métabolisme et I’'immunité de

I’héte, nous nous sommes intéressés a I’effet de I’infection par le virus influenza sur ce tissu.

Pour ce faire, nous avons choisi de travailler sur un modéle de souris méles nourries sous un régime
LFD (low fat diet), ce qui correspond a un modéle de souris minces dont les fonctions métaboliques

sont préservées. Ainsi, nous avons infecté ces souris avec une dose sublétale d’un virus Influenza
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H3N2 préalablement adapté a la souris (30 PFU, par voie intranasale), et avons analysé les

parameétres métaboliques et infectieux.

Comme attendu d’apres les données de la littérature et de notre laboratoire, nous avons noté une perte
de poids corporel chez les souris infectées par HzN,, qui est en partie due a la diminution de la masse
du tissu adipeux sous-cutané (inguinal) (SCAT) et du tissu adipeux viscéral (périgonadique)
(EWAT). De plus, nous avons montré que I’infection par le virus de la grippe ne modifie pas la
répartition (sous-cutanée versus viscérale) des différents dépots.

L’évaluation des sécrétions et de I’expression des marqueurs de I’immunité et du métabolisme dans

le tissu adipeux au cours de I’infection a été effectuée.

1. Effets de I’infection par le virus influenza sur le tissu adipeux sous-cutané et
viscéral
Nos résultats montrent des effets communs aux deux types de dép6ts de tissu adipeux, a savoir :
0 Une diminution significative de leur masse
0 Une tendance a la diminution de la taille des adipocytes composant ces tissus
o Une diminution significative de I’expression des genes impliqués dans la lipolyse, la
lipogenese et le transport de glucose
o Une augmentation significative de la sécrétion des cytokines IL-1p, IL-6 et IL-10
0 La présence du génome viral, a la fois dans le tissu adipeux blanc total et dans les
fractions adipocytaires et stromavasculaires.
La perte de poids corporel associée a I’infection grippale a été rapportée par plusieurs études
(Bartley et al., 2017 ; Rodriguez et al., 2017). Cependant, son association a une diminution de la
masse du tissu adipeux blanc n’a, a notre connaissance, jamais été étudiée ni évoquée. En effet, cette
perte de poids corporel a été souvent associée a une diminution de la masse musculaire (Bartley et
al., 2016). Ainsi, nous avons pu montrer que I’infection grippale affecte les réserves lipidiques en
réduisant la taille des adipocytes de maniere comparable entre le dépdt sous-cutané et le dépdt
viscéral. L’étude de I’expression des marqueurs métaboliques dans le tissu adipeux montre une
diminution trés significative de I’expression des genes impliqués dans la lipolyse (Psplal, Plinl), le
transport de glucose (Glut4, Irsl) et la lipogenese (Fasn, Srebplc). La diminution de I’expression de
Glut4 et Irsl est associée a une altération du transport de glucose dans les adipocytes (Minokoshi et
al. 2003) et la diminution de I’expression de Fasn et Srebplc est associée en partie a I’augmentation
des taux de leptine circulante chez des rats agés (Nogalska et al., 2005, Wang et al., 2009).
L’évaluation de I’expression d’autres marqueurs clés de I’activité du métabolisme lipidique
(lipolyse) : ATGL (Adipose Tri-Glycéride Lipase), HSL (Hormone-Sensitive Lipase) et MGL
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(Monoacylglycerol Lipase) n’a pas été effectuée au cours de cette étude et s’avere essentielle pour
mieux estimer I’effet de I’infection sur le métabolisme lipidique de la cellule héte.

Le tissu adipeux blanc est capable de sécréter de tres nombreuses cytokines, les plus fréquemment
mentionnées étant I’IL-1p et I’IL-6, produites majoritairement par les adipocytes et les cellules
immunes présentes dans la fraction stromavasculaire (Coppack, 2001). Notre étude, via la culture
d’explants de tissu adipeux blanc, nous a permis d’identifier la « signature sécrétoire » propre au tissu
adipeux dans un contexte d’infection par le virus influenza. Les résultats obtenus montrent une
augmentation significative de la sécrétion des cytokines IL-6, IL-10 et IL-1f. La production de I’1L-6
par le tissu adipeux est étroitement liée a la lipolyse et a la mobilisation des acides gras du tissu
adipeux (Lingso et al., 2002). Ainsi, I’augmentation de la production de I’IL-6 par les deux dépots
est en lien étroit avec la diminution de la taille des adipocytes et de la masse du SCAT et de ’EWAT.
Nous avons noté des taux d’IL-6 beaucoup plus élevés dans le tissu adipeux viscéral que dans le tissu
adipeux sous-cutané. Cette différence est probablement due a la présence d’adipocytes de plus grande
taille dans le dép6t viscéral comparé au dépét sous-cutané (Ibrahim, 2009). L’expression du génome
viral dans les différents dépdts de tissu adipeux permet de supposer que ces modulations des profils
de secrétion et d’expression génique du tissu adipeux pourraient avoir été induits par un effet direct
du virus. Nous ne pouvons pas cependant exclure que ces observations, similaires entre le SCAT et
I’EWAT, résultent de I’inflammation systémique déclenchée par I’infection.

