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Impacts de ’infection par le VIH/VIS et des antirétroviraux sur les atteintes

du tissu adipeux : role de la fibrose et du vieillissement
RESUME

Le tissu adipeux (TA) est affecté lors de Il’infection par le virus de 1I’immunodéficience
humaine (VIH) puisqu’il est ciblé¢ simultanément par le virus et les antirétroviraux (ARV). Les
perturbations des fonctions métaboliques et sécrétoires du TA ont des répercussions sur
I’ensemble de I’organisme participant aux atteintes cardiométaboliques. Premiérement, j’ai
démontré I’impact du virus lui-méme sur la dysfonction du TA au travers de mod¢éles in vivo
(TA issus de macaques ou de patients infectés), et in vitro de cellules souches adipocytaires
humaines (ASC). J’ai mis en évidence que le TA issu de macaques ou de patients infectés
présente une fibrose accrue, de petits adipocytes et une augmentation de marqueurs de
vieillissement. En accord, les protéines du VIH Tat et Nef induisent une accumulation de
collageénes, une sénescence, un stress oxydant, des dysfonctions mitochondriales et altérent
I’adipogenese des ASC. Deuxiémement, je me suis intéressée a I’impact des inhibiteurs
d’intégrase (INI) sur le TA. En effet, une prise de poids plus importante, liée a une augmentation
du TA, a récemment ¢été observée chez les patients infectés par le VIH recevant une combinaison
d’ARV comprenant un INI. /n vivo, dans le TA de macaques non infectés mais traités par des
INI, j’ai mis en évidence une fibrose péri-adipocytaire accrue, associée a une hypertrophie
adipocytaire. J’ai démontré in vitro que malgré leur effet proadipogénique, le traitement par les
INI abouti a la formation d’adipocytes dysfonctionnels résistants a 1’insuline. Mon travail a
permis d’évaluer les effets respectifs du VIH et des INI dans les atteintes du TA et de mieux
comprendre les mécanismes en cause.

Mots clés : tissu adipeux, VIH, fibrose, inhibiteurs d’intégrase, sénescence, cellules souches du
tissu adipeux

Impact of HIV/SIV infection and antiretroviral treatment on adipose tissue

alterations: role of fibrosis and aging
ABSTRACT

Adipose tissue (AT) is a tissue affected during infection with the human immunodeficiency
virus (HIV) as it is simultaneously targeted by the virus and antiretroviral therapy (ART).
Alteration of AT metabolic and secretory functions have whole body consequences which
contribute to cardiometabolic diseases. First, I demonstrated the impact of HIV itself on AT
dysfunction using two in vivo models (AT from infected macaques or patients), and an in vitro
model of human adipocyte stem cells (ASCs). I showed that AT from macaques or from infected
individuals displayed increased fibrosis, small adipocytes and increased markers of aging. In
agreement, the HIV proteins Tat and Nef induced collagen accumulation, senescence, oxidative
stress, mitochondrial dysfunctions, and altered adipogenesis of ASCs. Secondly, I evaluated the
impact of Integrase Strand Transfer Inhibitors (INSTIs) on AT. Indeed, a greater weight gain;
linked to an increase in AT, has recently been demonstrated in patients infected with HIV and
receiving an ART regimen containing an INSTI. /n vivo, AT of uninfected but INSTI treated
macaques, presented increased peri-adipocyte fibrosis, associated with adipocyte hypertrophy. I
have demonstrated in vitro that despite their proadipogenic effect, INSTI-treatment led to the
formation of dysfunctional insulin-resistant adipocytes. My PhD allowed to assess the effects of
HIV infection and INTIIs on AT alterations and to better understand the mechanisms involved.

Key words: adipose tissue, HIV, fibrosis, integrase inhibitors, senescence, adipose stem cells






REMERCIEMENTS

Je tiens en premier lieu a remercier tous les membres du jury qui ont accepté de participer a [’évaluation
de mon travail de these, en particulier le Pr Bertrand Friguet de me faire [’honneur de la présider et
d’avoir suivi I’évolution de mes recherches au cours de mes comités de suivi de thése. J adresse mes
sinceres remerciements a mon rapporteur et ma rapportrice, les Pr Francesc Villarroya et Pr Alexandra
Calmy pour l'intérét qu’ils ont porté a ce travail et d’avoir accepté d’évaluer ce manuscrit. Je remercie
également le Dr Xavier Prieur d’avoir accepté de participer a ce jury en tant qu’examinateur et d’avoir
accordé du temps a la lecture de ce manuscrit.

Un grand merci du fond du ceeur aux Dr Claire Lagathu et Dr Véronique Béréziat qui ont codirigé ma
these. Merci pour vos conseils, votre soutien, votre bienveillance, votre écoute et vos encouragements.
Les mots me manquent. Ca a commencé avec une tasse de jeune padawan en master 1. Merci de m’avoir
prise sous votre aile et de m’avoir guidée tout en me laissant de I’autonomie sur ce projet de recherche.
Et parce qu’on ne parle pas que sciences merci aussi pour tous ces moments géniaux et heureux partages
ensemble au labo et en dehors et sans lesquels ma thése n’aurait pas été la méme. Un grand merci aussi
de m’avoir communiqué [’enthousiasme et l’intérét pour la recherche. Ce projet me tenait beaucoup a
coeur. Merci aussi d’avoir instauré les apéros zoom du mercredi soir pendant les confinements, j’ai
beaucoup apprécié ce rdv hebdomadaire qui m’a aidé a tenir le cap pendant cette période si particuliere.
Merci pour toutes ces années ! J’'espere un jour avoir vos qualités pédagogiques, votre patience, vos
qualités humaines et devenir une enseignante-chercheuse comme vous ! Je vous dois beaucoup et je ne
serais pas la personne que je suis aujourd hui sans votre direction bienveillante et vos encouragements.

Je remercie le Pr Bruno Féve, directeur de ['unité, merci pour tes conseils professionnels et scientifiques.
Merci d’étre toujours disponible et a [’écoute malgré ton emploie du temps chargé et merci pour ton
humour a toute épreuve méme lors des confinements ! Merci de m’avoir transmis et communiqué le goiit
de la recherche, je t’admire beaucoup. Merci de m’avoir permis d’appartenir a cette équipe de
recherche, je réalise la chance que j ai eue.

Je remercie trés chaleureusement le Pr Jacqueline Capeau d’avoir été présente tout au long de ma thése.
Un grand merci pour vos conseils professionnels et scientifiques, votre il expert, votre pertinence et vos
encouragements. Je vous admire beaucoup et j'ai beaucoup appris a vos cotés. Merci pour nos
discussions scientifiques passionnantes et merci de m’avoir communiqué le goiit de la recherche. Merci
pour votre disponibilité, votre écoute et votre réactivité. Merci pour vos qualités pédagogiques, je
connais tres peu de personnes qui savent, comme vous, expliquer simplement des sujets plus complexes.
Merci d’avoir été l'une des raisons pour lesquelles je suis venue dans ce laboratoire.

A tous ceux qui ont partagé le bureau 707 au cours de ma thése : Laura, Anna, Matthieu, Héloise, Marie,
Emilie Courty, et Sophie. Merci pour les fous rires, les danses sur le remix de motus et la gym aérobic,
les discussions personnelles et professionnelles, les sorties, les soirées aux Blouses blanches et au Bidule,
l’été du déjeuner presque parfait et de la carbomobile. Un grand merci pour vos conseils, votre écoute et
votre soutien durant la theése et tous ces moments joyeux partagés ensemble. J'ai beaucoup apprecié de
partager ces années et ce bureau avec vous tous. Merci aux Toulousaines Marie et Emilie Courty, grdce
a vous la poche et la chocolatine n’ont plus de secrets pour moi, méme si je reste encore dans la team
pain au chocolat ;). Emily Courty, un grand merci de m’avoir accueillie chez toi a Montréal, j’ai adoré
visiter cette ville | Héloise, j’ai appris a te connaitre au cours de ma thése, merci pour ton écoute, tes
conseils avisés, ta bonne humeur et ton grain de folie. Je te souhaite de t’épanouir dans ta vie
personnelle et professionnelle et de trouver le poste d’ingénieur que tu souhaites. Matthieu un grand
merci pour ta contribution scientifique a ces travaux ! Il n’aurait pas pu voir le jour sans toi. Un grand
merci aussi pour ta patience infinie et tes conseils techniques ! Je te souhaite de t’épanouir dans ta vie
professionnelle et personnelle. Laura et Anna, un grand merci pour toutes nos discussions interminables,
pour votre écoute, votre soutien, votre bienveillance et vos conseils © Merci et de m’avoir supportée
dans le bureau méme quand je rdlais un peu trop™ Merci aussi pour toutes les sorties et les soirées



improvisées ou organisees. Merci pour votre amitié. Je vous souhaite a toutes les deux de vous épanouir
aussi bien dans votre vie personnelle que professionnelle. Je vous souhaite que ces années au laboratoire
vous apportent autant que cela m’a apporté. Laura, garde en mémoire et continu a avoir cet
emerveillement pour les nouvelles manips, les nouveaux résultats et pour ton sujet en particulier les
exosomes et les CMLV ;) Je suis siire que vous allez réussir toutes les deux brillamment vos théses, vous
avez toutes les qualités pour !

Emilie Capel, un grand merci pour ton amitié, ta gentillesse, ton aide et ton soutien. Merci aussi pour ton
humour et ta plume caustique qui me font toujours beaucoup rire. Merci pour ta patience infini, ton
écoute et ta disponibilité | Un grand merci pour tes conseils techniques, organisationnels, personnels et
pour ton écoute. Reste comme tu es | Merci de m’avoir épaulée pendant cette these, d’avoir partage ton
expérience et les mémes galeres de la these.

Camille Bourgneuf, merci pour ton amitié¢. Merci pour tes conseils et ton soutien mutuel surtout dans
cette fin de these. Tu es une scientifique brillante ! Je te souhaite plein de bonheur et de trouver ta voie
professionnelle.

Martine Auclair, merci de m’avoir prodigué tes précieux conseils techniques et d’avoir animé les
déjeuners au labo ! Je n’arrive pas a croire que tu partes bientot a la retraite, le laboratoire sans toi ce
ne sera plus pareil | Merci pour ta générosité et ta patience !

Carine, merci pour tous tes conseils sur le postdoc, ta gentillesse et pour nos discussions au Bidule et aux
Blouses blanches. Tu es une chercheuse hors paires, je te souhaite d’obtenir un poste et ton sujet sur les
glucocorticoides et le vieillissement a [’air passionnant.

Audrey et Jean qui ont étaient stagiaires sur ce projet de recherche. Merci pour vos contributions
scientifiques a ces travaux, votre bonne humeur, votre bonne volonté, votre implication et d’avoir montré
votre intérét technique et scientifique pour le projet. Je vous souhaite de vous épanouir dans vos vies
professionnelles, je suis sire que ¢a se passe trées bien pour vous.

Merci au Dr Marthe Moldes pour tous les conseils que tu m’as dispensé au cours de ces quatre années de
these et pour ta disponibilite et au Dr Bertrand Blondeau pour tes conseils avisés et de m’avoir formée
pour les enseignements de 2V415. Merci au Dr Alexandra Grosfeld d’avoir été mon enseignante au cours
du master a Jussieu, merci pour tes conseils et pour nos échanges au sein du laboratoire.

Merci a Natacha Roblot, premiere personne que j'ai revue a la sortie du confinement de mars au
laboratoire ! Merci pour ta gentillesse, ta disponibilité et pour ton aide au laboratoire.

Cindy, aprés avoir fait ton stage de M1 au labo sur le projet VIH, tu es devenue une amie. Tout d’abord,
merci pour ta contribution scientifique a ce travail. Ensuite, merci pour ton amitié. Je te souhaite que
tout se passe du mieux possible pour ta theése, tu as toutes les qualités pour la recherche. Je sais que je ne
prends pas trés souvent de tes nouvelles mais le coeur y est. C’est a chaque fois un plaisir d’avoir de tes
nouvelles et de te voir. Je te souhaite de trouver ta voie personnelle et professionnelle et de tendre vers ta
définition du bonheur.

Merci au Dr Michael Atlan d’avoir contribué a ces travaux et de nous avoir donné [’accés aux
prélévements de liposuccion afin d’isoler les ASC.

Merci aux Dr Soraya Fellahi et Dr Jean-Philippe Bastard pour leur aide sur les dosages ELISA a Tenon.

Merci a Olguine pour ton aide et pour ta bonne humeur et Arnaud pour ton efficacité et ta rapidité,
comme Lucky Luke, tu passes des commandes plus vite que ton ombre. Merci aussi a Ibrahima et a
Nicolas pour votre expertise administratif et d’avoir contribué a la mise en place des contrats et des
départs en congres. Nicolas merci aussi d’avoir partagé les apéros zoom des confinements, merci pour
tes conseils, ta patience, et pour nos discussions lors des soirées avec le laboratoire en terrasse.

i



Merci au Pr Franck Boccara pour nos discussions en congreés et nos échanges sur la recherche sur le
VIH et les pathologies cardiovasculaires a Milan et a Bale.

Merci au Dr Bénédicte Antoine pour nos échanges au déjeuner et d’avoir supporter nos rires dans ton
bureau a coté.

Merci Guillaume pour tes conseils et pour la visite de Cambridge. Ce fut fort sympathique.
Merci aux Pr Corinne Vigouroux et au Dr Camille Vatier pour votre gentillesse et votre disponibilité.
Merci Dr Sonja Janmaat pour tes conseils sur le postdoc, ta gentillesse et ta bonne humeur.

Un grand merci a tous les autres membres de [’équipe anciens et présents pour la bonne ambiance au
laboratoire : Alexandrine Liboz, Dr Nathalie Di Clemente, Dr Ghislaine Guillemain, Dr Isabelle Jéru,
Dr Olivier Lascols, Dr Charlotte Dupont, Pr Rachele Lévy, Dr Chrystéle Racine, Dr Nathalie Josso, Dr
Jean-Yves Picard, Karine Poussin, Dr Anne-Claire Guenantin, Dr Nolwenn Birand, Dr Thi Thu Huong
Do et Dr Marion Buyse. Alexandrine, tu es la prochaine, plein de courage ! Je te souhaite plein de belles
choses et je suis stire que tu feras une tres belle fin de these !

Merci aux membres du comité d’organisation des journées de l’école doctorale : Delphine, Héloise,
Yuan, Pauline, Marion, Lea, Thomas, Sarah et Anastasia. Cette expérience fut forte enrichissante et je
suis contente de [’avoir partagé avec vous. C’était la premiere fois que je sélectionnais des abstracts et
que je participais a un jury poster.

Pauline et Marion, un grand merci a mes deux amies avec qui j ai traversé les hauts et les bas de la thése
au CRSA. Un grand merci pour votre amitié. Merci d’avoir partagé tous ces moments ensemble : les
vacances, les soiréees, les sorties, la gym suédoises et le yoga, les jeux, les pauses déjeuners et goiiters a
Kourilsky, les organisations de congrés et la Norvege avec toutes ses péripéties. Merci pour nos fous
rires et nos discussions aussi bien sur la thése que sur la vie ou I’on perd la notion du temps | © Merci
aussi pour nos visio zoom de 4h pendant les confinements en pyjama et pilou pilou. Merci de partager la
méme passion pour Harry Potter et pour Disney ;) Merci pour votre soutien sans faille, quelque soit
U’endroit du monde ou [’on sera, j’espere vous garder comme amies. Enfin merci d’avoir contribué et de
contribuer encore a mon bonheur.

Le comité Poudlargenne 2018 : Camille, Indira, Grégoire (alias Titou), Emilie, Marion et Pauline. Un
grand merci pour cette superbe aventure du comité des doctorants du séminaire annuel du CRSA. Merci
pour les réunions déjeuners qui partent parfois loin du sujet du depart, les ateliers créatifs, pour votre
énergie et votre bonne humeur. Réaliser ce projet avec vous m’a apporté tellement de joie | Merci d’étre
partie a fond dans le délire Harry Potter. J ai vécu le meilleur de ce que [’on peut vivre dans une équipe.
Merci a Titou pour ton humour et tes blagues qui ont animé nos réunions qui nous a été bien utile pour
trouver les noms d’équipe. Merci aussi pour ton expertise informatique et sonore qui a rendu le jeu
possible. Tu as un don pour [’enseignement et la recherche donc ne baisse pas les bras, tu es fait pour ¢a.
Indira, merci pour ta gentillesse, ta créativité, ton implication et ton organisation dans les cadeaux et les
powerpoints de thése. Les amis, merci pour votre amitié et j espere que [’on se fera des soirées revivals
avec nos robes de sorciers et nos écharpes de these méme encore dans 10 ans et en visio s’il le faut !

Merci a Yves Chrétien pour ton expertise informatique, ta gentillesse et ta disponibilite.

Un grand merci a Fatiha Merabtene et Brigitte Solhonne pour votre expertise en anatomopathologie et
d’avoir contribuer a ces travaux. Un grand merci aussi a Romain Morichon pour ta patience, tes conseils
sur l'olympus et ton expertise technique sur les logiciels de quantification de fibrose et image j. Sans
vous, ces travaux de recherche n’auraient pas pu aboutir.

Un grand merci au Pr Xavier Houard de m’avoir donné [’opportunité de réaliser mon premier stage en
laboratoire de recherche en deuxieme année de licence et de m’avoir transmis le goiit de la recherche.
Merci de m’avoir écoutée et conseillée durant mon parcours universitaire.



Merci a toutes les autres personnes du CRSA avec qui j’ai pu échanger pendant cette these sur le centre
et lors du séminaire annuel du centre de recherche. J'espere que le séminaire reprendra un jour en
présentiel et je souhaite bon courage au CAS et au futur comité des doctorants qui animera le jeux et une
session ;)

Je remercie trés sincerement le Pr Olivier Lambotte et le Dr Christine Bourgeois de m’avoir ouvert les
portes de votre laboratoire dés ma troisieme année de licence, ¢a commence a dater maintenant. Merci
pour votre transmission contagieuse de votre passion pour la recherche. Dés qu’on discute recherche et
sciences, je vois vos sourires qui apparaissent et vos yeux qui petillent de maniere communicative. Un
grand merci pour votre genérosité, pour vos conseils et votre gentillesse. Merci d’avoir contribué a ma
formation de bébé chercheuse et de m’avoir donné ma chance. C’est toujours un plaisir de vous voir,
d’échanger et de travailler avec vous. J'ai beaucoup appris avec vous aussi bien humainement que sur le
plan professionnel.

Merci au Pr Roger Le Grand, au Dr Delphine Desjardins a toutes les personnes du CEA et du KB qui ont
travaillé sur la cohorte SIVART et de nous avoir permis de participer a cette étude.

Merci aussi aux Pr Valérie Pourcher, Dr Guillaume Pourcher, Pr Christine Kathlama et Dr Fréderic
Charlotte pour votre collaboration sur la cohorte ObeVIH et de nous avoir fait confiance sur [’étude du
tissu adipeux.

Je remercie également tous les anciens et présents du laboratoire du KB. Merci pour votre bonne
humeur, votre gentillesse, vos conseils et votre aide lorsque j’étais sur site. Ca a été un plaisir de
travailler avec vous : Houria, Abderaouf, Anaelle, Binta, Audrey, Stéphane, Marie, Carole, Vixra,
Camille, Marie-Guislaine, Manon, Juliette, Chloé, Anastasia, Christy, Sixtine, Adela, Soledad, Cyrielle,
Juliette, Carole, Gaétane. Une petite mention spéciale a Abderaouf qui m’a formé aux manip en Master
2, merci pour ta bonne humeur, ta pédagogie et ta patiente.

Merci aux patients d’avoir accepté de faire parti de ces recherches.

Merci au Dr Ronan le Bouffan, au Dr Raphaélle Griffone, au Pr Dominique Boucher, au Dr Joan
Tordjman au Pr Patricia Serradas, au Pr Ann Lohoff, et aux équipes pédagogiques de de LV0O0I et 2V415
avec qui j’ai travaillé a Jussieu. Merci de m’avoir intégré des mon arrivée dans [’équipe. Ce fut un
plaisir de travailler avec vous durant ces 3 années. Merci de m’avoir transmis les bases de
lenseignement, de la pédagogie et de la transmission des connaissances scientifiques. Le but étant de
transmettre un peu de l’intérét et la passion pour la biologie.

Je remercie toute ’équipe de Sidaction et en particulier Serawit, Nora et Vincent pour [’organisation de
tous les évenements et congres de Sidaction qui sont des souvenirs inoubliables. Merci pour vos conseils
et nos échanges sur la recherche sur le VIH. Je remercie egalement le comité scientifique de Sidaction de
m’avoir donné ma chance et permis de faire ces 4 ans de these.

Grdce a Sidaction, j’ai également rencontré des amis, Aurélie et Matthias. Merci pour nos soirées et nos
fous rires a [’'UJC, nos retrouvailles a la journée des jeunes chercheurs et la journée scientifique de
Sidaction. Ca me fait toujours autant de plaisir de vous voir et d’avoir de vos nouvelles a [’occasion par
message ou autour d’'un verre. Vous vous étes bien battus et j'ai admiré votre perséverance au cours de
vos théses respectives, vos projets n’ont pas toujours été si faciles. Matthias toujours avec ton style
impeccable et jamais sans ton chapeau. Je suis sire que tu seras un chercheur hors pair en immunologie.
Aurélie merci pour ta bonne humeur et ta gentillesse. a tous les deux, merci pour votre amitié.

Les congres sont des lieux d’échanges, scientifiquement et humainement tres enrichissants. Je remercie
donc également toutes les personnes que j’ai rencontré en congres et avec qui j'ai échangé et partagé de
bons moments : Zaineb, Suzain et Sonia a Maison-Alfort dans les supers locaux de I’ENVA, Sonia et
Raphaél a Bale merci pour nos discussions interminables au Macdo ou a [italien et vive la raclette
suisse ;), Lise, Jean, Léa, Elodie, Sylvain, Laurence et Béatrice a Magog-Orford merci d’avoir affronté
avec moi la neige et le froid et pour tous ces moments partagés : les jeux gonflables, la luge, les

v



bonhommes de neige, les raquettes et [’expérience culinaire du risotto au popcorn. Merci a Max, Lucy,
Alexandra, Nicolas, Noé, Maéva, Anaélle et Thibault a [’Université des Jeunes Chercheurs de Sidaction a
Carry-le-Rouet. J’ai adoré partager avec vous cette semaine ou [’on pouvait aller faire un plouf a la
pause déjeuner.

Enfin, pour cloturer les remerciements professionnels, merci au Pr Philip Gorwood de m’avoir permis de
faire mes premiers pas dans un laboratoire de recherche a Bichat a I’époque ou les mots PCR et
Western-blot me paraissaient encore comme des mots étranges et magiques !

Merci aussi a la musique qui m’a accompagné tout au long de ma these qui m’a reboostée dans les
moments difficiles et motivée a avancer. Pour n’en citer que quelques-uns : Elton John, Queen, Céline
Dion, les compositeurs des musiques des films Harry Potter ou encore le cast d’Alexander Hamilton.

Je ne remercie pas la maladie COVID-19 ni le coronavirus SARS-COV-2.

Merci a Charlotte de partager ton goiit et ta passion pour l’art. Merci de m’avoir transmis certaines tes
connaissances en particulier sur les tableaux de la Renaissance et notre cher Léonard de Vinci | Merci
de m’avoir appris a associer art et relaxation, a contempler la beauté d’une ceuvre d’art et de ressentir la
joie et ['apaisement que cela apporte. Je te souhaite de vivre une vie épanouissante et que ton travail de
guide se développe. Je crois beaucoup en ton projet et je suis siire que tu vas y arriver !

Merci a tous ceux avec qui j'ai passé des superbes soirées a l’Antidote, ¢ca me fait toujours plaisir de
vous voir : Gaél, Anthony, Fred, Gabrielle et Dylan, Gabriel et Zaz, Charlotte et Athavan, Camcam et
Ophélie, Yannick et Mathilde.

Manon merci de m’avoir raconté les peripéties de ton travail lors de nos déjeuners a Kourilsky.

Un grand merci a Maéva et Adele pour votre amitie. Avec Pauline, nous étions le quatuor du master.
Merci pour ces moments passés ensemble, nos journées discussions et nos visites a Angers © Merci pour
votre gentillesse, vos conseils et d’avoir participé a mon bonheur. Maéva merci de m’avoir initiée au
paddle se fut laborieux mais on a bien rigolé et en sortant on était fiere de nous ! Je te souhaite de
trouver ta voie dans la recherche et [’enseignement et de t’épanouir avec Vincent et ton petit chien dans
votre superbe maison. Merci de m’avoir fait découvrir Angers et la Vendée, j'ai beaucoup aimé cette
région. Adele merci pour tous tes conseils ta gentillesse, ton écoute et ta bienveillance merci pour les
apreés-midis passés au salon de thé © Je te souhaite le meilleur avec Farés et d’aimer ta nouvelle vie d
Brive-la-Gaillarde.

Magali un grand merci pour notre colocation ! J'ai adoré les 4 ans passés dans notre appartement a
Nation. Quel plaisir et quelle liberté cette vie parisienne | Merci aussi a Nicolas. Merci pour les cafés
psylosophiques, les soirées crépes, raclette, japonais, et les discussions interminables, on a bien rigole.

Alexia, un grand merci pour ton amitié¢. Merci pour ces vacances partagées a Londres et a Budapest, ces
zooms interminables des confinements et méme aprés ©

Alexandra ma véto préférée et youtubeuse chevronnée © J'admire ta capacité a t’adapter a toute
situation et a partir a [’autre bout du monde en Malaisie pour accomplir tes réves. Je te souhaite de
t’épanouir dans ton nouveau boulot a station F et qui sait ou la vie nous ménera au Japon ou ailleurs
dans le monde j’espere qu’on gardera contact (la Malaisie a été un bon test). Merci pour ton amitié, ton
soutien, tes conseils et ton écoute. Merci d’avoir été et d’étre le point de ralliement et I’organisatrice de
la majorité de nos soirées, vacances et évenements ou tout le monde se retrouve dans la joie et la bonne
humeur. Tu as cette capacité a rassembler tout le monde et de passer ensemble des supers moments et
pour cela un grand merci @

Adri merci pour ta générosité et ta cool attitude, ta capacité a parler a tout le monde. Je te souhaite de
tout mon ceeur que tu réalises ton réve d’aller au Japon d’un fagon ou d’une autre.



Ben merci pour ton amitié, ton écoute, pour tous ces bons moments passés ensemble © et merci pour tes
qualités de dessinateur ;)

Ma petite Maud. On se connait depuis la L1, ¢a fait déja quelques années. Un grand merci pour ton
amitié. Merci d’avoir été a [’écoute et d’avoir trouvé les mots justes quand parfois j’avais besoin d’étre
réconforte. Je te souhaite le meilleur et de t’épanouir dans ta vie personnelle autant que tu aimes ton
travail a Marseille.

Un grand merci a Marie Favre pour ton amitié. Merci beaucoup pour ton écoute, ton soutien et ta
disponibilité lors d’appels téléphoniques impromptus. Un grand merci pour nos discussions sur le sens de
la vie et les valeurs qui nous définissent. Parfois on se perd de vue et on se retrouve mais [’amitié ne
change pas et reste intacte au cours de années. Je te souhaite plein de bonheur ©

Merci a Aude pour ton énergie débordante et ta bonne humeur ! Merci aussi pour tous les superbes
weekends et vacances passées ensemble entre rando, calanques et plages sous le soleil de Marseille. Je te
souhaite une trés belle fin de thése ! Je ne doute pas que tu es une chercheuse brillante ;) Plein de
courage pour la derniere ligne droite !

Julia, Julien, j’ai partagé beaucoup de moments avec vous et j'ai appris a vous connaitre avec le temps et
J’en apprends encore un peu plus chaque jour. Merci aussi pour ces moments de paddle et d’avoir pensé
a moi quand vous avez parlé a votre oncle ¢a m’a beaucoup touché. Je vous souhaite plein de bonheur
dans votre appart parisien avec la petite June ! Julia je te souhaite aussi plein de courage pour ton
travail je suis stire que tu es une ostéopathe animaliére hors paire !

Alexandra, Adrian, Marie, Maud, Aude, Jérome, Antoine H., Antoine S., Benjamin, Marion et Pauline
merci pour les soirées jeux, les weekends et les vacances a Molliets, a Marseille et a la Ciotat j’ai
partagé beaucoup de moments de bonheur avec vous. Un immense merci !

Un grand merci a la team Paris-Montagne aka : Stéphanie, Manu, Willy, Kévin, Valentine, Annitha,
Anael, Raoul, Flo, Arnaud, Guigui, Léna, Jonas et Linda. Bien que les années passent, cela me fait
toujours autant plaisir de vous voir et cela me met toujours autant en joie. On en a partagé des moments
depuis « la colonie de vacances » oups pardon depuis [’organisation du festival de sciences. Les soirées,
les anniversaires (¢a y est on féte les anniversaires des 30 ans ! ;)), les weekends, les vacances en France
et en Europe et maintenant méme les mariages ! Avec la team jour et la team nuit’™ Un grand merci pour
votre amitié dans la bonne humeur, la joie et la musique. Manu, Stéphanie et Willy, mes amis de PM
encore parisiens que je vois régulierement avec qui je peux avoir des débats a toutes heures et pendant
des heures et a qui je peux demander conseils quand ¢a va et quand ¢a ne va pas. Merci pour votre
soutien indéfectible. J’ai ['impression qu’avec vous je peux étre vraie et authentique et ¢a n’a pas de
prix ! Un grand merci pour tout ! Votre amitié fait de moi une personne meilleure et je suis heureuse que
vous fassiez partie de ma vie. Un grand merci aussi a Manu pour le coaching durant une partie de
[’écriture de these, tu as été tres courageux et persévérant méme quand je t'envoyais bouler.

Un grand merci a Anais et a Marine, mes amies de longues dates de Daniélou. Merci d’avoir partagé
votre intérét pour la culture, pour les expositions et les pieces thédtres méme si de temps en temps, une
soirée papotage au resto est tout aussi géniale ! Marine un grand merci pour ton amitié, ton soutien et ta
générosité. Merci pour toutes ces soirées, ces discussions et les voyages a Amsterdam et Prague. On se
connait depuis Daniélou et j’ai vraiment appris a te connaitre en PCEM1 (les anciens savent) ! Anais un
grand merci pour ton amiti¢, ton soutien et ta gentillesse. Nous sommes amies depuis le college a
Daniélou, la SFX et ses pains aux chocolats. Merci pour toutes ces soirées, ces discussions, ces weekends
et ces vacances passées ensemble a l'tle de ré © Merci aussi de partager la passion pour : la culture
britannique, Londres, les comédies musicales et ['univers HP.

Merci a tous mes amis de m’avoir soutenu, écouté, conseillé dans les moments difficiles et de doutes. Et

surtout merci d’avoir partagé tous ces moments heureux plein de rires et de jeux et merci d’avoir
contribué a mon bonheur ! Je vous aime

vi



Hervé et Mireille Gallier, un grand merci a mon parrain et ma marraine de cceeur, de me suivre et de me
soutenir depuis toute petite.

Je remercie également mes oncles et tantes et bien siir tous mes cousins et cousines. Cote Gorwood,
Philip et Sophie, Nanou et Edwin, Audrey et Guillaume, Uhaina et Maxime, Emily et Nicolas, Jenna et
Aurélien, Wendy et Nathan, Timothée et Camille et Peter et les nouvelles genérations Camille, Raphaélle,
Maél et Elena. Coté Corrihons, Anne, Christine, Genevieve et Jean-Luc, Magali et Nicolas, Tara, Fabien
et Claire, Pascaline et Cléement, Charlotte et les nouvelles générations Alexis et Matthieu.

Un grand merci a Mamie Roselyne d’avoir toujours été présente, d’avoir cru en moi et de m’avoir
soutenu tout au long de mon parcours universitaire. Un grand merci également Alan et Ania d’avoir
toujours été présents, d’avoir cru en moi et de m’avoir partagé et transmis quelques éléments de la
culture anglaise que j’adore. Merci a mes trois grands-parents qui m’ont permis de créer plein de supers
souvenirs en famille et j'espere qu’il y en aura plein d’autres encore ! ;)

Un immense merci a ma mere Isabelle et a mon frere William. Je vous suis infiniment reconnaissante et
je vous dois beaucoup. Merci d’avoir cru en moi, de m’avoir soutenu et de m’avoir donné toutes mes
chances pour réaliser cette theése. Un grand merci a mon pere David, a Alexander (le Petit) et a Jade.
J'ai également une pensée émue pour Valérie, j aurai aimé que tu assistes a ma these et je remercie aussi
Rebekka alias Brooklyn et Alexander (le Grand) alias Bruder.

A toute ma famille, je vous aime et je vous souhaite le meilleur.
Enfin, je dédie cette thése a mes parents et a mes grands-parents. J'espere que vous serez fiers de moi.
Cette these, c’est aussi un peu la votre. Merci de m’avoir toujours soutenue chacun a votre maniere, je ne

vous en serai jamais assez reconnaissante.

A tous ceux qui ne s’ arréteront pas aux remerciements, je vous souhaite une bonne lecture de cette thése !






SOMMAIRE

AVANT-PROPOS ....errrrrrrrrrrrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
I. LE TISSU ADIPEUX BLANC : UN ORGANE CLE DU METABOLISME ET SES
PERTURBATIONS AU C(EUR DES MALADIES CARDIOMETABOLIQUES ................. 2
A.Présentation des tissSus adiPeUX ....cceeeiiiieeeiiiiieeiiiiieeiiiiieniiniienieiiienesiinnsssiensssssenssssssenssssssansnsss 2
1) TYPES A€ LiSSUS AUIPEUX .uuvrreieiiiiiieeeeiiteee e ettt et e e ette e e e estreeeessabaeeeesatraeesaaasraeeesasssaeesennsseeeessnsens 2
P I o Yor=1 1Y 1o o RSSO 2
) IR 1o 0] o Yo 1Y o T o T URPUPS 3
=0 I T e [ Yo T opY T3 ORN 5
1) Fonctions métaboliques de I'adipocyte BIanC ......cc.ueeeeeiiiiiiiiciee e 5
a) ] e Tol Tl e L - o [T Yo Yor Y o < TS RSRROE 5
b) Mobilisation des acides gras et du gIYCEIOl..........ueiiiiiiii i 6
2) Fonction sécrétoire de 'adipocyte DIANC.........eeiiiiiiiiii e 7
a) Protéines secrétées spécifiquement par 'adipOCyLe ......cccvvieiiciieeeeciiie e 7
b) CytoKines et ChIMIOKINES ... ..oiiiiiie ettt e e e st e e e st e e e eatae e e snreeeesnsreeeennns 7
C.Les cellules de la fraction stroma-vasculaire ......cccccoiveeriiiiineiiiiiinniiiinncniniieneneneneens 8
1)  Les Précurseurs adiPOCYLAIreS .....uuiiiiciiiie et e eeite e e e et e e e e stae e e e et re e e e e saraeeessarteeeeennsreeeeesnnsees 8
a) DEFINITION 1 CAraCTEIISAION ... uvviiiiiiii ittt e et e e e e e et r e e e e eeseabareeeeeeeeeesassbeneeeeees 8
b) (o] a1 4 TeY o L3OO PRSP 9
c) La différenciation adipOCytaire .......cceccvieeeeciii et e et e st e e e rae e e e ata e e e ennaeeas 10
1. Ladétermination et 'engagement des précurseurs adipoCytaires.......cccveeveuveeeervreeeeievneeesnnne 10
N - 1o [T Yo =Y V=LY YR SSR PR 11
2)  Les cellules de PIMMUNITE......ccouveeeeeieie et e e e e e e et reeeeeeeeeenasraneeeeeens 13
3)  Les cellules dU réSaU VASCUIAIIE .....uvueeeiiieieie ettt eeeeeee e e e e e e e eeesabraarereeeeeeeeeeenansees 14
D.La matrice extracellulaire, un nouvel acteur du tissu adipeuUX.......cccceeerireeiiiiirnniiiineeniiiieeninneenen. 15
1) Les composants de la matrice extracellulaire.........cccoevcuveeeeiccieie e 15
2) Leremodelage de la MEC, un processus dyNamiQUE ......cc.eeeeeecureeeeeiiuieeeeeiiireeessnnrneeessssnnseesanns 18
3) Leremodelage de la MEC, un événement nécessaire a I'adipogenese ......cccccvveeevvcrveeeeecnnnennn. 18
E.Pathologies du tisSU adiPeUX......cciieeeiiiiieniiiiieniiiiinniiiiiniieiinesiirnssiimnesisttrsssssrnsssssssnsssssasnsns 19
1) Présentation des PathOlOZIES ......ccciiiuiiiii i e e e e e e e e e e e erae e e e e eanees 19
a) Excés de tissu adipeux : surpoids et ODESIE .........eeeiviiiiiiiiiie e e 19
b) Redistribution du tissu adipeux et lipodysStrophies........cooecuiiiiiiiiiiiiie e 20
2)  ARErations adiPOCYLAIreS . ....uueiiiicuiiieeicciiee e ettt e e et e e e e e e e e ettt e e e e e ebteeeeesbteeeeesstaeeessanraeeeesanes 21
a) Expansion du tissu adipeux : hypertrophie et hyperplasie ......cccccceveviiiieeiiiiiccceee e, 21
b) Dysfonctions adipocytaires et défaut d’adipOZENESE .....ccccvvvveiciiieeeiiie e 23
3) Inflammation et infiltration des cellules IMMUNITAIres.........cooovvvveieeiieiiieeeiceeeee e 24
4) Lafibrose du tissu adipeux : un remodelage de la matrice extracellulaire ...........ccccecevvveeeennnen. 25
a) Caractéristiques de la fibrose du tissu adipeux chez le sujet 0bESe ......ccceeevvvveeeeciieeicciee e, 25
b) Processus de la mise en place de 1@ fiDroSe .......ccueevieiiiiiccciie e e 26
5) Résistance a l'insuline : défaut de signalisation insUliNIQUE .......cccvveieeiiieei i, 28
a) Voies de signalisation de I'INSUIINE ........ccociiiii i e e e e e e e e reraeeens 28
1. Effet prolifératif de I'insuline : la voie des MAPK ........ccccoiiiiiiiee e 29
2. Effets métaboliques de 'insuline : 1a voie AKt/PKB.......cccvveeiieeiieeiieecree ettt eve e 30
b) RESISTANCE @ P'INSUIINE woeiiiiiiiitieeeee et e et e e e e e e aaar e e e e e e e eeeantrareeeeens 31
F.Lipotoxicité et complications cardiométaboliques ........cccceeiiiieiiiiiieiiiiiicnininncniceseenee 31
II. ALTERATIONS DU TISSU ADIPEUX CHEZ LES PATIENTS INFECTES PAR LE
VIH TRAITES PAR DES ANTIRETROVIRAUX ....cutiuiueeeeccnessssescscssssssssssssssssssssssssssassssees 34
A.Infection par le VIH et impact sur le tissu adipeuX ..c...ciiveeriiiiieniiiiinnicniinniiniinnieninnieneenees 34
1) Origine et histoire naturelle de 1a Maladie .........cccvvieiiciii i 34
a) Origine du Virus et épidemIOIOZIE .......eeiiiiiieeeiiie et e e e et e e e erre e e e naae e e earaeaens 34

viil



b) Histoire naturelle de IINfECTION. .......ooo it e e e 34

2)  Modeéles animaux d'iNFECLION VIH.........ooiiiiiiiieiieiee e e e e et 36
3)  Structure et réplication dU VIH .........ooiiiiiiiii et e e e e s e e e e s ara e e e e eanraeee s 37
a) (€T a e Taa T=Ne [V T4 L s B USSP 37
b) (@Y LYo [N =Y o] [ Tor- | 4 oY o ISR 37
) ProtéineS AU VIH .ottt ettt e e e e e et e e et e e e e eeeeeeeeesataareereeaeeeeeenannaees 39
a) PrOtEINES STIUCTUIAIES .oeiiiiiieiiiieeee ettt eee e e e e e e et b aeeeeeeeeseaaareeeeeeesenastrareeeeens 39
b) LeS Protéines FEGUIALIICES ...vviieiiiiieeciiee et ettt e et e e e etr e e e et e e e st b e e e e sataeeessaeeeesssaeeeanssaeeesnnsenas 40
c) LS PrOtEINES ACCESSOINES 1eeeeuvrrreiiurreeeaitreeeesierreesstreeessreeesasseeessseeeessseeeaasseesanssseeesssseesassssesssnssees 41
5) Réservoirs et effets bystander des protéines Virales.........ccoouveeeeeiieeiieiciiiee e 42
6) Le tissu adipeux, une nouvelle Cible dU VIFUS.........cooiiiieeiiiiiiic e e 43
a) Altérations du TA chez les patients naifs de traitement .........cccceeeviieieciiie e e 43
b) Le tissu adipeux, un réservoir longtemps Négligé du VIH..........ccceeeviiiieecciie e 45

7) Article 1: Impact of HIV/simian immunodeficiency virus infection and viral proteins on adipose
tissue fibrosis aNd adiPOBENESIS ...ccciiii it e e e e e e s e e e e e e e e e e naaaee 45
a) Contexte de I'étude et réSUME des FESUITATS ....uueviiiiiiiiiiiieieee e e e e e eenans 45
b) DiSCUSSION ©1 PEISPECTIVES ..oiiiiiiiiiiiiiiiieieieceee ettt ettt e et et et et e et e e e e et e re e e eeteeeesesesesnseserenees 47
B.Impact des antirétroviraux sur le tissu adiPeuUX......ccceeiiireeiiiiinniiiiiieniiniincnisiireiiireieneenees 49
1) Les différentes classes d antir@trOVIiraUX .......eeeiciieeeiiieiiiieeeeeee e e eeeeerree e e e e e e eeeearrrrereeeeeeeeeens 49
a) Les inhibiteurs de |a transcriptase iNVEISE ...cciivicueiiiiiiie e e e e e s snerareeeeees 51
b) Les iNhIbItEUrS de 1@ PrOtEASE .....c.veieeeiiiee ettt ee e et e e e sta e e e sate e e e s taeeeessaeeesnnaeeas 52
c) Les inhibiteurs d’entrée et de fUSION.......vvviiii it e e e e eab e e e e e 53
d) Les iNNIDITEUIS 0 INTEGIASE .....vvviiiiiieeciie ettt e e e e e s e e e eata e e e sebaeeesataeeesssaeeeanneeeas 53
2) Antirétroviraux et atteintes du tisSU adiPEUX .....cceccuiiiiiiiiiiiee ettt e e s rvae e e e 55
a) Lipodystrophie et molécules de premiere SENEration ........cccceccveeeeiciieeeecciiie e e sree e e e 55
b) Prise de poids et nouveaux antirétroviraux : les inhibiteurs d’intégrase.........ccccccevcvveeeecvveeesnnenn. 57
c) Atteintes du tissu adipeux et COmMOrbidites .........ooeviiiiiiciiii e 58
3) Mécanismes physiopathologiques des antirétroviraux sur le tissu adipeuX ......ccccccevvveeerennnennn. 58
a) Toxicité mitochondriale et Stress OXYAaNT .......c.ueiieiiiiie e e et e e enae e e s seraeeens 58
b) [aYi s Ta = 1d o] o TSR RRUR PP 58
c) FIbrose du tiSSU @diPBUX...ccieueiiiiiieee ettt e e e et e e e e e e st r e e e e e e s sessaareeeeeessesnnssaneeaeees 59

4) Article 2: The Integrase Inhibitors Dolutegravir and Raltegravir Exert Proadipogenic and
Profibrotic Effects and Induce Insulin Resistance in Human/Simian Adipose Tissue and Human

¥ [T o Yo o1 o =13 PP PUPPPRRNE 60
a) Contexte de I'étude et réSUME des FESUITATS .....ueviiiiiiiiiiiieieee et e e e e e e eenans 60
b) DiSCUSSION E1 PEISPECTIVES ..oiiiiiiiiiiiiiiiiiieieececeeecee ettt e et et et ettt et et et e e st s e re e eeeteeeesesesesaseserenees 62
111 VIEILLISSEMENT DU TISSU ADIPEUX DES PATIENTS INFECTES PAR LE
VIH SOUS ANTIRETROVIRAUX o.uuvinirrnsineescsssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssess 65
A.Marqueurs et mécanismes du vieillissement chez les personnes infectées par le VIH.................. 65
1) Instabilité génomique et altération de I'architecture du NOYaU........cceeeeecvieeeeeciiee e, 66
2) Attrition des télomeres, altérations PigENELIQUES........ccuvvieiiiciiiee e 67
3) Stress oxydant et dysfonctions mitochondriales...........ceeveiieiiiiiiiiie e 68
4)  DEFaut de 1a PrOTEOSTASE ..eiiiicuiiieeeeiiiieee ettt e e et e e et e e e e te e e e e saba e e e s esabbaeeeenanbaeeeeenseeeesennneees 70
5)  Inflammaging et iMMUNOSENESCENCE ......ueeeeeecuireeeeeiirieeeeiirreeeesitareeeestreeeessasreeessassseeessanreeeens 71
6) LA SENESCENCE CRIUIGINE...oiiiiiiieeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e et reeeeeeeeeeeeennnanes 72
7) Epuisement des cellules souches MésenChyMateUSES..........ccuvevvveeirieeeeieeieeieeeeeee e esseeeeenenas 74
B.Le tissu adipeux : un nouvel acteur du vieillissement.........ccccveiiiiiieiiiiiicniiiinnieene. 75
1) Redistribution du tissu adipeux au cours du vieillissement..........ccccovveeeiiiiiee e, 75
2) Le vieillissement du tiSSU @0IPEUX....cciiciiieeiiiiiieeeeeiiee e e eeiite e e e ectre e e e eetteeeeesttreeessstaeeesssnsaneeesanes 75
3) Réle majeur des ASC dans le vieillissement du tissU adiPEUX.....ccvveeeeriirieeeiiciieee e eciveee 76
C.Article 3: SIV infection and the HIV proteins Tat and Nef induce senescence in adipose tissue and
human adipose stem cells, resulting in adipocyte dysfunction .......ccccccirieeiiiiieiiciiieiicniinniennenen, 77
1) Contexte de I'étude et résUME des rESUITAS........coovvieivrireiiieeeeeeeeeeceee e ee e e 77

2)  DiSCUSSION BT PEISPECIIVES ..uviiiiiitiiieeiecitiee e e ettt e e e eetre e e e e esttre e e s eettaeeeessbteeeeesbtreeesastaeeessanseneeesnnes 79



IV. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES ......ccoveueeienensanssessssessassssssessessens 81

A.Avantages et limites des modeles UtiliSés.......cccciiiieniiiiieiiiiiiiiiiiiinicnrrrre s seenees 81
B.Quels sont les mécanismes a I’origine de la fibrose et du vieillissement accentué du tissu adipeux
dans un contexte d’infection par 1@ VIH .......c..ciiiieiiiiiiiiiiiiicniiiiininiieneisinenesisieessisiessssssessssssens 84

1) Meécanismes impliqués dans 1a fiBroSE .......cueiiiiiciiii e 84

2) Alacroisée des chemins : mécanismes impliqués a la fois dans la fibrose et le vieillissement . 85
C.Quelles sont les conséquences du vieillissement et de la fibrose du tissu adipeux sur la

dérégulation métabolique dans un contexte d’infection parle VIH......cccccoivveeiiiireeiiiiiennicniienncnne. 86
1)  Hypertrophie adipOCytaire.......ccuiiii it e e e e e e eatae e e s e eaba e e e e e ebeee e e eeanees 86
2) Prise de poids : role du tenofovir alafémide et du bictégravir ........ccccvveeeiiciiiei e, 87
3) Résistance a l'insuline et comorbidités associées au défaut de TA .........ooovvviviivveeeeieeeeeeeeeininn, 88

D.Le déclin du tissu adipeux beige : une nouvelle hypothése de la dérégulation du métabolisme

chez les patients infectés par 1@ VIH........coiiieiiiiiiiiiiiiiniiiiiieiniineeinineneisieesssisiesnsssssessssssssnssssssens 20

E.Réversibilité des effets antirétroviraux et thérapeutiques .....cc.ccciiveeriiiireciiiiiiecniniincnineenieene. 93
1) Les atteintes du tissu adipeux liées aux inhibiteurs d’intégrase sont-elles réversibles ?........... 93
2) Stratégies thérapeutiques de prévention ou traitement de la fibrose et/ou du vieillissement du
LRI [ [T 10 D PP UUPPPRRE 93

F.Dialogue entre composantes immunitaire et métabolique dans les atteintes du tissu adipeux ...94

V. CONCLUSION GENERALE : POURQUOI LE TISSU ADIPEUX EST UNE CIBLE
PRIVILEGIEE DU VIH ET DES ANTIRETROVIRAUX ?....uuiintinnenrsnensncssnnssanssncssancssns 97

BIBLIOGRAPHIE .......couuineienrinnnensnensnnssnnnssnesssnssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssassssssssns 929






Le bonheur n’est pas une chose toute faite ; il découle de tes propres actions.
Dalai-Lama

Le gras, c’est la vie.
Karadoc, Livre Il de Kaamelott, épisode 76.
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AVANT-PROPOS

L’infection par le VIH est une pandémie qui touche aujourd’hui 38 millions de personnes et
seulement 67% d’entre eux ont eu acces a des traitements antirétroviraux. Les antirétroviraux ont
permis un allongement de la durée de vie des patients. Néanmoins, les personnes développent
des comorbidités classiquement li¢es a 1’age, et ce de fagon plus précoce que dans la population
générale, associées ou non a une redistribution du tissu adipeux. Ces anomalies, déja vues avec
certains inhibiteurs de protéase, sont a nouveau prévalentes avec les inhibiteurs d’intégrase,
suggérant non seulement un role du virus lui-méme, présent dans les réservoirs du TA, mais
aussi des inhibiteurs d’intégrase. De facon intéressante, ces altérations phénotypiques et
fonctionnelles du tissu adipeux sont similaires a celles retrouvées au cours du vieillissement en
faveur d’un vieillissement accentué du tissu adipeux et pourraient jouer un role non négligeable
dans les complications cardiovasculaires et métaboliques observées chez ces patients. L’objectif
de ma these est donc d’évaluer les effets respectifs du VIH et des inhibiteurs d’intégrase sur les
atteintes du TA afin de mieux comprendre les mécanismes en cause, pouvant participer a la mise
en place des complications cardiométaboliques.

Dans le chapitre d’introduction, je commencerai par replacer le contexte de notre recherche en
introduisant le tissu adipeux, sa composition et ses fonctions physiologiques ainsi que des
exemples de pathologies du tissu adipeux (lipodystrophies, obésité¢). Je poursuivrai sur 1’état
actuel des connaissances sur I’infection par le VIH et les antirétroviraux et plus spécifiquement
sur leurs effets sur le tissu adipeux. Enfin, je décrirai le vieillissement des patients infectés et
traités en particulier au niveau du tissu adipeux ainsi que les caractéristiques de la sénescence

cellulaire induite par le virus et les traitements.



I. Le tissu adipeux blanc : un organe clé du
métabolisme et ses perturbations au cceur des

maladies cardiométaboliques

A. Présentation des tissus adipeux

1) Types de tissus adipeux

Le tissu adipeux (TA) blanc est le TA majoritaire chez ’homme et est impliqué dans la
régulation de la balance énergétique, via ses fonctions de stockage et de sécrétion (Ouchi et al.
2011). Le TA joue un role important dans la défense de 1’hote, I’immunité, la régénération
tissulaire, la production de cytokines inflammatoires et de chimiokines, le stockage et la
mobilisation d’énergie (Schoettl et al. 2018, Longo et al. 2019, Scheja and Heeren 2019).

Il existe aussi les TA brun (TAB) et TA beige qui possédent une fonction de thermogenése et

participent a la dépense énergétique (Lidell et al. 2013, Bartelt and Heeren 2014, Rui 2017).

2) Localisation

Le TA blanc représente 15-20% de la masse corporelle. Il existe un dimorphisme sexuel : les
femmes ont plus de TA que les hommes et vont stocker préférentiellement les graisses dans le
bas du corps alors que les hommes vont stocker d’avantage au niveau tronculaire (Geer and Shen
2009, Lee et al. 2013). Le TA blanc comprend des dépdts sous-cutanés (TASC) et
viscéraux/profonds (TAV) caractérisés par une composition cellulaire et des roles métaboliques
et sécrétoires distincts (Lee et al. 2013), qui peuvent également varier selon leur localisation. A
titre d’exemple, le péritoine sépare les TASC abdominaux superficiel et profond, qui ont des
spécificités propres/distinctes. Les précurseurs adipocytaires du TASC superficiel ont un
potentiel de différenciation plus important en réponse aux signaux pro-adipogéniques que ceux
du TASC profond (Walker et al. 2008).

Le TASC est situé sous la peau dans de nombreux endroits du corps: cranial, facial,
abdominal, glutéal et fémoral (entre autres) (Figure 1). Il joue un rdle dans le stockage
énergétique, mais sert également d’isolant thermique et de protection mécanique (Alexander et
al. 2015).

Chez I’homme, le TAV se trouve en profondeur autour des organes internes et derricre le
péritoine. Le TA omental recouvre 1’épiploon, D’intestin gréle et I’estomac, et le TA

mésentérique se trouve au niveau de l'intestin. Des dépdts moins volumineux se situent au



niveau gonadique et rétropéritonéal (Shen et al. 2003). Le TAV posseéde également une activité
métabolique et son accumulation favorise le développement de pathologies cardiométaboliques
(Tchkonia et al. 2010).

D’autres TA blancs existent avec des caractéristiques et fonctions trés spécifiques. Parmi eux,
nous pouvons citer le TA de la moelle osseuse, le TA péricardique et épicardique ou encore le
TA mammaire mais sur lesquels je ne reviendrai pas.

Le TAB est situé dans la zone intrascapulaire et dorsolombaire chez le nouveau-né et au niveau
cervical, supraclaviculaire et paravertébral chez 1’adulte. Il est métaboliquement actif en réponse
au froid (Cypess et al. 2013, Lidell et al. 2013). Le TA beige ou bright (pour brown in white) est
situé au sein du TASC. Il est activé par le froid afin de produire de la chaleur (Harms and Seale
2013). D’autres mod¢les que I’homme sont utilisés afin d’¢tudier le TA comme la souris, le rat et

le macaque. Cependant, la localisation du TA différe souvent d’une espece a une autre.

Rétropéritoine | D QA |\ Prépéritoine

Estomac

Abdominal
superficiel

Rétropérintonéal

Intestin
Abdominal

Mésentérique profond

Omental
Glutéal

Fémoral TA sous-cutané

TA viscéral

Figure 1 : Localisation tronculaire des tissus adipeux sous-cutanés et viscéraux adapté de (Lee et al. 2013).

Les TAV en rouge regroupent le TA rétropéritonéal, mésentérique et omental. Tandis que les TASC en bleu sont abdominaux
sous-cutané et profond, glutéaux et fémoraux.

3) Composition

Deux fractions composent le TA : une fraction adipocytaire contenant les adipocytes (partie

B) qui occupent plus de 90% du volume chez I’homme, et une fraction stroma-vasculaire




(FSV) (partie C) , hétérogene, comprenant des précurseurs adipocytaires (préadipocytes et ASC
pour Adipose Stem Cells), des cellules immunitaires (notamment les lymphocytes T et les
macrophages), et des cellules du réseau vasculaire (péricytes, cellules endothéliales, cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLV) et des fibroblastes.

Des terminaisons nerveuses présentent dans le TA conduisent notamment les signaux
sympathiques et parasympathiques qui régulent I’activité métabolique des adipocytes et leurs
fonctions paracrine et endocrine. L’innervation joue un role clé dans 1’activité du TA brun et
blanc mais également du TA beige (Bartelt and Heeren 2014). Chaque adipocyte brun est
innervé par le systéme nerveux sympathique. L’activation du systéme nerveux sympathique en
réponse au froid ou a tout autre stimulus B-adrénergique induit d’une part, 1I’expression d’'UCP1,
et d’autre part, favorise la production d’AGL via la lipolyse (partie B-adipocytes). Ces deux
¢léments sont nécessaires a 1’adipocyte brun pour assurer la production de chaleur et donc
d’augmentation de la dépense énergétique (Frontini et al. 2013, Harms and Seale 2013).
Concernant le TA blanc, le TAV ¢étant plus innervé que le TASC, cela pourrait expliquer en
partie I’effet de territorialité tel que son activité lipolytique plus intense (Bartness and Song

2007, Ibrahim 2010).

Comme tous les tissus conjonctifs, I’ensemble des cellules du TA repose sur une matrice

extracellulaire (MEC) (partie D) (Figure 2). Le TA s’organise en lobules. Le lobule est une
entité du TA constitué d’un groupe d’adipocytes entouré¢ d’une cloison fine constituée de tissu
conjonctif contenant des fibroblastes, des macrophages, des mastocytes et des fibrilles de

collagenes.

) -.—— Macrophage

[‘l 1‘}” c =

o
) 3"‘ &;J— Cellule immune
\SC———"Ntw
)‘7 Cellule endothéliale
Matrice Q /& ’Cellule non
. i hématopoiétique
extracellulaire

Figure 2 : Composition cellulaire du tissu adipeux dans un contexte physiologique adapté de (Bourgeois et al.
2019).

Le TA est composé de deux fractions : les adipocytes et les cellules de la fraction stroma-vasculaire. ASC : Adipose Stem Cells
ou cellules souches mésenchymateuses du tissu adipeux. Dans ce schéma, les fibroblastes et les péricytes sont regroupés sous le
nom de cellules non hématopoiétiques.



B. Les adipocytes

L’adipocyte est I’'unité métabolique du TA car il exerce a la fois des fonctions métaboliques et
sécrétrices. Les adipocytes blancs sont caractérisés par une vacuole ou gouttelette lipidique
unique et contiennent peu d’organites. Leur diametre varie de 20 a 200 um. Les adipocytes dans
le TASC sont plus gros par rapport au TAV chez la femme alors que chez ’homme, ils ont la
méme taille (Lee et al. 2013). A D’inverse, les adipocytes bruns sont de petits adipocytes
multiloculaires avec de petites gouttelettes lipidiques et de nombreuses mitochondries. Grace a
leur protéine découplante UCP1, présente au sein de la chaine respiratoire mitochondriale, ils
jouent un role dans la thermogenese induite par le froid et les catécholamines (Cypess et al.
2013). IIs possédent une signature sécrétoire qui leur est propre (Villarroya et al. 2019).
L’adipocyte beige possede des caractéristiques a la fois du brun et du blanc. Il est différencié a
partir d’un précurseur différent du précurseur brun dans le TASC blanc ou transdifférenci¢ a

partir d’adipocyte blanc préexistant (Harms and Seale 2013).

1) Fonctions métaboliques de I’adipocyte blanc
L’adipocyte joue un rdle important dans la régulation de la balance énergétique et le
métabolisme lipidique. L une des fonctions clé du TA est sa capacité a stocker de 1’énergie sous
forme de triglycérides (TG) (lipogenese et estérification) en réponse a 1’insuline et libérer des

acides gras libres (AGL) et du glycérol (lipolyse) en réponse aux catécholamines.

a) Stockage de I’adipocyte

Les AGL proviennent en majorité du sang circulant et sont le résultat de I’hydrolyse par la LPL
(Lipoprotéine Lipase) des TG contenus dans les chylomicrons et les VLDL (Very Low density
Lipoprotein). 1ls entrent dans 1’adipocyte par des transporteurs comme les FATP (Fatty Acid
Tranport Protein) et le récepteur scavenger CD36, et se fixent a des protéines de liaison des
AGL comme la FABP4 (Fatty Acid Binding Protein 4). L’insuline favorise 1’expression et la
localisation a la membrane plasmique de ces transporteurs (Bose et al. 2002). La sensibilité a
I’insuline du TA et ses voies de signalisation dans 1’adipocyte seront abordées dans la partie E-
Pathologies du TA.

Afin de permettre le stockage de substrats énergétiques en période postprandiale, deux
mécanismes anaboliques se distinguent : I’estérification des AGL en TG et la lipogenese de
novo. La lipogenese de novo, définie comme la synthése de TG a partir de glucose, est tres faible

dans les adipocytes humains (Lee et al. 2013). Une fois entré dans 1’adipocyte, le glucose subit la



glycolyse et entre dans la mitochondrie afin de suivre le cycle de Krebs pour obtenir de I’acétyl-
CoA. Il devient le malonyl-CoA catalysé par 1’acétyl-CoA carboxylase (ACC). Ensuite, une
succession de malonlyl-CoA est ajoutée a un acétyl-CoA afin de former un AGL comme un
palmitate, un myristate ou un stéarate sous 1’action d’une enzyme clé de la lipogenese, la FAS
(Fatty Acid Synthase) (Vijayakumar et al. 2017). L’AGL nouvellement synthétisé est ensuite soit
allongé par des ¢longases, soit insaturé par la SCD1 (Stearoyl-CoA desaturase 1), soit estérifié.
L’estérification permet la formation d’'un TG a I’aide d’un complexe enzymatique dans le RE
(réticulum endoplasmique). Le TG va ensuite étre stocké dans la gouttelette lipidique de
I’adipocyte mature.

Le TASC est métaboliquement plus favorable que le TAV et ses adipocytes ont une plus
grande capacité de stockage (Tchkonia et al. 2005, Macotela et al. 2012). 11 est plus sensible a
I’insuline (Zierath et al. 1998, Bodis and Roden 2018), capte d’avantage les AGL et a une
activité augmentée de la LPL qui favorise leur stockage sous forme de TG (Fried et al. 1993,

Caserta et al. 2001).

b) Mobilisation des acides gras et du glycérol

En période de jetine ou d’exercice physique, 1’organisme mobilise les substrats énergétiques
par la lipolyse dans le TA pour libérer des AGL utilisés par la B-oxydation dans le foie, le
muscle et le ceeur. La lipolyse est un processus catabolique stimulé lorsque les catécholamines
(adrénaline, noradrénaline) se fixent aux récepteurs B-adrénergiques (B-AR), et activent la voie
de ’AC (adénylate cyclase) / PKA (Protéine Kinase A). L’augmentation intra-adipocytaire
d’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) phosphoryle et active la PLIN1 (périlipine-1) et la
LHS (Lipase Hormono-Sensible) situées sur la membrane de la gouttelette lipidique (Dalen et al.
2004, Takahashi et al. 2013, Wang et al. 2013). La PLIN1 phosphorylée, libérée alors de CGI-58
(Comparative Gene Identification 58), active ’ATGL (la TG lipase). L’ATGL, la LHS et la
MGL (monoacylglycéride lipase) permettent la libération de 3 AGL et d’un glycérol (Zechner
2015). Le glycérol est ensuite recyclé par le foie et utilis€ pour la production hépatique de
glucose car les adipocytes blancs n’ont pas de glycérol kinase. En période postprandiale, la
lipolyse basale est inhibée par 1’insuline via 1’activation de la phosphodiestérase. Les adipocytes
se distinguent selon leur signature protéique qui leur confere des sensibilités différentes selon les
dépots, en particulier entre TASC et TAV. Le TAV est plus lipolytique que le TASC et est

utilisé lorsqu’une disponibilit¢ immédiate d’énergie est nécessaire (Ibrahim 2010).



2) Fonction sécrétoire de I’adipocyte blanc

Le TA sécréte de nombreuses hormones et cytokines appelées adipokines telles que
I’adiponectine, la résistine ou le TGF-f (Transforming Growth Factor-pf), ou encore I'lGF
(Insulin Growth Factor). 1l active les hormones sexuelles et les glucocorticoides, et produit
¢galement des composants de la MEC, des métabolites lipidiques et des exosomes contenant des
microARN (miR). Cette fonction endocrine a été découverte avec 1’identification de la leptine en
1994 (Zhang et al. 1994). Le TAV a une fonction sécrétoire augmentée par rapport au TASC
(Scheja and Heeren 2019).

a) Protéines secrétées spécifiquement par ’adipocyte

La leptine est une adipokine codée par le géne LEP qui se fixe a son récepteur (db) (Aleffi et
al. 2005). Elle est produite en majorit¢ par les adipocytes du TASC (Zhang et al. 1994). Sa
concentration plasmatique est corrélée a I’IMC (Indice de Masse Corporelle) et a la masse de TA
(Mantzoros et al. 2011). Elle diminue la prise alimentaire en agissant sur I’hypothalamus et
augmente la production de chaleur (Friedman and Halaas 1998) et favorise 1’innervation
sympathique du TA blanc (Wang et al. 2020). Cette hormone agit également sur le
renouvellement osseux et la fertilit¢ (Scheja and Heeren 2019). La leptine a une action pro-
inflammatoire sur les monocytes/macrophages et les lymphocytes T CD4+ (Loffreda et al. 1998,
Lord et al. 1998, Santos-Alvarez et al. 1999, Zarkesh-Esfahani et al. 2004).

L’adiponectine (ACRP30 ou ADIPOQ) est présente dans le sang sous forme de monomere,
d’homotrimére mais sa forme active est 1’oligomere (constitué¢ de 2 a 6 homotrimeéres) (Scherer
et al. 1995, Nakano et al. 1996, Scheja and Heeren 2019). Sa concentration plasmatique est
inversement corrélée a 'IMC (Ryo et al. 2004). Elle est d’avantage sécrétée par le TAV par
rapport au TASC (Motoshima et al. 2002). D’une part, elle active ’AMPK (AMP-activated
protein kinase) et favorise la B-oxydation des AGL dans le muscle et le foie, et d’autre part, elle
inhibe la production hépatique de glucose. L’adiponectine participe donc la sensibilité a
I’insuline (Yamauchi et al. 2014). Elle possede également des propriétés anti-inflammatoires
(Kumada et al. 2004, Ohashi et al. 2010). De plus, elle joue un rdle protecteur contre
I’athérosclérose mais de fagcon paradoxale, elle est augmentée et délétére a un stade avancé des

maladies cardiovasculaires (Woodward et al. 2017).

b) Cytokines et chimiokines

Au sein du TA, Dladipocyte est ¢également capable de sécréter certaines cytokines et

chimiokines en réponse aux signaux environnementaux (inflammation, hypoxie). Parmi ces



cytokines pro-inflammatoires se trouvent I’lL-6 (interleukin-6), I’lL-8, TNFa (Tumor Necrosis
Factor a), PAIl (Plasminogen Activator Inhibitor-1) ou encore MCP1 (Monocyte
Chemoattractant Protein 1). L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire dont le tiers de sa
concentration circulante est sécrétée par le TA (Fried et al. 1998). Sa sécrétion est induite par des
cytokines pro-inflammatoires, lors d’une lipolyse excessive et de 1’exercice physique (Pedersen
2007, Matsubara et al. 2012, Zhang et al. 2014). Ses concentrations dans le sang et dans le TA
sont corrélées a I'IMC et a la résistance a I’insuline (Vgontzas et al. 1997, Fried et al. 1998,
Bastard et al. 2002). Par ailleurs, I’IL-8 ou CXCLS8 est une chimiokine pro-inflammatoire
produite par les adipocytes mais aussi par les macrophages, les lymphocytes T, les cellules
endothéliales et les précurseurs adipocytaires (Bruun et al. 2001). L’IL-8 est plus exprimée dans
le TAV que dans le TASC. Les concentrations d’IL-8 plasmatiques et secrétées par le TA sont
corrélées a I'IMC et a la résistance a I’insuline (Straczkowski et al. 2002, Bruun et al. 2003,
Bruun et al. 2004). L’IL-8 favorise également la résistance a I’insuline des adipocytes (Pradhan
et al. 2001, Kobashi et al. 2009).

Cependant, dans un contexte physiologique, le TA est un environnement anti-inflammatoire
grace une coopération entre les adipocytes et des cellules de la FSV : les cellules immunitaires et

les précurseurs adipocytaires (Ding et al. 2009, Lee et al. 2017).

C. Les cellules de la fraction stroma-vasculaire

Les cellules de la FSV correspondent a toutes les cellules autres que les adipocytes qui
composent le TA. Elles sont plus nombreuses dans le TAV comparé¢ au TASC rapportées a la

masse du TA (Van Harmelen et al. 2004, Russo et al. 2014).

1) Les précurseurs adipocytaires
a) Définition et caractérisation

Les précurseurs adipocytaires représentent 20 a 40% des cellules de la FSV et regroupent les
ASC et les préadipocytes. Les ASC sont des cellules souches mésenchymateuses (CSM)
spécifiques du TA multipotentes et capables de se différencier en ostéoblastes, myocytes,
chondrocytes et adipocytes in vitro et in vivo (Erickson et al. 2002, Lee et al. 2003, Choi et al.
2006, Zheng et al. 2006 , Mauney et al. 2007, Rodeheffer et al. 2008, Maumus et al. 2011,
Frazier et al. 2016). La majorit¢ des précurseurs adipocytaires se situent a proximité des
vaisseaux mais les ASC sont aussi présentes autour des adipocytes (Maumus et al. 2011, Frazier
et al. 2016). Les préadipocytes sont unipotents et enchassés dans la membrane basale (Tang et al.

2008, Traktuev et al. 2008, Baer et al. 2013).



Des ¢études révelent qu’il existe plusieurs sous-populations de précurseurs adipocytaires au sein
d’un méme dépdt chez I’homme (Gao et al. 2017, Merrick et al. 2019, Raajendiran et al. 2019).
Par ailleurs, les précurseurs adipocytaires présentent des caractéristiques qui différent entre les
localisations de TA (Tchkonia et al. 2006, Raajendiran et al. 2019). En effet, les précurseurs
adipocytaires du TASC ont une capacité adipogénique et proliférative augmentée par rapport au
TAV in vitro (Tchkonia et al. 2005, Baglioni et al. 2012, Macotela et al. 2012, Russo et al.
2014).

Les précurseurs adipocytaires expriment un certain nombre de marqueurs membranaires
permettant de les caractériser et de les isoler. Cependant, il n’y a pas de marqueurs
membranaires spécifiques qui permettent de distinguer les ASC des préadipocytes (Cawthorn et
al. 2012). Les ASC humaines ont une morphologie spécifique avec de longues protrusions de
80um de long (Maumus et al. 2011) et sont cultivables pendant une série de passages (jusqu’a
P10-P12) (da Silva Meirelles et al. 2006, Baer et al. 2013). Elles ont les mémes caractéristiques
que les CSM qui sont définies par 3 critéres : 1) I’adhérence au plastique, i1) I’expression positive
de CD73, CD90, CDI105 et négative de CD11b, CD14, CD45 et HLA-DR) leur capacité a se
différencier en 3 lignées mésenchymateuses chondrocytaire, adipocytaire et ostéoblastique
(Donnenberg et al. 2015). En dehors de la définition des CSM, il n’y pas de série de marqueurs
consensus. Les ASC expriment des facteurs de transcription qui maintiennent leur statut
indifférenci¢ comme Oct4 et Nanog (Maumus et al. 2011, Pan et al. 2019). Les expressions de la
glycoprotéine CD34 ou de marqueurs des péricytes (aSMA, CD140) sont sujettes a débat (Tang
et al. 2008, Traktuev et al. 2008, Maumus et al. 2011). CD34, initialement exprimée dans la
moelle osseuse, est un marqueur des cellules souches et des précurseurs qui a un role dans la
prolifération et bloque la différenciation (Suga et al. 2009, Scherberich et al. 2013). Les ASC in
situ appartiennent a la population CD34+ de la FSV (Sengenes et al. 2005, Traktuev et al. 2008,
Maumus et al. 2011) mais son expression diminue in vitro (Maumus et al. 2011, Russo et al.
2014). En revanche, I’expression de CD34 par les ASC est maintenue en culture 3D (Scherberich

etal. 2013).

b) Fonctions
Les précurseurs adipocytaires assurent le renouvellement des adipocytes au sein du TA. Les
ASC possédent également une fonction sécrétoire importante qui leur permet d’assurer
différentes fonctions. Ainsi, les ASC stabilisent les vaisseaux sanguins et ont un effet pro-

angiogénique via la sécrétion de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et HGF



(Hepatocyte Growth Factor) (Scherberich et al. 2013). Elles sont impliquées dans la
régénération et la réparation tissulaire suite a une lésion via ’action paracrine de facteurs de
croissance et de cytokines dans le TA mais aussi lorsqu’elles sont injectées dans le cerveau ou le
coeur (Baer et al. 2013, Frazier et al. 2016). Les ASC ont également des propriétés
Immunosuppressives in vivo et in vitro, qui participent a 1’homéostasie du TA (Puissant et al.
2005, Yanez et al. 2006, Engela et al. 2013, Luz-Crawford et al. 2013, Frazier et al. 2014). Au
sein du TA, elles sont les principales cellules productrices de composants de la MEC (Vila et al.
2014). Enfin, via leur recrutement et leur différenciation, les précurseurs adipocytaires

participent a I’hyperplasie et jouent donc un réle clé dans 1’expansion du TA.

¢) La différenciation adipocytaire
En conditions physiologiques, la durée de vie d’un adipocyte est de 10 ans et 10% des
adipocytes sont renouvelés chaque année chez ’homme grace a la différenciation de précurseurs
adipocytaires en adipocytes (Spalding et al. 2008, Arner et al. 2013). Celle-ci commence par la

détermination de ces précurseurs.

1. La détermination et D’engagement des précurseurs
adipocytaires

Les ASC sont déterminées en préadipocytes (Rodeheffer et al. 2008). D’une part, certains
facteurs nutritionnels extracellulaires stimulent la détermination des ASC en préadipocytes et
I’engagement des préadipocytes vers 1’adipogenese, tels que BMP2, BMP4 (Bone
Morphogenetic Protein) (Kang et al. 2009, Macotela et al. 2012, Suenaga et al. 2013) ou bien
KLF6, 9 et 15 (Kriippel-Like Family) (Gray et al. 2002, Brey et al. 2009). D’autre part, certaines
voies de signalisation comme Wnt/B-caténine ou Notch 1 inhibent la détermination des
précurseurs adipocytaires. Wnt-5a et WntlOb se fixent au récepteur frizzled et inhibent
I’adipogenese au profit de 1’ostéogenese (Sarjeant and Stephens 2012). A I’inverse, Wnt-5b se
lie a son récepteur Ror (Rare related orphan receptor) et a un effet pro-adipogénique
(Christodoulides et al. 2009). Notch 1 favorise la prolifération des ASC au détriment de
I’adipogenese (Shan et al. 2017). De plus, Pref-1 (Preadipocyte factor-1) est exprimé par les
préadipocytes, son expression diminue au cours de I’adipogenése car il inhibe la transcription de
PPARYy (Peroxisome Proliferator Activated Receptor gamma) et C/EBPa (CCAAT-Enhancer-
Binding Proteins) (Smas and Sul 1993, Sarjeant and Stephens 2012). Enfin, Ie
microenvironnement est également important dans la phase de détermination des ASC en
préadipocytes. A titre d’exemple, une sous-population de précurseurs adipocytaires dans la FSV

a ¢été caractérisée et se différencie en adipocytes de maniere efficace in vitro (Lin-, Scal+,
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CD34+, CD24+, PDGFRa+) avec un faible potentiel adipogénique in vivo (Rodeheffer et al.
2008, Tang et al. 2008). Tous ces facteurs influencent la détermination des précurseurs qui est

suivie de la différentiation des préadipocytes en adipocytes matures.

2. L’adipogenése

L’adipogenese est définie comme la différenciation des précurseurs en adipocytes matures
(Sarjeant and Stephens 2012). Elle dépend de I’expression séquentielle et coopérative de facteurs
de transcription, ce qui permet de distinguer des phases précoces et tardives de la différenciation
adipocytaire. Durant la phase précoce, les facteurs de transcription C/EBP f et & sont exprimés et
augmentent 1’expression de PPARy et SREBPI1c (Sterol Regulatory Element Binding Protein
Ic). Durant la phase tardive, I’expression des facteurs C/EBP /0 diminue au profit de
I’expression des facteurs C/EBPa et de PPARy, qui activent a leur tour I’expression de
marqueurs de différenciation terminale. En paralléle, SREBP1c favorise I’expression des génes
du métabolisme glucido-lipidique comme la FAS et I’ACC. Les ASC du TASC ont une plus
grande capacit¢ a accumuler des lipides et a exprimer des facteurs proadipogéniques comme
PPARy ou C/EBPa. L’adipogenese des précurseurs adipocytaires du TAV nécessite 1’ajout de
BMP4 in vitro (Macotela et al. 2012). Les marqueurs de différenciation terminale comme
FABP4 ou FAS sont impliqués dans le stockage et I’accumulation de lipides. Ainsi, I’adipocyte
blanc mature acquiert une sensibilité a 1’insuline et une forte capacité de stockage des substrats
énergétiques au sein de sa gouttelette lipidique (Figure 3). Cette derniere est composée d’une
membrane qui contient des lipides et des protéines comme PLIN-1 ou CGI-58 (Tansey et al.
2004). Ces protéines sont les gardiennes de la gouttelette lipidique en assurant son intégrité et le
bon fonctionnement du métabolisme adipocytaire. Voici plus en détails, les grandes familles des

acteurs transcriptionnels de 1’adipogencése.
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Figure 3 : Schéma de I’adipogenése adapté de (Bourgeois et al. 2019).

Les ASC (adipose stem cells) se déterminent et s’engagent en préadipocytes. Au cours de la différenciation adipocytaire il y a
deux étapes : une étape précoce lorsque le préadipocyte se différencie en jeune adipocyte contenant plusieurs gouttelettes
lipidiques et une étape tardive ou le jeune adipocyte devient un adipocyte mature uniloculaire sensible a I’insuline. C/EBP
p/o/o. : CCAAT-Enhancer-Binding Proteins f d/a, PPARy : Peroxisome Proliferator Activated Receptor y, SREBPIc : Sterol

Regulatory Element Binding Protein lc, FAS: Fatty Acid Synthase, FABP4 : Fatty Acid Binding Protein 4, GLUT4 :
transporteur du glucose 4.

La famille des C/EBP

La famille des C/EBP inclut C/EBPa et C/EBPp/6. Ces facteurs de transcription appartiennent
a la famille des leucine-zipper basique. C/EBPf est nécessaire a I’expansion clonale et a la phase
précoce de I’adipogenese. C/EBPP/d ont pour génes cibles CEBPA et PPARG. C/EBPa. est un
facteur de la phase tardive de ’adipogenese. Ses effets pro-adipogénique et anti-prolifératif
passent par 1’activité de PPARy (Rosen et al. 2002, Wang et al. 2015). Ses genes cibles sont
similaires a ceux de PPARY : R/ (récepteur de I’insuline), LEP, ADIPOQ, SREBPI1C (Wang et
al. 2015).

PPARYy

PPARYy posséde deux isoformes : y1 exprimée dans tous les tissus et y2 qui est exprimée dans
le TA et le foie. C’est un facteur de transcription de la famille des récepteurs nucléaires
hormonaux. Il a donc besoin d’un ligand pour étre activé. Ce ligand peut étre d’origine endogene
(prostaglandines) ou pharmacologique (thiazolidenidiones (TZD)). Pour fonctionner, il
s’hétérodimérise avec le récepteur des acides rétinoique (RXR). Il a de nombreux génes cibles
dont FABP4, LPL, ADIPOQ, LIPE, CEBPA, SREBPIC ou encore PLINI. PPARY est un facteur
de transcription et un facteur clé de 1’adipogenése qui inhibe en parall¢le la prolifération de
précurseurs adipocytaires. L’expression de PPARYy2 est nécessaire et suffisante pour induire
I’adipogenese des préadipocytes (Liao et al. 2007, Sarjeant and Stephens 2012).

La famille SREBP/ADD1
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SREBPIc est un récepteur hélice-boucle-hélice leucine zipper sous forme de dimeére qui
participe a la phase tardive de I’adipogenéese. Son expression est régulée par C/EBPa et PPARy
et son activité est régulée par I’insuline. Il est impliqué dans 1’induction de la lipogenése en
activant I’expression de génes clés comme ACACA (Acetyl-CoA Carboxylase A) ou SCDI1. FAS
est un gene cible de SREBPlc mais la FAS peut étre induite dans les adipocytes
indépendamment de celui-ci (Kim and Spiegelman 1996, Sekiya et al. 2007). De plus, SREBP1c
est nécessaire mais pas suffisant pour 1’adipogenése contrairement a PPARy. Cependant,
SREBPIc serait capable de controler la production de ligands endogénes de PPARy (Tang and
Lane 2012).

En conclusion, les précurseurs adipocytaires jouent un rdle clé dans I’adipogencse et
I’expansion du TA. Leur phénotype et leur fonction dépendent de leur environnement modulé

notamment par les cellules immunitaires.

2) Les cellules de Pimmunité

Les cellules de ’immunité innée et acquise représentent une part non négligeable de la FSV et
sont présentes en différentes proportions dans le TA. Le TA contient un réservoir de cellules
souches hématopoiétiques capables de se différencier en cellules immunitaires. Les macrophages
et les mastocytes appartiennent au systéme immunitaire inné et sont les premicres lignes de
défenses contre les pathogeénes. Les mastocytes régulent la croissance des vaisseaux au sein du
TA chez les sujets sains (Lee et al. 2018). Les cellules immunitaires sécretent la majorité des
cytokines et chimiokines dans le TA (Cildir et al. 2013). Parmi les cellules immunitaires
adaptatives, le TA contient des lymphocytes T, B et iNKT (invariant natural killer T). Les
macrophages et les lymphocytes T sont les deux fractions les plus représentées parmi les cellules
immunitaires du TA blanc (Zatterale et al. 2019). La proportion de cellules de I’immunité est
plus importante dans le TAV que dans le TASC. En effet, le TAV contient des structures
appelées « milky spots » correspondant a des clusters de leucocytes ayant une composition

variable de lymphocytes T (Kaminski and Randall 2010, Meza-Perez and Randall 2017).

Les macrophages résidents du TA ont un rdle de surveillance immunitaire mais ils sont
¢galement impliqués dans le remodelage de la MEC et régulent I’angiogenese (Cildir et al. 2013,
Caslin et al. 2020). Chez I’individu sain, ils sont abondants dans le TA, et plus nombreux dans le
TAV que dans le TASC (Bruun et al. 2005). Ils présentent d’avantage un phénotype M2 anti-
inflammatoire (Zatterale et al. 2019). Cependant, leur classification est basée sur des études in
vitro, et selon les stimuli utilisés, leur phénotype varie entre deux profils extrémes M1 et M2

(Gordon and Taylor 2005, Caslin et al. 2020). Les macrophages M2 dits « anti-inflammatoires »
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sont caractérisés par la production d’arginase 2, la sécrétion de facteurs anti-inflammatoires
comme IL-10 (Interleukin-10) et I'IL1-RA (antagoniste du récepteur de I’IL-1p) (Zatterale et al.
2019). De plus, PPARY ainsi que ses agonistes favorisent 1’orientation des macrophages vers un
phénotype M2 (Bouhlel et al. 2007, Oh et al. 2010). Les macrophages M1 dits « pro-
inflammatoires », expriment iNOS, et sécrétent TNFa, IL1-B, IL-6 ou encore MCP1 (Caslin et
al. 2020). MCP1 et TNFa favorisent également le recrutement de macrophages dans le TA
(Mack et al. 2009). Les macrophages du TA sécrétent également une variété d’autres molécules
comme des facteurs de croissance de type TGF-B et VEGF, des enzymes protéolytiques, des
espéces réactives de 1’oxygene (ERO), du monoxyde d’azote (NO) ou encore des

prostaglandines (Caslin et al. 2020).

Les lymphocytes T représentent 10% des cellules de la FSV dans le TA humain (McLaughlin
et al. 2017). Les lymphocytes T sont dits « naifs » lorsqu’ils n’ont pas rencontré d’antigene.
Lorsque les cellules présentatrices d’antigéne rencontrent les lymphocytes T, ces derniers sont
activés. Les cellules présentatrices d’antigéne utilisent le récepteur CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité) pour présenter 1’antigene. Il existe deux classes de CMH : le CMH-II
reconnu par les lymphocytes T CD4+ et CMH-I reconnu par les lymphocytes T CD8+ (Dam et
al. 2016). Une fois activés, les lymphocytes T proliférent et se différencient selon
I’environnement cytokinique en cellules dites auxilliaires ou effectrices « Th» (T helper) ou
régulatrice « Treg » (Kaminski and Randall 2010).

Dans le TA, les lymphocytes T CD4+ ont en majorité un phénotype Th2 anti-inflammatoire
(Zatterale et al. 2019). Ils sécretent de I’IL-13 et de I’IL-4 qui permettent d’orienter le phénotype
M2 anti-inflammatoire des macrophages (Kanneganti and Dixit 2012). Les Treg sont également
présents dans le TA chez ’homme (Donninelli et al. 2017, Laparra et al. 2019). Ils participent au
maintien de I’environnement immunosuppressif du TA et favorise la sensibilit¢ a I’insuline

(Feuerer et al. 2009, Cipolletta et al. 2012).

3) Les cellules du réseau vasculaire
Le compartiment vasculaire est composé de cellules endothéliales et de cellules péri-
vasculaires impliquées dans le tonus musculaire : les péricytes, les CMLV et les fibroblastes. Le
TAYV est plus vascularisé que le TASC et donc plus riche en cellules endothéliales (Russo et al.
2014). Les fonctions du réseau vasculaire consistent en 1’apport de nutriments, facteurs de

croissance, hormones, cytokines, CSM et permettent ’infiltration des cellules immunitaires en
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particulier des monocytes/macrophages et des polynucléaires neutrophiles (Powell and Mousa
2007). Ces apports sont régulés par des pores a la surface des vaisseaux (Kamba et al. 2006).

Les cellules endothéliales sont des cellules quiescentes. Lorsqu’elles sont activées, celles-ci
expriment des molécules d’adhérence permettant le passage des cellules immunitaires. Elles sont
¢galement capables de proliférer et de migrer sous I’action de facteurs pro-angiogéniques. Elles
sont d’origine mésenchymateuse et expriment CD31 (appelé¢ aussi PECAM-1, Platelet
Endothelial Cell Adhesion Molecule 1) et VE-cadherin (Vascular Endothelial-cadherin) (Potente
et al. 2011). Les cellules endothéliales ont un effet paracrine sur les adipocytes (Cao 2007). Dans
certaines conditions, les cellules endothéliales et les péricytes sont capables de se différencier en
adipocytes in vitro (Rosen and Spiegelman 2014). La dysfonction endothéliale au niveau des
vaisseaux est un facteur clé du développement de 1’athérosclérose. Ce processus forme des
plaques d’athérome au niveau des vaisseaux et participe a la survenue d’événements et de

pathologies cardiovasculaires (Gimbrone and Garcia-Cardena 2016).

D.La matrice extracellulaire, un nouvel acteur du tissu

adipeux

1) Les composants de la matrice extracellulaire

La MEC du TA a été originellement décrite en 1963 comme un réseau de fibres de collagénes
entourant les adipocytes et les capillaires (Napolitano 1963). La MEC est un réseau complexe de
macromolécules (protéines et polysaccharides) formant un lien entre les différents groupes de
cellules. Elle joue un role dans 1’architecture, le soutien et la communication intercellulaire et
cellule-matrice au sein du tissu. La majorité des composants de la MEC du TA est sécrétée par
les précurseurs adipocytaires, les macrophages et d’une moindre facon par les adipocytes
(Divoux and Clement 2011, Vila et al. 2014).