2. Effets de I’infection par le virus influenza spécifiques au tissu adipeux sous-cutané :
le brunissement ou beiging

De maniére tout-a-fait intéressante, nous avons également montré des effets dépdt-spécifiques de
I’infection par le virus influenza. Le tissu adipeux sous-cutané et le tissu adipeux viscéral présentent
en effet des caractéristiques propres. Le tissu adipeux sous-cutané est fréqguemment associé a des
effets métaboliques bénéfiques, puisque son accumulation est considérée neutre et n’altére pas les
fonctions métaboliques de I’organisme, contrairement au tissu adipeux viscéral qui, lui, est associé a
des effets métaboliques délétéres (son accumulation excessive est en effet associée au développement

de maladies métaboliques et cardiovasculaires) (Cinti, 2012 ; Ibrahim, 2009).

Ainsi, les différents effets observés sur les deux types de dép6t ne sont donc pas surprenants. En

effet, nous avons relevé les observations suivantes :

0 La sécrétion de la leptine (adipokine majeure du tissu adipeux) est augmentée dans le
SCAT et diminuée dans "TEWAT

143



0 Lasécrétion d’IL-6 est beaucoup plus élevée dans ’EWAT comparée au SCAT
0 Un brunissement du tissu adipeux (browning ou beiging) apparait uniquement dans le
SCAT
0 L’expression de la protéine UCP-1 est augmentée uniquement dans les dépbts de
SCAT a J7 (expression protéique, western blot) et a J4 (expression génique, RT-
gPCR)
0 La modulation des cellules immunes innées est induite uniquement dans le SCAT,
caractérisée notamment par le recrutement d’éosinophiles et de macrophages de type 2
0 L’induction de I’expression des senseurs viraux (TIr3, Rigl et Mavs) et des 1SGs
(Viperin et Mx1) se fait uniqguement dans ’EWAT.
Mis a part les effet bénéfiques et déléteres associés, respectivement, au SCAT et a I’TEWAT, leur
capacité a développer du beiging est également différente. En effet, les niveaux d’expression des
marqueurs du beiging Ucpl, Thx1 et Prdm16 sont plus élevés dans le SCAT comparé a 'TEWAT
(Zuriaga et al., 2017). Dans la littérature, il est décrit que le SCAT contient plus de cellules
(préadipocytes ?) susceptibles de devenir brunes (Wu et al., 2013), ainsi le SCAT est plus sujet a
« branir » que PEWAT. Par exemple, chez les souris Prdm16-KO, le développement du beiging dans
le SCAT est altéré (Cohen et al., 2014).
Le phénomene de brunissement est également associé a des modifications de la composition des
cellules immunes présentes dans le tissu adipeux, avec la mise en place d’un environnement anti-
inflammatoire caractérisé par la prévalence des éosinophiles, des macrophages de type 2 (M2) et des
lymphocytes T régulateurs (Lee et Tontonoz, 2014 ; Qiu et al., 2014). De méme, I’augmentation de
la sécrétion de I’IL-6 (Han et al.,, 2018) et de la leptine (Dodd et al., 2015) est associée au
brunissement du tissu adipeux blanc.
Ainsi, les effets observés dans le SCAT a savoir; Iaugmentation d’IL-6, de la leptine et le
recrutement des éosinophiles et des macrophages, associés a la prédisposition du SCAT a exprimer
les génes Ucpl, Thx1 et Prdm16 (Zuriaga et al., 2017) pourraient expliquer que le SCAT brunisse et
non ’EWAT.

Dans le cas du brunissement du tissu adipeux induit par le froid, les variations de I’expression
d’Ucpl suivent une cinétique bien contrdlée. En effet, le premier jour suivant I’exposition au froid le
niveau d’expression de I’ARNm d’Ucp-1 est diminué d’un facteur 2, et aprés 5 jours d’exposition,
I’expression d’Ucpl est maximale (Jacobsson et al., 1994). En contrepartie, I’expression de la
protéine UCP-1 est réduite trés lentement apres I’acclimatation au froid, ce qui rend I’analyse de la

protéine plus simple a étudier que celle de I’ARNm (Gospodarska et al., 2015). C’est sans doute la
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raison pour laquelle notre analyse de I’expression des génes Ucpl, Pgcla, Fgf21, Apln, Metrnl,
Prdm16 par RT-qPCR a 7 jours post-infection n’a pas donné des résultats concluants. Nous avons
alors supposé que I’expression des génes associés au beiging était modulée bien avant le 7°™ jour
suivant I’infection. En effet, I’analyse de I’expression du gene Ucpl a J2, 4, 7, et 14 post-infection
confirme la dégradation rapide de I’ARNm d’Ucpl comme rapporté par Gospodarska et al., (2015).
L’analyse de I’expression de la protéine UCP-1 par western-blot confirme le développement du

browning a 7 jours suivant I’infection par le virus influenza.