La MEC du TA est composée de protéines de structure : les collagenes fibrillaires I et III, et les

collageénes non fibrillaires IV et VI mais également d’¢lastine.

Le collagéne a pour unité de base la chaine a appelé préprocollagéne. Le préprocollagéne est
adress¢é au RE et devient un procollagene par clivage de sa séquence signal. Le procollagene est
maturé par hydroxylation puis par glycosylation dans le RE et dans I’appareil de Golgi. Dans le
RE, les trois chaines a s’assemblent pour former une triple hélice. Les procollagénes sont
sécrétés par exocytose dans des vésicules sous forme inactive et sont clivés par des protéases :

les BMP en Nter et les ADAMTSs (4 Disentegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin
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motifs) en Cter (Colige et al. 2005). La LOX (lysyl oxidase) permet 1’assemblage des collagénes
fibrillaires sous forme de fibrille (Figure 4). Chez le sujet sain, la quantité de collagénes est plus
importante dans le TASC que dans le TAV (Divoux et al. 2010).

ADIPOCYTE

Traduction :
N\ synthése d’une chaine
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Figure 4 : Schéma de la formation et de la maturation du collagénes adapté de (Kadler et al. 2007).

BMP bone morphogenic proteins, ADAMT : a disentegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs, LOX : lysyl
oxidase.

L’élastine, confere des propriétés d’¢lasticité au tissu et subit une maturation similaire a celle
des collagénes (Mithieux and Weiss 2005). La MEC du TA contient également des protéines
d’adhérence (Sun et al. 2013). En effet, ’adipocyte mature est entouré d’une lame basale
contenant un réseau de collageéne IV, laminine, fibronectine et d’héparane sulfate (Pierleoni et al.

1998) (figure 5).
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Figure 5 : Images des fibres de collagénes dans le tissu adipeux en microscopie électronique (A) et sur une
coupe histologique colorée au rouge Sirius (B). Les images sont adaptées de (Panettiere et al. 2011, Sun et al.
2013).

Le rouge Sirius colore tous les collagenes.

La fibronectine est un dimére ubiquitaire impliqué dans la migration et 1’adhérence cellulaire
au cours du développement et favorise le thrombus lors d’une I€sion vasculaire (Wang and Ni

2016). Les protéoglycanes comme la décorine et le perlécane sont composés de noyaux ou

cores protéiques et d’oses : les glycosaminoglycanes. Ils ont pour fonctions d’hydrater le tissu et
de limiter la biodisponibilit¢ des facteurs de croissance ou des MMP (métalloprotéinases
matricielles) qui dégradent des composants de la MEC (Christiaens and Lijnen 2006). De fagcon
générale, les protéines d’adhérence contiennent des sites de liaison aux collagénes et aux
intégrines. Ces récepteurs membranaires activent des voies de mécano-transduction en
transformant un signal mécanique en signal chimique intracellulaire. Les intégrines recoivent des
signaux de modifications de la MEC et engendrent des changements du cytosquelette
(microtubules et microfilaments d’actine) ayant pour conséquence une régulation de 1’expression
des genes et la présence ou non de récepteurs a la membrane plasmique (Figure 6). Ainsi, les
intégrines sont impliquées dans des processus cellulaires variés comme la prolifération, la

migration, et I’apoptose mais aussi dans la différenciation.

Fibre de collagéne Complexe de Molécule de
protéoglycanes protéoglycane

Molécule de
ﬂ polysaccharides —
.

Cytoplasme

Microfilaments du cytosquelette  Intégrine Membrane plasmique

Figure 6 : Schéma de la composition de la matrice extracellulaire tiré de (Divoux 2012).

Les intégrines font le lien entre le cytosquelette intracellulaire et des composants de la MEC comme les collagenes au niveau
extracellulaire.
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2) Le remodelage de la MEC, un processus dynamique

La MEC est le résultat d’un équilibre dynamique entre synthése et dégradation de ses
composants. Les MMP en particulier, mais aussi les protéases sérines et les cathepsines (des
cystéines protéases), dégradent la MEC. Il existe différents types de MMP : collagénases,
gélatinases, stromélysines et matrilysines. Elles sont produites en majorité par les précurseurs
adipocytaires mais aussi par les macrophages dans le TA. Les MMP jouent un rdle important
dans tous les processus physiologiques nécessitant le remodelage de la MEC comme le
développement ou la réparation tissulaire suite a une lésion. Les MMP favorisent aussi
I’expansion du TA et permettent d’augmenter la taille des adipocytes au cours de la croissance
chez I’homme mais aussi lors de I’adipogenese (Napolitano 1963, Cinti et al. 1984, Scherer et al.
1998, Bouloumie et al. 2001, Meissburger et al. 2011).

Les composants de la MEC possedent de multiples rdles dans le TA. Un remodelage de la
MEC du TA comme une fibrose peuvent étre associés a des dysfonctions de cet organe

observées dans certaines pathologies du TA.

3) Le remodelage de la MEC, un événement nécessaire a ’adipogenése

Le remodelage de la MEC est un événement précoce de 1’adipogenése avec une diminution de
la quantité de la fibronectine, des collagenes I et III au profit d’une augmentation de la quantité
de la laminine et des collagenes IV, V et VI indiquant un passage d’un réseau de collagénes
fibrillaires a non fibrillaires (Lilla et al. 2002, Vila et al. 2014). Ce remaniement de la MEC
induit un remaniement du cytosquelette des adipocytes en cours de différentiation et active
I’expression de geénes de la lipogenése comme GAPDH (glycéraldéhyde 3 phosophate
deshydrogénase) et FAS (Divoux and Clement 2011). En parall¢le, les MMP agissent sur la
rigidité des collageénes péricellulaires et permettent aux préadipocytes de se gorger de lipides et
d’augmenter en volume. Elles induisent aussi la libération locale de facteurs de croissance (Sun
et al. 2013). Les MMP2, MMP9 et MMP14 jouent un réle important dans 1’adipogenése et le
métabolisme lipidique in vitro et in vivo (Bouloumie et al. 2001, Lilla et al. 2002, Chun et al.
2006, Bourlier et al. 2012, Vila et al. 2014). De plus, les cathépsines K, S, et L dégradent la
fibronectine qui empéche les modifications du cytosquelette et inhibent la différenciation
adipocytaire (Spiegelman and Ginty 1983, Taleb et al. 2006). Le remodelage de la MEC est donc

indispensable pour I’adipogenese.
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E. Pathologies du tissu adipeux

Le TA joue un réle majeur dans 'homéostasie énergétique de 1'organisme. Ainsi une altération
de ses fonctions va avoir des répercussions sur I’ensemble de I’organisme. J’aborde a présent
certains aspects de la physiopathologie du TA, notamment dans le contexte de 1’obésité et des
lipodystrophies. En effet, ces deux pathologies d’étiologie différente présentent des atteintes

similaires au niveau du TA.

1) Présentation des pathologies
a) Exces de tissu adipeux : surpoids et obésité

L’obésité est définie comme un exces de masse grasse ayant des conséquences néfastes pour la
santé et par un IMC supérieur & 30 kg/m” selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). En
effet 1’obésité est classée selon I’'IMC : normal 18-25, en surpoids 25-30, obése 30-40 et obese
morbide a plus de 40 kg/m’.

Deux types d’obésité se distinguent : I’obésité gynoide qui correspond a une accumulation de
TASC au niveau gluteo-fémoral (partie inférieure du corps), de I’obésité androide ou viscérale
qui correspond a une accumulation de TA au niveau central (surtout du TAV) qui est plus

délétére pour I’organisme (Vague 1956) (Figure 7).

Figure 7 : Schéma des deux types d’obésité : androide en forme de « pomme » et gynoide « forme de poire »
adapté de (Vague 1956).

Un dimorphisme sexuel existe entre I’homme et la femme dans la prise de poids et de TA. L obésité androide est d’avantage

observé chez I’homme avec une accumulation tronculaire du tissu adipeux et augmente le risque de comorbidités tandis que chez
la femme non ménopausée, le TA augmente dans le bas du corps qui serait moins délétere pour [’organisme.

Parmi les critéres de diagnostic, le tour de taille doit €tre supérieur a 94 cm pour les femmes et

80 cm pour les hommes. Le développement de 1’obésité résulte le plus souvent de facteurs a la
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fois génétiques et environnementaux parmi lesquels on retrouve 1’age, le microbiote intestinal, la
sédentarité et la suralimentation.

Des modéles animaux ont été mis au point afin de mieux comprendre les mécanismes
physiopathologiques de I’obésité. Ceux classiquement utilisés sont des souris sous régime
hyperlipidique ou des modeles génétiques d’obésité avec une mutation homozygote du géne de
la leptine (ob/ob) ou de son récepteur (db/db) (Chen et al. 1996, Zhang et al. 2015). Les souris

ob/ob sont hyperphagiques, obeses et résistantes a I’insuline (Friedman and Halaas 1998).

L’obésité est un facteur de risque de pathologies cardiométaboliques telles que la résistance a
I’insuline, le diabéte, I’athérosclérose, 1I’hypertension, la dyslipidémie, la stéatose hépatique ou
encore I’infarctus du myocarde ou les cardiomyopathies (Despres and Lemieux 2006, Longo et
al. 2019). Ainsi, des traitements pharmaceutiques et chirurgicaux ont ¢t¢ mis en place afin de
réduire 1’obésité et ses complications associées. En effet, les traitements médicamenteux sont
peu efficaces sur la perte de poids. En revanche, la chirurgie bariatrique est pratiquée chez les
personnes avec un IMC de plus de 40 kg/m” ou de 35 kg/m? avec au moins une comorbidité. Elle
permet une perte jusqu’a 25% de la masse grasse et une amélioration du diabete, de
I’hypertension, de I’hypertriglycéridémie et de la sensibilité a 1’insuline (Sjostrom et al. 2004).
Les patients doivent étre motivés et répondre a certains critéres de prise en charge. Ils subissent
un suivi pré et post-opératoire rigoureux. Quatre procédures principales existent: I’anneau
gastrique ajustable, la gastrectomie pariétale ou sleeve (chirurgies de restriction), la dérivation
bilio-pancréatique (chirurgie de malabsorption), et la dérivation gastrique en Y-de-Roux ou

gastric bypass (chirurgie mixte malabsorptive et restrictive) (Wolfe et al. 2016).

b) Redistribution du tissu adipeux et lipodystrophies

Les lipodystrophies sont un ensemble hétérogene de pathologies caractérisées par une
redistribution anormale du TA associées a des troubles métaboliques comme la dyslipidémie, la
stéatose hépatique et une résistance a 1’insuline sévere. Cette redistribution correspond a une
perte (lipoatrophie) de TASC associée ou non a des zones d’accumulation du TAV abdominal ou
du TASC sous formes de lipomes. Les syndromes lipodsytrophiques peuvent étre d’origine
génétique ou acquise.

Lorsque la lipoatrophie est localisée, la lipodystrophie est dite partielle tandis qu’elle est dite
généralisée lorsque la perte de TA est totale. La lipoatrophie localisée est souvent associée a une
accumulation anormale de TA ou lipohypertrophie. Cette lipohypertrophie locale peut étre

abdominale ou dans une zone atypique, tels que les lipomes cervicaux de TASC, appelés bosses
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de bison, observés chez certains patients infectés par le VIH (Virus de I'Immunodéficience
Humaine) sous ARV (antirétroviraux) (Bereziat et al. 2011). Par ailleurs, le vieillissement
physiologique est également associ¢ une redistribution du TA qui s’apparente a une
lipodystrophie avec une accumulation du TASC et du TAV abdominaux et une perte de TASC
des membres et du visage (Kuk et al. 2009) (voir chapitre III : Vieillissement du tissu adipeux
des patients infectés par le VIH).

De fagon attendue, les génes mutés dans les lipodystrophies génétiques codent des protéines
impliquées dans 1’adipogenése (PPARG, CEBPA), dans le métabolisme lipidique
(SEIPIN/BCLS2, AGPAT2, RI), ou la formation de la gouttelette lipidique (PLINI) (Sollier et al.
2020). Cependant, certaines lipodystrophies sont également liées a des mutations de genes
codant des protéines mitochondriales comme MFN2 (Rocha et al. 2017, Capel et al. 2018) ou
encore les lamine A/C, des protéines de structure nucléaire dont les mutations sont également
responsables de syndromes de vieillissement accéléré (Vigouroux et al. 2000, Decaudain et al.
2007, Bereziat et al. 2011). La forme la plus répandue de lipodystrophie liée au géene LMNA est
la lipodystrophie familiale de Dunnigan.

La lipodystrophie secondaire aux traitements antirétroviraux (ARV) de I’infection par le VIH
est la plus fréquente des lipodystrophies acquises et sera abordée plus en détails dans le chapitre
IT : I’infection par le VIH et les traitements ARV. D’autres lipodystrophies peuvent étre acquises
suite a un exces de glucocorticoides exogenes ou endogénes, comme le syndrome de Cushing, ou
liées a des anomalies immunologiques comme les syndromes de Barraquer-Simons et Lawrence
caractérisés par une perte de TA au cours de 1’enfance dans le haut du corps et compensé par un
stockage des graisses dans le bas du corps (Sollier et al. 2020).

En conclusion, les lipodystrophies ont pour conséquences un phénotype clinique commun avec

une perte de TASC et des complications métaboliques associées.

2) Altérations adipocytaires

De facon intéressante, bien que d’étiologies différentes, les pathologies du TA peuvent
présenter des altérations structurales et fonctionnelles communes comme la fibrose,
I’inflammation, les défauts de stockage et de mobilisation qui conduisent le plus souvent a une

altération des capacités d’expansion du tissu adipeux.
a) Expansion du tissu adipeux : hypertrophie et hyperplasie

Le TA est un tissu doté d’une grande plasticité, qui est reflété par sa capacité d’expansion en

réponse a un environnement énergétique. L’expansion du TA résulte de I’augmentation des
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adipocytes en volume (hypertrophie) et/ou en nombre (hyperplasie). En parallele de I’expansion
du TA, P’angiogenése est nécessaire pour assurer les besoins en nutriments des nouveaux
adipocytes. Le TASC, plus que le TAV, est capable de changer de taille rapidement pour
répondre a la variation de disponibilité des nutriments (Ibrahim 2010, Lotta et al. 2017, Vasan et
al. 2018). En situation physiologique, il existe un lien spatio-temporel entre angiogenése et
adipogenese. En effet, lorsque les apports énergétiques augmentent, 1’augmentation de la taille
des adipocytes conduit & une hypoxie locale induisant 1’activation du facteur de transcription clé
de I’hypoxie est HIF-1a (hypoxia inducible factor) (Cao 2007, Christiaens and Lijnen 2010). Ce
dernier permet d’activer I’angiogenese et I’expansion saine du TA (Figure 8).

Cependant, I’hypertrophie de I’adipocyte est contrainte physiquement par le réseau de MEC
qui ’entoure et la gouttelette lipidique a une capacité maximale de stockage (Drolet et al. 2008,
Sun et al. 2013). Lorsque 1’adipocyte a atteint sa taille maximale, il stimule la production de
nouveaux adipocytes (hyperplasie) afin de stocker le surplus énergétique (Faust et al. 1978,
Cleary et al. 1979). L hyperplasie requiert la prolifération et la différenciation des précurseurs
adipocytaires. L’expansion saine du TA implique I’hyperplasie préférentiellement dans le TASC
(Drolet et al. 2008, Joe et al. 2009, Pellegrinelli et al. 2016, Guillermier et al. 2017, Vishvanath
and Gupta 2019) (Figure 8).

<€—Adipocyte

Préadipocyte Anéiogenése

Expansion saine Limite de I’expansion
Figure 8 : Schéma de I’expansion physiologique du tissu adipeux adapté de (Sun et al. 2011).
Les préadipocytes se différencient en adipocytes, c’est I’adipogenése. Lorsque de nouveaux adipocytes apparaissent en paralléle

de ’angiogenése, I’expansion du TA est dite saine. Dans un premier temps, les adipocytes s hypertrophient, et dans un second
temps, des précurseurs adipocytaires sont recrutés afin de se différencier et de former de nouveaux adipocytes.

Au cours de obésité, la balance énergétique est dérégulée par un exces d’apport énergétique.
Lorsque ces exces positifs deviennent chroniques, une hypertrophie adipocytaire se développe
dans le TASC et le TAV (Drolet et al. 2008, Joe et al. 2009, Wang et al. 2013, Kim et al. 2014,
Jeffery et al. 2015, Vishvanath and Gupta 2019).

Dans un contexte d’obésité, il a été émis I’hypothése que I’expansion du TASC est limitée a
cause d’un défaut d’hyperplasie (Cinti et al. 2005, Pellegrinelli et al. 2016). En effet, plusieurs

¢tudes ont montré que dans ce contexte, I’hyperplasie a lieu préférentiellement dans le TAV
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chez I’homme et dans des modéles murins sous régime hypergras (Arner et al. 2013, Wang et al.
2013, Kim et al. 2014, Jeffery et al. 2015). Le défaut d’hyperplasie du TASC a des répercussions
sur le TASC et sur le TAV. En effet, plusieurs altérations sont observées dans ces deux tissus
telles qu’une fibrose, une inflammation et des dysfonctions adipocytaires (Pellegrinelli et al.

2016, Vishvanath and Gupta 2019).

b) Dysfonctions adipocytaires et défaut d’adipogenése

Au cours de I’obésité associée a des comorbidités, on parle d’expansion pathologique du TA.
Dans ce contexte, I’hypertrophie adipocytaire est associée a une résistance a 1’insuline, une
lipolyse accrue conduisant a la mise en place d’une hypertriglycéridémie, d’un diabéte et d’une
inflammation systémique (Tchkonia et al. 2010, Veilleux et al. 2011, Michaud et al. 2014, Muir
et al. 2016). De plus, les adipocytes hypertrophiques sont plus sensibles a 1’apoptose ou a la
nécrose, participant a I’inflammation locale (Pellegrinelli et al. 2016, Vishvanath and Gupta
2019). Le défaut d’expansion du TA est également associé a I’acquisition d’un phénotype pro-
inflammatoire, profibrotique et une diminution du potentiel adipogénique des précurseurs
adipocytaires (Lacasa et al. 2007, Marcelin et al. 2017, Gustafson et al. 2019, Liu et al. 2020).

De fagon intéressante, chez les patients lipodystrophiques, la perte des capacités de stockage

engendrée par la lipoatrophie est associée a la présence de petits adipocytes dysfonctionnels,
caractérisés par une altération de ’adipogenese et une résistance a I’insuline du TASC ainsi
qu’une lipotoxicité (Vigouroux et al. 2011, Patni and Garg 2015).

Les pathologies du TA sont associées a des altérations du réseau nerveux. Ainsi, au cours de
I’obésité, les fibres nerveuses sensorielles sont dysfonctionnelles et les signaux sympathiques
sont perturbés entre le systeme nerveux central et le TA (Guilherme et al. 2019).

Les pathologies du TA sont aussi associées a des altérations des fonctions endocrines du TA.

Les patients obeses présentent une hyperleptinémie mais sont ¢galement résistants a la leptine
conduisant a un perte de la régulation de la prise alimentaire (Friedman and Halaas 1998). A
I’opposé, dans les syndromes lipodystrophiques, la leptine plasmatique est diminuée en accord
avec la perte de masse grasse. L’adiponectine quant a elle est diminuée dans les deux situations,
en accord avec la résistance a I’insuline (Haque et al. 2002). Sa diminution favorise un état pro-
inflammatoire et une accumulation du TAV, participant a la mise en place des comorbidités. En
accord, la concentration plasmatique d’adiponectine est inchangée chez les patients obéses
« métaboliquement sains » par rapport aux individus minces (Matsuzawa 2006, Aguilar-Salinas

et al. 2008). Chez ces patients, le stockage des AGL se ferait préférentiellement dans le TASC,
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avec une absence de limitation des capacités d’expansion du TA et ’adiponectine jouerait un

role protecteur contre le risque cardiométabolique (Kusminski et al. 2016).

3) Inflammation et infiltration des cellules immunitaires

Lors d’un changement du microenvironnement comme par exemple un exces de lipides ou une
infection virale, la composition immunitaire est modifiée avec un recrutement de cellules
immunitaires qui participent a une inflammation locale et systémique de bas grade (Zatterale et
al. 2019). Dans le TA, cette dérégulation des cellules immunitaires favorise également les
dysfonctions métaboliques (Vigouroux et al. 2011, Stout et al. 2017).

Les macrophages représentent jusqu’a 40% des cellules du TA (Liu et al. 2017, Reilly and
Saltiel 2017). L’apoptose des adipocytes libeére des chimiokines comme CCL2 et CCLS. Les
macrophages s’accumulent alors autour des adipocytes morts et forment une structure en
couronne appelée « crown-like structure » (CLS) dans le TAV (Cinti et al. 2005, Cancello et al.
2006). Ils se gorgent de lipides et deviennent des cellules spumeuses géantes (Keophiphath et al.
2010). Des lymphocytes T effecteurs mémoires sont également recrutés au niveau des CLS du
TA (Yang et al. 2010). Les cytokines pro-inflammatoires activent les voies de I’inflammation
JNK et NFkB, et favorisent la polarisation M1 pro-inflammatoire des macrophages (Arkan et al.
2005, Chawla et al. 2011). Cependant, cette activation M1 dite « métabolique » différe de celle
observée lors d’une infection car les macrophages sont primés par des lipides. Le phénotype des
macrophages est discuté : soit majoritairement M2 (CD206, CD163/MAC2+) (Pasarica et al.
2009) soit en équilibre entre M1 (CD40+) et M2 (Divoux et al. 2010) avec un phénotype mixte
(Zeyda et al. 2007). Les macrophages altérent I’adipogenese dans le TASC (Liu et al. 2017,
Reilly and Saltiel 2017). De maniére concomitante a une augmentation de I’inflammation, les
macrophages favorisent la fibrose du TASC et TAV (Strissel et al. 2007, Pasarica et al. 2009,
Sun et al. 2013).

Au cours de I’obésité, les neutrophiles sont transitoirement recrutés dans le TA et déclenchent
un processus inflammatoire en favorisant le recrutement des lymphocytes T, des lymphocytes B,
des mastocytes et des cellules dendritiques (Elgazar-Carmon et al. 2008, Talukdar et al. 2012).
Ces dernicres, induisent une expansion de lymphocytes T CD4+ Th17 pro-inflammatoires (Cho
et al. 2016). De plus, ’augmentation des lymphocytes T CD4+ pro-inflammatoires Thl, des
lymphocytes T CD8+ et la diminution des lymphocytes T CD4+ Th2 favorisent la différentiation
M1 des macrophages du TAV (Nishimura et al. 2009, Lee et al. 2018). La déplétion des Treg,
INKT et éosinophiles dans le TAV participe de fagon indirecte a I’inflammation locale et a la

résistance a ’insuline (Feuerer et al. 2009, Winer et al. 2009, Lee et al. 2018). En accord, les
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cellules immunitaires qui s’infiltrent dans le TASC et le TAV favorisent la résistance a I’insuline
comme les neutrophiles (Wang et al. 2009), les macrophages (Liu et al. 2017, Reilly and Saltiel
2017), les lymphocytes T (Feuerer et al. 2009) et B (Winer et al. 2011). Les macrophages
participent a I’intolérance au glucose via leur sécrétion de TNFa (Stanley et al. 2011, Winer et
al. 2011, Cho et al. 2016). Les adipokines pro-inflammatoires comme 1’IL-6 ou la résistine sont
augmentées et sécrétées en majorité par les cellules immunitaires dans le TASC et dans le TAV
de sujets obeses (Ouchi et al. 2011). Par le biais de ces cytokines pro-inflammatoires, une
communication s’établie entre les cellules du TA et modulent leurs phénotypes. Les adipocytes
et les préadipocytes augmentent également leur production de facteurs pro-inflammatoires et

contribuent ainsi a I’inflammation (Lacasa et al. 2007, Keophiphath et al. 2009, Vila et al. 2014).

4) La fibrose du tissu adipeux: un remodelage de la matrice
extracellulaire

a) Caractéristiques de la fibrose du tissu adipeux chez le sujet obese

La synthése de la MEC est un facteur déterminant dans la réparation tissulaire mais lorsque
cette MEC s’accumule de fagcon excessive, elle devient un dépot fibreux au sein du tissu appelé
fibrose. La fibrose du TA a été bien documentée au cours de 1’obésité. Elle est caractérisée par
une augmentation des composants de la MEC : des collagenes I, 111, IV et VI, de la tenascine C
et de la décorine (Divoux and Clement 2011, Sun et al. 2013). Elle a ét¢é montrée pour la
premicre fois dans le TASC de sujet obeses (Strissel et al. 2007, Henegar et al. 2008). Deux
types de fibrose se distinguent : périlobulaire et péricellulaire. La fibrose périlobulaire est sous
forme de travées autour des lobules contenant principalement des collagenes I et III. La fibrose
péricellulaire se trouve autour des adipocytes avec du collagéne VI (Figure 9). Elle est
augmentée dans le TASC et dans le TAV chez les sujets obeses (Divoux et al. 2010). De plus,
dans le TASC, le collagéne VI est corrélé avec ’IMC et le poids du TA (Pasarica et al. 2009). 11
est cependant absent du TA chez les enfants sains (Tam et al. 2012). Des mastocytes, des
macrophages et des préadipocytes sont ¢galement présents dans les dépots fibrotiques du TA
chez le sujet obese (Keophiphath et al. 2009, Divoux et al. 2010). Les mastocytes favorisent la
production de collagene VI (Divoux et al. 2012, Hirai et al. 2014).

De nombreux régulateurs moléculaires de la composition de la MEC appelée « protéines
matricielles » augmentent dans le TA au cours 1’obésité et participe a sa fibrose comme SPARC
(Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine ou osteonectin ou BM-40) (Atorrasagasti et al.
2019), ostéopontine (Kiefer et al. 2008), TGF-B (Fain et al. 2005), CTGF (Connective Tissue
Growth Factor ou CCN2) (Pellegrinelli et al. 2014), activine A (Zaragosi et al. 2010) et
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thrombospondine 1 (Varma et al. 2008). Certains de ces facteurs comme SPARC, I’activine A et
CTGF inhibent ’adipogenése et participent aux dysfonctions adipocytaires (Tan et al. 2008,
Keophiphath et al. 2009, Kos et al. 2009, Zaragosi et al. 2010).

A B

Travée
de collagéne

Fibrose périlobulaire  Fibrose péricellulaire

Figure 9 : Images des deux types de fibrose sur des coupes de tissu adipeux colorées au rouge Sirius chez un
sujet obése : périlobulaire (A) et péricellulaire (fleches) (B) adaptées de (Divoux et al. 2010).

Le rouge Sirius colore tous les collagenes.

Le remodelage de la MEC modifie les propriétés physico-chimiques du TA et altére ses
fonctions métaboliques et sécrétoires (Lackey et al. 2014). La fibrose, en particulier
péricellulaire, induit des contraintes mécaniques sur les adipocytes et altére ainsi les capacités de
stockage et d’expansion du TA (Khan et al. 2009, Pasarica et al. 2009). La fibrose du TA est
aussi associée a une résistance a I’insuline, une mort adipocytaire et une inflammation (Khan et
al. 2009, Vila et al. 2014). L accumulation de collagénes induit une dérégulation du métabolisme
lipidique et de I’homéostasie glucidique qui pourrait favoriser le développement d’un diabéte de
type 2 dans un contexte d’obésité¢ (Khan et al. 2009, Pasarica et al. 2009, Divoux et al. 2010,
Divoux and Clement 2011, Sun et al. 2013, Abdennour et al. 2014, Hasegawa et al. 2018). De
facon, intéressante la fibrose péricellulaire empéche la perte du poids et I’amélioration des
comorbidités chez les patients suite a une chirurgie bariatrique (Divoux et al. 2010). C’est donc

un parametre important a suivre dans les pathologies du TA.

b) Processus de la mise en place de la fibrose

Comme cité plus haut, les précurseurs adipocytaires jouent un role central dans la synthese

de MEC en physiologie mais aussi en pathologie dans la fibrose du TA. En effet, des facteurs
pro-fibrotiques comme TGF-§ et CTGF induisent la transition épithélio-mésenchymateuse des
précurseurs adipocytaires vers un phénotype myofibroblastique qui exprime aSMA (o smooth
muscle actin), augmente leur production de collagénes et diminue leur potentiel adipogénique

(Bourlier et al. 2012, Desai et al. 2014, Pellegrinelli et al. 2014, Marcelin et al. 2017, Marcelin et
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al. 2019). D’autres protéines sont caractéristiques d’un phénotype pro-fibrosant des ASC comme
CD9"&" et PDGFRa (Marcelin et al. 2017). Le TGF- est un facteur pro-fibrotique majeur,
sécrété notamment par les adipocytes et les macrophages (Wynn 2008). Son activité est modulée
par des composants de la MEC comme la trombospondine 1, le luminican ou encore la décorine
(Sun et al. 2013). Par ailleurs, les macrophages régulent la fibrose du TA. Ils attirent les cellules
du systétme immunitaire via la sécrétion des chimiokines et cytokines, synthétisent des
composants de la MEC tels que des collagénes I et VI et de la fibronectine et sécretent les
MMP2 et MMP9 (Bourlier et al. 2008). Dans un contexte inflammatoire, les macrophages
produisent du TGF-B et de ’activine A qui activent les précurseurs adipocytaires (Vila et al.
2014). L’activine A augmente ¢également la production de composants de la MEC par les
précurseurs adipocytaires (Keophiphath et al. 2009, Zaragosi et al. 2010). Les adipocytes sont
également impliqués dans la fibrose du TA mais de fagon moindre. Cependant, en réponse a
certains stimuli comme I’hypoxie, le TGF-f ou I’inflammation, 1’adipocyte augmente sa

production de collagenes (Pellegrinelli et al. 2014).

Deux hypothéses se distinguent au cours de 1’obésité sur I’origine de la fibrose et le lien avec

I’inflammation. La premiere hypothése suggere que I’inflammation cause la fibrose du TA.

Une ¢étude de fibrose du TAV chez la souris a montré que la surexpression des geénes de
I’inflammation précede celle des composants de la MEC. D’autres études de cinétique sont
cependant nécessaires chez 1’homme (Kwon et al. 2012). Les adipocytes hypertrophiques
meurent plus facilement par apoptose ou nécrose. Cela induit le recrutement des cellules
immunitaires et la formation de CLS. Les facteurs comme IL-6, TNFa et TGF-B sont augmentés
et induisent ainsi la prolifération et la production de composants de la MEC par les précurseurs
adipocytaires participant ainsi a la mise en place d’une fibrose du TA (Lacasa et al. 2007, Wynn
2008, Keophiphath et al. 2009, Bourlier et al. 2012, Marcelin et al. 2017, Unamuno et al. 2019).

La deuxiéme hypothése propose que ’inflammation soit une conséquence de la fibrose. Lors

d’une augmentation rapide et soutenue d’apport énergétique, 1’hypertrophie peut étre associée a
des zones hypoxiques au sein du TA. Cette hypoxie trop importante est délétére sur
I’angiogenése et en conséquence, une raréfaction des vaisseaux est observée. De plus,
I’angiogenese n’est donc plus synchrone avec 1’adipogenése. L’activation de HIF-1a favorise la
dysfonction des adipocytes (Halberg et al. 2009, Jiang et al. 2011, Krishnan et al. 2012), la
prolifération des ASC (Russo et al. 2014) et induit la fibrose du TA (Halberg et al. 2009, Sun et

al. 2013) (Figure 10). Parallelement, la rigidité des collagenes contraint les adipocytes et favorise
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leur nécrose (Chun et al. 2006, Khan et al. 2009). Les cellules immunitaires sont alors recrutées

et créent une inflammation locale (Lin et al. 2016).
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Figure 10 : Schéma de I’expansion pathologique du tissu adipeux et du remodelage de la matrice
extracellulaire adapté de (Sun et al. 2011).

Les préadipocytes se différencient en adipocytes, c’est I'adipogenése. Lorsque la balance énergétique est positive, les adipocytes
deviennent hypertrophiques. Puis lorsque la capacité maximale de stockage est atteinte et que l’angiogenése n’est plus
synchrone avec [’adipogenése, [’expansion du TA devient pathologique. Des zones d’hypoxie se créent et induisent le

développement d’une fibrose du TA. Parallelement, certains adipocytes hypertrophiques meurent et favorisent l'infiltration de
macrophages M1 et M2 qui forment des crown-like structures. Le TA devient alors inflammatoire et résistant a l'insuline.

Ces deux hypotheéses sont complémentaires. Une étude suggere que la fibrose du TASC
résulterait de la production de collagénes par les macrophages et que celle du TAV serait induite
suite a une hypoxie (Villaret et al. 2010). Par ailleurs, il est important de noter que fibrose et
inflammation ne sont pas toujours liées (Marcelin et al. 2017). En accord, au laboratoire nous
avons mis en évidence une fibrose non inflammatoire dans le TASC hypertrophique cervical des

patients lipodystrophiques (Bereziat et al. 2011).

5) Résistance a I’insuline : défaut de signalisation insulinique
a) Voies de signalisation de ’insuline

L’adipocyte mature est sensible a I’insuline. L’insuline est une hormone sécrétée par les
cellules B des ilots de Langerhans du pancréas. Elle diminue la concentration de glucose dans le
sang afin qu’il soit stocké dans les organes périphériques comme le foie, le muscle ou le TA.

Le récepteur a I’insuline est un récepteur a tyrosine kinase compos¢ de quatre sous-unités, 2 o
extracellulaires qui se lient a I’insuline (RIa) et deux B kinase (RIP) transmembranaires. Lorsque
I’insuline se fixe, le RI change de conformation permettant le rapprochement des deux RIP qui se
trans-autophosphorylent et activent ses substrats par phosphorylation sur les tyrosines (Jensen

and De Meyts 2009).
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L’insuline se fixe a son récepteur et active potentiellement plusieurs voies de signalisation.
Parmi elles, la voie PI3K/Akt est impliquée dans les réponses métaboliques et la voie des MAPK

(Mitogen-activated protein kinase) régule la prolifération et la différenciation cellulaire.

1. Effet prolifératif de I’insuline : la voie des MAPK

L’activation de la voie des MAPK implique les effets pro-survie et prolifératifs de I’insuline.
Le RI active SHC (src homologous and collagen protein) d’une part, et IRS-1 d’autre part qui
vont tous deux recruter le complexe Grb2/Sos (Growth factor receptor-bound protein 2/Son of
Sevenless). Celui-ci active alors la protéine G Ras qui active la MAPKK RAF (Rapidly
Accelerated Fibrosarcoma). Une cascade de phosphorylations permet ainsi I’activation des deux
MAPK ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase) (Saltiel and Kahn 2001) (Figure 11). Les
deux ERK activent la kinase p90rsk et en parallele entrent dans le noyau pour activer la

transcription de geénes impliqués dans la prolifération cellulaire.

1) Insuline

Figure 11 : Schéma des voies mitogéniques et métaboliques de I’insuline adapté de (Capeau 2003) et de C.
Lagathu.

Lorsque l'insuline se fixe a son récepteur RI, il s ’autophosphoryle et active par phosphorylation l'insulin recpetor substrat
IRS1/2. IRS-1 active alors la voie mitogénique MAPK (vert) et la voie métabolique Akt/PKB (rose). RAF : Rapidly Accelarated
Fibrosarcoma, MAPKK : mitogene-activated protein kinase kinase, ERK : extracellular signal-regulated kinase, p90rsk et p70
rsk : ribosomal s6 kinases, PI3K : phosphatidylinositol-kinase de type 3, PIP2 : phosphoinositide-4,5-biphosphate, PIP3 :
phosphoinositide-3, 4, 5-triphosphate, PDK : PKC{/A : protéine kinase C{/A, Bad, PDE : phosphodiestérase ~mTOR :
mammalian target of rapamycin.
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2. Effets métaboliques de I’insuline : la voie Akt/PKB
IRS1 (Insulin Receptor Substrat 1) phosphorylé active la PI3K (phosphinositide 3 kinase), qui

phosphoryle ses substrats en position 3 les phosphoinositides membranaires. Il active alors la
kinase PDK (phosphoinositide-dependent protein kinase) qui phosphoryle et active Akt/PKB
(protéine kinase B) afin d’exercer ses effets métaboliques. Akt active également la voie mTOR
(mammalian target of rapamycin) en inhibant TSC1/2 (tuberous sclerosis complex). mTOR
phosphoryle alors la kinase p70rsk et induit la synthése protéique et la prolifération cellulaire.
Akt active I’expression de SREBP1c qui favorise la lipogenese (Kim et al. 1998, Dif et al. 2006).
Akt a une action anti-lipolitique en activant la phosphodiestérase (PDE) qui diminue la
concentration intracellulaire d’AMPc et diminue ainsi I’activité de la LHS. Akt favorise la survie
cellulaire en inhibant le facteur pro-apoptotique Bad (Maiuri et al. 2010) (Figure 11). Enfin,
PDK et Akt activent toutes les deux la PKC (/A favorisant la translocation des vésicules
contenant GLUT4 de I’appareil de Golgi a la membrane plasmique (Figure 12). De fagon
intéressante, GLUT4 est d’avantage exprimé dans le TAV que dans le TASC et la captation du
glucose est plus ¢levée dans le TAV (Virtanen et al. 2002, Veilleux et al. 2009, Christen et al.
2010).

A 1) Insuline B )

Fusion

Figure 12 : Schéma du transport du glucose insulino-dépendant adapté de (Capeau 2003).

Lorsque l'insuline se fixe a son récepteur Rl, il s’auto-phosphoryle et active par phosphorylation ’insulin receptor substrat
IRS1/2 d’une part, le changement du cytosquelette d’actine est induit suite a I’activation de la GTPase TCI10 (4) et d’autre part,
lactivation de la voie AKT / PKC{/A permet de mobiliser les vésicules contenant GLUT4 (B). A I’aide d’une polymérisation des
fibres d’actine grdce a MyoC, elles vont fusionner afin de localiser le transporteur de glucose GLUT4 a la membrane plasmique.
PI3K : phosphatidylinositol-kinase de type 3, PIP2 : phosphoinositide-4,5-biphosphate, PIP3 : phosphoinositide-3, 4, 5-
triphosphate, PKC{/J : protéine kinase C{/A,Vamp?2 :Vesicle-associated membrane protein 2, Syn4 : Syntaxin 4, Muncl8c :
mammalian uncoordinated-18, Synip : Syntaxin 4-interacting protein, SNAP23, synaptosomal-associated protein 23, CAP : c-
CbI associated protein, C3G : Crk adaptator protein.
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Lorsque I’insuline se fixe a son récepteur RI il s’autophosphoryle et active par phosphorylation
I’insuline receptor substrat IRS1/2 d’un part, le changement du cytosquelette d’actine est induit
(A) et d’autre part, ’activation de la voie AKT / PKC{/A permet de mobiliser les vésicules
contenant GLUT4 (B).

b) Résistance a I’insuline

Au niveau cellulaire, I’arrét du signal insulinique a lieu lorsque 1’insuline est internalisée avec
son récepteur, puis le complexe est adressé aux endosomes. En physiologie, le nombre de RI
reste constant a la membrane plasmatique car un faible nombre de RI est dégradé lors de
I’internalisation. Divers acteurs moléculaires agissent sur la voie insulinique et jouent un role
inhibiteur. Les phosphotyrosine phosphatases PTPases comme PTP-B déphosphorylent le RI et
IRS-1 ce qui les désactivent. L’insuline exerce ainsi une boucle de rétrocontréle négative (Kido
et al. 2001). Par ailleurs, les phosphorylations sur les sérine-thréonine du RI et de IRS-1 ont une
action inhibitrice (Longo et al. 2019). De nombreux facteurs phosphorylent IRS-1 sur la sérine
312 comme PKC 0, IKK B (inhibitor of NFkB) (Gao et al. 2004), INK (c-JUN NH2-terminale
kinase) (Fujishiro et al. 2003), IRAK (interleukin-1 receptor-associated kinase) (Kim et al.
2005). Enfin, divers stress cellulaires comme le stress oxydant (Furukawa et al. 2004), I’hypoxie
(Regazzetti et al. 2009) ou encore le stress du RE (Xu et al. 2010) altérent la voie de
signalisation de I’insuline dans les adipocytes.

Au niveau de I’organisme, la résistance a 1’insuline subvient lorsqu’un défaut d’induction de la
voie de signalisation est observé dans ses tissus cibles (foie, TA, muscle). Au cours de I’obésité,
différents éléments participent a la mise en place de la résistance a I’insuline du TA :
I’infiltration immunitaire (McLaughlin et al. 2017), la sécrétion de facteurs inflammatoires
comme TNFa (Ruan and Lodish 2003) et IL-6 (Lagathu et al. 2003), la concentration élevée
d’acide gras (Nguyen et al. 2005), la diminution d’adiponectine (Ryo et al. 2004) et la fibrose
(Alba et al. 2018, Hasegawa et al. 2018).

F. Lipotoxicité et complications cardiométaboliques

Une expansion limitée du TASC favorise une accumulation dans le TAV connu pour étre plus
délétére pour 1’organisme (Alligier et al. 2013). Le défaut de stockage du TASC peut étre li¢ a la
lipoatrophie, a la lipohypertrophie ou a ’obésité. Ainsi, une expansion excessive du TAV
participe a la mise en place d’une lipotoxicité et de comorbidités comme une dyslipidémie, une
résistance a I’insuline, un diabéte, une stéatose hépatique, et des maladies cardiovasculaires

(Heilbronn et al. 2004, Lee et al. 2013) (Figure 13).
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IMC normal IMC normal IMC supérieur a 30
Sujet sain Personne lipodystrophique Personne obése

Répartition adéquate de TA Perte de TASC Exces de TAV > TASC
+/- exces de TAV

Résistance a I'insuline, Diabete
Sensible a I’insuline Risque cardiovasculaire élevé

Faible risque cardiovasculaire Inflammation

Figure 13 : Relation entre les pathologies du tissu adipeux et le risque de développer des comorbidités
adaptés de C. Lagathu et (Ahima and Lazar 2013).

TA : tissu adipeux, TASC : tissu adipeux sous-cutané, TAV : tissu adipeux viscéral.

Les acides gras libres (AGL) et les métabolites lipidiques (céramides) sont cytotoxiques
(Chaurasia and Summers 2015) et peuvent étre stockés dans d’autres tissus périphériques, c’est
la lipotoxicité (Figure 14). L’augmentation des AGL dans le sang favorise également la
résistance a I’insuline des organes périphériques (Rochford 2010, Tchkonia et al. 2010). Les
AGL se fixent a TLR4 et activent les voies JNK et IKK B qui phosphorylent IRS1 sur ses résidus
sérine (Nguyen et al. 2005). Ils peuvent induire des stress oxydants et du RE responsables de la

résistance a I’insuline. Les AGL inhibent le transport du glucose (Boden 2011).

14
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Figure 14 : Schéma de la lipotoxicité, stockage ectopique des graisses dans les tissus périphériques.

Lorsque le TASC et e TAV n’assurent plus leur fonction de stockage, les AGL vont se stocker dans d’autres tissus comme le
muscle squelettique, le foie, le coeur, le pancréas et les vaisseaux.
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La dyslipidémie est définie comme I’augmentation de la quantité de triglycérides (TG) dans le
sang associ¢ a une diminution des HDL (lipoprotéines de haute densité). L’HDL est riche en
esters de cholestérol, qui les transporte jusqu’au foie ou ceux-ci sont éliminés. La dyslipidémie
favorise 1’athérosclérose. L’athérosclérose est un ¢élément clé des maladies cardiovasculaires.
Elle consiste en la formation de plaques d’athérome constituées d’un cceur lipidique et d’une
chappe fibreuse qui touchent les artéres. La rupture de la plaque peut participer a des éveénements
cardiovasculaires selon sa localisation (accidents vasculaires cérébraux, infarctus du myocarde,
troubles circulatoires des membres inférieurs). Par ailleurs, la lipotoxicité et 1’athérosclérose
peuvent aussi favoriser les cardiomyopathies et une dysfonction cardiaque (Ferrara et al. 2019).
Chez les patients infectés par le VIH, I’hypertension et les maladies cardiovasculaires sont plus
importantes que dans la population générale et sont favorisées par I’accumulation de TAV
(Balasubramanyam et al. 2004, Lake et al. 2017, Beraldo et al. 2018, Srinivasa et al. 2018).