3. L’infection par le virus influenza protége du développement de I’obésité ?
Dans la plupart des études, le brunissement du tissu adipeux blanc est associé a une perte de poids
corporel, une amélioration des parametres métaboliques et une résistance au développement de I’obésité
induite par un régime riche en graisses (Seale et al., 2011 ; Feldmann et al., 2009 ; Stanford et al.,
2015). Ainsi, dans notre modéle, I’infection par le virus influenza est associée, & 7 jours post-infection, a
des améliorations métaboliques, marquées par une diminution du taux de glucose et de résistine ainsi
qu’une augmentation du taux d’insuline dans le sang. Bien que modestes (mais néanmoins significatifs),
ces effets sont durables puisqu’ils persistent jusqu’a 20 semaines aprés infection. Néanmoins, le
challenge des souris infectées a 7 jours post-infection par un régime obésogéne ne montre pas de
résistance a la mise en place de I’obésité, en dépit d’une prise de poids moins importante comparée aux
souris contrdles qui pourrait correspondre au poids perdu en début de I’infection. Ainsi, nous avons pu
montrer que I’infection grippale induit des modulations métaboliques globales chez la souris et affecte la
fonction et les sécrétions du tissu dipeux blanc. L’infection par le virus de la grippe, essentiellement
pneumotrope, est associée a des perturbations extrapulmonaires. En effet, les antigénes du virus
Influenza A (HsN;) ont été détectés dans le poumon et le cerveau mais également dans le tissu adipeux
qui entoure le foie, le thymus, le pancréas, la rate et le tractus gastro-intestinal (Nishimura et al., 2000).
Puisque les cellules souches a I’origine des préadipocytes et des adipocytes expriment les TLRs, il est
judicieux de penser que ces cellules expriment a leur tour des PRRs (Pathogen Recognition Receptor).
En effet, Shaffler et Scholmerich (2010) rapportent que dans le tissu adipeux humain, I’expression de
tous les TLRs a été détectée. Une fois isolés du tissu adipeux, les adipocytes expriment tous les TLRs a
I’exception des TLR 5 et 7 (Shaffler et Scholmerich, 2010). De méme, la présence de RIG-1 et TLR3,
qui reconnaissant I’ARN viral, a été rapportée dans les cellules souches mésenchymateuses du tissu
adipeux humain (Yu et al., 2016). Nos travaux confirment I’expression de ces senseurs dans le tissu
adipeux mais également dans les préadipocytes et les adipocytes. L’infection par le virus de la grippe,
qui rappelons-le est intranasale, conduit a I’augmentation de I’expression des genes TIr3, Rigl, Mda5 et
Mavs et des ISGs Mx1 et Viperin dans le tissu adipeux viscéral et non dans le tissu adipeux sous-cutané
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a 7 jours post-infection. Ainsi, bien que le génome viral ait été détecté dans les deux dép6ts de tissu
adipeux, I’expression des senseurs viraux est induite uniqguement dans I’EWAT. Cependant, il est
important de mentionner que le niveau d’expression de la leptine affecte profondément I’expression et
I’activation des TLRs au niveau des adipocytes et du tissu adipeux. En effet, des souris ob/ob ou db/db,
dépourvues de, respectivement, la leptine ou son récepteur, montrent une expression élevée de
TLRs (Shaffler et Schélmerich, 2010; Batra et al., 2007). Nos résultats confirment cette observation.
En effet, dans le SCAT, I’expression de la leptine est augmentée par I’infection, ce qui pourrait
expliquer le non déclenchement d’une augmentation de I’expression des senseurs viraux par ce tissu
dans un contexte d’infection. A I’inverse, nous montrons une diminution de la sécrétion de la leptine par

I’EWAT ; tissu dans lequel I’expression des senseurs viraux est induite.

4. Les préadipocytes et les adipocytes sont permissifs a I’infection par le virus
influenza

Pour aller plus loin dans I’étude de I’interaction entre le virus influenza et les adipocytes (et leurs
progeéniteurs ; les préadipocytes) nous avons mis en place un modele d’infection in vitro. L’infection
des adipocytes et des préadipocytes montre une augmentation de I’expression du génome viral 24
heures aprés infection, ainsi qu’une augmentation de I’expression des senseurs viraux et des ISGs. La
visualisation des cellules infectées par microscopie électronique a permis de mettre en évidence des
vésicules a la surface des préadipocytes et des adipocytes qui présentent la structure de virions et de
bourgeonnement du virus influenza (Nayak et al., 2009 ; Noda, 2011). Cependant, les particules
libérées par le préadipocyte paraissent vides et pourraient ainsi correspondre soit a des capsides
virales vides (Noda et al., 2006) soit a des vésicules extracellulaires (Gao et al., 2017).
L’immunomarquage des protéines virales NS1, NP et HA observé en microscopie confocale a permis
de montrer un marquage positif dans les deux types de cellules, ce qui a été confirmé par la présence
de HA dans le lysat cellulaire par western blot. En effet, I’expression des protéines virales au niveau
de la cellule est révélatrice d’un cycle viral qui se conduit jusqu’au stade de la traduction des
protéines virales (Zhao et al., 2017). L’ensemble de ces données montre que le virus est capable de
répliquer son génome, de produire ses protéines et de bourgeonner pour former de nouvelles
particules virales. Ainsi, pour estimer le potentiel infectieux de ces particules, nous avons procédé a
la quantification des particules libérées par les deux types cellulaires. En effet, ce test réalisé sur des
cellules MDCK, totalement permissives a I’infection par le virus influenza, montre que les virions
nouvellement libérés dans le surnageant de culture des adipocytes sont capables de former des plages
de lyse sur tapis cellulaire de MDCK ; prouvant leur caractére infectieux. Cependant, le méme test

réalisé sur du surnageant de culture de préadipocytes infectés montre nettement moins de virions
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infectieux avec la technique TCIDsg, voire pas du tout avec la technique de plages de lyse. Il pourrait
cependant étre envisagé que les particules détectées correspondent a du virus résiduel suite a
I’infection. Pour exclure cette possibilité, nous avons effectué une quantification des particules
virales dans le surnageant aprés lavage (réalisé a 1 heure post-infection) pour nous assurer que les
particules détectées 24 heures et 48 heures aprés infection correspondent bien a du virus
nouvellement synthétisé par les adipocytes et les préadipocytes. Ainsi, comparé a sa cellule-hote de
prédilection (Ibricevic et al., 2006), I’adipocyte mature peut également étre considéré comme une
cellule hote au virus de la grippe, capable de libérer des virions infectieux mais a des niveaux plus
bas. L’évaluation des parametres infectieux a été effectuée sur un intervalle de temps large (1h, 24h
et 48h post-infection) pour nous permettre de comprendre le déroulement du cycle viral dans ces

nouvelles cibles cellulaires : les préadipocytes et les adipocytes.

L’infection par le virus de la grippe induit des changements métaboliques au niveau de sa cellule
hote, particulierement marqués par une augmentation de I’absorption du glucose (Sanchez et
Lagunoff, 2015). Afin d’estimer les effets métaboliques induits par I’infection du virus de la grippe
sur les adipocytes, nous avons évalué, comme nous I’avons fait pour le tissu adipeux total,
I’expression des génes impliques dans le métabolisme glucidique et lipidique (Psplal, Plinl, Me2,
Glut4, Irsl, Fasn et Srebplc). Nous avons retrouvé les mémes effets de I’infection, & savoir : une
diminution de I’expression des génes de la lipolyse, de la lipogenése et du transport de glucose a
partir de 48 heures post-infection. Cependant, il est important de mentionner que ces effets sont
accompagnés d’une augmentation tres importante de la production de I’IL-6 (qui active la lipolyse)
par les adipocytes matures (résultats non présentés dans ce rapport), comme observé in vivo.
L’analyse transcriptomique a révélé I’augmentation de I’expression des genes impliqués dans la
défense antivirale et dans I’induction de la réponse interféron dans les deux types cellulaires. De
maniere intéressante, une signature transcriptomique spécifique aux préadipocytes infectés a été mise
en évidence, avec une augmentation de I’expression des génes impliqués dans la biogenése des

ribosomes et du métabolisme des carbohydrates.

Pour mieux comprendre I’effet de I’infection sur le métabolisme cellulaire des préadipocytes et des
adipocytes, nous avons mesuré la respiration cellulaire (consommation d’O,) de ces cellules par
analyse respirométrique. En contexte non infectieux, nous montrons que la respiration cellulaire des
adipocytes est plus élevée que celle des préadipocytes, comme décrit dans la littérature. En effet, la
différentiation des préadipocytes en adipocytes matures est accompagnée d’une augmentation du
nombre des mitochondries, se traduisant par une consommation d’O, plus importante (Morrison et

McGee, 2015). Il a été décrit que le virus influenza puise dans les réserves énergétiques de la cellule
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hote et affecte sa fonction mitochondriale ; aboutissant ainsi a la réduction de la respiration cellulaire
(Djafarzadeh et al., 2011). Ceci correspond a ce que nous avons observé dans le cas des adipocytes,
confirmant que ces cellules se comportent comme n’importe quelle autre cellule hdte permissive a
I’infection par le virus influenza. A I’inverse et de maniere surprenante, I’infection des préadipocytes
n’a aucun effet significatif sur leur respiration. Ceci laisse suggérer que, soit le préadipocyte est
infectable et assure un cycle viral jusqu’aux phases de réplication du génome virale et de production
de protéines virales avec un blocage dans les phases tardives d’assemblage et de bourgeonnement,
comme décrit pour les macrophages (Londrigan et al., 2015), soit que la production de nouveaux

virions est assurée mais avec une efficacité tres réduite (a la limite de déctection).