La stéatose hépatique non-alcoolique (non alcoholic fatty liver disease ou NAFLD) se
caractérise par I’accumulation de lipides dans le foie. Elle favorise 1’inflammation du foie et peut
évoluer en NASH (non-alcoholic stéatohepatitis) puis en fibrose hépatique qui altére les
fonctions du tissu. Sans traitement et prise en charge, cela peut conduire au développement d’un
hépatocarcinome. La prévalence de la stéatose hépatique est augmentée avec les maladies
métaboliques comme la résistance a I’insuline, le diabéte de type 2 et I’hypertension (Ferrara et
al. 2019).

Lorsque ces tissus métaboliques deviennent résistants a I’insuline, ils ne répondent plus en
présence d’insuline et ne stockent plus le glucose, entrainant une hyperglycémie, c’est stade pré-
diabétique. Le diabéte de type 2 fait alors suite a un épuisement des cellules f du pancréas.
L’incidence du diabéte augmente depuis quelques décennies aussi bien chez les personnes
infectées par le VIH que dans la population générale (Rasmussen et al. 2012, Nansseu et al.

2018).

Lors de pathologies qui touchent le TA, des altérations et une redistribution sont observées et
contribuent au développement de pathologies cardiométaboliques. Au cours de I’infection par le
VIH, des atteintes du TA sont observées a la fois liées au virus mais aussi aux traitements

antirétroviraux.
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II. Altérations du tissu adipeux chez les patients

infectés par le VIH traités par des antirétroviraux

A.Infection par le VIH et impact sur le tissu adipeux

1) Origine et histoire naturelle de la maladie

L’infection par le VIH (Virus de 'Immunodéficience Humaine) est une pandémie mondiale
dont les premiers cas ont ét¢ détectés en Californie et a New-York dans le début des années
1980. Le virus du VIH est responsable du SIDA (Syndrome de I’immunodéficience Acquise),
stade ultime de la maladie, favorisant le développement de pathologies opportunistes comme le
sarcome de Kaposi ou la tuberculose, mais aussi des syndromes généralisés comme des
pneumonies et des lymphadénopathies (Rolston and Bodey 1986). Le virus a été isolé pour la
premicre fois en 1983 par Frangoise Barré-Sinoussi et Luc Montagnier (Barre-Sinoussi et al.
1983).

a) Origine du virus et épidémiologie

Le VIH est un rétrovirus du genre des lentivirus (Briggs et al. 2003). L’ancétre du VIH est le
VIS (Virus de I’Immunodéficience Simienne), qui infecte les grands primates. L’épidémie a
débuté en République Démocratique du Congo dans les années 1920-1930 et se serait propagée
dans le monde a partir du port de Kinshasa (Faria et al. 2014).

Deux types de virus se cotoient : le VIH-1 et le VIH-2 qui différent selon le mécanisme de

pathogénie rétrovirale qui reste encore a clarifier.

Le VIH-2 est moins virulent que le VIH-1 et touche une plus petite population, principalement
en Afrique. Au sein du type VIH-1, le plus fréquent, il existe différents groupes (Sharp and Hahn
2011). Le groupe M touche 40 millions de personnes et se retrouve partout a travers le monde.
Plusieurs facteurs expliquent cette pandémie : 1’évolution lente de la maladie, la capacit¢ du
virus a muter fréquemment et a échapper aux défenses immunitaires notamment en inhibant
I’action des facteurs de restriction de la réplication virale. De plus, il n’existe pas de symptomes
spécifiques en début d’infection et le stade SIDA se développe plusieurs années apres la

contamination.

b) Histoire naturelle de I’infection

L’histoire naturelle de la maladie débute par une contamination par transmission sanguine,
sexuelle ou de la mere a ’enfant (in utero, pendant I’accouchement ou 1’allaitement). Le virus

infecte les lymphocytes T CD4+ ainsi que les macrophages et se répand dans 1’organisme.
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La primo-infection est une période d’environ 3 semaines pendant laquelle le virus se réplique

abondamment et infecte de nombreux lymphocytes T CD4+, conduisant a une charge virale
¢levée (Simon and Ho 2003) (Figure 15). Une déplétion importante des lymphocytes T CD4+ est
observée et plus de 10'° nouveaux virions sont produits par jour. Un état grippal avec de la fidvre
et des adénopathies peuvent étre des symptomes non spécifiques.

Entre trois et neuf semaines, le syndrome du VIH aigu peut se présenter. Le virus a alors une

réplication maximale et se dissémine dans les tissus et les organes lymphoides (Fauci et al.
1996). Le systtme immunitaire est activé, des anticorps spécifiques anti-VIH sont produits et
sont détectables dans le sérum durant toute 1’infection (séropositivité). En parall¢le, une réponse
de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques dirigés contre le virus se met en place ainsi qu’une
sécrétion d’anticorps neutralisants permettant la diminution de la charge virale (Fauci 2003,
Bouvin-Pley et al. 2013).

Ensuite, sans traitement ARV, survient la période de latence qui dure huit a dix ans au

maximum. La charge virale est stable et le nombre des lymphocytes T CD4+ est maintenu grace
a un renouvellement plus important. Le virus se réplique peu sous la pression de la réponse
Immunitaire et est majoritairement sous forme latente dans ses réservoirs tissulaires.

Puis, arrive le moment ou le taux de CD4+ et le systtme immunitaire ne contiennent plus la
réplication du virus. Le stade SIDA est atteint lorsque que le taux de lymphocytes T CD4+ est
inférieur a 200 cellules/uL. La personne est dite immunodéprimée et les infections opportunistes

peuvent alors se développer.
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Figure 15 : Schéma de I’histoire naturelle de I’infection par le VIH adapté de (Fauci et al. 1996).

Avec les ARV, le nombre de CD4+ est maintenu et la charge virale reste faible et stable méme
si le virus est toujours présent sous forme latente. La production du virus est contrdlée par les

ARYV qui ciblent différentes étapes de la réplication du VIH.
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La majorité des personnes infectées par le VIH sont des progresseurs typiques c'est-a-dire des

individus avec une charge virale ¢levée et un nombre de lymphocytes T CD4+ bas sans
traitement. Il existe une population de patients infectés par le VIH qui contréle spontanément le

virus. Les non progresseurs a long terme ou élite contréoleurs du VIH représentent moins de 1%

des patients VIH. Ils ont une charge virale indétectable en 1’absence d’ARV et gardent un taux
¢levé de lymphocytes T CD4+ méme apres des années d’infection par le VIH (Noel et al. 2019).
Cette population est trés intéressante pour comprendre comment leur systéme immunitaire
fonctionne afin de controler le virus et potentiellement donner des pistes pour d’autres

traitements ou pour un vaccin.

2) Modéles animaux d’infection VIH

Les rongeurs sont des modéles peu utilisés dans la recherche sur le VIH/SIDA. Seul un
modele complexe de souris avec un systéme immunitaire humanisé peut étre infecté par le VIH
(Denton and Garcia 2011). Cependant, des modé¢les transgéniques exprimant de fagon
constitutive une partie du génome ou une protéine du VIH permettent d’étudier les mécanismes
physiopathologiques du virus. Par exemple, la souris Tg26 qui expriment une partie du génome
viral sans le géne gag-pol (Villarroya et al. 2010) et la souris qui exprime Vpr (Agarwal et al.
2013) ont notamment ¢été utilis€ées pour décrire leurs effets sur le métabolisme et le TA.

Les primates non humains sont des modeles privilégiés pour étudier les infections en

particulier celle du VIH. 98% de leur génome est commun avec celui de ’homme. Ces mod¢les
permettent I’étude de la capacité du virus a muter et a échapper au syst¢tme immunitaire, des
dysfonctions immunitaires, de la réplication et de la latence virale dans les réservoirs tissulaires.

Les macaques verts d’Afrique sont les hdtes naturels du VIS. Ils peuvent néanmoins avoir une
charge virale ¢levée, une diminution des lymphocytes T CD4+ et une activation du systéme
immunitaire en phase aigiie lorsqu’ils sont infectés mais leurs cellules immunitaires répondent et
controlent le virus. Ce mode¢le est intéressant pour comprendre la réponse immunitaire efficace
contre la progression de la maladie.

Les macaques d’Asie ne sont pas des porteurs sains du VIS et développent un stade SIDA avec
la souche VISmac.

Les trois mod¢les majoritairement utilisés dans la recherche sur le VIH/SIDA sont le macaque
nain (macaca nemestrina), le macaque rhésus (macaca mulatta) et le macaque cynomolgus
(macaca fascicularis) (Hatziioannou and Evans 2012). La progression et la pathologie de la
maladie varient selon les espéces et la souche du virus utilisée. Le macaque rhésus, d’origine

indienne, est le modele le plus répandu en recherche et évolue vers un stade SIDA entre un et
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deux ans post-infection. SIVmac251 et SIVmac239 sont deux souches de virus majoritairement
utilisées et isolées de macaque rhésus qui induisent chez I’hdte une charge virale élevée. Le

macaque cynomolgus également appelé macaque crabier vit en Asie du Sud-Est notamment sur

I’1le Maurice et en Indonésie. C’est un bon modele pour étudier I’infection chronique du virus
car la pathogeneése du VIS est moins sévere que chez le macaque rhésus. Ce dernier a une
virémie plasmatique plus faible, une perte plus lente du taux de lymphocytes T CD4+ et un
maintien de la réponse immunitaire (Reimann et al. 2005).

Les mode¢les primates permettent donc d’étudier la pathogenese du virus, la réplication virale

ainsi que la transmission et sont des mod¢les précliniques pour les vaccins et les microbicides.

3) Structure et réplication du VIH
a) Génome du VIH-1
Le VIH-1 est un virus a ARN double brin d’environ 145 nm de diamétre (Briggs et al. 2003).

Son génome de 9,7 kb est flanqué de deux régions LTR (long term repeats). 11 est composé de 9
genes qui codent pour neuf protéines : trois protéines précurseurs structurales (Gag, Pol et Env),
deux protéines régulatrices (Tat et Rev) et quatre protéines accessoires : Nef, Vif, Vpr et Vpu
(Figure 16). Le VIH-2 et le VIS expriment les mémes protéines que le VIH-1 a I’exception de
Vpu. Vpu est exprimée par quelques souches du VIS alors qu’une autre protéine Vpx est

exprimée par le VIH-2 et le VIS.
Vpr rev vpu tat nef
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LR
protéines / enzymes \ glycoprotéines

de la capside de I’enveloppe
protéase
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Figure 16 : Génome du VIH codant pour neuf protéines virales adaptée de (Prokofjeva et al. 2016).

b) Cycle de réplication
Le VIH se réplique au sein de ses cellules cibles qui co-expriment le récepteur CD4 et les co-
récepteurs CCRS (exprimé par les Ilymphocytes T CD4+ mémoires effectrices, les

monocytes/macrophages) ou CXCR4 (exprimé par les lymphocytes T CD4+ naifs). Le virus a

37



plus d’affinit¢ pour les cellules immunitaires activées et infecte préférentiellement les
lymphocytes T CD4+ mémoires (Chomont et al. 2009, Yukl et al. 2013, Soriano-Sarabia et al.
2014, von Stockenstrom et al. 2015). Par ailleurs, le VIH-1 infecte d’avantage les lymphocytes T
folliculaires helper situés dans les ganglions et les Treg chez les patients sous ARV (Tran et al.
2008, Lindqvist et al. 2012). Le VIH infecte d’avantage les lymphocytes T CD4+ que les
macrophages. Les macrophages disposent d’une plus faible concentration de ANTP nécessaires a
la transcription inverse de I’ARN viral en ADN proviral (Diamond et al. 2004). Cependant, au
cours de la progression de I’infection, la déplétion de lymphocytes T CD4+ est associée a une
augmentation du nombre de macrophages infectés qui produisent de nouveaux virions (Smith et
al. 2003).

Le cycle de réplication virale se fait en plusieurs étapes (Figure 17) (Prokofjeva et al. 2016) :

1) L’entrée et la fusion : les glycoprotéines de I’enveloppe du VIH, Gp120 et Gp41, se
lient aux CD4 exprimés par les lymphocytes T CD4+ et les macrophages. Puis Gp120 change de
conformation afin que le complexe Gpl120/CD4 se lie au co-récepteur CCRS ou CXCR4. La
glycoprotéine Gp41 s’inseére dans la membrane, entrainant la fusion de 1I’enveloppe virale avec la
membrane plasmique. La capside virale se déverse alors dans la cellule hote (Araujo and
Almeida 2013).

2) La transcription inverse : I’ARN proviral est rétrotranscrit en ADN double brin par la

transcriptase inverse. Puis, le complexe de préintégration (PIC) comprenant entre autres
I’intégrase et la transcriptase inverse virale se forme. La protéine accessoire Vpr participe a
I’importation nucléaire du PIC via sa séquence NLS (nuclear localisation signal).

3) L’intégration de ’ADN proviral au génome de la cellule infectée est réalisée a 1’aide de

I’intégrase. Celle-ci hydrolyse I’ADN nucléaire de facon non spécifique réalise la ligation avec
les extrémités LTR de I’ADN proviral.

4)  La transcription et la traduction du virus s’effectuent grace a la machinerie cellulaire.

La transcription est favorisée par Tat, qui augmente la processivit¢ de ’ARN polymérase
cellulaire grace au recrutement de facteurs de transcription comme le facteur d’élongation P-
TEFb. Les ARNm viraux sont obtenus grace a différents types d’épissage alternatif. Par ailleurs,
la polyadénylation des ARNm viraux en 3’ assure leur stabilité lors de la transcription (Swanson
and Malim 2008). Dans la phase précoce, 1’épissage a deux sites permet d’obtenir un ARN
codant pour les protéines accessoires : Vpr, Vpu, Vif et les protéines régulatrices Tat et Rev.
L’¢épissage alternatif sur un seul site permet d’obtenir les ARN codants pour le précurseur des
protéines de I’enveloppe Env et une protéine accessoire, Nef. Dans la phase tardive, I’ARN non

épissé est transcrit a partir du promoteur pour les génes gag et pol.
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La traduction des ARNm viraux en protéines est réalisée par la machinerie cellulaire. La
protéase joue un réle de maturation en clivant le précurseur pol des enzymes indispensables a la
réplication virale qui vont constituer le virion : la transcriptase inverse, I’intégrase et la protéase.
La protéase du VIH clive également le précurseur protéique gag en Gp120 et Gp41.

5) L’assemblage de la particule virale est régulée par Vpu et Vif.

6) Le virion immature bourgeonne alors a partir de la membrane plasmique de la cellule
infectée sous le contréle de Vpu. Le virion devient mature et infectieux lorsque la protéase agit a

nouveau et clive les précurseurs gag et gag-pol (Freed 2015).
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Figure 17 : Schéma du cycle réplicatif du virus adapté de C. Lagathu.

Parallelement a la production de nouveaux virions, la cellule infectée sécréte des protéines
virales comme Vpr, Tat, Gp120 ou Nef qui peuvent avoir des effets délétéres sur des cellules
avoisinantes non infectées. Ce phénomene est appelé effet « bystander » ou effet spectateur

(Moon and Yang 2006, Raymond et al. 2011, Debaisieux et al. 2012, Rozzi et al. 2017).

4) Protéines du VIH

a) Protéines structurales

Le géne Env code pour un précurseur protéique, Gpl160 qui subit une maturation dans le RE
afin d’obtenir les glycoprotéines de 1’enveloppe Gpl120 et Gp4l. Gp4l est transmembranaire

tandis que Gp120 est une protéine de surface.
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Les génes gag et pol sont transcrits en précurseurs gag et gag-pol. Le précurseur protéique Gag
p55 regroupe quatre protéines : p17 (ou MA), la matrice qui se lie a ’enveloppe virale, p24 (ou
CA) qui constitue la capside, p7 (ou NC) qui constitue la nucléocapside et enfin p6 impliquée
dans le bourgeonnement, derni¢re étape de la réplication virale. Gagp55 se lie a ’ARN viral,
s’oligomérise et se fixe a la membrane plasmique via I’ancre myristoylée de MA. Les protéines
p24 et p7 forment des multimeres et 1’ensemble constitue la capside immature (Bell and Lever
2013). Le précurseur gag-pol une fois clivé, produit les trois enzymes du VIH : la protéase, la
transcriptase inverse et I’intégrase (Prokofjeva et al. 2016).

Les protéines sont localisées dans les différents compartiments de la particule virale.
L’intégrase (IN ou p32) et la transcriptase inverse (RT ou p66/51) sont incluses avec ’ARN
viral. Les protéines Vif, Vpr et Nef sont localisées dans la capside avec p24. p24 est détectable
dans le sang et constitue un critére diagnostic (Cunningham et al. 1993). L’ ARN est protégé par
la nucléocapside p7. La protéase (PR ou pl0) et p6 se situent entre la capside et la matrice.
Enfin, I’enveloppe est composée de pl7 et d’une membrane lipidique contenant les

glycoprotéines Gp120 et Gp41 (Figure 18).

transcriptase inverse

capside

nucléocapside

membrane
lipidique

Figure 18 : Schéma de la structure d’un virion mature du VIH.

b) Les protéines régulatrices

La protéine Tat (transactivator of transciption) est une protéine de 16 kDa qui favorise la

transcription en se liant au TAR (¢rans-activation response) en 5’LTR des ADN proviraux et a
des facteurs de transcription comme P-TEF ou NF«kB. Le complexe TAR-Tat-P-TEFb recrute
I’ARN polymerase II cellulaire (Debaisieux et al. 2012, Fiume et al. 2012, Prokofjeva et al.
2016). Tat favorise également I’infection virale en augmentant I’expression de CXCR4 et CCR5

dans les lymphocytes T CD4+ (Rayne et al. 2010, Rayne et al. 2010).
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La protéine Rev (regulator of expression of virions proteins) joue un role dans la phase

précoce de réplication en inhibant ’activité de 1’intégrase via sa liaison avec son domaine
LEDGF/p75. Rev empéche ainsi une genotoxicité¢ avec des intégrations trop nombreuses de
I’ADN proviral dans le génome de la cellule hote (Grewe and Uberla 2010). Rev se lie au RPE
(rev responsive element) sur les ARNm viraux Gag, Gag-Pol et Env afin d’empécher 1’épissage
de ces longs ARNm et d’induire leur exportation via son signal NES (nuclear export signal). 11
augmente ainsi le nombre de copies d’ARNm traduits en protéines Gag, Pol et Env. Rev est
également impliquée dans la formation de la capside contenant I’ARN viral au cours de la phase

tardive du cycle de réplication (Grewe and Uberla 2010).
¢) Les protéines accessoires
Les protéines accessoires sont indispensables a la pathogenése du VIH in vivo (Malim and

Emerman 2008).

La protéine Nef (Negative regulatory factor) favorise la pathogenése du VIH (Dickie et al.

1993, Baba et al. 1999, Dickie 2000, Gorry et al. 2007). Nef augmente la production de virions
en activant la transcription du VIH via I’activation de la voie ERK ou de régulateurs positifs
comme IRF-2 (Simmons et al. 2001, Witte et al. 2008) et favorise la sécrétion de nouveaux
virions infectieux (Ross et al. 1999). Sa concentration plasmatique est corrélée a la progression
de I'infection du VIH et maintient la survie des cellules infectées (Jacob et al. 2017). Son
expression est précoce et requise pour la réplication virale. Nef induit 1’activation des cellules
immunitaires, la réplication du virus et sa réactivation lorsqu’il est sous forme latente (Fujinaga
et al. 1995, Gorry et al. 2007). Nef joue aussi un role dans 1’échappement a la surveillance du
systeme immunitaire. Il favorise I’endocytose de CD4 et CMH-1 a la surface des lymphocytes T
CD4+ infectés (Garcia and Miller 1992, Schwartz et al. 1996, Wildum et al. 2006, Landi et al.
2011, Raymond et al. 2011). Cela évite la reconnaissance des cellules infectées par les
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques mais aussi la surinfection d’une cellule déja infectée, qui
entrainerait sa mort prématurée. Lorsque Nef est myristoylée en N terminal, elle interagit avec
les membranes cellulaires et des kinases possédant des domaines SH3 agissant ainsi sur le trafic
intracellulaire (Pereira and daSilva 2016, Moroco et al. 2018). De plus, Nef séquestre aussi le
facteur de restriction SERINCS, qui empéche I’entrée du virus dans une nouvelle cellule cible

(Jacob et al. 2017).
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La protéine Vpr (viral protein R) est exprimée tardivement. Vpr peut entrer dans les cellules

librement et se localiser dans le cytosol, le noyau ou la mitochondrie. Elle est recrutée dans
I’étape d’encapsidation en se liant a Gagp55. Aprés ’entrée du virus dans la cellule, Vpr est
associée a I’ARN viral et permet I’import nucléaire du PIC (ADN viral et intégrase). Cependant,
elle n’est pas indispensable pour la réplication du virus mais favorise I’infectivité virale dans les
macrophages (Wang and Su 2019). Vpr favorise également ’arrét du cycle cellulaire en phase
G2, phase ou le promoteur LTR est le plus actif (Goh et al. 2004, Blondot et al. 2014, Liang et
al. 2015).

La protéine Vpx (viral protein x) est une protéine présente dans le VIH-2 et le VIS (Apetrei et

al. 2004). Cette protéine virale est essentielle pour I’infection des macrophages et des cellules
dendritiques (Goujon et al. 2007, Westmoreland et al. 2014). Vpx, comme Vpr, adresse le PIC
au noyau (Singhal et al. 2006). Elle permet également 1’échappement contre les défenses de
I’héte au niveau des cellules immunitaires innées en inhibant notamment la voie NFxB (Su et al.

2019).

La protéine Vpu (viral protein U) altére la réponse immune notamment en inhibant NFxB dans

les cellules infectées (Jain et al. 2018, Langer et al. 2019). Elle favorise la réplication virale in

vivo en activant I’internalisation du CD4 (Wildum et al. 2006).

La protéine Vif (viral infectivity factor) est une protéine nécessaire a la réplication du VIH

dans les lymphocytes T CD4+ et les macrophages. Elle constitue un facteur de virulence (Rose et
al. 2004). Elle induit la poly-ubiquitination de APOBEC3G (4polipo- protein B mRNA-editing
enzyme 3G), un facteur de restriction, et 1’adresse au protéasome. En I’absence de Vif,
APOBEC3G est une désaminase qui induit des mutations de ’ADN proviral lors de la
rétrotranscription (Feng et al. 2014, Ikeda et al. 2019).

5) Réservoirs et effets bystander des protéines virales

De nombreux tissus sont des réservoirs du VIH car ils contiennent des lymphocytes T CD4+

et des macrophages infectés. Parmi eux, se trouvent le tractus gastro-intestinal, la muqueuse
gastrique, les ganglions lymphatiques, le tractus génital, le systéme nerveux central, le foie mais
aussi la rate, la moelle osseuse et le TA. Le virus est alors sous forme latente ou se réplique

faiblement (Ndung'u et al. 2019).
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Les cellules infectées produisent de nouveaux virions et sécrétent des protéines virales telles
que Tat, Nef, Gpl120 et Vpr (Giralt et al. 2011). Ces protéines induisent des altérations
fonctionnelles dans les cellules infectées mais peuvent également entrer et avoir un impact dans

les cellules avoisinantes non infectées. Ce phénoméne est appelé « effet bystander ou

spectateur ». Les protéines Tat, Nef ou Vpr sont des protéines retrouvées dans le sang des
patients naifs de traitement et sous ARV (Boya et al. 2004, Hoshino et al. 2007, Raymond et al.
2011, Ferdin et al. 2018). Les effets bystander sur les cellules avoisinantes non infectées ont été
observés en premier dans les lymphocytes T CD4+ non infectés. Les protéines telles que Tat,
Nef, Gp120 et Vpr sont responsables de leur apoptose (Lenassi et al. 2010, Raymond et al. 2011,
Richard et al. 2013, Jacob et al. 2017, Campestrini et al. 2018).

Les protéines Gp120, Tat et Nef induisent I’apoptose dans des types cellulaires autres que ceux
du systeme immunitaire (Fiala et al. 2004, Acheampong et al. 2005, Dickens et al. 2017, Gupta
et al. 2017, Rozzi et al. 2017 ). Elles peuvent induire la voie intrinséque (diminution de Bcl-2
anti-apoptotique et activation des caspases) ou extrinséque de 1’apoptose (via Fas/FasL ou la
sécrétion de TNFa) (Perl and Banki 2000, Muratori et al. 2009, Gibellini et al. 2011, Debaisieux
et al. 2012, Garg and Joshi 2017, Rozzi et al. 2017 ).

Tat, Nef, Gp120 et Vpr peuvent également altérer les fonctions cellulaires du systéme
immunitaire (Cerboni et al. 2007, Ward et al. 2009, Richard et al. 2010, Debaisieux et al. 2015),
des vaisseaux (Gibellini et al. 2011, Hijmans et al. 2019, Agarwal et al. 2020) et du cerveau
(Khan et al. 2016, Rozzi et al. 2017). Toutes ces altérations cellulaires participeraient aux
comorbidités et perturbations cognitives observées chez les patients infectés par le VIH. Les
protéines du VIH induisent ¢également des altérations (stress oxydant, dysfonctions
mitochondriales, altération de I’autophagie) associées a la sénescence cellulaire et cet aspect sera

abord¢ dans le chapitre III.

6) Le tissu adipeux, une nouvelle cible du virus

Les atteintes du TA ont ét¢ originellement associées aux ARV chez les patients infectés par le
VIH. La question du role propre du virus et des protéines virales au sein du TA a été quelque peu

documentée et des questions mécanistiques subsistent.
a) Altérations du TA chez les patients naifs de traitement

Au début de 1’étude de I’infection du VIH, un phénoméne de wasting syndrome ou cachexie a

été observé chez les patients ayant une déplétion importante de lymphocytes T CD4+. Elle est
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définie par une perte de poids de plus de 10% avec une perte de TA et de muscle (Rivera et al.
1998). Elle est associée a un déficit calorique, une diminution de 1’absorption due aux
perturbations gastro-intestinales, et a une augmentation du métabolisme énergétique basal
résultant d’une augmentation du catabolisme protéique (Melchior et al. 1991, Sharpstone et al.
1996, Kotler 1998). Au niveau du TA, ce syndrome est caractérisé par une diminution de la taille
des adipocytes. Plus tard, au stade SIDA, les femmes perdent davantage de TA périphérique
tandis que les hommes perdent davantage de masse musculaire (Grinspoon et al. 1997).

Certains patients naifs de traitements, qui ne sont pas au stade SIDA, présentent une
redistribution (Madge et al. 1999) ou une perte de TA (Visnegarwala et al. 2005). Ces
modifications de répartition peuvent étre associées a des altérations fonctionnelles du TA, en
particulier : une toxicité mitochondriale (Garrabou et al. 2011, Vidal et al. 2012), une diminution
de I’expression des genes adipogéniques, de stockage des lipides et des adipokines (PPARY,
CEBPa, LPL, FABP4, leptine, adiponectine), et une augmentation de 1’expression des cytokines
inflammatoires (IL-6) (Giralt et al. 2006, Vidal et al. 2012). En accord, les concentrations
plasmatiques d’adiponectine et de leptine sont diminuées (Das et al. 2006).

D’autres études ont été menées sur le TA de macaques infectés par le VIS et non traités. Le TA
de ces animaux présente des désordres métaboliques similaires a ceux observés chez les patients
infectés par le VIH, caractérisés par une activation des cellules immunitaires, une augmentation
des cellules de la FSV, une hypertriglycéridémie, une augmentation de I’expression de cytokines
et une diminution de I’expression de genes adipogéniques (Damouche et al. 2015, Couturier et
al. 2016). Par ailleurs, une étude intéressante montre qu’un régime hypergras exacerbe
I’infiltration des cellules immunitaires dans le TA et la pathogenése du VIS chez un modele de
macaques verts d’Afrique (He et al. 2019). De plus, la souris transgénique Tg26, exprimant une
partie du génome du VIH, présente une diminution du TAV associée a une augmentation de
I’inflammation locale et systémique, une diminution de [’expression de marqueurs
adipogéniques dans le TASC et le TAV et une diminution locale et circulante des concentrations
de leptine et d’adiponectine (Villarroya et al. 2010). L’ensemble de ces données suggerent donc
que I’infection par le VIH peut étre responsable par elle-méme d’atteintes du TA.

En revanche, peu de travaux se sont intéressés aux mécanismes liés a I’impact du VIH sur le
TA de patients infectés par le VIH ainsi qu’au réle du virus et des protéines virales dans les

atteintes du TA.
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b) Le tissu adipeux, un réservoir longtemps négligé du VIH

Le TA est un tissu réservoir du VIH et du VIS (Couturier et al. 2015, Damouche et al. 2015,
Couturier et al. 2016, Couturier and Lewis 2018). En effet, ’ADN et ’ARN du VIH ont été
mesurés dans les lymphocytes T CD4+ et les macrophages chez les patients, et dans un mode¢le
de macaque infecté par le VIS. Les lymphocytes T CD4+ et les macrophages sont plus activés
chez les macaques infectés par rapport au groupe contrdle. Les lymphocytes T CDS8+
cytotoxiques sont augmentés et proches des capillaires tandis que les lymphocytes T CD4+
résidents sont a distance et diminués dans le TASC et le TAV du modele simien d’infection. De
plus, ces lymphocytes T CD4+ infectés sont compétents pour la réplication virale (Damouche et
al. 2015). La grande proportion de lymphocytes T CD4+ résidents mémoires dans le TA le rend
d’autant plus susceptible au VIH (Couturier et al. 2015, Damouche et al. 2017). Cependant, une
question subsiste. Les cellules non-immunitaires du TA comme les ASC ou les adipocytes
peuvent-elles étre infectées par le VIH. Par ailleurs, la biodistribution des ARV différe au sein
du TA selon leurs propriétés physico-chimiques ce qui module la persistance ou non du virus

sous traitement ARV (Couturier et al. 2018).

7) Article 1: Impact of HIV/simian immunodeficiency virus infection
and viral proteins on adipose tissue fibrosis and adipogenesis

Mon sujet de thése a pour but de comprendre les mécanismes physiopathologiques des atteintes
du TA liées au VIH et aux ARV. Nous avons donc ¢tudié I’impact du VIH in vivo sur le TA issu
de macaques ou de patients infectés et/ou traités, et in vitro sur des cellules souches adipeuses
humaines (ASC) traitées par les protéines virales Tat et Nef. Ces études ont été possibles grace a
plusieurs collaborations. En collaboration avec I’équipe du Pr O Lambotte, le Dr C Bourgeois et
le Pr R Le Grand, nous avons eu acces a un modele de macaque infecté par le VIS. Les biopsies
de patients infectés et traités ont €té obtenues en collaboration avec le Pr V Pourcher et le Dr G
Pourcher. Enfin, nous avons isolé les ASC a partir de liposuccion du TASC abdominal de

donneurs sains en collaboration avec le Dr M Atlan.

a) Contexte de I’étude et résumé des résultats

Comme décrit plus haut, les patients infectés par le VIH naifs de traitement présentent une
redistribution et des altérations du TA (Visnegarwala et al. 2005, Giralt et al. 2006, Garrabou et
al. 2011, Vidal et al. 2012) suggérant un role de I’infection VIH et des protéines virales dans les

atteintes du TA. De plus, les patients infectés par le VIH présentent une fibrose du TA mais qui
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n’a pas été caractérisée (Bastard et al. 2002, Utay et al. 2018). En revanche, dans un contexte
d’obésité sans infection, la fibrose du TA a été bien documentée et les ASC y jouent un rdle clé
(Divoux et al. 2010, Sun et al. 2013, Marcelin et al. 2017). Par ailleurs, les protéines virales
comme Tat et Nef sont sécrétées par les cellules infectées et peuvent avoir des effets déléteres
dits bystander sur des cellules avoisinantes non infectées comme les ASC et les adipocytes
(Raymond et al. 2011, Debaisieux et al. 2012). Nous avons donc émis 1’hypothése que le virus et
les protéines virales induisent des atteintes du TA dont une accumulation de MEC et que cette

derniére était produite en partie par les ASC.

Dans cette étude, nous avons montré que d’une part I’infection VIS/VIH mais aussi les
protéines virales Tat et Nef, induisaient une fibrose accrue et une altération de 1’adipogenése. Le
TA de macaques infectés par le VIS présentait des adipocytes plus petits et une expression
génique de PPARG diminuée (facteur clef de 1’adipogenése), suggérant une dysfonction
adipocytaire. Le TA de ces animaux présentait €également une fibrose plus importante que celui
des macaques non traités, avec un effet plus marqué dans le TASC par rapport au TAV. Cette
fibrose était caractérisée par une augmentation de I’expression des collagenes 1 et VI, de la
fibronectine et du TGF-B, un facteur majeur de la fibrose. Ces données ont ét¢ confirmées dans
des prélevements de TASC et de TAV de patients obéses infectés par le VIH et sous ARV. Afin
de valider que le virus lui-méme était responsable de la mise en place de cette fibrose dans le
TA, nous avons mené des études in vitro sur des ASC. L’exposition des ASC aux protéines du
VIH, Tat et Nef, favorisait [’acquisition d’un phénotype pro-fibrosant, caractérisé¢ par
I’expression de aSMA, de TGF-p et de différents composants de la MEC. Le traitement par Nef
conduisait €galement a une baisse de la différenciation adipocytaire, caractérisée par une
diminution du contenu en triglycérides et de l’expression de marqueurs adipogéniques, et
accentuait la production de MEC dans des adipocytes différenciés in vitro dans un modecle

original de culture en 3D.
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Impact of HIV/simian immunodeficiency virus
infection and viral proteins on adipose tissue
fibrosis and adipogenesis

Jennifer Gorwood?®, Christine Bourgeoisb, Matthieu Mantecon?,
Michael Atlan®¢, Valérie Pourcher?, Guillaume Pourcher®,
Roger Le Grand®, Delphine Desjardins®, Bruno Feve™, Olivier Lambottes,
Jacqueline Capeau®, Véronique Béréziat>* and Claire Lagathu™*

Objective: HIV-infected patients receiving antiretroviral treatment (ART) often present
adipose tissue accumulation and/or redistribution. adipose tissue has been shown to be an
HIV/SIV reservoir and viral proteins as Tat or Nef can be released by infected immune cells
and exert a bystander effect on adipocytes or precursors. Our aim was to demonstrate that
SIV/HIV infection per se could alter adipose tissue structure and/or function.

Design: Morphological and functional alterations of subcutaneous (SCAT) and visceral
adipose tissue (VAT) were studied in SIV-infected macaques and HIV-infected ART-con-
trolled patients. To analyze the effect of Tat or Nef, we used human adipose stem cells (ASCs)
issued from healthy donors, and analyzed adipogenesis and extracellular matrix component
production using two dimensional (2D) and three-dimensional (3D) culture models.

Methods: Adipocyte size and index of fibrosis were determined on Sirius red-stained
adipose tissue samples. Proliferating and adipocyte 2D-differentiating or 3D-differenti-
ating ASCs were treated chronically with Tat or Nef. mRNA, protein expression and
secretion were examined by RT-PCR, western-blot and ELISA.

Results: SCAT and VAT from SIV-infected macaques displayed small adipocytes,
decreased adipogenesis and severe fibrosis with collagen deposition. SCAT and VAT
from HIV-infected ART-controlled patients presented similar alterations. In vitro, Tat
and/or Nef induced a profibrotic phenotype in undifferentiated ASCs and altered
adipogenesis and collagen production in adipocyte-differentiating ASCs.

Conclusion: We demonstrate here a specific role for HIV/SIV infection per se on adipose
tissue fibrosis and adipogenesis, probably through the release of viral proteins, which could
be involved in adipose tissue dysfunction contributing to cardiometabolic alterations of
HIV-infected individuals. Copyright © 2019 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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Introduction

HIV-infected patients receiving current antiretroviral
treatment (ART) are generally well controlled for
HIV replication. However, some of them present fat
accumulation and/or redistribution associated with
altered adipose tissue homeostasis, differentiation, and
function, which could lead to metabolic and cardiovas-
cular comorbidities [1-5].

The pathophysiological mechanisms involved in adipose
tissue dysfunction, in the context of HIV infection, are
still poorly understood and probably multifactorial.
Many studies have involved some ART molecules
in these abnormalities [2,6—8]. However, adverse
effects of ART cannot explain all aspects of the
phenotype. Importantly, adipose tissue has been shown
to be a HIV/simian immunodeficiency virus (SIV)
reservoir [9—11], and some recent studies suggested that
HIV infection per se could play an important role in
the pathophysiology of adipose tissue alterations and
associated metabolic defects. Accordingly, ART-naive
HIV-infected patients can present decreased body
fat [12], with sometimes fat redistribution [13],
affecting both subcutaneous adipose tissue (SCAT) and
visceral adipose tissue (VAT) [14]. VAT accumulation is
often associated with metabolic defects, such as liver
steatosis, dyslipidemia, insulin resistance and hypergly-
cemia [14,15]. Within adipose tissue of ART-naive
patients, abnormal adipogenic gene expression and
mitochondrial damage have been reported [16—19].
However, the in-vivo mechanisms whereby the virus
could induce adipocyte defects in humans are still poorly
understood.

Recent evidence indicates that adipose tissue inflamma-
tion and fibrosis are hallmarks of metabolically challenged
adipocytes in adipose tissue disorders, contributing to the
development of comorbidities [20]. In obesity, fibrotic
and dysfunctional adipose tissue displays excess collagen
deposition, mainly collagen 6, in humans and in rodents
[21-24]. Adipocytes and adipose precursors are the main
cells producing extracellular matrix (ECM) proteins [25]
and, by the acquisition of a profibrotic phenotype [26,27],
adipocyte precursors are key actors in the onset of fibrosis
[20]. Thus, adipose tissue-resident mesenchymal stem
cells (ASCs) can turn into myofibroblast-like cells
expressing o-smooth muscle actin (aSMA) and trans-
forming growth factor (TGF)-8 [28—31], as a result of an
unresolved chronic inflammation. Of note, in LMNA-
linked lipodystrophy, interscapular fat pads display fibrotic
changes but no evidence of ongoing inflammatory
processes, suggesting that fibrosis and inflammation are
not always associated [32,33]. Fibrotic lesions in adipose
tissue have been observed in response to ART in people
living with HIV [32,34,35], but the impact of HIV
infection itself on adipose tissue fibrosis has never been
studied.

As adipose tissue is an HIV reservoir [9-11], we
hypothesized that HIV-infected immune cells within
adipose tissue could release viral proteins, even in the
presence of ART, which could exert a direct eftect on
bystander cells, such as adipocytes or their precursors. In
fact, HIV-viral proteins like Vpr, Tat or Nef have been
detected in the plasma of HIV-infected individuals
receiving ART [36—38]. The pathogenic role of Vpr,
which can corepress peroxisome proliferator-activated
receptor Y (PPARY), includes decreased adipose tissue
depots mass and increased macrophage infiltration in a
mouse transgenic model [38]. In wvitro, several HIV
proteins, including Tat or Nef, can induce inflammation
and senescence that could alter adipogenesis and affect
mature adipocyte function [36—42]. In addition, Tat and
Nef alter osteogenesis in bone-marrow mesenchymal
stem cells [40]. In this context, our aim was to
characterize the impact of HIV/SIV on adipose tissue
morphology and function in vivo together with the ability
of Tat and Nef to alter ECM production by ASCs
and adipocytes.

Methods

Animals, infection and adipose tissue samples
Seven cynomolgus macaques (Macaca fascicularis) were
infected via the intravenous route with SIVmac251 as
previously described [9]. They were not used for any
other protocol before euthanasia. Seven non-SIV-
infected animals were used as controls. Adult macaques
were imported from Mauritius and housed in the animal
facilities at the ‘Commissariat a I’Energie Atomique et
aux Energies Alternatives’ (CEA, Fontenay-aux- Roses,
France), under the accreditation number 192-032-02.
The CEA facilities comply with the Standards for Human
Care and Use of Laboratory of the Office for Laboratory
Animal Welfare (OLAW, USA) under OLAW assurance
number #A5826-01 and with the European Directive
(2010/63, recommendation N°9). The study was
approved by the ‘Ministere de I'Education Nationale,
de T'Enseignement Supérieur et de la Recherche’
(France) and the ethics committee ‘Comité d’éthique
en expérimentation animale n°44’ under reference
2015102713323361.02  (APAFIS#2453).  Ketamine
chlorhydrate-sedated animals were euthanized by intra-
venous injection of sodium pentobarbital (Vetoquinol,
Paris, France). SCAT and VAT samples were collected at
necropsy, at the same location in each animal. Special care
was taken to remove any nonadipose-associated tissues
from the depot including lymph nodes. Control animals
had a mean age of 7.2%+1.1 years and weighed
9.3+ 5.5kg. SIV-infected macaques had a mean age of
4.4£0.3 years and weighed 5.540.6kg. The mean
duration of SIV infection was of 342 431 days, with a
mean viral load of 6.8 x 10* £2.9 x 10* RNA copies/ml
and a mean CD47 cell count of 421 £ 174/ pl.
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Adipose tissue samples from human HIV-infected
patients and healthy donors

Human SCAT and VAT samples were obtained from
HIV-infected and HIV-negative women undergoing
bariatric surgery (n=4 per group). Mean age was
37 £6.2 years, and 38.5 £ 4 years for HIV-infected and
control patients, respectively. BMI was 47.7 2.6 and
45.8 £2.4kg/m”> in HIV-infected and control patients,
respectively. HIV infection duration was of 11.8+5.3
years and the mean CD4" cell count was 480 & 88/pl.
None of them had diabetes at the time of the surgery.

Otherwise, human SCAT samples used for adipose-
derived mesenchymal stem cell (ASC) isolation were
obtained from 14 healthy women undergoing plastic
surgery (BMI < 25 kg/m?) with a mean age of 47.8 3.9
years. All research patients provided informed written
consent before their surgery allowing the use of their
tissue specimens for research purposes. The protocols
followed the Declaration of Helsinki guidelines and were
approved by the local ethics committee.

Adipose stem cell isolation, culture, treatment
and differentiation

ASCs were isolated using a collagenase digestion as
previously described [43], seeded in « MEM (Minimum
Eagle’s Medium) with 10% fetal bovine serum (FBS),
2mmol/l glutamine, penicillin/streptomycin (all from
Gibco, Invitrogen Corporation, San Diego, California,
USA), and 2.5ng/ml basic fibroblast growth factor
(PeproTech, Rocky Hill, New Jersey, USA). Upon
confluence, adherent cells were trypsinized and seeded at
10° cells/cm®. During expansion, cells were exposed or
not to 40 ng/ml of the recombinant HIV-proteins Tat or
Nef (Jena Bioscience, Jena, Germany) for 15 days.
Differentiation of ASCs was induced by addition of
proadipogenic medium (DMEM, Dulbecco Modified
Eagle’s Medium) with 10% FBS, 1 pmol/l dexametha-
sone, 500 wmol/l IBMX, 1wmol/l rosiglitazone,
1 wmol/l insulin) for 6 days, and then maintained in
DMEM (1 pmol/l insulin) for 8 days. Tat or Nef were
added throughout the whole differentiation process. Cells
were stained for Oil-red-O (Sigma-Aldrich, Saint-Louis,
Missouri, USA) as described previously [8]. For the
three-dimensional (3D) culture, Puramatrix hydrogel
(Corning, Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) was sonicated for 30 min and diluted with 20%
sucrose. ASCs were embedded and differentiated in the
hydrogel as previously described into round bottom wells

of a 96-well plate [25].