L’apparition d’une structure en plis au niveau du compartiment cytoplasmique uniguement dans les
préadipocytes pourrait étre un signe révélateur de la mise en place d’un stress du réticulum
endoplasmique. En effet, I’infection par le virus de la grippe induit un stress du réticulum
endoplasmique dans la cellule infectée (Hassan et al., 2012 ; Roberson et al., 2012). Ce phénomene,
habituellement accompagné d’une réponse de non-repliement protéique (UPR ; Unfolded Protein
Response) se traduit par un défaut de transport des protéines qui s’accumulent au niveau du
cytoplame (Oslowski et Urano, 2011). Ceci pourrait expliquer le défaut de synthese de nouvelles
particules complétes et a potentiel infectieux a partir des préadipocytes. En effet, la réponse UPR et
le stress du réticulum endoplasmique sont des mécanismes qui permettent d’éliminer les protéines
mal repliées et aberrantes. Dans leur récents travaux, Frabutt et al. (2018) montrent que la réponse
UPR et le stress du réticulum endoplasmique s’activent apres la synthese de la protéine virale (HA)
pour la dégrader via les protéasomes et ainsi bloquer le cycle viral (Frabutt et al., 2018).

Pour tenter de comprendre si le beiging induit dans le tissu adipeux sous-cutané des souris infectées
résulte d’un effet direct du virus ou/et d’un effet indirect de I’infection, c’est-a-dire la mise en place
d’un environnement favorable au brunissement, nous avons estimé I’expression des genes du beiging
dans les préadipocytes et les adipocytes matures. Les résultats que nous avons obtenus montrent que
I’induction de I’expression des genes relatifs au beiging est induite uniquement dans les
préadipocytes. Cependant, la formation d’adipocytes beiges peut se faire soit a partir de la
différenciation de préadipocytes ou de la transdifférenciation des adipocytes blancs (Van Den Berg
et al., 2017). Ainsi, nos données suggerent que le virus agit directement sur le processus de
différenciation des préadipocytes en adipocytes beiges et non pas sur la transdifférenciation
d’adipocytes blancs matures en adipocytes beiges. Ces expériences menées in vitro montrent que
I’induction de I’expression des génes du beiging est induite par I’effet seul du virus et non a travers la

modulation de I’environnement cellulaire. Cependant, les données de respirométrie ne viennent pas
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confirmer la formation d’adipocytes beiges a partir de préadipocytes, ou du moins au moment ou
nous avons évalué la respiration cellulaire des préadipocytes infectés. En effet, la respiration
cellulaire des préadipocytes infectés n’est pas augmentée comme attendu par des adipocytes beiges
(Li et al., 2017). Il est important de mentionner que nous n’avons pas obtenu d’adipocytes beiges a
partir de préadipocytes mis en contact méme trés longtemps avec le virus (résultats non présentés
dans ce rapport), ce qui laisse supposer que I’environnement cellulaire, comme éventuellement I’effet
de la leptine, I'insuline et I’lL-6, pourrait jouer un rdle important dans le développement du
phénotype de brunissement (Dodd et al., 2015 ; Abdullahi et al., 2017). Cependant, nos données
montrent que dans un milieu contenant exclusivement des préadipocytes et du virus, on observe
uniquement une induction de I’expression des genes du beiging, suggérant une reprogrammation
nouvelle du profil transcriptomique des préadipocytes infectés vers un phénotype qui se rapproche de
celui des adipocytes beiges.

Ces résultats validés sur un modéle de lignée cellulaire murine (3T3-L1) présentent des limites de
part le fait qu’il s’agit d’un modele de culture in vitro de cellules immortalisées, qui ne sont pas tout a
fait identiques aux cellules primaires isolées du tissu adipeux (Roberts et al., 2009). Aussi, compte
tenu de I’addition de I’insuline, I'IBMX et de la déxaméthasone, agents qui affectent profondément
les cellules en culture, il faudrait considérer le milieu artificiel dans lequel les cellules sont cultivées.
Pour toutes ces raisons, nous avons mis en place un modele d’étude in vitro sur des cellules humaines
issues d’une culture primaire isolées de tissus adipeux sous-cutanés humains. L’infection des
préadipocytes et des adipocytes humains confirme la permissivité des adipocytes au virus de la
grippe. Alors que dans le modele murin, la permissivité des préadipocytes semblait étre faible avec
peu de virions a potentiel infectieux relargués, les préadipocytes humains produisent des quantités
non négligeables de particules infectieuses. Le virus H3N, que nous utilisons dans cette étude a été
isolé a la base chez I’humain puis adapté a la souris. Ceci pourrait expliquer I’affinité augmentée du
virus pour les cellules humaines comparées aux cellules murines. Conformément a ce qui est obtenu
dans le modele murin, nous avons noté une augmentation de I’expression du génome viral 24 heures
apres infection et une augmentation de I’expression des senseurs viraux, ainsi qu’un marquage positif
pour les protéines virales NS1, NP et HA dans les deux types cellulaires. L’évaluation de
I’expression des génes du beiging confirme, comme obtenu dans le modele murin, I’effet induit par le
virus uniquement sur les préadipocytes. Ainsi a travers le modéle humain nous avons montré sur une
culture de cellules primaires que nous retrouvons les mémes observations retenues dans le modéle de
lignée cellulaire murine, ce qui permet de confirmer ainsi le tropisme cellulaire et tissulaire du virus