Protein extraction and western blotting

Frozen adipose tissues biopsies were lysed with Laemmli
Butffer and ground using a Precellys tissue homogenizer
with CKmix ceramic beads (Ozyme, Montigny-le-
Bretonneux, France). Proteins were extracted from cell
monolayers as previously described [6]. Samples were
subjected to SDS-PAGE and blotted onto nitrocellulose

membranes. Specific proteins were detected using
antibodies directed against PPAR"Y, collagen1-a2, colla-
gen6-al (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA)
and tubulin (Sigma-Aldrich). Immunoreactive complexes
were detected by horseradish-peroxidase-conjugated
secondary antibodies (Cell Signaling Technology, Dan-
vers, Massachusetts, USA) and by enhanced chemilumi-
nescence (Amersham Biosciences GE Healthcare Europe,
Velizy-Villacoublay, France).

RNA isolation and quantitative reverse
transcriptase-PCR

Total RNA from human and macaque adipose tissue
samples were isolated by Qiazol extraction and purifica-
tion using Qiagen RNeasy mini-columns according to
the manufacturer’s instructions (Qiagen, Courtaboeut,
France). Total RNA was isolated from cultured cells using
R Neasy mini-columns. mRINA expression was analyzed
by RT-PCR as described previously [32,44]. The

sequence of primers is available upon request.

Adipose tissue histology

Light microscopy and immunohistochemical studies were
performed as previously described [32]. Briefly, human
and macaque adipose tissue samples were collected and
fixed in 4% buffered paraformaldehyde (Sigma Aldrich)
for 48 h, embedded in paraffin, and sectioned at 5 pum.
Adipose tissue sections were deparaffinized and stained
with Sirius red for 1h to detect collagen fibrils. The
adipocyte mean areas and index of fibrosis were
determined using a semiautomatic image analysis system
as previously described [32] in three randomly chosen
regions. Parallel sections were immunostained and
quantified for collagen6-al expression as previously
described [32,44]. The ratio of fibrosis to total adipose
tissue surfaces defined the index of fibrosis. Adipocyte
size distribution was determined as previously described

[32,45].

TGF-gB and fibronectin secretion

TGF-3 and fibronectin concentrations in cell culture
media from ASCs were determined after 15 days of
incubation with Tat or Nef, by using Quantikine human
ELISA kits for fibronectin or multianalyte cartridge
ELLA immunoassay for TGF-f according to the
manufacturer’s instructions (Bio-Techne, San Jose,

California, USA).

All experiments were performed at least three times
(n=23-8) on triplicate samples. Data are expressed as
means + SEM. Statistical significance between SIV-
infected and noninfected macaques, or between HIV-
infected and noninfected patients, was determined with
nonparametric Mann—Whitney U-test. Relationships
between index of fibrosis and adipocyte size information
in VAT and SCAT were visualized by scatter plots
and assessed by Pearson correlation analysis. Statistical
significance between HIV-protein-treated vs. control
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cells was determined with parametric (f test) or
nonparametric tests, as appropriate.

Results

Simian immunodeficiency virus infection alters
adipocyte size and induces fibrosis in macaque
adipose tissue

SIV infection in macaques, which closely recapitulates the
major features of HIV infection [46], allows to assess the
impact of the virus on abdominal SCAT and VAT, two
depots that accumulate during HIV-linked fat redistribu-
tion [2]. We first determined the impact of SIV infection
on adipose tissue architecture. The repartition of
adipocytes was overall homogeneous in both SCAT
and VAT of control macaques with adipocytes of different
sizes. In contrast, adipose tissue from SIV-infected
macaques had a heterogeneous repartition with clusters
of small and of medium-sized adipocytes together with
fibrotic bundles (Fig. 1 a). In addition, the percentage of
large adipocytes was higher in the control than in the SIV-
infected group (Fig. 1b). Accordingly, the mean size of
adipocytes measured in adipose tissue of control macaques
was higher than that of SIV-infected animals (in SCAT,
381141230 vs. 1866+ 142 wm?> for control and SIV-
infected groups, respectively; in VAT, 3505 £ 1036 vs.
1955 4 156 um” for control and SIV-infected groups,
respectively). We evaluated the level of expression of the
main adipogenic transcription factor, PPARy. We found
that its expression was decreased, at the mRNA and
protein level, in SIV-infected macaques as compared
with controls (Fig. 1c and d). Finally, regarding ECM
remodeling, marked collagen deposition was present in
both depots of SIV-infected macaques with presence of
fibrotic bundles and/or fibrotic thickening of fat lobules
as shown by Sirius red staining and a higher index of
fibrosis (3.3 and 9.9% area of fibrosis in SCAT for control
and SIV-infected group, respectively; 3.2 and 8.8% area of
fibrosis in VAT, for control and SIV-infected animals,
respectively; Fig. 1la and e). Accordingly, an increased
mRNA expression of type 1-a2 and 6-al collagens was
observed in SCAT and to a lesser extent in VAT from
infected-macaques, in association with an increased
expression of fibronectin and TGF-B (Fig. 1f). We
searched for relationships between adipocyte mean size
and the fibrosis index in SIV-infected and control
macaques. We observed a negative correlation in
SCAT (P=0.03, R=—0.72) but not VAT (P=0.11,
R=-0.57).

HIV infection alters adipocyte size and induces
fibrosis in human adipose tissue

We also examined samples from HIV-infected patients. In
agreement with the observations made in SIV-infected
macaques, we observed a marked fibrosis in both SCAT
and VAT of obese HIV-infected patients compared to

sex-paired, age-paired and BMlI-paired noninfected
obese individuals (Fig. 2 a). First, fat architecture of
HIV-infected human samples was altered, with a higher
number of smaller adipocytes (Fig. 2b) and increased
fibrosis characterized by compact and thick fibrils of
collagen invading the intercellular area. By contrast, in
noninfected patients, collagen staining was thinner and
mainly located around adipocytes (Fig. 2a and ¢; i.e. 2.4-
fold increased fibrosis in SCAT and 2.0-fold increase in
VAT of HIV-infected vs. control patients, respectively).
Second, we also observed a 6.4-fold induction in collagen
6-al expression in SCAT but not VAT of HIV-infected
patients compared with control samples, as assessed using
immunostaining (Fig. 2d and e). Considered together,
these data suggest that HIV/SIV infection results in a
marked fibrosis in adipose tissue in both depots.

HIV-proteins Tat and Nef alter extracellular
matrix component production in proliferating
adipose stem cells in vitro

To investigate the mechanisms whereby SIV/HIV
infection induced fibrosis in adipose tissue and to identify
the cellular and wviral actors responsible for ECM
remodeling, we studied the impact of two HIV proteins,
either on proliferating adipocyte precursors or when these
cells were differentiated into adipocytes, by using human
ASCs from lean healthy donors. Proliferating ASCs,
chronically treated for 15 days with recombinant HIV
proteins Tat or Nef, displayed a marked increase in the
mRNA and protein levels of collagen 1-a2 (Fig. 3a) and
collagen 6-a1 (Fig. 3b). Both HIV-proteins induced a
profibrotic phenotype in proliferating ASCs, as shown by
the increased secretion of fibronectin and TGF-31
(Fig. 3c and d) and expression of the myofibroblast
marker, aSMA (ACTA?2) (Fig. 3e). These results strongly
suggest that HIV/SIV could induce fibrosis in adipose
tissue through the release of Tat and Nef and interaction
with ASCs.

Nef alters adipogenesis and induces extracellular
matrix component production in differentiating

adipocytes

We difterentiated ASCs into adipocytes for 15 days in 2D
culture conditions, in order to search whether HIV
proteins could also impact ECM component production
during the course of adipogenesis. First, Nef, but not Tat,
decreased cellular lipid accumulation (Oil-red-O stain-
ing; Fig. 4a and b) and the protein and/or mRNA
expression of the adipogenic markers PPAR G and FABP4
(Fig. 4c and d). These results were in accordance with our
in-vivo data, showing a decreased adipocyte size and
PPAR‘y expression in SIV-infected macaques. However,
in the 2D-model, Nef or Tat had no significant effect on
collagen production (Fig. 4e). In order to unmask
an effect of HIV-proteins on ECM composition, we
used a 3D system, where ASCs were embedded and
differentiated into a peptide hydrogel (Puramatrix). The
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Fig. 1. Subcutaneous and visceral adipose tissue from simian immunodeficiency virus-infected cynomolgus macaques shows
reduced adipocyte size and increased fibrosis. (a) Light microscopy analysis of adipose tissue depots, stained with Sirius red to
detect collagen fibers. Representative photographs are shown (magnification X40) (scale bar, 50 wm). (b) Frequency distribution of
adipocyte size in SCAT and VAT depots in control and SIV-infected macaques. (c) PPARG mRNA levels were measured using real-
time PCR. The relative mRNA expression levels were normalized to HPRT mRNA. (d) PPARy and tubulin (loading control) protein
levels were measured. Whole-adipose tissue lysates were extracted from fat depots and analyzed by immunoblotting. Represen-
tative immunoblots are shown. (e) Index of fibrosis in VAT and SCAT measured as described in ‘Material and methods’ section.
(ff COL1A2, COL6AT, FN and TGFB mRNA levels were measured using real-time PCR. The relative mRNA expression levels were
normalized to HPRT mRNA. All results were obtained from triplicate measurements and are expressed as mean + SEM for control
and SlIV-infected group (n=4-7 animals per group). *P<0.05, **P<0.01, **+*P <0.001 vs. control animals. SIV, simian

immunodeficiency virus.

effect of HIV proteins on adipogenesis was similar to that
observed in the 2D culture system, as shown by Oil-red-
O staining and PPAR "y protein expression (Fig. 5a and b).
Moreover, Nef induced collagen 1-02 expression and
both HIV-proteins induced collagen 6-al expression
(Fig. 5¢).

Altogether, these data demonstrate that HIV proteins can
have a direct impact on adipogenesis and ECM
component production, in particular when differentiat-
ing adipocytes are cultured into a 3D more physiological
system, thus recapitulating the observations made in
SCAT from SIV-infected macaques and HIV-infected
individuals. They also demonstrate that both precursor
cells and adipocytes can participate to the onset of fibrosis
within adipose tissue.

Discussion

We show here that the morphological and functional
analysis of SCAT and VAT from SIV-infected macaques
and HIV-infected individuals revealed fibrosis, with
increased deposition of collagens, together with a
decreased adipocyte size. To go further, we addressed
the specific relationship between ASCs, adipocytes and
HIV/SIV infection. We show here, for the first time, that
HIV proteins, Tat and Nef, promoted the acquisition of a
profibrotic phenotype of human ASCs and to a lesser
extent of adipocytes.

HIV-infected patients receiving current ART, and
well controlled for HIV replication, often present
trunk fat accumulation associated with metabolic and
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Fig. 2. Subcutaneous and visceral adipose tissue from HIV-infected obese patients shows reduced adipocyte size and increased
fibrosis. (a) Light microscopy analysis of adipose tissue depots, stained with Sirius red to detect collagen fibers. Representative
photographs are shown (magnification x10) (scale bar, 100 wm). (b) Frequency distribution of adipocyte size in SCAT and VAT
depots in control and HIV-infected treated patients. (c) Index of fibrosis measured in VAT and SCAT as described in the ‘Material

and methods’ section. (d)

Quantification and (e) representative photographs of collagen 6a1 immunostaining (magnification x40;

scale bar, 25 um). Arrows indicate Collagen 6a1 positive cells. All results were obtained from triplicate measurements and are
expressed as mean £ SEM for control and HIV-infected group (n =4 individuals per group). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. non-HIV-
infected obese individuals. NS, nonsignificant; SCAT, subcutaneous adipose tissue; VAT, visceral adipose tissue.

cardiovascular comorbidities [1]. Nonetheless, adverse
effects of ART cannot explain all these metabolic
alterations, and growing evidence suggest that HIV-
infection per se could play a role. Importantly, adipose
tissue has been shown to be an HIV/SIV reservoir,
the virus being located in immune cells [9,10], suggesting
that within adipose tissue, infected cells could release
viral proteins, such as Tat and Nef [37,47], which in
turn could represent key effectors of adipose tissue
remodeling.

We observed that fibrosis was up to three-fold higher in
SCAT and VAT from SIV-infected animals when
compared with uninfected macaques [22]. Indeed, SIV
infection was associated with fibrotic bundles and
increased collagen 1 expression in both depots. These
results were also confirmed in adipose tissue from obese

HIV-infected patients treated with ART. In SIV-infected
macaques, we observed an increased expression of
collagen 6, fibronectin and of the profibrotic factor
TGF- in SCAT and to a lesser extent in VAT. These
results were also confirmed in adipose tissues from obese
HIV-infected patients treated with ART. An increased
level of collagen 6 is often associated with pericellular
fibrosis, whereas collagen 1 and collagen 3 are usually
found in bundles of fibrosis [48]. Our results, regarding
increased collagen 6 mainly in SCAT, may highlight
different types of fibrosis in VAT or SCAT in both humans
and macaques. The differences regarding collagen 6 in
VAT between macaques and patients could result from
species or sex differences and/or from the metabolic state
and could also be related partly to ART in HIV-infected
patients. Nonetheless, both our in-vitro results and
the presence of an adipose tissue fibrosis in untreated
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Fig. 3. Long-term exposure to Tat or Nef of proliferating adipose stem cells increases extracellular matrix component
production. ASCs were maintained in a proliferating and undifferentiated state for 15 days. Total mRNA and whole-cell
lysates were extracted from ASCs, treated or not with HIV-proteins Tat or Nef, and analyzed by RT-PCR and immunoblotting,
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fibronectin and as pg/ml per 24 h for TGFR1. Results are presented as mean + SEM. All experiments were performed in triplicate.
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. control cells. ASCs, adipose stem cells.
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adipocyte-differentiating adipose stem cells grown in 2D culture. ASCs were differentiated into adipocytes in the presence of Tat
or Nef. To evaluate the adipogenic potential of ASCs, cells were stained with Oil-Red-O 14 days postinduction of differentiation.
(a) Representative micrographs of cells (left, magnification x10) and scans of culture dishes (right) are shown. (b) quantification of
Oil-Red-O staining expressed as percent of control cells. Whole-cell lysates were extracted at day 14 postinduction of
differentiation from ASCs and analyzed by immunoblotting for PPARy (c) and tubulin (loading control) protein expression.
Representative immunoblots are shown. (d) PPARG and FABP4 mRNA levels measured using real time RT-PCR. The relative
mRNA expression levels were normalized to PPIA. (e) Representative immunoblots of Collagen 1A2, Collagen 6A1 and tubulin
(loading control) are shown. Results are presented as mean =+ SEM. All experiments were performed in triplicate. *P <0.05,
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6ATand tubulin (loading control) are shown. Whole-cell lysates were extracted at day 15 postinduction of differentiation and
analyzed by immunoblotting. Results are presented as mean = SEM. All experiments were performed in triplicate. *P <0.05,
##P < 0.01, vs. control cells. ASCs, adipose stem cells; ECM, extracellular matrix; NS, nonsignificant.

SIV-infected macaques indicate a key role for SIV/HIV
infection in collagen deposition and fibrosis.

Adipose precursors and other stroma—vascular cells of
adipose tissue have been implicated in the onset of fibrosis
[23—24]. Here, we showed that, in proliferating ASC, Tat
and Nef altered ECM component production as shown
by increased pro-fibrotic markers (TGF-[3, fibronectin,
and a-SMA). These results are in accordance with a
myofibroblast-like phenotype of ASCs [27,29,30]. Simi-
lar patterns were observed in mesenchymal precursors in
the case of muscle fibrosis [49]. This phenotype could
result from interactions between ASCs and macrophages,
the latter being a major regulator of fibrosis [20,27,31,50].
Furthermore, the impact of Tat and Nef in 3D-
differentiated ASC are modest and suggest that mainly
adipose precursor, and to a lesser extent adipocyte,

participate to the onset of HIV-induced fibrosis. Of note,
it would be interesting to study the impact on ECM in
adipose tissue of other secreted HIV proteins as Vpr. It
should be noted that ASCs were isolated from SCAT in
accordance with HIV/SIV-induced collagen 6 produc-
tion in SCAT rather than VAT.

In obese individuals, fibrosis negatively correlates with
adipocyte size and has been suggested to limit adipocyte
plasticity, therefore, contributing to the onset of
metabolic alterations [20]. Accordingly, in our study,
HIV/SIV infection was associated with smaller adipocytes
in both SCAT and VAT and adipocyte mean size was
negatively related to the size of fibrosis in SCAT of SIV-
infected and control macaques. As previously described
by the group of Villarroya [51], we observed a dramatic
decrease in the adipogenic eftector PPARY suggesting

Copyright © 2019 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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that HIV infection itself could contribute to adipose tissue
failure to expand, leading to fat redistribution. In line
with this observation, we found that Nef can alter
adipogenesis of ASCs as shown by reduced lipid
accumulation and expression of adipogenic markers in
both 2D and 3D models of difterentiation. Nef has been
shown to interact with PPAR<Yy in hematopoietic
progenitors, suggesting a possible mechanism whereby
Nef alters adipogenesis [52]. Moreover, fibrosis could also
have a negative effect on adipogenesis, through the action
of the profibrotic factor TGF-3 [53]. Hypoxia can also
participate to the onset of fibrosis and altered adipocyte
differentiation and represents a possible pathway, which
remains to be investigated [54]. Finally, adipose tissue
inflammation can lead to excessive synthesis of ECM
proteins. HIV infection is associated with low-grade
inflammation in adipose tissue [19], characterized by
immune cells recruitment [55,56], which can directly
participate to the onset of fibrosis in SCAT and VAT
[27,50]. However, several studies on chronically SIV-
infected macaques showed no increased inflammatory
cytokine expression in adipose tissue [9,11] supporting
the idea that HIV infection can be directly responsible for
fibrosis in adipose tissue.

We acknowledge that our study has some limitations.
First, our in-vivo data provide association and not
causality. We have evaluated Tat and Nef but not the other
HIV proteins that could also induce fibrosis. Several
reasons could potentially explain the differences between
human and macaques regarding collagen 6, including
differences in species, sex (female patients vs. male
macaques), metabolic state (obese vs. lean) and/or ART.
Otherwise, results obtained in human adipose tissue
samples were limited to women presenting morbid
obesity and undergoing bariatric surgery and can neither
be directly extrapolated to all people living with HIV, nor
to men. The number of patients was low, nonetheless,
obese HIV-infected patients were paired for sex, age and
BMI to noninfected obese individuals, and all samples
were withdrawn by surgical biopsies at similar locations.
As well, a similar necropsy procedure was performed for
adipose tissue samples from macaques.

Altogether, these results allow a better understanding of
adipose tissue alteration in SIV-infected macaques and
HIV-infected patients. We show here for the first time
that HIV/SIV infection per se is associated with adipose
tissue fibrosis and dysfunction that could, in turn,
participate to the onset of cardiovascular and metabolic
disorders commonly observed in ART-controlled HIV-
infected patients.
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b) Discussion et perspectives

Nous avons observé une fibrose dans le TASC et le TAV ainsi qu’une augmentation de la
quantit¢ de collagéne VI dans le TASC des patients et dans le modéele macaque infecté. Le
collagene VI est un marqueur de fibrose péricellulaire, associée a des dysfonctions métaboliques
(Khan et al. 2009, Pasarica et al. 2009, Divoux et al. 2010). Il serait intéressant de discerner la
fibrose péricellulaire de la périlobulaire dans notre modéle. Nous avons également observé que
les protéines du VIH Tat et Nef induisaient la production de collagénes dans les ASC et dans une
moindre mesure dans les adipocytes, et participeraient ainsi a la mise en place de cette fibrose
chez les patients. Dans d’autres types cellulaires, il a été décrit que les protéines Tat et Nef
induisaient la production de TGF-B (Zauli et al. 1992, Poggi and Zocchi 2006, Chompre et al.
2019) et une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Debaisieux et al.
2012, Clark et al. 2017, Lehmann et al. 2019, Mukhamedova et al. 2019), participant ainsi a la
production de collagénes. Tat peut également se lier aux intégrines a5Bf1 and aVB3, ce qui
pourrait étre un autre mécanisme pro-fibrotique dans les ASC et les adipocytes (Monini et al.
2012, Shimojo et al. 2015, Chang et al. 2017). Tat et Nef pourraient donc agir de fagon directe
(via les intégrines) ou indirecte (via la voie du TGF-f ou de I’inflammation) dans les ASC, pour
favoriser la production de la MEC au sein du TA.

Les modifications de la composition de la MEC pourraient étre aussi liées a la modulation de
I’activité de certaines MMP par Tat (Rozzi et al. 2017, Bozzelli et al. 2019, Sil et al. 2020). Pour
aller plus loin dans cette étude et tester cette derniere hypothése, nous souhaitons étudier
I’impact du virus et des protéines du VIH Tat et Nef sur I’activit¢ des MMP. De plus, les
macrophages ont ¢té impliqués dans la fibrose du TA au cours de I’obésité (Vila et al. 2014). 11

serait intéressant d’analyser leur réle potentiel pro-fibrosant dans nos mode¢les.

Dans notre modéle expérimental, seul Nef altére I’adipogenese des ASC. Cela est en accord
avec la littérature. Il a été montré que Nef interagissait avec PPARy (Otake et al. 2004, Prost et
al. 2008) ce qui pourrait étre un mécanisme possible dans les ASC. Nous souhaitons réaliser des
co-immunoprécipitations afin de confirmer cette I’interaction dans notre modéle. Nef pourrait
¢galement affecter 1’accumulation des lipides non seulement en diminuant I’adipogen¢se mais
également en inhibant la lipogenése ou en augmentant la lipolyse. L’effet de Tat sur

I’adipogenese est dépendant des modeles (Cotter et al. 2011, Diaz-Delfin et al. 2012).

Nous avons émis I’hypothese que les cellules infectées au sein du TA sécrétent Tat et Nef, et

vont avoir des impacts sur les cellules avoisinantes (ASC et adipocytes). Tat et Nef sont
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détectables dans le sang de patients infectés et controlés (Raymond et al. 2011, Tugizov et al.
2013, Gupta et al. 2017, Ferdin et al. 2018). Pour compléter notre étude, il aurait été intéressant
de pouvoir mesurer les concentrations de Tat et Nef dans le TA in vivo. Par ailleurs, nous nous
sommes concentrés dans ce travail sur les protéines virales sécrétées Tat et Nef mais d’autres
protéines ont un effet connu sur le TA. En effet, I’impact du virus dépend du modg¢le utilisé et de
la protéine virale étudiée. Vpr co-réprime PPARy et par conséquent 1’expression de ses genes
cibles (FABP4, ADIPOQ, PPARG, GLUT4, LPL, PLINI) dans les adipocytes (Shrivastav et al.
2008). De plus, Vpr induit également des dysfonctions mitochondriales et I’apoptose des
adipocytes (Balasubramanyam et al. 2007, Agarwal et al. 2013, Agarwal and Balasubramanyam
2015). 11 serait pertinent d’étudier I’impact des protéines Vpr et Gpl20 dans notre modele
d’ASC humaines.

Les altérations du TA des patients infectés traités associées ou non a une redistribution ou une
prise de poids sous ARV pourraient contribuer au développement un diabéte ou des maladies
cardiovasculaires (Balasubramanyam et al. 2004, Kuller et al. 2008, Herrin et al. 2016, Hulgan
2018). De plus, des études suggérent que Vpr, Tat et Nef pourraient contribuer au
développement de la dyslipidémie et de 1’athérosclérose observées chez les patients VIH. Vpr
induit une lipolyse accrue qui a pour conséquence, une stéatose hépatique, une hyperglycémie et
une résistance a 1’insuline chez la souris (Agarwal et al. 2013, Agarwal and Balasubramanyam
2015). Nef altere aussi le métabolisme lipidique dans les macrophages en augmentant
I’expression d’ABCA1 (ATP-binding cassette AI), un transporteur qui favorise I’accumulation
des lipides (Cui et al. 2014). Tat augmente aussi la libération du cholestérol (Mohseni Ahooyi et
al. 2018, Sviridov et al. 2020). Pour aller plus loin, il serait donc important d’évaluer 1’effet des

protéines virales sur le métabolisme lipidique et la fonction endothéliale.

Le macaque cymolgus infecté par SIVmac251 est un bon mode¢le d’étude d’infection chronique
du VIS (Reimann et al. 2005). De plus, leur charge virale moyenne est inférieure a 10° et leur
taux de CD4+ moyen est supérieur 4 200 CD4+/mm’ (Mannioui et al. 2009). Ils sont donc bien
en infection chronique et non au stade SIDA, et leurs atteintes du TA ne sont donc pas liées a
une perte importante de TA et de muscle. Par ailleurs, le macaque est un bon modele pour
I’é¢tude du TA et des maladies métaboliques. L’obésité¢ chez le macaque est similaire a la
pathologie humaine avec une augmentation de la leptine, de la glycémie et du risque de diabéte
(Chen et al. 2002), une diminution de 1’adiponectine et une résistance a I’insuline (Hotta et al.

2001). Nous avons observé une diminution de I’expression des marqueurs adipogéniques dans le
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TA de macaques infectés en accord avec 1I’étude de Couturier et al menée sur des macaques

rhésus infectés (Couturier et al. 2016).

En conclusion, I’infection par le VIH/VIS joue un réle spécifique dans les atteintes du TA mais

ces dernieres ont été tout d’abord associées a I’apparition des traitements ARV.

B. Impact des antirétroviraux sur le tissu adipeux

1) Les différentes classes d’antirétroviraux
Les ARV permettent d’empécher la progression de la pathologie en inhibant les différentes
¢tapes du cycle réplicatif du virus. Ils sont regroupés dans différentes classes : les
inhibiteurs d’entrée et de fusion, de la transcriptase inverse, de 1’intégrase et de la protéase

(Figure 20).
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Figure 20 : Schéma de P’inhibition des étapes du cycle réplicatif du VIH selon les différentes classes
d’antirétroviraux.

Leurs effets secondaires ont amené le développement de classes de molécules dites de
« nouvelle génération » davantage prescrits. De fait, on peut les classer en générations selon leur

année de mise sur le marché (Figure 21). Ces médicaments ne sont cependant pas suffisants pour
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guérir de I’infection car la forme latente du virus au sein des réservoirs empécherait 1’action des
ARV. De plus, le virus mute facilement et fréquemment et peut rendre certaines souches
résistantes aux ARV. La barrieére génétique d’un ARV a la mutation est dite faible lorsque qu’il
existe de nombreuses souches du virus résistantes a ’ARV. Le patient est alors en échec
virologique et la réplication du VIH n’est pas controlée. A ’inverse, une barrieére génétique d’un
ARV ¢levée indique qu’il est nécessaire que la souche virale subisse plusieurs mutations avant

de devenir résistante a I’ARV.

Nelfinavir (NFP) NRTI

Stavudine (d4T)

Lamivudine (3TC)

Indinavir (IDV)

Nevirapine (NVP)
Abacavir (ABC)
Efavirenz (EFV)

Lopinavir (LPV)
Tenofovir disoproxil
fumarate (TDF)

Ritonavir (RTV) Amprenavir (APV) Emtricitabine (FTC) PI
Zidovudine (AZT) Saquinavir (SQV) Didanosine (DDI) Enfuvirtide (T20)
NNRTI
Ténofovir
Fosamprenavir (APV) Darunavir (DRV) Rilpivirine (RPV) alafénamide (TAF)
Atazanavir (ATV) Maraviroc (MVC) Elvitégravir (EVG) Bictegravir (BIC) IE
Tipranavir (TPV) Raltégravir (RAL) Dolutegravir (DTG) Doravirine (DOR)

2004-2005 2007-2008 2011-2014 2018-2019 .

Figure 21: Frise chronologique de la mise sur le marché en France des principaux
antirétroviraux d’apres le site de I’Agence Nationale de Sécurit¢ du Médicament et des produits

de santé ((ANSM)).

NRTI : inhibiteur nucléosidique ou nucléotidique de la transcriptase inverse (violet), PI : inhibiteur de la protéase (rouge),
NNRTI : inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse (bleu), IE : inhibiteur d’entrée ou de fusion (vert), INI :
inhibiteur d’intégrase (rose).

Les études pharmacocinétiques des ARV permettent de déterminer les valeurs thérapeutiques
avec une efficacité optimale, le nombre de prise par jour et la Cmax. La Cmax est la
concentration maximale des ARV mesurée dans le sang entre deux prises. Cette concentration
est souvent utilisée dans les modeles in vitro (Bazzoli et al. 2010). Cependant, la concentration
plasmatique totale d’'un ARV est composée de sa fraction libre et de sa fraction liée aux
protéines plasmatiques. Les ARV sont libérées dans le sang, distribuées aux tissus dans
I’organisme et dégradés dans le foie. La biodisponibilit¢é des ARV dépend des transporteurs
utilisés et des enzymes hépatiques qui les métabolisent (Michaud et al. 2012).

La distribution et les concentrations plasmatiques et intracellulaires des ARV dépendent

également de leurs propriétés physico-chimiques. En effet, les inhibiteurs de la transcriptase
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inverse nucléosidiques sont de faible poids moléculaire, se lient faiblement aux protéines
plasmatiques et sont hydrophiles. A I’inverse, les inhibiteurs de la protéase sont plutdt lipophiles
et se lient fortement aux protéines dans le sang (Jones et al. 2001). Deux études ont montré que
certains ARV comme les inhibiteurs de la transcriptase inverse non nucléosidiques et les
inhibiteurs d’intégrase pouvaient étre séquestrés sous forme inactive dans les adipocytes (Dupin

et al. 2002, Couturier et al. 2018).

a) Les inhibiteurs de la transcriptase inverse

Les deux premicres drogues antirétrovirales mises sur le marché sont des inhibiteurs
nucléosidiques de la transcriptase inverse la zidovudine (AZT) en 1987 et la stavudine (d4T) en
1994. Les inhibiteurs de la transcriptase inverse sont des analogues nucléosidiques (NRTI,
nucleoside analog reverse-transcriptase inhibitors), nucléotidique (tNRTI, nucleotide analog
reverse-transcriptase inhibitors) ou non nucléosidiques (NNRTI, non nucleoside analog reverse-
transcriptase inhibitors). Ils bloquent 1’étape précoce de la réplication virale. Ils ont d’abord été
prescrits en monothérapie mais rapidement des virus résistants a la zidovudine sont apparus
menant a I'utilisation d’une combinaison de molécules de différentes classes afin de contrdler la

réplication du VIH et maintenir une charge virale faible (Prokofjeva et al. 2016).

Les tNRTI et NRTI sont des analogues des substrats, a savoir les nucléotides ou nucléosides

nécessaires a la transcriptase inverse (Tableau 1). Lorsqu’ils entrent dans la cellule, ils sont
phosphorylés par les kinases cellulaires. Les NRTI et les tNRTI ont besoin d’étre triphosphorylés
pour agir dans la cellule. Les tNRTI (analogues nucléotidiques) sont sous forme
monophosphorylée lorsqu’ils entrent dans la cellule infectée tandis que les NRTI ne possedent
pas de groupement phosphate a D’entrée de la cellule. Pour les NRTI, la premicre
phosphorylation est donc une étape limitante dans la cellule afin de pouvoir exercer son activité
inhibitrice sur la transcriptase inverse. Les NRTI et les tNRTI bloquent la synthése de I’ADN
lorsqu’ils sont incorporés car ils n’ont pas de fonction hydroxyle en 3’ (Cihlar and Ray 2010).
AZT, d4T et lamivudine (3TC) appartiennent a la premicre génération des NRTI nucléosidiques
et nucléotidiques tandis que didanosine (DDI), abacavir (ABC), emtricitabine (FTC) et tenofovir
disoproxil fumarate (TDF) (tNRTI) constituent la seconde génération. Le Tenofovir alafénamide
(TAF), un dérivé du tNRTI tenofovir, est une molécule de troisiéme génération. Il a été autorisé

en 2016 aux USA et en 2018 en France (De Clercq 2016).
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Analogues Analogues Analogues Analogues
dTTP dCTP dATP dGTP
Stavudine (d4T) Lamivudine Didanosine (ddI) Abacavir (ABC)
Zidovudine (AZT) (3TC) Tenofovir disoproxil
Entricitabine fumarate
(FTC) (TDF)
Tenofovir alafénamide (TAF)

Tableau 1 : Tableau des NRTI classés selon I’analogie du nucléoside.

Les NNRTI sont des inhibiteurs non-compétitifs. La premiere génération de NNRTI regroupe
I’efavirenz (EFV) et la nevirapine (NVP). La deuxieme génération comprend 1’etravirine (ETR),

la rilpivirine (RPV) et la doravirine (DOR). Actuellement, I’EFV est le plus prescrit des NNRTI.

Les NRTI et les NNRTI ont une barriere génétique faible a la mutation, il y a de nombreuses
souches résistantes a ’AZT et au d4T qui confeérent des résistances croisées a d’autres NRTI.
Deux mécanismes expliquent cette résistance : I’excision d’un composé phosphorylé par la
transcriptase inverse et de la diminution de D’affinité de cette enzyme pour des substrats
synthétiques. La combinaison NRTI/NNRTI est cependant efficace et est encore prescrite
aujourd’hui. Actuellement, ’OMS recommande deux NNRTI comme TDF/FTC (Truvada) ou
ABC/3TC (Kivexa), avec un inhibiteur d’intégrase (INI) ou EFV (Organization 2019). De plus,
le Truvada est utilisé pour la PreP ou prophylaxie préexposition. Ce traitement préventif fait

I’objet d’un suivi médical.

b) Les inhibiteurs de la protéase

Les inhibiteurs de la protéase (PI) ont révolutionné la prise en charge des patients, avec la mise
en place de la trithérapie qui associe deux NRTI et un PI. Cette combinaison de différentes
classes d’inhibiteurs appelée HAART (Highly Active Aniretroviral Therapy) était efficace chez
les patients et est recommandée aujourd’hui comme seconde ligne de traitement ARV.

Les PI possédent une structure semi-peptidique et sont des inhibiteurs compétitifs de la
protéase insensibles au clivage protéolytique (Michaud et al. 2012). La premiére génération de
PI comprend I’indinavir (IDV), le ritonavir (RTV), le saquinavir (SQV) et le nelfinavir (NFV).
La deuxiéme génération regroupe 1I’amprénavir (APV), le lopinavir (LPV), I’atazanavir (ATV) et
le darunavir (DRV). Les PI ont une barriére génétique €levée et peu de souches sont résistantes
aux PL

Les PI sont généralement associés au ritonavir qui a un effet « booster ». En effet, ils ont une

demi-vie courte car ils sont dégradés rapidement par les enzymes protéolytiques du foie, les
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enzymes cytochromes P450 (CP450) et en particulier la CYP3A4 (Moyle and Back 2001). Le
ritonavir a une affinité plus forte pour CYP3A4 que les autres PI et son association a une

concentration faible permet de prolonger la durée et la concentration des autres PI (Michaud et

al. 2012).

¢) Les inhibiteurs d’entrée et de fusion

Les inhibiteurs d’entrée et de fusion bloquent ’entrée du virus dans la cellule. Ils ont une faible
barriere génétique et donc beaucoup de virus sont résistants a cette classe d’ARV. Par
conséquent, ils sont trés peu utilisés (Prokofjeva et al. 2016).

L’enfuvirtide (T20) est un inhibiteur de fusion. Il se lie au gp41 du VIH et empéche ainsi sa
fusion avec la membrane de la cellule cible. Le T20 est un peptide de synthése coliteux qui
nécessite deux injections par jour.

Le maraviroc est un inhibiteur sélectif du co-récepteur CCRS. 11 empéche la liaison de Gp120 a
CCRS. I ne peut pas étre utilisé comme traitement contre les souches du VIH qui reconnaissent
le co-récepteur CXCRA4, le tropisme du patient doit donc étre évalué avant de lui administrer ce

médicament.

d) Les inhibiteurs d’intégrase

Les inhibiteurs d’intégrase (INI) représentent une nouvelle classe d’ARV récemment mise sur
le marché. Les INI regroupent : le raltégravir (RAL), le dolutégravir (DTG), I’elvitégravir (EVG)
et le bictégravir (BIC). Ces molécules sont des acides organiques dicétones qui ciblent
I’intégrase du VIH qui catalyse I’intégration de ’ADN proviral au génome de la cellule hote.
L’INI se fixe sur le site catalytique de I’enzyme et chélate les ions Mg2+ et Mn2+. Il empéche
ainsi ’interaction de I’enzyme avec son co-facteur cellulaire LEDGF/p75 (lens epithelium-
derived growth factor/p75) (Fan et al. 2011). LEDGF/p75 est nécessaire pour I’intégration de
I’ADN proviral (Vandekerckhove et al. 2006, Shun et al. 2007) (Figure 22).
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Figure 22 : Schéma du mécanisme d’action de ’intégrase (A) et des inhibiteurs d’intégrase (B).

A : 1- le facteur de transcription cellulaire LEDGF/p75 se fixe au magnésium (Mg2+) dans le site actif de l'intégrase du VIH, 2-
lintégrase peut alors agir et cliver I’ADN de I’héte afin d’ajouter I’ADN viral au sein du génome cellulaire, 3- ligature entre
I’ADN viral et génomique de I’héte. B : 1- l'inhibiteur d’intégrase (INI) se fixe aux Mg2+ dans le site actif de [’enzyme et

empéche la fixation de LEDGF, 2-l’intégrase ne peut plus cliver I’ADN de [’héte, 3- I’ADN viral ne peut plus s’intégrer au
génome de [’hote.

Le RAL a ét¢ mis sur le marché en France en 2007. Il est trés efficace et est encore prescrit
aujourd’hui pour les femmes enceintes ou qui ont un désir de grossesse et pour les patients co-
infectés par la tuberculose. L’elvitégravir (EVG) est associé¢ a un booster, le cobicistat. Le DTG
est ’INI majoritairement prescrit et est utilis¢ en premicére intention chez les personnes
diagnostiquées avec une infection VIH. De plus, le DTG a une plus grande résistance a la
mutation et une demi-vie plus longue (McPherson et al. 2018). Le cabotégravir, un analogue du
DTG, a une demi-vie longue, il n’est pas encore approuvé en Europe ou aux Etats-Unis et fait
I’objet de nombreuses études cliniques en phase 3. Un essai clinique récent a montré 1’efficacité
du cabotégravir et de la rilpivirine injectés tous les deux mois sur le controle de la charge virale
mais la FDA (Food and Drug Administration) a refusé sa mise sur le marché (Swindells et al.
2020). Le bictégravir (BIC) est une molécule approuvée en France en 2018 qui est aussi efficace
que le DTG (Sax et al. 2017) mais peu de recul existe sur celle-ci.

Les INI sont une classe d’ARV trés efficace qui diminue rapidement la charge virale et
améliore la reconstitution immunologique (Cruciani and Parisi 2019). Ainsi, des essais cliniques

de bithérapie contenant un INI ont été réalisés dans le but d’alléger le traitement des patients

Les ARV permettent le controle de la réplication virale mais en contrepartie ils sont

responsables deeffets secondaires dont une redistribution du TA observée chez les patients.
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2) Antirétroviraux et atteintes du tissu adipeux
a) Lipodystrophie et molécules de premiére génération
L’utilisation des molécules ARV de premiére génération a conduit a I1’apparition de

syndromes lipodystrophiques caractérisés par une lipoatrophie périphérique du TASC

(membres et visage) associée ou non a une accumulation tronculaire de TA. Entre 1990 et le
début des années 2000, la prévalence de la lipodystrophie représentait environ 50% des
personnes infectées sous ARV (Miller et al. 2003, Domingo et al. 2012). Chez certains patients,
elle pouvait étre associée a une accumulation de TASC dorso-cervical appelée bosse de bison
(Mallon et al. 2005). La lipodystrophie est diagnostiquée en clinique grace a une échelle

permettant de mesurer la sévérité de la redistribution du TA (Carr et al. 2003).

La lipodystrophie liée au VIH a été¢ décrite pour la premiere fois suite a la mise en place de la
trithérapie correspondant a 1’association des ARV de premiére génération : deux NRTI (en
particulier d4T et ZDV), et d’un PI (en particulier NFV et LPV/r) (Bacchetti et al. 2005, Study of
Fat and Metabolic Change in 2006, Boothby et al. 2009, Caron-Debarle et al. 2010). Cependant,
certains NNRTI tel que ’EFV, ont ét¢ impliqués dans la lipoatrophie (Haubrich et al. 2009).
Malgré la mise en place de nouveaux traitements moins délétéres (tels que les NNRTI)
favorisant une augmentation de la masse du TASC des membres, le syndrome lipodystrophique
persiste (Martin et al. 2004, Ribera et al. 2013). Par ailleurs, quelques études suggerent que la
perturbation du systéme nerveux sympathique favoriserait la redistribution du tissu adipeux chez
les patients lipodystrophiques infectés par le VIH sous ARV (Fliers et al. 2003, van Gurp et al.
2006). De nombreuses études ont ét€ menées in vivo et in vitro, pour comprendre les
mécanismes impliqués dans ’effet des ARV de premiére génération (Caron-Debarle et al.

2010, Lagathu et al. 2017).

Le TASC abdominal lipoatrophique présente des adipocytes en apoptose, une infiltration de

cellules immunitaires (avec des crown-like structures) et une inflammation (sécrétion de TNFa,
IL-6, IL-1B) (Kannisto et al. 2003, Jan et al. 2004, Gallego-Escuredo et al. 2013). Il est
caractéris¢ par une diminution de I’expression des geénes impliqués dans la biogenese des
mitochondries (PPARGCI1A), 1’adipogenese (PPARG, SREBPIC, CEBPA), le métabolisme
lipidique (LPL, FASN, LIPE, FABP4, CD36) et glucidique (GLUT4) (Giralt et al. 2006). In vitro,
les traitements par le d4T et I’AZT, et certains PI (LPV, SQV, APV et IDV) sont incriminés dans
ces atteintes (Dowell et al. 2000, Caron et al. 2007, Lagathu et al. 2007, Gallego-Escuredo et al.
2010, Diaz-Delfin et al. 2011, Leroyer et al. 2011, Minami et al. 2011, Manente et al. 2012,
Walker et al. 2014). Les PI plus récents comme ’ATV/r ou le DRV/r semblent avoir moins
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d’effets déléteres (Kim et al. 2006, Jones et al. 2008, Caso et al. 2010, Minami et al. 2011, Capel
et al. 2012, Perez-Matute et al. 2012, Hernandez-Vallejo et al. 2013). En accord avec ces
observations, le TASC abdominal des patients lipodystrophiques recevant des molécules de
premicre génération présente des petits adipocytes (Bastard et al. 2002) , une résistance a
I’insuline et une diminution de la sécrétion de leptine et de 1’adiponectine en réponse a certains
NRTI et PI (Cammalleri and Germinario 2003, Rudich et al. 2003, Jan et al. 2004, Hadigan et al.
2006, Caron-Debarle et al. 2010, Giralt et al. 2011, Capel et al. 2012, Klos et al. 2019).
L’altération de la différenciation des adipocytes et la mort adipocytaire seraient responsables de
la diminution du nombre d’adipocytes et pourraient expliquer la perte de TASC observée chez

ces patients.

La lipohypertrophie centrale est une accumulation abdominale de TA (TASC et TAV) (de
Waal et al. 2013). Elle est apparue des le début de la mise sous ARV et est encore observée de
nos jours. Jusqu’a 70% des patients infectés par le VIH sous ARV présentent une accumulation
tronculaire de TA seule (Dube et al. 2007, Wohl and Brown 2008, Gelpi et al. 2019). Elle est
principalement associée aux PI (Moyle et al. 2010, McComsey et al. 2016). Grace aux études
cliniques, des facteurs de risque se distinguent: I’age, le sexe féminin et I'IMC initial des

individus (Moyle et al. 2010).