de la grippe pour les adipocytes, les préadipocytes et le tissu adipeux blanc.
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Le phénomene de beiging avait été observé lors de certaines infections parasitaires caractérisées par
une infection chronique a caractere anti-inflammatoire (Brestoff et al., 2014 ; Wu et al., 2011). Cet
effet, qui s’accompagne d’une amélioration du métabolisme de I’hbte, avait été interprété par une
sorte de symbiose qui se met en place entre le parasite et son hote, en vue de maintenir en vie et en
bonne santé I’hote, assurant ainsi la survie du parasite (Guigas et Malovski, 2015). En plus de
I’exemple du développement du beiging suite a I’infection causée par le virus du sida (VIH) lors de la
cachexie qui lui est associée (Couturier et Lewis, 2018), nos données montrent que I’induction de ce

phénomeéne pourrait aussi étre induite dans le contexte d’une infection aigue par le virus de la grippe.

Les mémes analyses effectuées sur des souris obéses, confirment : la présence du génome viral dans
le SCAT et ’EWAT, l’augmentation de la sécrétion des cytokines IL-1B, IL-6 et IL-10 et
I’augmentation dép6t specifique de la sécrétion de la leptine au niveau du SCAT. La diminution de
I’expression des génes du métabolisme est également confirmée dans les deux types de dépéts.
Cependant, I’induction de I’expression des senseurs viraux, spécifique a ’EWAT dans le modéle des
souris minces, est retrouvee dans le SCAT et ’TEWAT. Malgré I’augmentation de la sécrétion de I’IL-
6 et de la leptine, connus pour participer la mise en place du browning, ce phénoméne n’est pas
détecté dans le SCAT des souris obéses. Ceci est probablement di au fait que chez les souris obeses,
I’expression des génes du beiging connue pour étre augmentée dans le SCAT (Zuriaga et al., 2017),
est réduite (Carey et al., 2014).

5. Le tissu adipeux, un réservoir pour le virus influenza ?
Ainsi a travers cette étude nous avons pu mettre en évidence la permissivité d’une nouvelle cible
cellulaire pour le virus de la grippe, qui sont les préadipocytes et les adipocytes et que le tissu
adipeux pourrait étre ciblé par le virus de la grippe. Ainsi, la présence du virus dans le tissu adipeux
nous incite & évoquer la notion de réservoir. Cependant, pour que cette notion soit confirmée, comme
pour le virus du Sida, les criteres suivants devraient étre validés : la quiescence de la cellule cible, le
niveau bas de la réplication virale, la mort cellulaire réduite, la détection des antigénes viraux et des
particules infectieuses dans le tissu réservoir et en particulier la détection de I’expression des
séquences virales tres longtemps apres I’infection (Wang et yulk, 2016). Ainsi dans notre modéle
expérimental nous avons validé les critéres suivant: (1) la quiescence cellulaire puisque les
adipocytes une fois différenciés voient leur division stoppée, (2) le niveau de la réplication virale
dans les adipocytes est plus bas comparé aux cellules cibles usuelles du virus de la grippe et (3) les
adipocytes infectés ne montrent pas de mortalité accrue. Cependant, des analyses complémentaires
s’averent nécessaires pour détecter les protéines virales au sein méme du tissu adipeux. Aussi, pour

valider la notion de réservoir il serait nécessaire de mettre en évidence la présence de particules
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infectieuses dans le tissu adipeux et en particulier la détection de I’expression du génome viral trés

longtemps apres I’infection.

Ainsi, nous avons mis en évidence une interaction entre le virus de la grippe et le tissu adipeux. A ce
stade de notre travail, nous proposons que I’infection intranasale des souris par le virus de la grippe
atteint les poumons au niveau desquels la perméabilité est altérée par I’infection. Ainsi, deux
hypotheses se présentent : (1) le virus est transporté vers le tissu adipeux via les monocytes infectés,
ou (2) il translogue vers la circulation sanguine pour atteindre le tissu adipeux (qui rappelons-le est
tres vascularisé). En effet, une étude menée chez la souris a permi de montrer que I’infection par le
virus de la grippe est accompagnée de viremie au pic de I’infection (Mori et al., 1995). Aussi, des
cas de virémies avaient été observés chez des patients atteints par le virus influenza (Lodmell et al.,
2006). Quand il n’est pas altéré métaboliquement par I’obésité, le tissu adipeux induit une réponse
face a I’infection virale qui se traduit par le beiging pour empécher la réplication virale. En effet,
dans la culture in vitro, les cellules qui semblent produire le moins de virus et dont la respiration
cellulaire n’est pas altérée, sont les préadipocytes, qui, rappelons-le montrent une affinité, via une
expression augmentée des genes de brunissement, a se différencier en adipocytes beiges apres
infection. A travers ces analyses, il semblerait que nous soyons sur une nouvelle piste pour
I’identification d’une nouvelle voie d’induction du beiging qui se met en place a la suite de
I’infection par le virus de la grippe, qui est une infection aigue et qui déclenche une réponse immune

pro-inflammatoire.
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Conclusions géneérales et perspectives

Ces travaux nous ont permis d’évaluer I’implication du tissu adipeux blanc dans deux modéles de
pathologies inflammatoires pulmonaires; un modele d’infection virale (par le virus influenza) et un

modele d’infection bactérienne (par Streptococcus pneumoniae).

Dans le modele de I’infection par Streptococcus pneumoniae, nous avons évalué la sévérité de
I’infection chez les souris obeéses, en les comparant aux souris minces. Les résultats obtenus
confirment la susceptibilité des souris obéses a I’infection par S. pneumoniae, et ne I’associent pas a
des altérations localisées au niveau pulmonaire. En effet, nos résultats montrent que la susceptibilité
des obeses a I’infection serait due au développement d’un syndrome de type meéningite résultant
d’une translocation bactérienne au niveau du cerveau et a une potentielle altération de la barriere

hématoencéphalique.

Cependant a la vue des données épidémiologiques également controversées, il serait intéressant
d’identifier et de classer les cas d’obésité admis en hospitalisation (cause de I’obésité, répartition des
dépbts de tissu adipeux en exces, le degré d’obésité et la sévérité de I’inflammation chronique a bas
bruit générée) et ainsi d’identifier lesquels qui présentent une susceptibilité face a I’infection par S.

pneumoniae.

Ce projet reliant I’obésité a I’infection par Streptococcus pneumoniae nécessite des expérimentations
supplémentaires qui consistent en la réalisation de coupes flottantes du cerveau des différents groupes
de souris, pour tenter de localiser les zones affectées par I’infection, par un marquage des astrocytes,
des microglies et de la bactérie S. pneumoniae.

Une fois identifiées, les zones d’intérét seront disséquées et étudiées séparément pour attribuer une
signature d’expression et de sécrétion & la zone la plus touchée, et ainsi mieux identifier la cause de la
susceptibilité des souris obéses a I’infection par S. pneumonia.

L’infection de souris obeses par S. pneumoniae pourrait faire I’objet d’un modéle d’étude de la
méningite autre que I’injection intracérébroventriculaire (Tsai et al., 1980), I’injection de la bactérie
dans le liquide céphalorachidien (Chiavolini et al., 2008), ou encore I’utilisation d’animaux jeunes
puisque les animaux adultes développent une résistance a la méningite (Koedel et Pfister, 1999).
Ainsi le modéle que nous proposons pourrait étre complémentaire a celui couramment utilisé dans
I’étude de la méningite. En effet, I’injection de la bactérie directement dans le cerveau fait abstraction
a I’étude de la traversée de la BHE. Ainsi, dans un modéle d’obésité, la méningite se développe d’une
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maniere plus spontanée que les modéles précédemment cités. Cependant, il faudrait prendre en

considération le fait que I’'immunité et le métabolisme chez les souris obéses sont modulés.

Dans un modéle murin d’infection par le virus de la grippe, nous avons évalué les conséquences de
I’infection sur le tissu adipeux. Nous avons ainsi pu montrer que le genome du virus influenza est
détectable dans le tissu adipeux, que I’infection intranasale induit une inflammation dans les deux
types de dép6t (sous-cutané et viscéral), et il participe a la mise en place d’un phénomene de beiging
dépbt dépendant qui se développe spécifiqguement dans le tissu sous-cutané, avec une amélioration
des parameétres métaboliques persistants a distance de I’infection. De plus, nous avons montré, grace
a I’utilisation d’un modeéle de culture in vitro, que les préadipocytes et les adipocytes murins et
humains sont permissifs a I’infection par le virus de la grippe et que ces cellules pourraient ainsi étre
considérées comme cibles potentielles pour le virus influenza. Ainsi, nous avons pu montrer que
I’infection par le virus de la grippe n’affecte pas seulement le poumon, mais que, le tissu adipeux
blanc, organe a fonctions immunes et métaboliques, est également affecté par I’infection.

Ce projet est finalisé et actuellement soumis pour publication. Cependant, il permet d’ouvrir de
nouvelles perspectives trés attrayantes. En effet, il serait tres intéressant d’identifier les facteurs
viraux qui induisent la reprogrammation transcriptomique spécifique aux préadipocytes a travers
I’induction de I’expression genes du beiging pour potentiellement former des adipocytes beiges.
Cependant, méme analysés sur des cellules primaires humaines, les modeles utilisés in vitro dans
cette étude présentent des limites a cause du milieu artificiel dans lequel les cellules sont cultivées.
Ainsi, il serait encore plus intéressant de pouvoir détecter les protéines virales (par western blot ou
par immuno-marquage) et d’évaluer la production de particules infectieuses dans le tissu adipeux
blanc de souris infectées par le virus de la grippe. De méme, une infection par le virus de la grippe
par voie intraveineuse, certes trés différente de la voie d’infection spontanée, permettra de comparer
I’affinité du virus de la grippe entre le poumon et le tissu adipeux. En effet, I’infection par voie
intranasale, privilégie la réplication virale dans le poumon. L’identification des particules libérées par
le préadipocyte infecté serait également tres intéressante. Si elles correspondent a des particules
virales vides, et si elles présentent a leur surface les protéines virales de surface (en particulier I’'HA
et la NA) il pourrait s’agir de virosomes qui présentent un intérét pour la vaccination contre le virus
de la grippe en particulier pour les personnes allergiques aux protéines de I’ceuf (Abdoli et al., 2013).
Ces formes pourraient aussi correspondre a des vésicules libérées par le préadipocyte dans des
conditions de stress ou de dysfonctionnement métabolique (Durcin et al., 2017) et I’identification de
leur contenu serait d’intérét, puisque rappelons-le les préadipocytes produisent peu ou pas de