Peu d’études ont été réalisées sur le TAV des patients lipodystrophiques notamment car il

n’est pas facilement accessible. Les ARV ne semblent pas exercer d’effets déléteres sur
I’expression des genes adipogéniques, la captation du glucose, la lipolyse ou I’accumulation de
lipides (Hadigan et al. 2006, Gallego-Escuredo et al. 2013, Walker et al. 2014). La capacité
d’expansion du TAV ne semble donc pas étre altérée contrairement a celle du TASC chez les
patients lipodystrophiques lié¢s au VIH. L hypertrophie du TAV pourrait donc €étre un mécanisme

compensatoire pour pallier a la capacité de stockage défectueuse du TASC (Giralt et al. 2011).

Concernant la bosse de bison, des biopsies ont montré dans ce tissu de petits adipocytes avec

un phénotype proche de celui des adipocytes bruns: une augmentation du nombre de
mitochondries et de 1’expression des marqueurs de TA brun (PRDM16, UCP1) et de SREBP1c
et PPARy (Guallar et al. 2008, Bereziat et al. 2011, Cereijo et al. 2015). Ce TA tres particulier
présente une fibrose mais pas d’inflammation car le nombre de CD68 et de crown-like structures
semblent inchangés comparés au TASC cervical ou de personnes non infectées (Bereziat et al.

2011).
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b) Prise de poids et nouveaux antirétroviraux : les inhibiteurs
d’intégrase

Avec le développement des nouvelles molécules, une prise de poids est souvent observée

rapidement aprées la prise d’ARV en parallele de la reconstitution immunologique (Koethe et al.

2016). C’est le phénomene de « retour a la santé » (return to health). Cependant, les individus

infectés par le VIH prennent plus de poids que les individus de la population générale (Erlandson

et al. 2016), avec une accumulation homogeéne du TA dans le corps aussi bien au niveau des

membres qu’au niveau tronculaire (Debroy et al. 2019, Venter et al. 2019).

Des ¢études récentes suggerent un rdle plus important des INI par rapport aux PI ou aux NNRTI
dans la prise de poids (Bhagwat et al. 2017, Bakal et al. 2018, Bourgi et al. 2019) que ce soit
chez les patients infectés naifs de traitement qui débutent une thérapie en combinaison avec un
INI (Reynes et al. 2013, Young et al. 2015, McComsey et al. 2016, Menard et al. 2017, Group
2019, Venter et al. 2019, Calmy et al. 2020, Venter et al. 2020) ou chez des patients controlés
qui changent de classe d’ARV pour un INI (Domingo et al. 2014, Norwood et al. 2017, Waters
et al. 2018, Debroy et al. 2019, Gatell et al. 2019, Katlama et al. 2019, Koethe et al. 2020, Lake
et al. 2020). La majorité des études cliniques sur la prise de poids sous INI montre un effet plus
important du DTG par rapport au RAL et a '’EVG (Norwood et al. 2017, Bourgi et al. 2019, Sax
et al. 2019, Bourgi et al. 2020). Le BIC semble avoir des effets similaires sur la prise de poids
que le DTG chez les patients naifs (Sax et al. 2019, Wohl et al. 2019). Il faut cependant rester
prudent avec ces études cliniques car de multiples autres facteurs peuvent influencer la prise de
poids comme le microbiote, les effets secondaires digestifs liés aux ARV, les modifications de
I’humeur et autres troubles psychologiques dont souffrent d’avantage les personnes infectées par
le VIH, la mauvaise qualité du sommeil ou encore I’arrét du tabac, autant de facteurs qui ne sont
pas toujours pris en compte dans ces études. L’un des principaux facteurs de risque de la prise de
poids sous INI est le genre féminin. De plus, chez les patients naifs de traitements, une origine
afro-américaine, une charge virale ¢levée, un taux de CD4+ bas, un IMC bas et une prise de TAF
sont des facteurs aggravants (Bakal et al. 2018, Bhagwat et al. 2018, Debroy et al. 2019, Hill et
al. 2019). Chez les patients sous switch avec un INI, les facteurs aggravants sont 1’age et un IMC

¢levé (Lake 2019, Lake et al. 2020).

Quelques études ont été réalisées in vitro et montrent que RAL ne semble pas avoir d’effet sur
I’adipogenese et les adipocytes (Minami et al. 2011, Perez-Matute et al. 2011, Moure et al.
2016). De plus, une étude montre que ’EVG altére 1’adipogenese (Moure et al. 2016).
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L’ensemble de ces effets et les mécanismes physiopathologiques liés aux INI seront discutés

dans le chapitre 4) Article 2.

¢) Atteintes du tissu adipeux et comorbidités

Les patients infectés par le VIH peuvent donc développer une lipodystrophie ou prendre du
poids sous ARV. L’ensemble de ces altérations sont associées a une résistance a 1’insuline, une
stéatose hépatique et une augmentation du risque cardiovasculaire (Jan et al. 2004, Erlandson et
al. 2017, Fourman et al. 2017). De manicre générale, I’accumulation du TAV et la lipodystrophie
chez les patients VIH augmentent d’avantage le risque de syndrome métabolique, de
complications cardiovasculaires et de mortalité¢ (Balasubramanyam et al. 2004, Lake et al. 2011,
Scherzer et al. 2011, Langkilde et al. 2018, Srinivasa et al. 2018). Les PI ont largement été
incriminés dans ces perturbations métaboliques en particulier la résistance a 1’insuline, mais
I’effet des autres classes d’ARV ne peut étre exclu (Miller et al. 1998, Caron-Debarle et al.
2010).

3) Mécanismes physiopathologiques des antirétroviraux sur le tissu
adipeux
a) Toxicité mitochondriale et stress oxydant

Une toxicit¢ mitochondriale a été observée dans le TASC et le TAV de patients
lipodystrophiques principalement avec 1’utilisation des NRTI et des NNRTI. Elle se caractérise
par une diminution de I’ADN mitochondrial (ADNmt), de I’expression de PGCla, et des
complexes de la chaine respiratoire mitochondriale (Shikuma et al. 2001, Walker et al. 2002,
Kannisto et al. 2003, Giralt et al. 2006, De Pauw et al. 2009, Gallego-Escuredo et al. 2013,
Walker et al. 2014).

In vivo et in vitro, les NRTI analogues de la thymidine ont été associés a une dysfonction des
mitochondries (caractérisée par un défaut de potentiel membranaire associé a une augmentation
de la masse mitochondriale compensatoire) et un stress oxydant qui participeraient aux
altérations et a I’apoptose des adipocytes, favorisant la perte de TASC chez les patients
lipodystrophiques (Anderson 2001, Walker et al. 2002, Lagathu et al. 2007, Caron et al. 2008,
Boothby et al. 2009, Capel et al. 2012).

b) Inflammation

L’utilisation des PI est associée au recrutement des cellules immunitaires et a une

augmentation de I’expression de cytokines pro-inflammatoires dans le TASC (Kannisto et al.
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2003, Jan et al. 2004, Shikuma et al. 2014). 11 a ét¢ montré que les NRTI, I’EFV et les PI de
premicre génération augmentent 1’expression de facteurs inflammatoires dans les préadipocytes,
les adipocytes et les macrophages (El Hadri et al. 2004, Lagathu et al. 2007, Gallego-Escuredo et
al. 2010, Diaz-Delfin et al. 2011, Capel et al. 2012). Par ailleurs, une accumulation de
lymphocytes T CD8+ est observée dans le TAV chez les patients infectés et sous ARV
(Couturier et al. 2015, Damouche et al. 2017, Koethe et al. 2018). Cette accumulation est
d’avantage le reflet d’un recrutement au niveau du TA que le résultat de la prolifération des
lymphocytes T CD8+ résidents (Palmer et al. 2005, Focosi et al. 2010, Damouche et al. 2017). 11
est important aussi de noter qu’une augmentation de lymphocytes T CD8+ et des lymphocytes T
CD4+ mémoires dans le TASC est associée au diabeéte chez les patients infectés sous ARV
(Brown et al. 2005, De Wit et al. 2008, Bastard et al. 2019, Wanjalla et al. 2019). Concernant les
macrophages du TA, la quantité de macrophages mesurée dans le TASC et dans le TAV varie
selon les études chez les patients sous HAART (Jan et al. 2004, Gallego-Escuredo et al. 2013,
Shikuma et al. 2014). L’inflammation favorise la résistance a 1’insuline du TA mais aussi une
fibrose via I’induction de TGF- et I’apoptose des adipocytes, et contribuerait donc aux effets
délétéres observés chez les patients (Kannisto et al. 2003, Lihn et al. 2003, Jan et al. 2004,
Johnson et al. 2004).

¢) Fibrose du tissu adipeux

Trés peu d’études se sont intéressées a la fibrose du TA chez les patients VIH. Une étude
récente réalisée chez les patients recevant un INI ou un PI associ¢ a un NRTI ou un NNRTI
montre I’existence d’une fibrose dans le TASC abdominal avec une augmentation des collagénes
I et VI, de la fibronectine (Bastard et al. 2002, Utay et al. 2018). Aucune étude ne s’est intéressée
a la fibrose du TAV chez les patients controlés sous ARV. La fibrose du TA pourrait contribuer
a Dexistence de petits adipocytes observée notamment en réponse aux ARV de premicre
génération. Elle pourrait ¢également é&tre secondaire aux dysfonctions des adipocytes
(hypertrophie) ou I’inflammation locale qui sont observés dans le TA de certains patients

infectés sous ARV.

En conclusion, les patients infectés par le VIH peuvent développer différentes redistribution et

atteintes du TA selon la classe et la génération d’ARV (Tableau 2).
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Redistribution du TA | [Lipoatriphie périphérique Lipohyertrophie Prise de poids

naifs de traitements ou généralisée centrale /Obésité
Défaut d’adipogenéese lére génération ARV certains PI INI
Inflammation Défaut d’adipogenése Fibrose Quelles
Atteinte Dysfonctions adipocytaires Inflammation sont les atteintes ?
mitochondriale Fibrose
Inflammation

Atteinte mitochondriale
Stress oxydant

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des atteintes décrites dans le tissu adipeux sous-cutané des patients infectés
par le VIH selon la classe d’antirétroviraux et le type de redistribution.

ARV : antirétroviraux, PI : inhibiteurs de la protéase, INI : inhibiteurs de l'intégrase, TA : tissu adipeux, TASC : tissu adipeux
sous-cutané.

4) Article 2: The Integrase Inhibitors Dolutegravir and Raltegravir
Exert Proadipogenic and Profibrotic Effects and Induce Insulin
Resistance in Human/Simian Adipose Tissue and Human
Adipocytes
a) Contexte de I’étude et résumé des résultats
La prise de poids et les atteintes du TA sont des préoccupations majeures chez les patients
infectés par le VIH, de par leurs roles dans les complications cardiométaboliques. Une prise de
poids est dite significative lors qu’elle est de + 5% du poids et cela est basé sur les études
cliniques qui évaluent I’efficacité d’une drogue sur la perte de poids chez les patients obéses
(Hill et al. 2019). Trés peu d’études se sont intéressées aux mécanismes qui sous-tendent
I’accumulation de TA induite par les INI. De plus, I’impact des INI sur la sensibilité a I’insuline
fait débat (Young et al. 2015, Dirajlal-Fargo et al. 2016, Hulgan 2018, Langkilde et al. 2018,
Offor et al. 2018, Calza et al. 2019, Katlama et al. 2019). Méme si la toxicité métabolique de ces
derniers n’est pas démontrée, il a été rapporté des cas de diabeéte chez des patients suite a un
changement de combinaison thérapeutique incluant un INI (Kamei et al. 2015, Fong et al. 2017,
Horikawa et al. 2018, McLaughlin et al. 2018). Le but de notre étude est donc d’évaluer I’impact
des INI sur le phénotype et la fonction du TA in vivo et in vitro.
L’analyse du TASC et du TAV de patients obeses infectés par le VIH, traités ou non par des

INI, a révélé une fibrose péri-adipocytaire accrue dans le TAV en présence d’INI. En accord,
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dans un mod¢le original de macaques non infectés mais traités par des INI, nous avons observé
une fibrose accrue, associée a une hypertrophie adipocytaire et une augmentation de 1’expression
de marqueurs adipogéniques. Une diminution de I’expression de 1’adiponectine dans le TASC
¢tait en faveur de la présence d’adipocytes dysfonctionnels. /n vitro, en réponse aux INI, les
ASC humaines isolées a partir de donneurs sains et les adipocytes différenciés in vitro ont acquis
un phénotype pro-fibrosant. En accord avec les observations faites sur le TASC et TAV, in vitro
les INI favorisaient I’accumulation des triglycérides, augmentaient 1’expression de marqueurs
adipogéniques, mais diminuaient |’expression d’adiponectine suggérant une situation
dichotomique dans laquelle les INI exercent un effet proadipogénique associé¢ a une dysfonction
adipocytaire.

L’ensemble de ces résultats, qui révélent 1’effet délétere des INI sur le TA, permet une
meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans 1’accumulation de TA et des

complications cardiométaboliques observées chez les patients infectés par le VIH sous INI.

61



Clinical Infectious Diseases T

The Integrase Inhibitors Dolutegravir and Raltegravir Exert
Proadipogenic and Profibrotic Effects and Induce Insulin
Resistance in Human/Simian Adipose Tissue and Human
Adipocytes
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Background. Although some integrase strand transfer inhibitors (INSTIs) promote peripheral and central adipose tissue/weight
gain in people with human immunodeficiency virus (PHIV), the underlying mechanism has not been identified. Here, we used
human and simian models to assess the impact of INSTIs on adipose tissue phenotype and function.

Methods. Adipocyte size and fibrosis were determined in biopsies of subcutaneous and visceral adipose tissue (SCAT and VAT,
respectively) from 14 noninfected macaques and 19 PHIV treated or not treated with an INSTI. Fibrosis, adipogenesis, oxidative
stress, mitochondrial function, and insulin sensitivity were assessed in human proliferating or adipocyte-differentiated adipose stem
cells after long-term exposure to dolutegravir or raltegravir.

Results. 'We observed elevated fibrosis, adipocyte size, and adipogenic marker expression in SCAT and VAT from INSTI-treated
noninfected macaques. Adiponectin expression was low in SCAT. Accordingly, SCAT and VAT samples from INSTI-exposed pa-
tients displayed higher levels of fibrosis than those from nonexposed patients. In vitro, dolutegravir and, to a lesser extent, raltegravir
were associated with greater extracellular matrix production and lipid accumulation in adipose stem cells and/or adipocytes as ob-
served in vivo. Despite the INSTIs’ proadipogenic and prolipogenic effects, these drugs promoted oxidative stress, mitochondrial
dysfunction, and insulin resistance.

Conclusions. Dolutegravir and raltegravir can directly impact adipocytes and adipose tissue. These INSTIs induced adipogenesis,
lipogenesis, oxidative stress, fibrosis, and insulin resistance. The present study is the first to shed light on the fat modifications ob-
served in INSTI-treated PHIV.

Keywords. integrase inhibitor; adipose tissue; fibrosis; oxidative stress; insulin resistance.

Integrase strand transfer inhibitors (INSTIs) are often pre-
scribed as part of first-line treatment for human immunode-
ficiency virus (HIV) infection [1] or as a switch strategy in
well-controlled older patients [2]. Recently, increased weight/
fat gain in INSTI-exposed patients has been observed, and this
is a worrying side effect [3-5].
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In people with HIV (PHIV), the body mass index (BMI)
has been steadily increasing, with greater weight gain after
antiretroviral therapy (ART) initiation among women and
patients with a low CD4" T-cell count [6]. INSTI-based re-
gimens have been associated with further central and pe-
ripheral weight/fat gain in ART-naive and ART-experienced
patients [7-10]. This has been reported with dolutegravir
(DTG) and, to a lesser extent, raltegravir (RAL) in both
groups [4, 5, 9-11].

Adipose tissue (AT) gain can be due to either (i) adipocyte
hyperplasia following the recruitment and adipogenesis of ad-
ipose stem cells (ASCs) driven by the proadipogenic transcrip-
tion factors CCAAT/enhancer-binding protein a (C/EBPa) and
peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARYy) or (if)
adipocyte hypertrophy linked to increased lipogenesis, driven
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mainly by the transcription factor sterol regulatory element-
binding protein 1c (SREBP-1c).

The pathophysiological mechanisms involved in AT dysfunc-
tion in the context of HIV infection are still poorly understood
and multifactorial. AT inflammation and fibrosis are hallmarks
of metabolically challenged adipocytes. At the onset of obesity,
AT fibrosis (either perilobular or periadipocyte) is character-
ized by abnormally high levels of extracellular matrix (ECM)
deposition (mainly collagens). Periadipocyte fibrosis and ele-
vated collagen VI levels have been associated with poor meta-
bolic outcomes [12]. The acquisition of a profibrotic phenotype
by ASCs (characterized by increased expression of ECM com-
ponents and a smooth muscle actin [aSMA]) is thought to be a
key mechanism in the onset of AT fibrosis [12].

The impact of INSTIs on AT morphology and function in
vivo has not previously been evaluated. In vitro studies showed
that RAL minimally affected adipocyte lineages [13, 14]. The
impact of DTG on adipocyte biology has not previously been
studied, and the mechanisms involved in INSTIS’ effects have yet
to be identified. Furthermore, it is not known whether INSTI-
induced AT accumulation is metabolically harmful or whether
these drugs have an impact on insulin sensitivity. Indeed, in-
creased fat/weight following ART initiation has been linked to
an increased risk of insulin resistance and diabetes [15-17].

The objective of the present study was to characterize the im-
pact of INSTIs on AT morphology and function in vivo. We
had access to subcutaneous and visceral adipose tissue (SCAT
and VAT, respectively) biopsies from 2 unique in vivo models:
treated but noninfected macaques, and obese PHIV treated
with an INSTI. In vitro, we studied human proliferating ASCs
and differentiating/differentiated adipocytes to determine
whether DTG or RAL exerted a direct impact on ECM pro-
duction, adipogenesis, oxidative stress, lipogenesis, and insulin
sensitivity.

MATERIALS AND METHODS

Adipose Tissue Samples From Macaques

Cynomolgus macaques (Macaca fascicularis) were imported
from Mauritius and housed in the Commissariat a 'Energie
Atomique (CEA) animal facility (Infectious Disease Models
and Innovative Therapies; government accreditation number
D92-032-02). Macaques were treated or not daily for 2 weeks
with an INSTI-containing regimen [18] (Supplementary Table
1). Pharmacokinetic studies were performed at first to deter-
mine the optimal doses depending on the route of adminis-
tration, allowing us to obtain plasma concentrations similar
to those observed in humans. The study was approved by the
French Ministry of Education, Higher Education and Research
and the local animal care and use committee (Comité d’Ethique
en matiére d’Expérimentation Animale 44, Paris, France; ref-
erence number 2015102713323361.02, Autorisation de Projet
utilisant des Animaux a des Fins Scientifiques number 2453).

The animal facility complied with the Standards for Human
Care and Use of Laboratory of the United States Office for
Laboratory Animal Welfare (number A5826-01) and the
European Directive (2010/63/EU, recommendation number 9).
At necropsy, SCAT and VAT samples were collected.

Adipose Tissue Samples From ART-Treated PHIV

SCAT and VAT biopsies were obtained from obese PHIV from
the Study of HIV infection on an obese Cohort [19] under-
going bariatric surgery, treated or not treated with an INSTI-
containing regimen (Supplementary Table 2). All patients
provided written informed consent.

Adipose Tissue Histology

Samples were fixed in 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, St
Louis, Missouri) for 48 hours and stained with Sirius red [20].
Adipocyte size and fibrosis index were determined using a semiau-
tomatic image analysis system [20]. Fibrosis index is defined as the
ratio of fibrosis to total AT surfaces. Periadipocyte and perilobular
fibrosis were scored as 0, 1, or 2 as previously described [21].

Isolation, Culture, and INSTI Treatment of Adipose-Derived Mesenchymal
Stem Cells

Human SCAT samples, used for isolation of ASCs, were obtained
from 8 healthy women (BMI < 25 kg/m?). All provided their
prior written informed consent. The research complied with the
tenets of the Declaration of Helsinki and was approved by the
independent ethics committee [20]. During expansion, ASCs
were exposed for 2 weeks to INSTTs at peak concentration (C_ )
(DTG: 3.1 pg/mL, RAL: 2.1 ug/mL; SCBT, Dallas, Texas) [22] or
to 0.1% dimethyl sulfoxide (DMSO) as a control.

Adipocyte Differentiation

Adipocyte differentiation was induced for 2 weeks [20]. ASCs
were either exposed to DTG or RAL throughout differentiation
and analyzed on days 7 and 14, or were first differentiated into
adipocytes for 14 days and then exposed to DTG or RAL for
6 days and analyzed on day 20. To evaluate lipid accumulation,
cells were stained with Oil-Red-O (Sigma-Aldrich) [20].

RNA Isolation and Quantitative Reverse-transcription Polymerase Chain
Reaction

Total RNA was isolated from macaque AT samples using
QIAzol reagent (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) or from cul-
tured cells using RNeasy mini-columns (Qiagen, Courtaboeuf,
France). Messenger RNA expression was analyzed using
reverse-transcription polymerase chain reaction [23, 24] (see
Supplementary Tables 3 and 4 for primer sequences).

Western Blotting

After protein extraction, the samples underwent sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and were
blotted onto nitrocellulose membranes. Specific proteins were
detected using antibodies against collagen 1-a2, collagen 6-al
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(SCBT), phospho-Akt-ser473, Akt, IRp, anti-phosphotyrosine
(for phospho-IRB) (Cell Signaling Technology), and tubulin
(Sigma-Aldrich).

Quantification of Protein Secretion Into Cell Culture Media

The fibronectin concentration was determined using a
Quantikine enzyme-linked immunosorbent assay kit (Bio-
Techne, San Jose, California). The adipokine concentration was
determined using a Proteome profiler adipokine array kit (Bio-
Techne), according to the manufacturer’s instructions.

Oxidative Stress and Mitochondrial Dysfunction

The production of reactive oxygen species (ROS) was assessed
by the oxidation of 5-6-chloromethyl-2,7-dichlorodihydro-
(CM-H,DCFDA). We used
tetrachloro-tetra-ethyl-benzimidazolyl-carbocyanine iodide

fluorescein-diacetate

(JC-1) to evaluate mitochondrial membrane potential, and
the MitoTracker Red probe to measure mitochondrial mass
[22, 25] (all from ThermoFisher Scientific). Fluorescence
was measured in cells after 120 minutes at 37°C in the dark.
Results were normalized to 4’,6-diamidino-2-phenylindole
fluorescence [26].

Insulin Signaling and Glucose Transport

Adipocytes were serum-starved for 18 hours. Insulin sensi-
tivity was evaluated after 7 minutes with 100 nM insulin by
Western blot as the ratio of phosphorylated Akt/total Akt and
of phospho-IRB/total IRP. Insulin-stimulated glucose uptake
was assessed using the Glucose Uptake Glo assay kit (Promega,
Madison, Wisconsin) after 60 minutes with insulin 100 nM.
Results were expressed as the mean * standard error of the
mean fold increased luminescence.

Statistical Analysis

All in vitro experiments were performed between 3 and 10
times in triplicate samples. Differences between INSTI-treated/
nontreated patients or ART-treated/nontreated macaques were
probed in an unpaired parametric Student ¢ test. Differences be-
tween INSTI-treated and DMSO-treated cells were probed with
a parametric or nonparametric ¢ test. Differences in the level of
periadipocyte fibrosis were probed in a x” test. The threshold
for statistical significance was set to P < .05. All analyses were
performance using Prism 5.0 software (GraphPad Software, La
Jolla, California).

RESULTS

SCAT and VAT From Dolutegravir-Treated Macaques Display Elevated
Fibrosis, Large Adipocytes, and High Levels of Adipogenic Markers

Fibrotic bundles and thickening of fat lobules were evidenced
by Sirius red staining. The fibrosis index in SCAT was 45.5%
for ART-treated vs 24.6% (P <.0001) for control macaques.
The fibrosis index in VAT was 30.0% in ART-treated vs 14.2%

in control macaques (P < .021). These differences were mainly
due to marked periadipocyte fibrosis in the SCAT and VAT of
ART-treated but not control macaques (Figure 1A and 1B). The
adipocyte size distribution was homogeneous in the AT of con-
trol macaques, whereas AT from ART-treated macaques pre-
sented clusters of large adipocytes (> 5000 um?) (Figure 1A and
1C). Expression levels of the proadipogenic factors CEBPA and
PPARG in SCAT were higher in ART-treated macaques than in
controls (Figure 1D), whereas ADIPOQ expression was lower
(Figure 1D). These data suggest that INSTIs induce fibrosis,
adipocyte enlargement, and gene expression changes in both
SCAT and VAT.

An INSTI-Containing Regimen Is Associated With Elevated Fibrosis in
Human SCAT and VAT, Relative to an INSTI-Sparing Regimen

Nineteen PHIV underwent bariatric surgery (Supplementary
Table 2). All but 1 patient had received conventional ART be-
fore being switched to an INSTI regimen (9 DTG, 3 cobicistat-
boosted elvitegravir, 2 RAL), and all but 1 were obese at that
time. The mean duration of INSTT treatment was 29 months and
the mean weight gain was 5.2 + 1.4 kg/year. Only 21% (3/14)
of INSTI-treated and 40% (2/5) of non-INSTI-treated patients
were already obese at 20 years old. Familial cases were reported
in 36% (5/14) of INSTI-treated and in 100% (5/5) of non-
INSTI-treated patients. The fibrosis index in SCAT and VAT
were higher in the 14 INSTI-treated than in the 5 non-INSTI-
treated patients (Figure 2A and 2B). In both groups, the SCAT
presented perilobular and periadipocyte fibrosis (Figure 2A and
2B). However, the level of periadipocyte fibrosis was higher in
the VAT of INSTI-treated than in non-INSTI-treated patients
(Figure 2A and 2B).

DTG and RAL Induce a Profibrotic Phenotype, Oxidative Stress, and
Mitochondrial Dysfunctions in ASCs and in Adipocytes In Vitro

We then studied the impact of DTG and RAL on prolifer-
ating ASCs. INSTT treatment led to elevated levels of collagens
(Figure 3A), fibronectin (Figure 3B), and the myofibroblast
marker aSMA (ACTA2) (Figure 3C). In adipocytes, the 2
INSTIs upregulated collagen protein expression (Figure 3D).
These results strongly suggest that DTG and RAL induce AT
fibrosis by promoting a profibrotic phenotype in ASCs and
adipocytes. We also observed that INSTIs increased ROS pro-
duction (Figure 4A and 4C) and induced mitochondrial dys-
function characterized by increased mitochondrial mass and
decreased membrane potential (Figure 4B and 4D) in prolifer-
ating ASCs and, to a lower extent, in adipocytes.

DTG and RAL Promote Adipogenesis and Lipid Accumulation In Vitro

Treatments with DTG and, to a lesser extent, RAL were associ-
ated with greater lipid accumulation via elevated expression of
proadipogenic markers, particularlyat C__ (Supplementary Figure
1), during early (day 7) and late (day 14) differentiation (Figure 5A
and 5B). Both INSTIs increased expression of the proadipogenic
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Figure 1. Subcutaneous and visceral adipose tissue from antiretroviral therapy—treated (ART+) macaques exhibits fibrosis and elevated adipogenic marker expression.
A, Light microscopy analysis of adipose tissue depots stained with Sirius red to detect collagen fibers. Representative photographs are shown (magnification: x10; scale
bar, 100 um). B, Fibrosis index in subcutaneous adipose tissue (SCAT) and visceral adipose tissue (VAT) was calculated (left panel) and the proportion of macaques with
periadipocyte fibrosis was determined, as described in the Materials and Methods (right panel). C, Distribution of adipocyte size in SCAT and VAT depots in control and
ART+ macaques. D, CCAAT/enhancer-binding protein alpha (CEBPA), peroxisome proliferator—activated receptor gamma (PPARG), and adiponectin (ADIPOQ) messenger RNA
(mRNA) levels were measured using real-time polymerase chain reaction. The relative mRNA expression levels were normalized against cyclophilin A (PPIA). All results were
obtained from triplicate measurements and are expressed as the mean + standard error of the mean for the control (Ctrl) group and the ART+ group (n = 4-5 animals per
group). *P< .05, **P< .01, ****P< 0001 vs Ctrl (nontreated) animals.

genes CEBPA and PPARG (Figure 5C; Supplementary Figure 1). markers FAS and FABP4 (Figure 5D). It is noteworthy that DTG
DTG, but not RAL, was also associated with greater gene expres- was associated with decreased expression and/or secretion of
sion of the prolipogenic factor SREBPI1C and the lipid metabolism  adiponectin and leptin (Figure 6A). We showed that DTG also
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Figure 2. The level of fibrosis in subcutaneous adipose tissue (SCAT) and visceral adipose tissue (VAT) from integrase strand transfer inhibitor (INSTI)-treated obese pa-
tients is higher than in patients not treated with INSTIs. A, Light microscopy analysis of adipose tissue depots stained with Sirius red to reveal collagen fibers. Representative
photographs are shown (magnification x10; scale bar: 100 um). B, The fibrosis index in SCAT and VAT was calculated (left panel), and the proportion of patients with
periadipocyte fibrosis was measured, as described in the Materials and Methods (right panel). All results were obtained from triplicate experiments and are expressed as the
mean + standard error of the mean for INSTI-treated patients (n = 14) vs non—INSTI-treated patients (n = 5). *P < .05 vs non—INSTI-treated patients.

promoted lipid accumulation when added on already differen-
tiated mature adipocytes (Figure 6B). These results indicate that
INSTIs (particularly DTG) enhance adipogenesis and lipogenesis
in differentiating ASCs and mature adipocytes.

DTG and RAL Induce Insulin Resistance in Adipocytes In Vitro

In ASCs treated during (Figure 7A and 7C) or after (Figure 7B
and 7D) differentiation, INSTIs inhibited acute insulin-induced
phosphorylation of the insulin receptor and Akt (a key enzyme
of the insulin signaling pathway) and blunted insulin-induced
glucose transport (Figure 7E and 7F). These data indicate that
INSTIs favor the onset of insulin resistance.

DISCUSSION

Here, we used unique in vivo models—INSTI-treated PHIV
and noninfected macaques—to show for the first time that
treatment with DTG or RAL is associated with elevated AT fi-
brosis and other adipose alterations. In a series of in vitro ex-
periments, we demonstrated that DTG-treated and, to a lesser
extent, RAL-treated ASCs and adipocytes acquired a profibrotic
phenotype, enhanced oxidative stress, promoted lipid accumu-
lation (probably through the activation of lipogenic pathways),
and favored the onset of insulin resistance in adipocytes.
Several studies have highlighted increases in weight, BMI,
incidence of obesity, and an overall increase in body fat with
INSTI treatment, especially DTG and RAL [3-5, 7, 8] . Hence,
we sought to identify the mechanisms underlying this fat gain.

First, we observed an increase in adipocyte size in the AT of
noninfected INSTI-treated macaques, suggesting that INSTIs
can induce adipocyte hypertrophy. DTG has been detected
within adipocytes and the stromavascular fraction in VAT [27],
suggesting that it has access to ASCs and adipocytes in vivo.
RAL has a high level of tissue penetration and therefore is likely
to accumulate in AT [19]. Consistently, our in vitro data re-
vealed for the first time that DTG and, to a lesser extent, RAL
can directly promote lipid accumulation by enhancing both
adipogenic and lipogenic pathways in adipocytes. Interestingly,
in differentiating ASCs, DTG had a higher impact on lipogenic
than adipogenic gene expression, suggesting that DTG-induced
adipocyte hypertrophy is rather due to a prolipogenic effect.
Raltegravir treatment was associated with a slight elevation in
lipid accumulation but did not affect adipogenesis per se, as the
expression of the proadipogenic markers PPARG and CEBPA
was not elevated as compared to the control. Our findings are
in line with literature data showing that RAL did not impact
adipogenesis [13, 14, 28]. It has been previously shown that
protease inhibitors (atazanavir and lopinavir) and efavirenz
can alter adipogenesis, with low levels of adipogenic marker ex-
pression in human adipocytes (unpublished data and [13, 25]),
suggesting that the INSTIs differ from other antiretrovirals with
regard to their impact on adipogenesis and lipogenesis. Thus,
our results indicate that DTG and RAL promote adipocyte hy-
pertrophy, thus increasing the fat mass and weight in INSTI-
treated patients.
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Figure 3.  Long-term exposure to dolutegravir (DTG) and raltegravir (RAL) in proliferating adipose stem cells (ASCs) and in adipocytes is associated with greater expression
of extracellular matrix proteins. A—C, ASCs were maintained in a proliferating, undifferentiated state for 15 days, treated with DTG (3.1 pg/mL) or RAL (2.1 pg/mL), and com-
pared with cells treated with .1% dimethyl sulfoxide (DMSO). Total messenger RNA (mRNA) and whole-cell lysates were extracted and analyzed using reverse-transcription
polymerase chain reaction and immunoblotting assays, respectively. A, Representative immunoblots for human collagen 6 (COL6A1) and 1 (COL1A2), normalized against
tubulin as a loading control. B, Level of fibronectin (FN) in the cell culture medium was determined with an enzyme-linked immunosorbent assay. The results are expressed
as nanograms per 10000 cells per 24 hours. C, Human a.-smooth muscle actin (ACTAZ) mRNA levels, normalized against PPIA mRNA. D, ASC-differentiated adipocytes were
treated with integrase strand transfer inhibitors after 2 weeks of differentiation. Whole-cell lysates were prepared and analyzed in immunoblots. Representative immunoblots
for human COL6A1 and COL1AZ2 (quantified against tubulin as a loading control) are shown. The data are quoted as the mean + standard error of the mean. All experiments
were performed in triplicate. *P< .05, **P< .01, ***P<.001 vs DMSO-treated cells. Abbreviation: PPIA, peptidylprolyl isomerase A.

We hypothesized that this process might result from increased
oxidative stress. Indeed, lipohypertrophy in PHIV has previously
been linked to mitochondrial toxicity in AT [29], and DTG can
induce mitochondrial dysfunction and oxidative stress in CD4
T-lymphocytes [30]. Accordingly, we found that DTG and RAL
promoted ROS production and mitochondrial dysfunction.

Fibrosis is a major feature of AT dysfunction [12]. We ob-
served a significant elevation of the fibrosis index in SCAT

and VAT in ART-treated macaques. Accordingly, we found
that total fibrosis was elevated in the SCAT and VAT of obese
INSTI-exposed PHIV, when compared with patients on an
INSTI-sparing regimen. In the context of obesity, elevated fi-
brosis is mainly due to periadipocyte fibrosis; the latter has
been linked to metabolic disorders [12] and was observed in
SCAT and VAT of INSTI-treated macaques and in VAT of
INSTI-treated patients.
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adipocytes (Cand D). The cells were treated for 2 weeks with DTG (3.1 pg/mL) or RAL (2.1 ng/mL) and compared with cells treated with dimethyl sulfoxide (DMSQ). ROS pro-
duction was assessed by CM-H,DCFDA in proliferating ASCs (A) or in ASC-differentiated adipocytes (C), as described in the Materials and Methods. Mitochondrial mass and
membrane potential were assessed by Mitotracker and JC-1 aggregation, respectively, in proliferating ASCs (B) or in ASC-differentiated adipocytes (D), as described in the
Materials and Methods. The data are expressed as the mean + standard error of the mean. All experiments were performed in triplicate. *P< .05, **P< .01,****P< .0001 vs
DMSO-treated cells. Abbreviations: CM-H2-DCFDA, chloromethyl- diacétate de dichlorodihydrofluorescéine 27,7”; DAPI, 4’,6-diamidino-2-phenylindole; JC, tetrachlorotetra-

ethyl-benzimidazolyl-carbocyanine iodide.

There are several possible explanations for these differences
between the macaques and the patients, including the dura-
tion of INSTT treatment, the species, the sex (the female/male
ratio was 1:13 for the macaques and 15:4 for the patients), the
metabolic state (morbidly obese patients vs chubby macaques),
and the infection status. Moreover, it has recently been shown
that tenofovir alafenamide (TAF) promoted more weight gain
than tenofovir disoproxil fumarate (TDF) in combination with
INSTIs and that TDF could have a protective effect in that set-
ting [5, 31]. All of our treated macaques received TDE. In the
ObeVIH study, 2 of the 14 INSTI-treated patients were taking
TAF and 2 TDE whereas 4 of the 5 non-INSTI-treated patients
were taking TDF and none TAFE. Hence, we cannot rule out an
influence of TDF or TAF, in addition to INSTI, on the differ-
ences in adipose profiles between the 2 groups of macaques and
of patients.

In vitro, we found that both DTG and RAL induced a
profibrotic phenotype in ASCs and adipocytes, suggesting that

these cells are key players in the onset of AT fibrosis. Fibrosis
can result from AT inflammation [12]; this is rather unlikely in
the present context, since RAL has no effect on cytokine secre-
tion in adipocytes and is associated with a decrease in inflam-
mation in endothelial cells [13, 22]. Moreover, an assessment of
dorsocervical AT in HIV-linked lipodystrophy revealed that the
elevation in AT fibrosis was not associated with inflammation
[23]. Taken as a whole, these data indicate that INSTTs have a
profibrotic effect, especially at the periadipocyte level, but the
mechanisms involved remain speculative.

The impact of INSTIs on insulin sensitivity is still sub-
ject to debate. Some researchers have not observed any
impact of INSTIs on the homeostatic model assessment of
insulin resistance or glycemia [32, 33]. Nonetheless, other
researchers have found that DTG and RAL promoted insulin
resistance and lowered circulating adiponectin levels [8, 15,
34-36]. Accordingly, adiponectin expression was low in the
SCAT of INSTI-treated macaques. Moreover, despite DTG’s
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Figure 5. Chronic treatment with dolutegravir (DTG) and raltegravir (RAL) at peak concentration is associated with elevated adipogenesis and lipid accumulation in
adipocyte-differentiated adipose stem cells (ASCs). A-D, ASCs were differentiated into adipocytes in the presence of dolutegravir (DTG; 3.1 pg/mL) or raltegravir (RAL;
2.1 pg/mL) for 7 or 14 days. A and B, To evaluate ASCs' adipogenic potential, cells were stained with Qil-Red-O at 7 and 14 days after the induction of differentiation. A,
Representative micrographs of Oil-Red-O—stained adipocytes (magnification x20). B, Quantification of Qil-Red-0 staining. Total messenger RNA (mRNA) was extracted 7 and
14 days after the induction of differentiation and analyzed using reverse-transcription polymerase chain reaction for human CEBPA and PPARG ((C), sterol regulatory element-
binding protein 1c (SREBPTc), fatty acid—binding protein 4 (FABP4), and fatty acid synthase (FAS) (D), normalized against PPIA. The data are quoted as the mean + standard
error of the mean. All experiments were performed in triplicate. *P< .05, **P< .01, ***P< 001, ****P < .0001 vs dimethyl sulfoxide (DMSO)-treated cells. Abbreviations:
CEBPA, CCAAT enhancer binding protein Alpha; PPARG, peroxisome proliferator activated receptor gamma; PPIA, peptidylprolyl isomerase A.

proadipogenic effect in vitro, the drug can damage adipo-
cyte function, as characterized by insulin resistance and low
leptin and adiponectin secretion. RAL also induced insulin
resistance; this is line with a previous report [28]. Overall,
our data suggest that both INSTIs are involved in the onset
of insulin resistance, and that this effect may be associated
with low adiponectin expression. Otherwise, both INSTIs
increased ROS production. Also, DTG induced mitochon-
drial dysfunction that could participate to ROS generation.
Interestingly, elevated levels of oxidative stress have been
linked to insulin resistance in vitro and in obese patients

[37, 38]. A study of HIV-infected ART initiators showed
that poor AT mitochondrial function was associated with
insulin resistance and low adiponectin levels [39]. We there-
fore suggest that INSTI-induced oxidative stress and/or mi-
tochondrial dysfunction may be involved in the onset of
insulin resistance. However, one would not expect elevated
PPARG expression to be associated with insulin resistance
in adipocytes. Our results suggest that INSTIs may induce
both adipogenesis and oxidative stress. Despite the INSTIs’
proadipogenic effect, moderate mitochondrial toxicity might
result in insulin resistance.
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Figure 6. Chronic treatment with dolutegravir (DTG) and raltegravir (RAL) at peak concentration is associated with an alteration in adipokine secretion in adipocyte-
differentiated adipose stem cells (ASCs) and elevated lipid accumulation in adipocyte-differentiated ASCs treated after adipogenesis. The ASCs were differentiated into
adipocytes in the presence of DTG (3.1 pg/mL) or RAL (2.1 pug/mL) for 14 days. A, Total messenger RNA (mRNA) was extracted 7 and 14 days after the induction of differen-
tiation and analyzed using reverse-transcription polymerase chain reaction for human adiponectin (ADIPOQ) normalized against PPIA. B, Adiponectin and leptin levels in the
cell culture media were determined with an adipokine array. C, Alternatively, DTG and RAL were added after the completion of adipogenesis on day 14 of differentiation,
and the cells were cultured for a further 6 days. Cells were stained with Qil-Red-0. Representative micrographs (left panel) and Oil-Red-0 staining quantification (right panel;
magpnification x20) are shown. The data are quoted as the mean + standard error of the mean. All experiments were performed in triplicate. *P< .05, **P< .01, ***P< .001
vs dimethyl sulfoxide (DMSO)-treated cells. Abbreviation: PPIA, peptidylprolyl isomerase A.

Our study had a number of limitations. First, the observed
disparities between human and macaque AT samples with re-
gard to periadipocyte fibrosis were probably due to differences
in the duration of treatment, species, sex, metabolic state, and/
or infection status. The majority of INSTI-treated patients were
black women, in accordance with their increased susceptibility to
INSTI-induced weight gain [3, 5]; the results cannot be directly
extended to INSTI-associated AT alterations in other groups.
The level of fibrosis is probably already high in the AT of mor-
bidly obese patients [20]. Moreover, INSTI-treated macaques
were compared with untreated macaques, whereas we compared
INSTI-experienced and INSTI-naive patients. Last, we studied a
small number of treated macaques. In addition to INSTI, the ma-
caques and some patients were treated with either TDF or TAE
which could also have an impact on the AT differences observed
between groups.

Adipose stem cells isolated from SCAT of healthy women
constitute a good tool for investigating the impact of INSTIs,
since women are more prone to weight gain than men after
INSTI treatment [7, 8]. Moreover, this model allowed us to eval-
uate the specific impact of each INSTI and thus establish that
DTG exerted a greater effect than RAL. Nevertheless, in vitro
concentrations of active drugs could differ from the in vivo sit-
uation due to different protein level in the medium.