particules virales. L’induction du phénomeéne de beiging lors d’une infection aigue est surprenant,
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puisque ce phénomeéne est souvent associé a un profil anti-inflammatoire. Ainsi ce modéle pourrait
correspondre a une nouvelle voie d’induction du beiging différente de celle identifiée suite a
I’exposition au froid, au jeune ou encore a I’infection parasitaire (Van Den Berg et al., 2017).
L’évaluation de I’implication des intervenants essentiels au développement du beiging, comme par
exemple : la leptine, I’IL-6, la créatine kinase ainsi que les cellules immunes jouant un role dans le
brunissement (éosinophiles, mastocytes, cellules lymphoides innées de type 2) serait a préciser. De
méme, I’analyse de la réponse UPR au niveau des préadipocytes serait trés interessante a étudier en

vue de mettre en évidence son lien potentiel avec I’induction du beiging.

Bien que ciblée sur le poumon, I’infection par le virus de la grippe cause une myalgie, qui est
considérée comme un symptdme non-pulmonaire commun a I’infection grippale et qui est associée,
du moins chez les personnes agées a une augmentation des taux sériques des marqueurs de dommage
musculaire, la créatine kinase (CK), la myoglobine et la lactate déshydrogénase (Agyeman et al.,
2004 ; Sertogullarindan et al., 2009). L’identification du lien potentiel entre la myalgie et le

browning serait également d’intérét.

L’établissement d’une cinétique de I’expression de la protéine UCP-1 du début et a distance de
I’infection s’avere essentielle pour mieux comprendre si I’induction du beiging dans un contexte
d’infection aigue est similaire a celui obtenue suite & I’exposition au froid (Gospodarska et al.,
2015) ce qui permettra de définir la persistance de ce phénomeéne post-infection.

154



Phase précoce de l'infection Pic de l'infection J4-J7

gﬁ} /) Beiging - Nouveau moyen de
! : e défense antivirale?
Virus Influenza 6K : Tf\""‘r -
™ Tissu adipeux blanc . A 5D
LS _ A Leptine S
\ )J. AIL-6, ° , @ Adipocytes P
by \ s ¢ i
_ VAN é‘%—_@ ‘ - beige
Poumons e
\\ "’\.v’\‘“
\‘\\ \\> o :,,l:i;.':
S & T Pas de virions
— = Sous-cutané préadipocytes ' b infectieux
Circulation sanguine? A ) ”
Cellules immunes infectées? %@ . Virosomes? X
- Vésicules extracellulaires?
\\L\ ”‘~\«_~\_\
\\\“ ,,,}
S BYGne
~  Viscéral \
TLR3
MAVS
MDA-5

Figure 53. Schéma récapitulatif hypothétique de I’effet de I’infection par le virus de la grippe
sur les deux dépots de tissu adipeux blanc.

L’inoculation intranasale du virus influenza est suivie par une réplication virale qui s’effectue lors de la phase précoce de
I’infection au niveau des poumons. Nous montrons & travers cette étude que le tissu adipeux blanc est affecté par
I’infection grippale. En effet, nous avons détecté du généme viral au niveau du dépbt sous-cutané et viscéral du tissu
adipeux blanc a 7 jours p.i. La présence du virus dans les deux dépdts présente des conséquences différentes. En effet, cet
effet dépbt spécifique se manifeste par la mise en place d’un phénoméne de beiging et par la non-induction de
I’expression des senseurs viraux (TLR3, MAVS, MDA-5) uniquement dans le dép6t sous-cutané. Les données in vitro
ont permis de montrer que la présence du virus dans un milieu artificiel avec les préadipocytes est accompagnée d’une
induction de I’expression des genes du beiging, ce qui laisse supposer que les adipocytes beiges formés au sein du tissu
adipeux blanc sous-cutané pourrait provenir d’une différenciation des préadipocytes et non d’une transdifférenciation
d’adipocytes blancs. Du fait que les préadipocytes in vitro ne produisent pas de particules infectieuses aprés infections,
laisse supposer que le beiging pourrait correspondre & un nouveau moyen de défense anti-virale. Le préadipocyte infecté
libére des particules non-infectieuses qui pourraient correspondre & des virosomes ou a des vésicules extracellulaires,
cependant des analyses complémentaires sont essentielles pour déterminer la nature de ces particules.
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