Given that HIV itself is involved in AT alterations, the com-
bined/synergic effects of INSTIs and HIV infection require fur-
ther investigation. Importantly, AT has been shown to be an
HIV/simian immunodeficiency virus (SIV) reservoir [24], HIV
infection per se alters AT function [40]. Moreover, we recently
demonstrated the specific role of HIV/SIV infection per se on
AT fibrosis and adipogenesis, probably through the leakage of
the viral proteins Tat and Nef from infected cells within AT
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Figure 7. Chronic treatment with dolutegravir (DTG) and raltegravir (RAL) blunts insulin-stimulated glucose transport and induces insulin resistance in adipocyte-
differentiated adipose stem cells (ASCs). The ASCs were differentiated into adipocytes in the presence of DTG (3.1 pg/mL) or RAL (2.1 ng/mL) for 14 days (A, C, and £).
Alternatively, DTG and RAL were added after the completion of adipogenesis on day 14 of differentiation, and the cells were cultured for a further 6 days (B, 0, and A. The
cells were then stimulated (or not) with 100 nM insulin for 7 minutes. Whole-cell lysates were prepared and analyzed using immunoblots. Representative immunoblots of
phospho-Akt, total Akt, phospho-IR (antiphosphotyrosine antibody), total IRB, and tubulin (the loading control) are shown (A-D, upper panels). The fold induction by insulin
was quantified in adipocyte-derived-ASCs on day 14 (A and C, lower panels, n = 3) or in differentiated adipocytes on day 20 (Band D, lower panels) (n = 3 for Band n = 2 for
D). Glucose transport was assessed as described in the Materials and Methods, and fold induction was quantified in adipocyte-derived ASCs on day 14 (£) or in adipocytes
treated after differentiation on day 20 (A. The data are quoted as the mean + standard error of the mean. All experiments were performed in triplicate. *P< .05, **P< .01,
***P<.001 vs dimethyl sulfoxide (DMSO)-treated cells. Abbreviations: Akt, AKT serine/threonine kinase 1 also known as PKB (protein kinase B); IR(3, beta subunit of the
insulin receptor.

[20]. We hypothesized that in the context of HIV infection and  alleviate adipocyte stress (thereby favoring hypertrophy/expan-
stressed adipocytes in a profibrotic milieu (due to the impact of ~ sion) but also could increase oxidative stress and thus probably
HIV, obesity, or antiretrovirals other than INSTIs), INSTIscould ~ reduce metabolic flexibility and increase insulin resistance.
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In summary, we showed here for the first time that treatment
with the INSTIs DTG and RAL promoted adipocyte hyper-
trophy, adipogenesis, and lipogenesis and also favored the onset
of fibrosis, oxidative stress, and insulin resistance. Our data sug-
gest that INSTIs are involved in the fat accumulation and dys-
function observed in people with HIV.
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Supplementary materials are available at Clinical Infectious Diseases on-
line. Consisting of data provided by the authors to benefit the reader, the
posted materials are not copyedited and are the sole responsibility of the
authors, so questions or comments should be addressed to the corre-
sponding author.
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b) Discussion et perspectives

Plusieurs hypothéses pourraient étre a 1’origine des mécanismes associés a la prise de
poids/prise de TA sous INI.

Tout d’abord, lors de la mise sous ARV, il existe le phénomene de « return to health » ou
retour a la santé. Le patient reprend du poids car il améliore sa santé : la charge virale diminue,
le nombre de CD4+ augmente et il mange plus. Parallélement, les patients qui changent d’ARV
pour un INI pour cause d’effet secondaire peuvent manger mieux car ils se sentent mieux. De
plus, la charge virale est associée a une augmentation de la dépense énergétique (Sharpstone et
al. 1996). Une diminution rapide de la quantit¢ d’ARN du VIH sous INI pourrait diminuer la
dépense énergétique et donc favoriser la prise de poids (Bakal et al. 2018). Cependant, ces
hypothéses n’expliquent pas I’effet plus marqué du DTG par rapport a I’EVG car il existe le
méme effet sur la charge virale et le nombre de CD4+ quel que soit I’'INI utilis¢ (Venter et al.
2019). Une autre hypothése concerne I’effet des INI sur la prise alimentaire. Une augmentation
des apports énergétiques expliquerait la prise de poids sous INI. En effet, le DTG serait capable
d’inhiber la liaison de aMSH et MC4R au niveau de I’hypothalamus et favoriser une
hyperphagie (Hill et al. 2019). Cependant, aucune ¢tude n’a évalué la prise alimentaire chez ces
patients.

Outre I’influence d’autres ARV (voir Discussion générale et perspectives, partie C-2 Prise de
poids : role du tenofovir alafémide et du bictégravir), la prise de poids semble étre sous la
dépendance de plusieurs facteurs génétiques et hormonaux. En effet, I’age, le genre féminin et
I’ethnie africaine sont des facteurs favorisant la prise de poids (Wood 2019). Un travail récent
montre que certains polymorphismes de CYP2B6 sont associés une métabolisation ultra-rapide
de EFV favoriseraient la prise de poids sous DTG chez les femmes africaines (Griesel 2020).
Avec I’age, I’environnement hormonal, modifi¢ avec la ménopause, perdrait son effet protecteur
ce qui contribuerait a la prise de poids sous INI des femmes de plus de 60 ans (Assoumou et al.
2020).

En somme, la prise de poids sous INI est due a des facteurs métaboliques, systémiques et une

susceptibilité génétique qui restent a explorer.

Une expansion du TA est le résultat d’une hypertrophie et/ou d’une hyperplasie. Le volume de
I’adipocyte résulte de 1’équilibre entre la lipogenése et le catabolisme des lipides (lipolyse, -
oxydation des AG) tandis que le nombre varie selon la prolifération/différenciation des
précurseurs et I’apoptose des adipocytes. Notre étude montre que le DTG et de fagon moindre le

RAL ont un effet pro-adipogénique avec une augmentation de 1’expression des acteurs de
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I’adipogenese et de la lipogenese, et de 1’accumulation de lipides qui pourrait participer a
I’hypertrophie des adipocytes observés chez les macaques traités non infectés. En accord, le
RAL a été montré comme augmentant 1’expression de PPARy dans le TASC abdominal de
patients lipodystrophiques (Domingo et al. 2014). L’EVG semble avoir un effet moins marqué
(Moure et al. 2016). De facon étonnante, les INI sont également responsables de la mise en place
d’une résistance a I’insuline des adipocytes in vitro. Nous avons observé une diminution du
transport du glucose et de ’activation de la voie Akt. Il serait pertinent de regarder plus en
détails la voie de signalisation insulinique afin de déterminer si cela est li¢ a une diminution de la
localisation de GLUT4 a la membrane et/ou a la phosphorylation des sérines au niveau de IRS-1.
Ces données sont en faveur d’une toxicité métabolique des INI.

Dans notre mod¢le in vivo de TA de macaques sous ARV, et en accord, dans les adipocytes in
vitro, les INI augmentent I’expression de PPARY et diminuent 1’expression de I’adiponectine
dans le TASC et dans les adipocytes. PPARy étant un activateur transcriptionnel du gene
ADIPOQ, ces résultats semblent contre-intuitifs. Une hypothése mécanistique serait une
augmentation de SMRT (silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptors) en
réponse aux INI. En effet, SMRT est un corépresseur nucléaire de PPARy induisant la
diminution de I’expression d’adiponectine. Par ailleurs, SMRT est augmenté dans des situations
de fibrose (Liu and Liu 2012) et pourrait donc étre induit au cours de I’infection par le VIH sous
INI dans le TA fibrotique des patients.

Les INI sont des chélateurs de cations divalents (Sechi et al. 2006). Or un défaut de Cu2+ ou
de Ca2+ peut induire une hypertrophie des adipocytes et un stress oxydant (Gaetke and Chow
2003, Yang et al. 2018, Zhang et al. 2019). Ainsi, la diminution de la biodisponibilité
intracellulaire de Mg2+ pourrait altérer la phosphorylation du RI et donc inhiber la voie de
signalisation insulinique (Fong et al. 2017). Une accumulation de LEDGF, un facteur de
transcription cellulaire de la famille des HDGF, favorise la lipogeneése (Min et al. 2018) et
I’accumulation du TAV (Sutherland et al. 2006). De facon intéressante, les INI empéchent la
fixation de LEDGF a I’intégrase du VIH, pouvant ainsi entrainer une augmentation de sa
concentration intracellulaire (Vandekerckhove et al. 2006, Shun et al. 2007), et contribuer a

I’expansion du TAV.

Au cours de ma thése, j’ai pu mettre en évidence un réle du virus lui-méme sur les atteintes du
TA et des adipocytes. L hypothése que je propose est que chez les patients infectés et traités, les
INI allegent le stress des adipocytes induit par le virus (et d’autres ARV) en favorisant

I’hypertrophie des adipocytes et donc I’expansion du TA. Cependant, de fagon similaire aux
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patients obéses, cette hypertrophie s’accompagne de dysfonctions du TA comme la fibrose, le
stress oxydant ou encore la résistance a ’insuline. Le role du stress oxydant dans 1’hypertrophie
adipocytaire et la fibrose reste encore a confirmer. Par ailleurs, il serait pertinent de mesurer
I’inflammation dans nos différents modeles et d’étudier le lien éventuel entre inflammation et
fibrose. En effet, un lien étroit a été observé entre inflammation, IMC et stockage ectopique des

graisses (Reilly and Saltiel 2017, Chen et al. 2019, Zatterale et al. 2019).

Dans la cohorte ObeVIH, nous avons observé une fibrose péricellulaire augmentée dans le
TAV des patients infectés sous INI. Cependant, les patients sont tous obeses, ce qui ajoute un
facteur supplémentaire en faveur du développement de la fibrose. Afin de compléter ces études
et de confirmer la part respective du virus et des INI, il serait pertinent d’ajouter deux groupes
controles de personnes obe¢ses infectés par le VIH sans ARV et obeses non infectés. Chez les
patients obéses, en fonction de ’IMC et des complications métaboliques, la chirurgie bariatrique
va constituer un traitement thérapeutique de choix. L’obésité altére la concentration plasmatique
des ARV mais aucune conséquence virologique ou immune n’a ¢été constatée (Madelain et al.
2017). En revanche, la chirurgie modifie 1’absorption des ARV et conduit a des ajustements de
dosages nécessaires voire des changements de molécules avec un suivi de la charge virale et le
dosage des ARV en post-opératoire (Amouyal et al. 2018). En plus de cette adaptation
personnalisée du traitement suite a la chirurgie, la réversibilité des atteintes du TA sous INI est
un point important a évaluer. C’est ce que nous souhaitons faire avec la cohorte ObeVIH, des
prélévements de TASC abdominal seront réalisés 3 mois et 12 mois apres la chirurgie. Ce
protocole nous permettra d’étudier I’impact de la chirurgie bariatrique chez des patients infectés

par le VIH mais aussi I’influence des INI sur la perte de poids et sur les atteintes du TA.
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III. Vieillissement du tissu adipeux des patients

infectés par le VIH sous antirétroviraux

Le vieillissement est le déclin des fonctions des étres vivants avec le temps caractérisé par la
diminution des capacités de 1’organisme a répondre a des stress et a revenir a ’homéostasie
(Stout et al. 2017). Il est associ¢ au développement de nombreuses pathologies
cardiométaboliques et liées au concept de frailty. La frailty ou « fragilité » est un syndrome
gériatrique avec une augmentation de la vulnérabilité suite a un stress pouvant conduire a des
délires ou des invalidités.

Des études ont émis 1’hypothése selon laquelle ’infection VIH pouvait conduire a I’apparition
précoce de signes de frailty (Appay and Sauce 2008, Effros et al. 2008, Onen et al. 2009,
Rasmussen et al. 2015). En effet, avec 1’allongement de la durée des traitements et de vie des
patients infectés par le VIH, on observe une augmentation de la prévalence des comorbidités
classiquement lices a I’age telles que des maladies cardiométaboliques (maladies
cardiovasculaires, diabete, prise de poids), des pathologies neurodégénératives et de
I’ostéoporose suggérant un vieillissement accentué de cette population (Dickens et al. 2017,

Kaplan-Lewis et al. 2017, Lagathu et al. 2017, Gelpi et al. 2018, Lagathu et al. 2019).

A. Marqueurs et mécanismes du vieillissement chez les

personnes infectées par le VIH

11 existe différents marqueurs du vieillissement chez les patients infectés par le VIH. Parmi ces
marqueurs on retrouve : les altérations génétiques et la dysmorphie nucléaire, le
raccourcissement des télomeres et les modifications épigénétiques, le stress oxydant et les
dysfonctions  mitochondriales, 1’altération de la  protéostase, [I’inflammation et
I’immunosénescence, la sénescence et la diminution du stock de cellules souches. La sénescence
est définie comme le vieillissement cellulaire (Figure 23). Ces marqueurs du vieillissement sont
basés sur la revue de Lopez-Otin et al (Lopez-Otin et al. 2013) et peuvent étre induits chez les
patients par le virus, les protéines virales et/ou les ARV et indirectement via 1’inflammation

(Lagathu et al. 2017).
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Figure 23 : Les marqueurs du vieillissement chez les patients infectés par le VIH sous antirétroviraux adapté
de (Lopez-Otin et al. 2013) et de (Lagathu et al. 2017).

miARN : microARN, ERO : espéces réactives de I’oxygéne, ADNmt : ADN mitochondrial.

1) Instabilité génomique et altération de I’architecture du noyau

Au cours du vieillissement, la cellule accumule des dommages liés a ’ADN et la structure du
noyau se détériore (Park and Larsson 2011, Moskalev et al. 2013). En effet, I’intégrit¢ de I’ADN
est perturbée par différents stimuli comme les infections virales, les ERO ou les rayons UV. Le
vieillissement est associé¢ a une altération de la machinerie de réparation cellulaire dont le role
est de limiter les dommages liés a I’ADN nucléaire (Lord and Ashworth 2012, Gorbunova and
Seluanov 2016). Dans un contexte d’infection par le VIH, ’intégration de ’ADN viral dans
I’ADN génomique de fagon aléatoire favoriserait des instabilités génomiques (Craigie and
Bushman 2012).

L’architecture du noyau repose sur le réseau de lamines qui sont des filaments intermédiaires
jouant également un rdle dans la régulation de I’expression et de la stabilit¢ du génome
(Gonzalez-Suarez et al. 2009). La lamine A est codée par le géne LMNA. Elle est, entre autres,
maturée par ZMPSTE24 (métalloprotéinase STE24) a partir de la prélamine A farnésylée. Des
variants pathogeénes du géne LMNA entrainent, outre des lipodystrophies partielles (Vigouroux et

al. 2000), des syndromes de vieillissement accéléré dont la progéria. L’accumulation de la
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prélamine A farnésylée induit une déformation nucléaire et favorise la sénescence (Cau et al.
2014).

Dans le contexte du VIH, il a ét¢é montré que certains PI inhibent la ZMPSTE24 favorisant
I’accumulation de prélamine A responsable d’une sénescence cellulaire. L impact des PI peut
étre contrecarré par 1’ajout d’un inhibiteur de la farnésylation conduisant a 1’accumulation de
prélamine A non farnésylée moins toxique pour la cellule (Caron et al. 2007, Coffinier et al.

2007, Guenantin et al. 2014, Afonso et al. 2016).

A B

Prélamine A Prélamine A
I— I X
Farnésylation Farnésylation
31'oteolyse Protéolyse
Carboxymeéthylation AAAAAA Carboxyméthylation AAAAAA
—— 0 —
Clivage l o Zmpste24 * Zmp}/%’lém —-PI
Iy, ——
l Accumulation de

: prélamine A farnésylée
Lamine A mature

Figure 24 : Schéma de la formation de la lamine A mature a partir de prélamine A en physiologie (A) ou
accumulation excessive de prélamine A lors de ’inhibition de I’activité Zmptse24 par les PI.

Zmpste24 : zinc métalloprotéinase STE24, PI : inhibiteurs de la protéase du VIH.

2) Attrition des téloméres, altérations épigénétiques

L’attrition des télomeéres, définie comme un raccourcissement de leur taille au cours du

temps, a ¢ét¢ démontrée en premier dans les fibroblastes humains. Elle est associée a une
diminution de la capacité proliférative (Hayflick and Moorhead 1961). Les effets du
vieillissement peuvent étre prévenus par 1’activation des télomérases (Jaskelioff et al. 2011),
enzyme responsable du maintien de la taille des télomeres.

Il a été montré une diminution de la taille des télomeres dans les PBMC (peripheral blood
mononuclear cells) des patients infectés par le VIH naifs de traitement (Effros 2011, Pathai et al.
2014). Certaines protéines du VIH comme Gp120, Tat et Vpr altérent ’activité de la télomérase
dans les lymphocytes T CD4+ in vitro (Reynoso et al. 2012, Comandini et al. 2013, Wang et al.
2013). De plus, certains NRTI inhibent directement la t¢lomérase dans des cellules immunitaires

(Strahl and Blackburn 1996, Leeansyah et al. 2013).
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Le vieillissement est associ¢ a des altérations épigénétiques (méthylation de 1’ADN,

modifications des histones, remodelage de la chromatine) conduisant a une instabilité génomique
(Lopez-Otin et al. 2013). Des études ont montré qu’il existait des profils spécifiques de
méthylation de I’ADN caractéristiques du vieillissement définissant un age ¢épigénétique
(Horvath 2013, Weidner et al. 2014, Boulias et al. 2016).

L’infection par le VIH conduit a une augmentation de « I’age épigénétique » dans les tissus et
les PBMC qui est associée a un risque accru de mortalité (Horvath and Levine 2015, Gross et al.

2016).

Les modifications des histones impliquent différentes enzymes : des histones déméthylases,

des ADP ribosyltransférases ou des enzymes deacétlysases comme les sirtuines. Certains
membres de la famille des sirtuines (SIRT) sont diminués au cours du vieillissement : SIRTI1,
SIRT3 et SIRT6. Ces dernieres sont impliquées dans la longévité, la stabilit¢ génomique et dans
le métabolisme énergétique (Watroba and Szukiewicz 2016).

Au cours de I’infection par le VIH, la protéine Tat en bloquant SIRTI1, conduit a une
suractivation des lymphocytes T qui pourrait participer a la mise en place de la sénescence

(Kwon et al. 2008, Thakur et al. 2012, Pinzone et al. 2013).

Les microARN (miR) sont des acteurs majeurs de 1’épigénétique. Ce sont des petits ARN non

codants qui régulent 1’expression génique. La quantité de miR circulants diminue avec I’age et
est associée a plusieurs comorbidités comme la résistance a I’insuline ou des maladies
cardiovasculaires (Pincus et al. 2011, Noren Hooten et al. 2013, Thomou et al. 2017).

De facon intéressante, les protéines du VIH Tat et Gp120 modulent la production de certains
miR tel que miR-34a, miR impliqué dans le vieillissement, qui est augmenté par les protéines
virales dans les cellules endothéliales (Hijmans et al. 2018). De plus, I’expression de DICER,
I’endoribonuclease de type III qui contréle la maturation des microARN, diminue avec 1’age et
¢galement au cours de I’infection par le VIH dans le TA (Coley et al. 2010, Mori et al. 2012,
Reis et al. 2016, Torriani et al. 2016).

3) Stress oxydant et dysfonctions mitochondriales
Comme suggéré par Harman et al il y a 64 ans, le vieillissement peut étre le résultat de
I’accumulation des effets déléteres induits par les radicaux libres (Harman 1956). Les ERO sont
des radicaux libres, des ions oxygénés et des peroxydes comme 1’anion superoxide O2.-, le

peroxyde d’hydrogene H202 et le radical hydroxyle HO. L’anion superoxide O2.- est produit

68



majoritairement au niveau des complexes I et III de la chaine respiratoire mitochondriale. Il est
obtenu suite a une perte d’¢électron lors de la réduction de 1’0O2. Une autre source de 1’anion
superoxide est la NADPH-oxydase cytoplasmique (Pizzino et al. 2017). L’ O2.- est toxique, tres
instable, et est donc rapidement dismuté en peroxyde d’hydrogéne H202 par les enzymes
antioxydantes superoxide dismutases (SOD) : la MnSOD (mangan¢se SOD) pour la
mitochondrie, les Cu et ZnSOD pour les formes cytosoliques et extracellulaires (Labunskyy and
Gladyshev 2013). Le H202 diffuse facilement a travers les membranes. Il peut étre dégradé en
H2O0 par les catalases, ou les peroxydases (dont la glutathione peroxydase GPx) ou converti en
radical OH- trés réactif qui induit des dommages aux protéines, aux lipides, a ’ADN et a ’ARN
(Labunskyy and Gladyshev 2013). L’augmentation des ERO jusqu’a un certain seuil est
bénéfique notamment lors de la réponse adaptative a un stress environnemental (Mesquita et al.
2010). Au-dela d’un certain seuil, les ERO générent un stress oxydant contribuant au déclin des
fonctions cellulaires (Hekimi et al. 2011). Avec I’age, I’incapacité de la cellule a répondre aux
dommages cellulaires va conduire a une diminution des défenses anti-oxydantes et a
I’accumulation de facteurs pro-sénescents, comme des altérations de I’ADN, 1’accumulation de
protéines oxydées et I’altération de 1’intégrit¢ mitochondriale (Squier 2001, Jung et al. 2009,

Pinto et al. 2017, Zhang et al. 2017).

La théorie mitochondriale du vieillissement suggere que les ERO mitochondriales seraient les
plus impliquées dans le vieillissement (Gianni et al. 2004). Il peut en résulter un phénomene
compensatoire d’augmentation de la masse des mitochondries (Nacarelli et al. 2016). Par

ailleurs, les dysfonctions mitochondriales peuvent perturber le métabolisme cellulaire, induire

I’apoptose et D'inflammation (Hock and Kralli 2009, Kim et al. 2016). Au cours du
vieillissement, I’ADNmt situé a proximit¢ d’une source de production d’ERO est I'un des
premiers touchés. Les mutations et délétions de I’ADNmt conduisent a la formation de protéines
dysfonctionnelles (Linnane et al. 1989, Singh et al. 2015). En particulier, certains composants de
la chaine respiratoire sont altérés, diminuant le potentiel membranaire et amplifiant la production
d’ERO, créant ainsi un cercle vicieux (Dai et al. 2014). La dysfonction mitochondriale au cours
du vieillissement pourrait également résulter de dommages liés a I’ADNmt suite a des erreurs de
réplication de I’ADN polymérase y (Vermulst et al. 2008, Hiona et al. 2010, Park and Larsson
2011, Mikhed et al. 2015).

La plupart des NRTI, en tant que terminateurs de chaine, inhibent I’ADN polymérase y et donc
la réplication de ’ADNmt (Caron et al. 2008, Ameur et al. 2011, Payne et al. 2011). Il en résulte
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une diminution de I’ADNmt, des dysfonctions mitochondriales et un stress oxydant qui
pourraient favoriser I’apparition d’un vieillissement accentué¢ (Lagathu et al. 2007, Nacarelli et
al. 2016). Certains PI peuvent également induire un stress oxydant et des dysfonctions
mitochondriales dans les CMLV (Afonso et al. 2016, Chen and Dugas 2019).

Il a été montré que I’infection VIH diminue la quantité d’ADNmt et augmente la production
d’ERO par la mitochondrie (Gil et al. 2003, Ladha et al. 2005, Maagaard et al. 2006). En accord,
des dysfonctions mitochondriales ont été observées dans différents tissus chez la souris Tg26
(Bryant et al. 2018, Cheung et al. 2019). Plusieurs études révelent que les protéines du VIH
sécrétées par les cellules infectées peuvent induire une dysfonction mitochondriale, associée ou
non a un stress oxydant, dans les cellules non infectées. En effet, la protéine Tat induit des
dysfonctions mitochondriales et un stress oxydant dans différents modéles cellulaires (Perry et
al. 2005, Price et al. 2005, Buccigrossi et al. 2011, Lecoeur et al. 2012, Zhang et al. 2012, Dalvi
et al. 2016, Tahrir et al. 2018, Thangaraj et al. 2018) notamment via I’inhibition de la SOD
(Flores et al. 1993). Gp120, Nef et Vpr altérent le potentiel membranaire des mitochondries
conduisant a un stress oxydant (Acheampong et al. 2005, Herbein et al. 2010, Lenassi et al.
2010, Masanetz and Lehmann 2011, Beaupere et al. 2015, Cho et al. 2017, Rozzi et al. 2017,
Sami Saribas et al. 2017). Ainsi ces ¢études suggerent que le VIH et ses protéines virales, en
agissant sur la mitochondrie et le stress oxydant, pourraient participer a la mise en place d’un

vieillissement accentué.

4) Défaut de la protéostase

Le vieillissement s’accompagne d’un défaut de la protéostase c’est-a-dire de I’homéostasie
protéique qui résulte de la balance entre la synthese et la dégradation protéique par des systémes

ubiquitine-protéasome ou autophagie-lysosome (Chondrogianni et al. 2003).

L’autophagie est définie comme une réponse adaptative non spécifique a un stress,
responsable de I’élimination et du recyclage des composants cellulaires, des macromolécules ou
des organites dysfonctionnels via le lysosome (Dinkins et al. 2010). L’autophagie, associée a une
modulation de la voie mTOR, est essentielle pour le développement, la différenciation, la survie
et ’homéostasie cellulaire (Mizushima et al. 2008, Kroemer et al. 2010). Une altération du
processus d’autophagie conduit a [’accumulation de composants endommagés et une
augmentation de la masse lysosomale dans les cellules au cours du vieillissement (Kaushik and

Cuervo 2015, Carmona-Gutierrez et al. 2016).
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Dans un contexte d’infection VIH, d’une part, le virus est associ¢ a une diminution de
I’autophagie dans les cellules neuronales (Alirezaei et al. 2008). Des travaux ont montré que la
protéine Nef affecte les étapes tardives du processus d’autophagie (Beaupere et al. 2015,
Campbell et al. 2015, Gupta et al. 2017). De méme, Tat et Env altérent I’autophagie en modulant
la voie mTOR (Nardacci et al. 2017, Liao et al. 2020). D’autre part, une étude a dévoilé que la
combinaison TDF/FTC/DTG altére I’autophagie dans les microglies in vitro participant a la
neuroinflammation et aux perturbations cognitives observées chez les patients (Tripathi et al.

2019).

5) Inflammaging et inmunosénescence

Le vieillissement est associ¢ a une inflammation chronique a bas bruit caractérisée par des
concentrations ¢€levées de facteurs inflammatoires et une augmentation de 1’activation immune.
Le concept plus spécifique d’inflammaging est apparu au début des années 2000’s. Parmi les
facteurs de risques qui favorisent ’inflammaging se trouvent : I’obésité, le stress oxydant, la

translocation microbienne et les infections chroniques telles que I’infection par le VIH.

L’infection par le VIH est associée a une inflammation systémique de bas grade malgré la
suppression virale par les ARV (Appay and Sauce 2008, Hileman and Funderburg 2017, Hunt
2017, Nasi et al. 2017). Une concentration élevée d’IL-6 circulante constitue un marqueur du
vieillissement retrouvé chez le sujet infecté par le VIH. Un niveau important d’IL-6 exerce un
effet délétére sur I’organisme au cours du vieillissement et de 1’infection par le VIH (Hamlyn et
al. 2014, Fabbri et al. 2015). Plusieurs protéines virales comme Tat, Nef et Gp120 participeraient
directement a la mise en place de I’inflammaging notamment via 1’augmentation de la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNFa) mais également des chimiokines (MCP1, IL-8)
(Rychert et al. 2010, Del Corno et al. 2014, Mahajan et al. 2017, Mukhamedova et al. 2019)
(Figure 25). La production des médiateurs inflammatoires impliquerait I’activation de la voie
NFkB (Fiume et al. 2012, Beaupere et al. 2015) ou de I’'inflammasome NLRP3 (Chivero et al.
2017). De fagon surprenante, il a été également montré que certains ARV, en particulier de
premicre génération, induisaient directement 1’inflammation systémique et locale participant au

vieillissement accentu¢ observé chez les patients (Lagathu et al. 2017).

En parall¢le de I’inflammaging, on observe la mise en place d’une immunosénescence, définie

comme une perte de fonction du systéme immunitaire adaptatif (Deeks 2011). Le déclin du stock

de cellules souches hématopoiétiques avec 1’age contribue a I’'immunosénescence (Janzen et al.
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2006, Rossi et al. 2007). Chez les patients infectés et controlés sous ARV, I’inflammation,
I’activation immune et I’immunosénescence contribuent a 1’augmentation de la prévalence de la
mortalité, de la fragilité et des comorbidités (Deeks 2011, Kaplan et al. 2011, Nordell et al. 2014,
Hunt et al. 2016).
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Figure 25 : Les effets bystander des protéines du VIH : Tat, Nef, Vpr et Gp120.

6) La sénescence cellulaire

La sénescence ou vieillissement cellulaire est un état métaboliquement actif d’une cellule
caractérisée par un arrét irréversible de la prolifération cellulaire. On distingue la sénescence :
réplicative, induite par un raccourcissement des télomeres (Bodnar et al. 1998), de la sénescence
induite par un stress, tels qu’un stress oxydant ou métabolique (concentration ¢levée de glucose

ou de lipides), des dommages de I’ADN ou des dysfonctions mitochondriales.

La cellule sénescente présente un phénotype en forme « d’ceuf-au-plat » : un cytoplasme et un
noyau ¢largis avec des foci d’hétérochromatine (Tchkonia et al. 2010, Biran et al. 2017). Elle est

définie par une sortie du cycle cellulaire en GO qui conduit & une baisse de la capacité

proliférative. Deux voies de signalisation essentielles sont impliquées dans 1’induction de la
sénescence : la voie p53-p21"V*F-pRb (retinoblastome) et la voie pl6™<*-pRb. L’¢érosion des

télomeéres et les dommages liés a I’ADN induisent la voie de p53-p21 et plus tardivement p16
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conduisant a la sénescence (Rodier and Campisi 2011, Papismadov et al. 2017, Liu et al. 2020).
pl6 et p21 sont des protéines inhibitrices des complexes cycline-CDK (cdk2 pour p21 et cdk4/6
pour pl16) induisant une séquestration d’E2F et donc un arrét du cycle cellulaire (Liu et al. 2020)
(Figure 26). Les voies p16 et p53-p21 induisent une hypophosphorylation de pRb responsable de

la séquestration du facteur E2F qui intervient dans la transition G1/8S.
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Oncogéne | MDM2 9 p53 9 p21 ———| CDK2 -
= ==
ERO —+> p38 +) Rb - Sénescence : )
- arrét du cycle cellulaire
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Oncogéne, + pl6 — | CDK4/6
Exces métaboliques

Figure 26 : Schéma de ’activation des voies de signalisation de I’arrét du cycle cellulaire : p16 et p53/p21
adapté de (Liu et al. 2020).

ERO : espéces réactives de I’oxygene, cdk : cyclin-dependant kinase, Rb : retinoblastoma protein, MDM?2 : Mouse double minute
2 homolog ou E3 ubiquitin-protein ligase, SASP : profil sécrétoire associé a la sénescence.

La détection de Pactivité SA-B-galactosidase a pH6 (Senescence Associated-p-galactosidase)

est trés utilisée comme marqueur de la sénescence cellulaire. La [B-galactosidase est une
hydrolase, active strictement dans les lysosomes a pH4. La détection dans les cellules
sénescentes de I’activité B-galactosidase a un pH plus élevé résulterait de 1’augmentation au
cours du vieillissement du volume lysosomale (Kurz et al. 2000).

La cellule sénescente présente des altérations de I’autophagie, une accumulation d’organites
dysfonctionnels (lysosomes, mitochondries) et un stress oxydant (Figure 27). Elle présente un

profil sécrétoire spécifique nommé SASP (Senescence-Associated Secretory Phenotype)

(Tchkonia et al. 2010). Le SASP inclus une myriade de médiateurs de I’inflammation (cytokines
et chimiokines comme IL-6, IL 1-B, IL-8, IL-33, MCP1, TNFa), de facteurs de croissance
(VEGF, TGF-B, HIF-1a), d’acteurs du remodelage de la MEC (MMP, CCNI1). (Coppe et al.
2008, Jun and Lau 2010, Nacarelli et al. 2016). Le SASP affecte la croissance, la migration et la
différenciation des cellules mais également 1’architecture d’un tissu (Rodier and Campisi 2011,
Mosteiro et al. 2018).

Il a ét¢ montré que le VIH et les protéines virales Tat, Nef et Gp120 induisent la sénescence
dans différents types cellulaires (Beaupere et al. 2015, Zhan et al. 2016, Yu et al. 2017, Hijmans
et al. 2018). Chez les personnes infectées et naives de traitement, I’expression de pl6 est
augmentée dans les lymphocytes T (Nelson et al. 2012, Ribeiro et al. 2016).

Les PBMC des patients infectés par le VIH sous PI présentent une augmentation de

I’expression de la prélamine A, de pl6 et p21 (Appay and Sauce 2008, Lefevre et al. 2010,
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Deeks 2011, Kaplan et al. 2011). In vitro, certains PI, en particulier le LPV/r, et certains NRTI
de premicre génération induisent la sénescence des CMLV, des cellules endothéliales, des
fibroblastes et des CSM (Caron et al. 2007, Caron et al. 2008 , Lefevre et al. 2010, Hernandez-
Vallejo et al. 2013, Auclair et al. 2014, Afonso et al. 2016, Afonso et al. 2017). A I’inverse, les
INI semblent avoir peu d’impact sur la sénescence des cellules endothéliales et diminuent

I’inflammation (Afonso et al. 2017, Auclair et al. 2020).
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Figure 27 : Caractéristiques d’une cellule sénescente d’aprés C. Lagathu.

La sénescence est réplicative ou induite par un stress. La sénescence posséde un certain nombre de caractéristiques. SASP :
profil sécrétoire associé a la sénescence. ERO : espéce réactive de I’oxygeéne.

7) Epuisement des cellules souches mésenchymateuses

L’ ¢épuisement des cellules souches, notamment 1ié¢ a leur sénescence, a des conséquences sur la
régénération, la réparation et le renouvellement tissulaire (Rossi et al. 2007, Jones and Rando
2011). Les niches de CSM adultes de nombreux tissus (os, muscle, moelle osseuse) subissent un
épuisement (Gruber et al. 2006, Rossi et al. 2007, Mansilla et al. 2011, Conboy and Rando
2012). L’inflammation jouerait un réle prépondérant dans 1’épuisement prématurée du stock de
CSM (Franceschi and Campisi 2014).

Dans un contexte d’infection VIH, il a ét¢ montré que les PI, mais aussi les protéines virales

Tat et Nef induisent une sénescence des CSM et une diminution de leur capacité proliférative

74



pouvant aboutir a la perte du stock de cellules souches dans la moelle osseuse (Hernandez-
Vallejo et al. 2013, Beaupere et al. 2015). Chez les patients infectés et traités, 1’augmentation de
la prévalence de certaines pathologies, classiquement li¢es a 1’age, telles que 1’ostéoporose, la
sarcopénie et les lipoatrophies seraient liées a une déplétion des cellules souches (Lagathu et al.

2017).

B. Le tissu adipeux : un nouvel acteur du vieillissement

Comme nous I’avons vu précédemment, les perturbations des fonctions métaboliques et
sécrétoires du TA ont des répercussions sur I’ensemble de 1‘organisme. Plusieurs éléments de la
littérature vont dans le sens d’une association entre vieillissement et dysfonction du TA. En effet,
le vieillissement chronologique/physiologique est associé a une redistribution, une inflammation,
une résistance a I’insuline et une fibrose du TA (Kuk et al. 2009, Caron-Debarle et al. 2010,

Lagathu et al. 2017, Stout et al. 2017).

1) Redistribution du tissu adipeux au cours du vieillissement

Le vieillissement est associ¢ a une redistribution du TA caractérisée par une perte du TASC
périphérique au profit d’'une accumulation tronculaire de TA (Kuk et al. 2009, Sepe et al. 2011,
Caso et al. 2013, Stout et al. 2017). Le déclin des capacités de stockage du TASC entraine une
inflammation du TAV et favorise le stockage ectopique des lipides. Le défaut de plasticité dépot-
spécifique du TA associ¢ a des changements de profil sécrétoire, de la composition cellulaire, de
la réponse a I’insuline et de 1’état inflammatoire du TA participe a la mise en place de
comorbidités liées a I’age (Stout et al. 2017).

L’existence d’atteintes vasculaires précoces chez les patients lipodystrophiques infectés par le
VIH (Maggi et al. 2017, Kumar et al. 2018) ou présentant une lipodystrophie génétique (Bidault
et al. 2013) suggerent un role physiopathologique majeur du vieillissement du TA dans la mise
en place des comorbidités. De méme, la prise poids chez les patients infectés par le VIH sous
ARV favoriserait le développement du diabéte de fagon plus précoce que dans la population

générale (Achhra et al. 2016, Herrin et al. 2016, Kumar and Samaras 2018).

2) Le vieillissement du tissu adipeux

Avec I’age et I’avénement de 1’inflammaging, un cercle vicieux s’installe au sein du TA.
L’inflammation de bas grade mais aussi les AGL favorisent la sécrétion de cytokines et de

chimiokines pro-inflammatoires par les préadipocytes et adipocytes en activant la voie de
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I’inflammation NFxB et de I’inflammasome NLRP3 (Newsholme and de Bittencourt 2014).
Cette inflammation du TA est caractérisée par le recrutement de nombreuses cellules de
I’immunité qui, via la sécrétion de facteurs inflammatoires, vont favoriser la mise ne place de la
résistance a I’insuline du TA (Sepe et al. 2011). En parall¢le, ’immunosénescence au sein du TA
exacerberait la dysfonction métabolique du TA (Newsholme and de Bittencourt 2014).

Des études menées in vitro et in vivo sur du TASC de patients infectés, ont montré le réle des
PI dans le vieillissement du TA, caractérisé par une accumulation de prélamine A et de pl6
(Caron et al. 2007, Bereziat et al. 2011). Par ailleurs, dans le TASC cervical hypertrophié¢ des
patients VIH+ sous PI, il a également ¢té¢ observé un défaut d’expression de PPARYy et une
fibrose adipocytaire, suggérant un lien entre vieillissement du TA et fibrose (Bereziat et al.
2011). D’autres marqueurs associés a la sénescence comme les toxicités mitochondriales ou le
stress oxydant sont observés dans le TA des patients infectés et dans les adipocytes in vitro sous
ARV (Giralt et al. 2006, Lagathu et al. 2007, Viengchareun et al. 2007, Capel et al. 2012)
(Figure 28).
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Figure 28 : Caractéristiques du vieillissement du tissu adipeux et influence sur les comorbidités adaptés de
(Stout et al. 2017) et de C. Lagathu.

Sous [’effet du VIH et de la premiere génération d’antirétroviraux, les patients lipodystrophiques présentent des atteintes du TA
avec une fibrose, une inflammation, un stress oxydant et une diminution de l’expression des marqueurs adipogéniques. De facon
intéressante, au cours du vieillissement, le TA présente une inflammation, un stress oxydant, une fibrose, un épuisement des
cellules souches, une accumulation de cellules sénescentes qui sécrétent le SASP et une altération de I’adipogenése. Ces atteintes
du TA participent a la résistance a ['insuline et a ’athérosclérose et a la mise en place de pathologies cardiométaboliques.

3) Role majeur des ASC dans le vieillissement du tissu adipeux

L’¢épuisement des ASC est observé dans le TA avec 1’age (Stout et al. 2017) mais serait
¢galement en cause dans les lipodystrophies ou les pathologies métaboliques (Gruber et al. 2006,

Mansilla et al. 2011, Conboy and Rando 2012). Au cours du vieillissement, 1’induction des voies
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de sénescence impliquant pl6 et p21 inhibent la prolifération et la différenciation des
précurseurs adipocytaires (Naaz et al. 2004, Wouters et al. 2017). Cependant, I’impact de la
sénescence des ASC sur leur potentiel adipogénique est débattu dans la communauté
scientifique. En effet, des travaux révelent I’impact positif de 1’age sur I’adipogenese des ASC
(de Girolamo et al. 2009, Choudhery et al. 2014, Maredziak et al. 2016). Cependant, d’autres
¢tudes soulignent un effet délétere sur la différenciation (Karagiannides et al. 2001, Sepe et al.
2011, Caso et al. 2013, Beane et al. 2014). Il a été rapport¢ une diminution de la capacité
adipogénique (liée a une diminution de CEBPA et PPARG), un stress oxydant et des
dysfonctions mitochondriales dans les précurseurs adipocytaires du TASC avec I’age (Tchkonia
etal. 2010, Sepe et al. 2011, Camell et al. 2017, Stout et al. 2017, Ryden et al. 2020 ). Un défaut
de différenciation des ASC en adipocytes conduirait a une hypertrophie déléteére des adipocytes
déja existants, a des dysfonctions métaboliques et une résistance a 1’insuline (Karagiannides et
al. 2001, Mansilla et al. 2011). Le vieillissement du TA favorise la mise en place de

comorbidités et pourrait étre accentué chez les patients infectés par le VIH.

C. Article 3: SIV infection and the HIV proteins Tat and Nef
induce senescence in adipose tissue and human adipose

stem cells, resulting in adipocyte dysfunction

1) Contexte de I’étude et résumé des résultats

La lipodystrophie liée au VIH ressemble beaucoup aux redistributions du TA observées au
cours du vieillissement, avec une perte du TASC des membres et du visage et une accumulation
tronculaire de TASC et TAV, suggérant la survenue d’un vieillissement accentué¢ du TA chez
certains patients infectés. Des études cellulaires ont permis de montrer que le virus ou ses
protéines virales (Tat, Nef ou Gp120) pouvaient induire une sénescence mais a ce jour, aucune
¢tude n’a pu démontrer leur réle spécifiquement dans le TA (voir chapitre III. Partie A-
marqueurs et mécanismes du vieillissement chez les personnes infectées par le VIH). Nous
émettons donc 1’hypothése que le virus et les protéines du VIH peuvent induire un vieillissement
du TA qui aurait des répercussions sur la fonction adipocytaire.

Dans cette étude, nous avons montré que I’infection chronique par le VIS chez des macaques
induisait I’expression de la protéine p16 et I’activation de p53, suggérant une sénescence du TA.
Parallelement, les ASC traitées par Tat et Nef présentaient une sénescence accentuée, une
augmentation des dysfonctions mitochondriales et un stress oxydant. L’utilisation d’un

antioxydant, le N-Acétyl cystéine (NAC), nous a permis de montrer que la sénescence induite
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par Tat et Nef ¢était liée, au moins en partie, a I’induction d’un stress oxydant. Enfin, nous avons
mis en évidence que la sénescence induite par Nef uniquement, conduisait a une diminution de

I’adipogenese et une résistance a I’insuline des adipocytes différenciés a partir des ASC traitées.
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Abstract: Background: Aging is characterized by adipose tissue senescence, inflammation, and
fibrosis, with trunk fat accumulation. Aging HIV-infected patients have a higher risk of trunk fat
accumulation than uninfected individuals—suggesting that viral infection has a role in adipose
tissue aging. We previously demonstrated that HIV/SIV infection and the Tat and Nef viral proteins
were responsible for adipose tissue fibrosis and impaired adipogenesis. We hypothesized that
SIV/HIV infection and viral proteins could induce adipose tissue senescence and thus lead to
adipocyte dysfunctions. Methods: Features of tissue senescence were evaluated in subcutaneous
and visceral adipose tissues of SIV-infected macaques and in human adipose stem cells (ASCs)
exposed to Tat or Nef for up to 30 days. Results: p16 expression and p53 activation were higher in
adipose tissue of SIV-infected macaques than in control macaques, indicating adipose tissue
senescence. Tat and Nef induced higher senescence in ASCs, characterized by higher levels of
senescence-associated beta-galactosidase activity, pl6 expression, and p53 activation vs. control
cells. Treatment with Tat and Nef also induced oxidative stress and mitochondrial dysfunction.
Prevention of oxidative stress (using N-acetyl-cysteine) reduced senescence in ASCs. Adipocytes
having differentiated from Nef-treated ASCs displayed alterations in adipogenesis with lower levels
of triglyceride accumulation and adipocyte marker expression and secretion, and insulin resistance.
Conclusion: HIV/SIV promotes adipose tissue senescence, which in turn may alter adipocyte
function and contribute to insulin resistance.
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1. Introduction

Aging is a major issue in the general population; it is associated with adipose tissue senescence,
inflammation, and fibrosis, leading to trunk fat redistribution [1-3]. It has been suggested that aging
contributes to the overall metabolic and functional decline of adipose tissue.

Given that highly effective antiretroviral therapy (ART) can control but not cure HIV infections,
HIV-infected patients are aging with the virus. Moreover, the prevalence of comorbidities typically
associated with aging (e.g., cardiometabolic diseases) is higher in people living with HIV that in the
general population. In particular, the risk of trunk fat accumulation (associated with pro-atherogenic
metabolic factors) is greater in aging HIV-infected people than in uninfected controls, and this risk
increases with age [2,4,5]. The pathophysiological mechanisms underlying adipose tissue
redistribution in aging HIV-infected people are poorly understood but are almost certainly
multifactorial. Earlier research has suggested that both the HIV infection itself and some ARTs have
roles in adipose tissue inflammation and extracellular matrix remodeling [6-9]. Adipose tissue aging
has not been investigated previously in the context of SIV/HIV infection. Therefore, we sought to
determine whether or not SIV/HIV-infected adipose tissue displayed features of accentuated aging
that could contribute to cardiometabolic disorders.

Cellular aging (also referred to as cellular senescence) is defined as an irreversible growth arrest
[10] and an increase in levels of cell cycle arrest proteins (including p16, p21, and phosphorylated-
p53) [11]. Senescent cells are characterized by elevated levels of senescence-associated (SA)-f-
galactosidase activity, and foci of DNA damage [12]. Furthermore, these cells display a specific, pro-
inflammatory, senescence-associated secretory phenotype (SASP) [13]. Senescence can result not only
from excessive oxidative stress, mitochondrial dysfunction, inflammation, and DNA damage but also
from environmental stimuli, such as viral infections [11,14].

In the context of HIV infection, the results of previous in vitro studies have shown that some
ARTs (such as protease inhibitors and nucleoside reverse transcriptase inhibitors) can induce
senescence in human and murine mesenchymal stem cells (MSCs) [15-17]. Elevated levels of p16 and
prelamin A (indicating senescence) have been observed in the adipose tissue of ART-treated HIV-
infected people, and may be related to the effect of protease inhibitors (PIs) [3]. However, few studies
have looked at the impact of SIV/HIV on cellular senescence. We have reported that the viral proteins
trans-activator of transcription (Tat) and negative-regulating factor (Nef) induce cellular senescence
in bone marrow MSCs via the NF-«B [18] and autophagy [19] pathways, respectively.

Subcutaneous adipose tissue (SCAT) and visceral adipose tissue (VAT) are known to be viral
reservoirs that notably contain HIV-infected CD4* T cells and macrophages [20,21]. Thus, within
adipose tissue, viral proteins released by infected cells might act on nearby adipocytes and stroma-
vascular cells, including adipose precursor cells and adipose stem cells (ASCs). In adipose tissue,
ASCs are involved in renewal of the pool of adipocytes through their recruitment for adipogenesis.
It has been suggested that the senescence-induced exhaustion of ASCs can disrupt adipose tissue
homeostasis [1,22]. Taken as a whole, these findings suggest that HIV infection is involved in ASC
senescence, which in turn might contribute to the adipose tissue redistribution and alterations
observed in HIV-infected people.

Therefore, the objective of the present study of two complementary in vivo and in vitro models
was to evaluate the impact of HIV/SIV on adipose tissue aging, inflammation, and oxidative stress.
First, we revealed the impact of the virus per se on adipose tissue aging in vivo in a novel nonhuman
primate model of chronic SIV infection. Then, we showed that the HIV proteins Tat and Nef released
by infected cells can induce senescence in human ASCs in vitro—probably through the induction of
oxidative stress. Nef-induced senescence impacted the adipogenic capacity of ASCs and resulted in
insulin resistance —suggesting that adipose tissue senescence contributes to the fat alterations and
cardiometabolic complications observed in HIV-infected people.
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2. Materials and Methods

2.1. Macaque Infection and Sample Collection

Adult cynomolgus macaques (Macaca fascicularis) were imported from Mauritius, handled, and
housed in the animal facilities at the Commissariat a I’Energie Atomique et aux Energies Alternatives
(CEA, Fontenay-aux-Roses, France; CEA Permit Number A 92-032-02). The CEA animal facilities
comply with the Standards for Human Care and Use of Laboratory of the Office for Laboratory
Animal Welfare (OLAW, USA, assurance number #A5826-01) and with the European Directive
(2010/63, recommendation No. 9). The study was authorized by the local animal care and use
committee (Comité d’éthique en expérimentation animale no. 44: Reference: 2015102713323361.02,
APAFIS#2453) and the French Ministry of Research (Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la
Recherche). Macaques were intravenously infected (or not, for controls) with SIVmac251, as described
previously [9,20]. The mean + SEM duration of SIV infection was 1.3 + 0.3 years (Supplemental Table
S1). At sacrifice, animals were sedated with ketamine chlorhydrate, and then euthanized by
intravenous injection of sodium pentobarbital (Vetoquinol, Paris, France). The dates of euthanasia
and necropsy of control and SIV-infected animals were programmed in the context of specific studies
using these animals. Samples of abdominal subcutaneous adipose tissue (SCAT) and visceral adipose
tissue (VAT) were collected at necropsy. Non-adipose-associated tissues (including lymph nodes and
blood vessels) were removed to prevent blood contamination. At sacrifice, the mean + SEM plasma
viral load in the SIV-infected macaques was 5.0 x 10* + 3.2 x 10* RNA copies/mL. SIV-infected
macaques (mean + SEM age: 5.1 + 0.2 years; mean + SEM weight: 5.5 + 1.0 kg) were compared with
noninfected controls (mean + SEM age: 9.5 + 1.8 years; mean + SEM weight: 12.1 + 2.0 kg) housed
under similar conditions.

2.2. Isolation of ASCs, Cell Culture, and Cell Treatments

The experimental procedures involving human ASCs were approved by the local Ethical
Committees for human research and were performed in accordance with the European Union’s
guidelines and the Declaration of Helsinki. ASCs were isolated from human abdominal subcutaneous
adipose tissue (SCAT) from nine healthy women (mean + SEM age: 42.9 + 3.9 years; mean + SEM BMI:
24.2 + 0.8 kg/m?) by liposuction during plastic surgery. Donors were nonobese and nondiabetic and
had no history of HIV, HCV, or HBV infection. Briefly, SCAT samples were digested with
collagenase, filtered to remove large debris, and cultured at an initial density of 5 x 10* cells/cm? in
alpha-minimum essential medium (aMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco,
Invitrogen Corporation, San Diego, CA, USA), 2 mmol/L glutamine, 2.5 ng/mL basic fibroblast
growth factor (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA), and penicillin/streptomycin (Gibco, Invitrogen
Corporation, San Diego, CA, USA), as described previously [9]. After 24 h, nonadherent cells were
removed and the medium was changed. Cultures were fed every two to three days and trypsinized
and passaged every five days. Cells were exposed (or not) to 40 nmol/L recombinant HIV proteins
Tat or Nef (Jenabioscience, Jena, Germany) at clinically relevant concentrations (i.e., those observed
in treatment-naive, HIV-infected patients [9,23-25]) for up to 30 days, between passages three and
nine. In some experiments, ASCs were exposed to HIV proteins to 250 umol/L N-acetyl-cysteine
(NACQ) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA): After 15 days of treatment with HIV proteins, we started
a concomitant NAC treatment for 10 days. Thus, the impact of NAC was analyzed at day 25.

2.3. Evaluation of Cell Proliferation

ASC proliferation was evaluated in terms of the cell population doubling level (PDL, calculated
as described previously [19]), where DO and D5 are the cell counts at seeding and harvesting,
respectively:

PDL = log2 (D5/D0) )
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2.4. Adipocyte Differentiation

After 30 days of treatment with Tat or Nef, differentiation of the ASCs into adipocytes was
triggered for 14 days in the absence of HIV proteins. ASCs were cultured for six days in adipogenic
induction medium (1 pmol/L dexamethasone, 500 pmol/L 3-isobutyl-1-methylxanthine, 1 pmol/L
insulin, and 1 pmol/L rosiglitazone) and then cultured in adipogenic maintenance medium (1 uM
insulin). On day 14, cells were stained with Oil-Red-O (Sigma-Aldrich), as described previously [26].
The Oil-Red-O staining level was quantified as the absorbance at 520 nm and normalized against the
protein content.

2.5. Cellular Senescence Assay

The blue staining produced by SA-B-galactosidase’s hydrolysis of 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
p-D-galactopyranoside (X-Gal, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) was used as a biomarker of
cellular senescence. To quantify SA-f3-galactosidase activity, cells were incubated with appropriate
buffer solution containing X-Gal at pH 6, as described previously [19]. The proportion of positive
(blue) cells was determined. We used the acidotropic dye LysoTracker (Invitrogen Corporation) to
evaluate lysosomal mass. Briefly, cells were cultured in 96-well plates and incubated with
LysoTracker (50 nmol/L) in aMEM for 2 h at 37 °C in the dark. The results were quantified on a plate
fluorescence reader (Spectrafluor Plus, Tecan France, Trappes, France) at 504-570 nm, and
normalized against total nuclear DNA (stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) at 345-
458 nm).

2.6. Protein Secretion Assay

The levels of human IL-6 and IL-8 secreted by ASCs after 15 days of incubation with Tat or Nef
were determined in the culture medium from the last 24 h, using Quantikine sandwich ELISAs (R&D
Systems, Inc. Minneapolis, MN, USA). The assay sensitivity was 0.7 pg/mL for IL-6 and 3.5 pg/mL
for IL-8. Total levels of human adiponectin/Acrp30 and leptin secreted by differentiated ASCs after
14 days of differentiation were determined in the culture medium from the last 24 h, using Quantikine
sandwich ELISAs (R&D Systems). The assay sensitivity was 0.246 ng/mL for total adiponectin/Acrp30
and 7.8 pg/mL for leptin.

2.7. Assays of Oxidative Stress and Mitochondrial Dysfunction

The production of reactive oxygen species (ROS) was assayed by quantifying the oxidation of 5-
6-chloromethyl-2,7-dichlorodihydro-fluorescein diacetate (CM-H2DCFDA, Invitrogen Corporation)
on a plate fluorescence reader at 520-595 nm. Results were normalized against DAPI fluorescence, as
described previously [19]. ROS production was also assessed by the oxidation of nitro blue
tetrazolium (NBT, Sigma-Aldrich), as quantified by the absorbance at 560 nm and normalized against
the protein content. To evaluate mitochondrial dysfunction, we used the cationic dye tetrachloro-
tetra-ethyl-benzimidazolyl-carbocyanine iodide (JC-1) to evaluate mitochondrial membrane
potential, and the MitoTracker Red probe (both from Invitrogen Corporation) to measure
mitochondrial mass, as described previously [19]. Briefly, cells were cultured in 96-well plates and
incubated with JC-1 (4 pg/mL) or MitoTracker (50 nmol/L) for 2 h at 37 °C in the dark. The results
were quantified on a plate fluorescence reader at 520-595 and 485-535 nm for JC-1 aggregates and
monomers, respectively, and at 575-620 nm for MitoTracker.

2.8. RNA Isolation and Quantitative RT-PCR

Total RNA was isolated from cultured cells using a RNeasy kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) and
mRNA expression was analyzed using RT-PCR, as described previously [9]. The sequences of the
oligonucleotide primers are given in Supplemental Table S2.

2.9. Protein Extraction and Western Blotting
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Proteins were extracted from the VAT and SCAT of macaques and ASC monolayers, as
described previously [9], and then electroblotted on a nitrocellulose membrane (Biorad Laboratories,
Richmond, CA, USA). Specific proteins were detected by incubation with specific primary antibodies
for p16 (BD Pharminogen, Franklin Lakes, NJ, USA, 51-1325GR, dilution 1/500), phosphorylated-p53
(Abcam, Cambridge, UK, ab3897, dilution 1/1200), total p53 (Abcam, ab1101 dilution 1/1200),
phospho-Akt (Serd73, Cell Signaling, Danvers, MA, USA, cs9271, dilution 1/1000), Akt (Cell
signaling, ¢s9272, dilution 1/1000) and tubulin (Sigma, T5168, dilution 1/10,000), and then with
horseradish-peroxidase-conjugated secondary antibodies at 1/5000 of dilution except for tubulin, the
secondary antibody was diluted at 1/10,000. Immune complexes were detected by enhanced
chemiluminescence (Amersham, GE Healthcare Europe, Velizy-Villacoublay, France).

2.10. Statistical Analysis

Experiments were performed at least three times on triplicate samples. Data are expressed as the
mean + SEM. Statistical significance for HIV-protein-treated cells vs. control cells with or without
NAC, and for SIV-infected vs. control macaques were determined with a parametric test (Student’s
t-test) or a nonparametric test (the Mann-Whitney U-test), as appropriate. We also performed a two-
way ANOVA to study the impact of adipose tissue localization on senescence markers in our in vivo
model.

3. Results

3.1. Adipose Tissue in SIV-Infected Macaques Displays Features of Senescence

We observed that VAT and SCAT pl6 expression was higher in infected macaques than in
control macaques (Figure 1A). Furthermore, the expression of phosphorylated-p53 (normalized
against total p53 and tubulin) was higher in SCAT and similar in VAT of SIV-infected macaques,
when compared with uninfected macaques (Figure 1B). We found a significant effect of SIV infection
(p = 0.0009) and of adipose tissue localization (p = 0.05) for p16 expression. Thus, according to our
results, the greater expression of p16 in VAT, suggests that VAT displays a higher aging phenotype.
Moreover, p16 level and p53 activation in SCAT or VAT did not correlate with viral load, suggesting
that the level of senescence was not linked to the severity of SIV infection. These results indicate that
adipose tissue was more senescent in infected macaques and strongly suggest that SIV per se
accentuates the aging of adipose tissue.

A Ctl  SIV+ Ctrl  SIV+
iy - = p16 B = - D16
SCAT Wy ey e e Pp53 VAT - —— — PD53
— Py ey oy | PO3 - p53
P e s e | tubulin — e s s tUDUIIN
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5% esk
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£2a 200 g 28® 200
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Figure 1. SIV infection of macaques was associated with higher expression of pl6 and greater
activation of p53 in the adipose tissue. Whole-tissue proteins were extracted from subcutaneous
adipose tissue (SCAT) and visceral adipose tissue (VAT) from chronically infected macaques and
controls and then analyzed by immunoblotting. (A) Representative immunoblots of pl6,
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phosphorylated-p53, p53, and tubulin (loading control) are shown. (B) Densitometry analyses against
tubulin as loading control were performed for pl16 and p53 activation, and expressed as a mean *
SEM. Experiments were performed using SCAT and VAT from macaques from three control
uninfected macaques (Ctrl) and four SIV-infected macaques (SIV+). * P < 0.05, ** P < 0.01 vs.
noninfected macaques.

3.2. Tat- and Nef-Induced Cell Senescence in ASCs

3.2.1. Treatment of ASCs with Tat and Nef Resulted in a Lower Proliferative Capacity and Higher
Levels of Senescence Markers

Next, we looked at whether the HIV proteins Tat and Nef could induce senescence in ASCs. To
this end, we first determined the impact of up to 30 days of exposure to Tat or Nef on cell proliferation
in vitro. We found that Tat and Nef lowered the ASCs proliferation rate. This effect was seen after 15
days, and the low proliferation rate fell further with each cell passage (Figure 2A), when compared
with nontreated cells. After 20 days of treatment, the cumulative PDL was significantly lower in ASCs
treated with Tat or Nef than in nontreated cells. On day 15, the two HIV proteins enhanced senescence
in ASCs, as characterized by a higher senescent cell count (based on the SA-p-galactosidase activity).
The percentage of senescent cells was 15.6 + 1.3% and 19.3 + 2.1% for Tat- and Nef-treated cells
respectively, vs. 10.4 + 1.1% for control cells (Figure 2B). Furthermore, treatment with the HIV
proteins was associated with greater lysosome accumulation (Figure 2C). Lastly, the expression of
the cell cycle arrest proteins p16 and the level of p53 activation were higher after 15 days of Tat and
Nef treatment, relative to controls (Figure 2D). Tat- or Nef-treated ASCs displayed signs of SASP,
with greater secretion of the pro-inflammatory cytokines IL-6 and IL-8 (Figure 3A,B). Taken as a
whole, these data indicated that treatment with the HIV protein Tat or Nef induced the cellular
senescence in ASCs. In general, Nef had a greater effect than Tat on the induction of senescence and
the secretion of inflammatory proteins.
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Figure 2. Trans-activator of transcription (Tat) and negative-regulating factor (Nef) proteins induce
cell senescence in adipose stem cells (ASCs). ASCs, isolated from different abdominal SCAT healthy
donors, were cultured with the HIV proteins Tat or Nef for 30 days. (A) Calculation of the cumulative
population doubling level (PDL) is described in the Material and Methods Section. Mean + SEM PDL
values were determined on the indicated days of treatment with the HIV proteins (1 =9, in duplicate).
(B) After 15 days of treatment with Tat or Nef, senescence was evaluated in terms of SA-3-
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galactosidase activity at pH 6 and expressed as the number of SA-3-galactosidase-positive cells as a
percentage of total cells (n = 9). (C) Lysosomal accumulation was assessed as LysoTracker
fluorescence, normalized against DAPI (n = 9, in duplicate). (D) Whole-cell lysates were extracted
from ASCs after 15 days of treatment with Tat or Nef, and analyzed by immunoblotting.
Representative immunoblots of cell cycle arrest markers pl6, phosphorylated-p53, and p53 and
tubulin (loading control) are shown (1 = 4). Densitometry analyses against tubulin as loading control
were performed for pl6 and p53 activation, and expressed as a mean % of the value for control cells
+SEM. * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 vs. control cells.
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Figure 3. Elevated levels of interleukin (IL)-6 and IL-8 secreted into the culture medium of Tat- or
Nef-treated ASCs. After 15 days of treatment with Tat or Nef, the levels of (A) IL-6 and (B) IL-8 in the
culture medium from the last 24 h were determined with ELISAs (1 = 3, in duplicate). The results are
expressed as the mean + SEM. Experiments were performed in duplicate on ASCs isolated from
different abdominal SCAT donors. * P < 0.05 vs. control cells.

3.2.2. Tat- or Nef-Induced Oxidative Stress and Mitochondrial Dysfunction in ASCs

ROS production (measured through NBT or CM-H2-DCFDA oxidation) was elevated in Tat- or
Nef-treated ASCs (Figure 4A). Using MitoTracker, we observed that the mitochondrial mass was 1.3-
and 1.5-fold higher than in control cells after 15 days of treatment with the HIV proteins Tat or Nef,
respectively (Figure 4B left panel). We also observed a concomitant destabilization of the
mitochondrial membrane potential, as shown by the relative decrease in JC1 aggregation (Figure 4B
right panel). Despite the higher mitochondrial mass, Tat- or Nef-treated cells had a mitochondrial
membrane potential that was 30% lower than in controls; this was suggestive of mitochondrial
dysfunction. Overall, these results indicate that the cellular senescence induced by 15 days of
treatment with the HIV proteins Tat or Nef was associated with higher ROS production, which might
have been due to mitochondrial dysfunction. Again, Nef tended to have a greater effect than Tat.
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Figure 4. Treatment of ASCs with Tat or Nef resulted in higher oxidative stress and mitochondrial
dysfunction. (A) After 15 days of treatment with Tat or Nef in ASCs, isolated from different abdominal
SCAT healthy donors, reactive oxygen species (ROS) production was assessed spectroscopically by
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measuring the nitro blue tetrazolium (NBT) absorbance (normalized against protein content) and the
CM-H:DCFDA fluorescence (normalized against DAPI) (n =9, in duplicate). (B) Mitochondrial mass
was evaluated using MitoTracker Red dye. The cationic dye JC-1 was used to evaluate the
mitochondrial membrane potential. The fluorescence results are expressed as the mean + SEM % JC-
1 aggregate/monomer ratio, relative to control cells (1 =9, in duplicate). * P <0.05, ** P <0.01, ** P <
0.001 vs. control cells.

3.2.3. Inhibition of Oxidative Stress Prevented Tat- and Nef-Induced Senescence in ASCs

To assess the involvement of oxidative stress in Tat- and Nef-induced senescence, ASCs were
treated with Tat or Nef for 15 days and then the antioxidant NAC was added (or not) for further 10
days. Experiments were performed on day 25. NAC suppressed the elevation in ROS production
induced by Tat or Nef, as shown by NBT and CM-H:-DCFDA oxidation (Figure 5A). NAC also
prevented the relative decrease in cell proliferation induced by Tat or Nef (Figure 5B). Accordingly,
NAC decreased the percentage of senescent cells (Figure 5C) and the mitochondrial mass in Tat- or
Nef-treated cells (Figure 5D). The same trend was observed for the mitochondrial membrane
potential. These results indicate that oxidative stress was probably involved in the senescence
induced by Tat and Nef.
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Figure 5. The suppression of oxidative stress using NAC prevented Tat- or Nef-induced senescence
in ASCs. ASCs were treated with the HIV proteins Tat or Nef for 15 days. After these 15 days of
treatment, we started a concomitant NAC treatment for 10 days. Experiments were performed on day
25 in ASCs, isolated from different abdominal SCAT healthy donors. (A) ROS production was
assessed spectroscopically by measuring the NBT absorbance (normalized against protein content)
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and the CM-H:DCFDA fluorescence (normalized against DAPI) (1 = 5, in duplicate). (B) The
population doubling level (PDL) was calculated as described previously (n = 5, in duplicate). (C)
Senescence was evaluated in terms of SA-B-galactosidase activity at pH 6 and expressed as the
proportion (in %) of SA-B-galactosidase-positive cells (n = 5, in duplicate). (D) Mitochondrial mass
was evaluated using MitoTracker dye. The cationic dye JC-1 was used to evaluate the mitochondrial
membrane potential. The fluorescence results are expressed as the mean + SEM % JC-1
aggregate/monomer ratio. The results were normalized against DAPI fluorescence, and expressed as
the mean + SEM % of control cells (n = 5, in duplicate). * P < 0.05, ** P < 0.01, and *** P < 0.001 vs.
control cells. §P <0.05, 8P <0.01, and %8 P < 0.001 NAC-treated vs. nontreated cells.

3.3. Adipogenesis is Impaired in ASCs Displaying Nef-Induced Senescence

To assess the adipogenic potential of senescence ASCs, cells were induced to differentiate into
adipocytes after 30 days of treatment with Tat or Nef. After 14 days of differentiation, treatment with
Nef (but not Tat) resulted in a lower level of lipid accumulation (Figure 6A) and lower expression
levels for the adipogenic marker genes PPARG, CEBPA, and FABP4 (Figure 6B). Furthermore, we
observed that Nef-induced senescence was associated with lower secreted levels of the adipokines
leptin and adiponectin in the culture medium (Figure 6C).

Taken as a whole, adipogenic fate was affected in ASCs presenting Nef-induced senescence. The
absence of an effect on Tat-treated ASCs in this setting might have been due to the protein’s weaker
ability to induce senescence, inflammation, and oxidative stress.
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Figure 6. Nef-induced senescence was associated with impaired adipogenesis. After 30 days of
treatment with Tat or Nef, ASCs, isolated from different abdominal SCAT healthy donors, were
induced to differentiate into adipocytes for 14 days. The Tat or Nef treatment was stopped during
differentiation. (A) Adipogenic potential of ASCs was determined using Oil-Red-O staining 14 days
after the start of differentiation induction. Representative pictures of cultured cells are shown (left
panel), and the intensity of Oil-Red-O staining was normalized against protein content and expressed
as the mean + SEM % of control cells (n =4, in duplicate). (B) The relative mRNA expression levels of
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PPARG, CEBPA, and FABP4 were normalized against that of PPIA. The results are expressed as the
mean + SEM % of control cells (n = 4, in duplicate). (C) Secreted leptin and adiponectin levels in the
culture medium from the last 24 h of incubation were determined using ELISAs (1 = 3, in duplicate).
The results are expressed as mean + SEM. * P < 0.05, ** P <0.01, **** P <0.0001 vs. control cells.

3.4. Treatment of ASCs with Nef or Tat is Associated with Insulin Resistance in ASC-Derived Adipocytes

In order to assess the functional status of adipocytes derived from Tat- or Nef-treated ASCs, we
evaluated the cells’ insulin sensitivity. A Western blot analysis showed that Tat- and Nef-treated cells
expressed similar, normal levels of total Akt the key enzyme in the insulin signaling pathway, and
mainly involved in short-term metabolic responses (Figure 7A). Despite these normal total Akt levels,
the activation of Akt in response to acute stimulation by insulin was 24% and 22% below control
values in adipocytes derived from Nef- or Tat-treated ASCs (Figure 7B), indicating a lower level of
insulin sensitivity.
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Figure 7. Nef- and Tat-induced senescence in ASCs was associated with insulin resistance in ASC-
derived adipocytes. After 30 days of treatment with Tat or Nef, ASCs, isolated from different
abdominal SCAT healthy donors, were differentiated into adipocytes for 14 days. The treatment was
stopped during the differentiation. (A) On day 14 of differentiation, the cells were stimulated (or not)
with 100 nmol/L insulin for 7 min. Representative immunoblots of phosphorylated-Akt, Akt, and
tubulin (loading control) are shown (n = 3). (B) The fold induction of Akt activation by insulin was
quantified, and results are shown as the mean + SEM (n = 3). * P <0.05, ** P < 0.01 vs. control cells.

4. Discussion

Our present results showed that SIV/HIV infection was associated with certain features of
adipose tissue aging. Firstly, fat from SIV-infected macaques displayed markers of senescence. Since
adipose tissue has been identified as an HIV reservoir that contains infected cells (even in ART-
controlled patients [20,21,27]), we hypothesized that HIV proteins released by infected cells might
exert a bystander effect on neighboring, noninfected cells (mainly adipocytes and their precursors,
such as ASCs). Our study is the first to have shown that the HIV proteins Tat and Nef can enhance
senescence in ASCs, and that this effect could be partially reversed by treatment with an antioxidant.
Furthermore, we found that Nef-induced senescence was associated with an abnormally low
adipogenic capacity, and impaired adipocyte function.

To the best of our knowledge, the level of senescence in the adipose tissue of SIV-infected
macaques or in ART-naive, HIV-infected people has not previously been evaluated. Here, we showed
that SIV infection is associated with higher adipose tissue levels of pl6 in VAT and SCAT and
activated p53 in SCAT (both hallmarks of aging [22]), which suggests that senescent cells are present
in adipose tissue. The discrepancy between p16 expression and p53 activation in VAT may be due to
the fact that senescence can involve either the p53-p21 or the canonical pl6-retinoblastoma protein
tumor suppressor pathways [28]. We propose that in VAT the pl6 pathway of senescence [29] is
activated in priority by SIV and its proteins rather than that using p53. Accordingly, recent data show
that aging is not associated with p53 activation in VAT [30]. We found a significant effect both of SIV
infection and of adipose tissue localization on p16 expression. Thus, according to our results, the
greater expression of pl6 in VAT, suggests that VAT displays a higher aging phenotype than SCAT.

Adipose tissue is an HIV/SIV reservoir even in the presence of suppressive ART [20,21,27].
Furthermore, the level of HIV proteins, such as Tat or Nef, is measurable in the plasma and in tissues
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of HIV-infected ART-treated patients [24,31,32]. Thus, Tat was detected in intestinal epithelium from
ART-treated patients [31]. As well, Nef was detected in cardiomyocytes of SIV-infected ART-treated
macaques [32]. These studies support the hypothesis that HIV proteins could be present in AT and
could have a deleterious effect on nearby noninfected ASC and adipocytes by a “bystander effect”.
Previous studies have reported that Tat and Nef can induce cellular senescence and dysfunction in
endothelial cells [33] and in bone marrow MSCs [19]. Accordingly, we found that in vitro incubation
with the HIV proteins Tat and Nef lowered ASCs’ proliferative capacity and resulted in higher levels
of several senescence biomarkers, including SA-beta-galactosidase activity, cell cycle arrest proteins
(p16 and phosphorylated p53), and SASP proteins (secreted IL-6 and IL-8). These are the first results
showing a link between the virus itself and aging in adipose tissue. There was no evidence for a link
between senescence and the severity of SIV infection. Otherwise, we cannot assess the presence of a
direct link between Tat or Nef and higher senescence in our in vivo model. Nevertheless, our in vitro
results indicated that Tat and Nef induced senescence in ASCs that could in turn participate to the
aging of adipose tissue.

With regard to the mechanisms that might promote senescence in ASCs, greater mitochondrial
dysfunction and ROS production have previously been linked to the occurrence of age-dependent
senescence in ASCs from individuals not infected with HIV [34]. However, it has been shown that
adipose tissue from ART-naive, HIV-infected patients displayed signs of mitochondrial toxicity and
higher levels of oxidative stress—indicating a probable ART-independent mechanism of action for
HIV and/or HIV proteins in the occurrence of mitochondrial dysfunction [35,36]. It has also been
reported that Tat induces oxidative stress in T-cells and other cell types [37,38], and that Tat and Nef
alter mitochondrial function in neurons [38]. Accordingly, we showed that the onset of senescence in
ASCs correlated with low mitochondrial activity and high ROS production. Importantly, treatment
with the antioxidant NAC partially countered the negative impact of HIV proteins; this finding
highlighted the role of oxidative stress in Tat- and Nef-induced senescence. The ROS induced by Tat
or Nef treatment of ASCs might be produced in the mitochondria or by NADPH oxidase activity [14].
NAC is a powerful antioxidant that directly scavenges oxygen radicals from all sources. Given that
Tat and Nef treatments were associated with a low mitochondrial membrane potential in our
experiments, the ROS were probably generated in dysfunctional mitochondria [14]. To the best of our
knowledge, the present study is the first to have shown that the HIV proteins Tat and Nef induced
senescence in ASCs and that the latter might result (at least in part) from the induction of ROS
production.

We observed that Tat and Nef induced a pro-inflammatory profile in ASCs. The profile might
contribute to inflammaging, i.e., a low-grade, chronic, systemic inflammatory state that can be
induced by oxidative stress or by pathogens. In turn, inflammaging might enhance the aging of
adipose tissue. Moreover, inflammation can trigger senescence and promote fibrosis (collagen
production) [39,40]. We have previously reported that (i) HIV/SIV infection induced collagen
deposition in adipose tissue and (ii) HIV proteins induced a pro-fibrotic phenotype in ASCs in vitro
[9]; this fits with the ASCs pro-inflammatory profile observed in the present study. Oxidative stress
was shown to induce adipose tissue senescence and fibrosis in a mouse model [41]. We hypothesize
that HIV proteins induced oxidative stress, which in turn led to cellular senescence and fibrosis.
However, the putative causal link between fibrosis and senescence requires further investigation.

One of the main characteristics of aging is a decline in the tissues’ regenerative potential.
Adipose tissue is a source of multipotent stem cells, namely ASCs [1,42]. Therefore, a decline in ASC
proliferation and/or function (reflected by cell senescence) might contribute to a loss of adipose tissue
homeostasis —especially through increased SASP factor secretion. Senescence induced by Tat and
Nef might contribute to ASC exhaustion in the adipose tissue of HIV-infected people.

It is known that senescence of adipose tissue precursor cells is associated with low adipogenic
marker expression and alterations in adipogenesis [1,11,43,44]. Nef can interact with the adipocyte
master regulatory protein PPARy and suppress its activity, leading to low expression of genes
involved in lipid accumulation [45,46]. Tat’s impact is less clear; depending on the cellular model
studied, it can either inhibit or promote adipogenesis [9,47,48]. In the present study, only Nef-induced
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senescence was associated with impairments in adipogenesis: lipid accumulation, the mRNA
expression of pro-adipogenic markers (such as PPARG, CEBPA, and FABP4), adipokine secretion,
and insulin sensitivity. By removing Tat or Nef during ASC differentiation, we ruled out a direct
effect of these HIV proteins on adipogenesis. Thus, our data suggest that the senescence and
dysfunction induced by HIV proteins during ASC proliferation partially suppressed adipogenesis.
The present results are in line with our previous work, in which we showed that HIV/SIV infection
was associated with the presence of smaller adipocytes in both SIV-infected macaques and HIV-
infected people [9]. Our results are also in line with the observation that the adipose tissue of ART-
naive HIV-infected individuals contains low levels of PPARY and adipose-specific markers and high
levels of markers of mitochondrial dysfunction [36].

Low adipogenic potential in ASCs might be involved in metabolic impairments, such as insulin
resistance [1,42]. Given that ASC acquire insulin sensitivity during differentiation, a decline in their
adipogenic potential might drive insulin resistance by limiting adipose tissue expansion [44]. We
showed here that Nef- and Tat-induced senescence is associated with low insulin sensitivity. Thus,
in the HIV-infected population, aging of the adipose tissue might be involved in the onset of insulin
resistance and greater susceptibility to diabetes [4,49-52]. Several studies have shown that HIV
infection is associated with atherosclerosis [53]; the fact that this is also observed in the absence of
treatment (i.e., HIV controllers) [54] emphasizes virus’s role in the onset of cardiometabolic
complications. Further studies are required to define the role of HIV-induced adipose tissue
senescence in the impairment of fat distribution and function and in the cardiometabolic
complications observed in aging HIV-infected individuals.

The main objective of our study was to evaluate, at first, the impact of SIV/HIV infection per se,
on adipose tissue in the absence of ART. In addition to HIV infection, the role of different ART
molecules on adipose tissue/adipocytes has been widely evaluated both in vivo and in vitro. First
generation thymidine nucleotide reverse transcriptase inhibitors (NRTIs: Stavudine, zidovudine)
were associated with the development of clinical lipoatrophy. They were also shown to induce
cellular senescence, mitochondrial toxicity and oxidative stress in vitro [26], and mitochondrial
dysfunction in the adipose tissue from HIV-infected lipodystrophic patients [55]. First generation Pls
induced cellular senescence in fibroblasts [17], endothelial cells [56-58], and in smooth muscle cells
[15]. Furthermore, Pl-treated patients presented accumulation of the senescent marker prelamin A
and increased fibrosis in cervical SCAT suggesting a link between fibrosis and aging [8]. Several
studies reported a higher level of fibrosis in adipose tissue of ART-treated HIV-infected patients
compared to noninfected subjects [6,7,9]. Finally, integrase inhibitors (INSTIs), a recent widely used
class of ART, have less impact on senescence of endothelial cells together with anti-inflammatory
properties [58,59] but their use is associated with fat gain and higher AT fibrosis [60-63]). Taken as a
whole, ART can also have a role in adipose tissue aging in HIV-infected patients.

The present study had several limitations. As described above, we found high levels of
senescence markers in whole adipose tissue from SIV-infected macaques. Although we showed that
ASCs entered senescence in response to HIV proteins in vitro, it is still possible that the senescence
observed in adipose tissue in vivo is related to the expression of markers by other adipose tissue cells.
Our macaque study has some limitations including the range of duration of chronic infection and the
older age of the control group. However, we observed higher features of aging in the adipose tissue
of SIV-infected macaques which were younger. We could only show association between Tat and Nef
proteins and senescence in vitro. In our in vitro study, we used HIV protein concentration measured
in the plasma of naive HIV-infected subjects which could be higher that the concentration in ART-
treated patients. Nevertheless, these are the first results showing that there is a link between the virus
itself and aging adipose tissue. Given that our in vitro results indicated that Tat and Nef induced
senescence in ASCs, we suggest that there could be a causal link between the virus, HIV proteins,
and aging of adipose tissue.

Although the senescence in ASCs induced by Nef was associated with impaired adipogenesis,
this was not the case for Tat. We hypothesize that Nef’'s greater effect on the level of senescence,
oxidative stress, and inflammation suggests that there is a threshold for the harmful impact of these
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changes; however, we did not prove this hypothesis. Furthermore, we did not analyze the impact of
NAC on the ASCs’ ability to differentiate into adipocytes. Lastly, it would be interesting to further
evaluate the probable relationships between senescence, inflammation, and fibrosis. Since we wanted
to study the effect of SIV/HIV on fat in the absence of treatment, we evaluated SIV infection in
macaques and the effect of HIV proteins in vitro; however, we did not study adipose tissue obtained
from ART-naive HIV infected patients.

5. Conclusions

SIV/HIV infection induces senescence and associated disorders (including oxidative stress,
inflammation, and metabolic alterations) in adipose tissue. These changes might be involved in the
alterations in fat redistribution and the cardiometabolic diseases observed in aging HIV-infected
individuals.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/2073-4409/9/4/854/s1, Table S1:
macaques characteristics, Table S2: Sequences of the RT-PCR primers for human ASCs and adipocytes. and
Figure S1: The suppression of oxidative stress using NAC prevented Tat- or Nef-induced senescence-associated
beta-galactosidase activity in ASCs.
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2) Discussion et perspectives

Notre ¢étude est I'une des premicres a montrer un effet propre du VIH/VIS dans le
vieillissement du TA. Ainsi, les marqueurs de sénescence détectés au sein du TA sont liés a un
effet direct de I’infection et non secondaire au stade SIDA. En effet, dans notre étude, 75% des
macaques n’ont pas de charge virale ¢élevée (Mannioui et al. 2009) et ne présentent pas de

« wasting syndrome » associé¢ a un stade SIDA.

Nous avons émis I’hypothése que 1’expression des marqueurs de vieillissement du TA
provenait de I’accumulation de précurseurs adipocytaires sénescents. En accord, une
accumulation des ASC sénescentes a été observée au cours du vieillissement du TA (Minamino
et al. 2009, Palmer et al. 2019).

Nous avons mis en évidence que Tat et Nef induisaient une sénescence des ASC en partie via
I’induction d’un stress oxydant. L’origine des ERO reste néanmoins a déterminer. Dans les ASC,
les ERO proviennent principalement de la mitochondrie ou de la NADPH oxydase
cytoplasmique. Il serait donc intéressant d’étudier I’expression et la fonction des complexes
respiratoires mitochondriaux par une étude de Seahorse dans les ASC et/ou de mesurer la
quantit¢ d’ADNmt.

Nous avons montré que Tat et Nef induisent une augmentation de la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 par les ASC. Ce résultat est en accord avec I’augmentation des
marqueurs de I’inflammation dans le TASC de patients naifs de traitements (Giralt et al. 2006,
Vidal et al. 2012). Il serait intéressant d’établir si 1’induction des voies de I’inflammation
pourrait étre a I’origine de la sénescence observée dans le TA et les ASC. Une des pistes pourrait
étre la voie NFxB déja impliquée dans des effets de la protéine Tat (Fiume et al. 2012, Beaupere
et al. 2015) ou la voie de I’inflammasome NLRP3 qui a ét¢ impliquée dans la sénescence et
I’inflammaging (Mukhamedova et al. 2019).

La sénescence est souvent associée a une altération de différentiation des précurseurs
adipocytaires (Stout et al. 2017). En accord avec les dysfonctions adipocytaires observées dans
le TA de patients naifs de traitement (Giralt et al. 2006), nous avons observé que la sénescence
induite par Nef était associée a une baisse de I’adipogeneése des ASC. En revanche, les ASC
traitées par Tat ne présentaient pas de défaut d’adipogencse, suggérant que les mécanismes
impliqués dans les effets déléteres de Tat et Nef seraient différents. Néanmoins, les adipocytes
différenciés a partir des ASC exposées a Tat et Nef, présentaient une résistance a I’insuline, en

faveur d’un impact délétére de la sénescence sur la fonctionnalité des adipocytes. L’évaluation
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de la lipolyse basale ou activée par les catécholamines permettrait de mieux caractériser les
dysfonctions adipocytaires liées aux protéines sécrétées du VIH.

Dans notre étude menée sur le TA de macaques infectés, nous avons démontré 1’expression de
marqueurs de sénescence mais nous n’avons pas ¢t¢ en mesure d’en déterminer l’origine
cellulaire. En effet, outre les ASC, les adipocytes, les cellules endothéliales mais également des
macrophages peuvent exprimer des marqueurs de sénescence (Despres and Lemieux 2006,
Minamino et al. 2009, Rodier and Campisi 2011, Monickaraj et al. 2013, Camell et al. 2017,
Briot et al. 2018). Néanmoins, nous avons établi que les ASC pouvaient étre la cible du virus.

L’infection par le VIH pourrait donc étre a I’origine d’un épuisement du stock de cellules
souches du TA qui compromettrait I’homéostasie et I’expansion du TA. En somme, cette étude
(Article 3), couplée a celle publiée dans le journal AIDS (Article 1) ont montré un réle du virus
et des protéines du VIH Tat et Nef sur le vieillissement et la fibrose du TA ayant des
conséquences sur les fonctions du TA et la mise en place des comorbidités observés chez les

patients naifs de traitement (Figure 29).

Tissu adipeux VIH/VIS et protéines sécrétées Tissu adipeux
sous-cutané (Tat, Nef, Vpr, Gp120) sous-cutané

8.
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Figure 29 : Schéma bilan des altérations du tissu adipeux induites par le VIH/VIS et les protéines virales.

Le TASC présente une fibrose plus importante suite a ['infection par le VIH, une toxicité des mitochondries, une diminution de
l’adipogenese, un vieillissement accentué avec une sénescence cellulaire des ASC induites par Tat et Nef (ASC verts). Les ASC
sénescents ont une différenciation altérée menant a des adipocytes dysfonctionnels (verts). Le TAV présente un vieillissement
accentué, une fibrose et une diminution de |’expression de marqueurs adipogeénique dans un contexte d’infection VIH/VIS.
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IV. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Chez les patients infectés par le VIH et sous ARV, les mécanismes physiopathologiques
impliqués dans les atteintes du TA ont été initialement attribués a la toxicité des ARV. Au cours
de mon projet de thése, j’ai étudi¢ I’impact délétére de la nouvelle classe d’ARV, les INI, sur la
fibrose du TA, I’hypertrophie et la résistance a 1’insuline adipocytaire (Article 2) mais j’ai pu
également montrer que le virus lui-méme ¢€tait un facteur de perturbation qui participait a la mise
en place de dysfonctions adipocytaires, d’une sénescence et d’une fibrose du TA (Articles 1 et

3).

Dans cette discussion générale, je souhaite aborder les avantages et limites des mod¢les choisis
(partie A), aborder les mécanismes qui pourraient étre impliqués dans les effets déléteres du VIH
et des INI sur la fibrose et le vieillissement accentué¢ du TA (partie B). Je discuterai ensuite des
conséquences métaboliques et fonctionnelles de ces atteintes, ainsi que la question de I’effet
combiné¢ et/ou synergique du virus et des nouveaux ARV (partie C). Puis, j’aborderai
I’hypothése nouvelle selon laquelle le déclin du brunissement du TA participe aux dérégulations
métaboliques et a la prise de poids (partie D). Ensuite, je discuterai de la réversibilité des INI
ainsi que des stratégies thérapeutiques pouvant étre mises en place afin de prévenir I’effet des
ARV (partie E). Enfin, j’évoquerai le dialogue entre les composantes métaboliques (adipocytes
et précurseurs) et immunitaires. En effet, il est important d’intégrer un volet immunitaire lors de
I’étude des dérégulations métaboliques et du vieillissement, notamment dans le contexte de

I’infection par le VIH (partie F).

A. Avantages et limites des modeles utilisés

Les biopsies de patients nous ont permis de comparer deux localisations : TASC et TAV. En
effet, I’é¢tude phénotypique du TAV de patients infectés sous ARV a été réalisée dans peu
d’¢tudes (Hadigan et al. 2006, Gallego-Escuredo et al. 2013, Walker et al. 2014). Cela a été
réalisable grace a la chirurgie bariatrique de sujets obéses. Cependant, I’obésité peut induire un
biais car elle est associ¢e a des atteintes spécifiques du TA (Sun et al. 2011, Sun et al. 2013).
Dans I’article 1 (AIDS), les patients infectés sont sous ARV. En effet, les recommandations
actuelles indiquent une prise d’ARV incluant un INI suite au diagnostic de séropositivite¢ (WHO
2018). Il est donc aujourd’hui plus difficile d’avoir acceés a du TA de patients infectés non traités.
Une autre limite est I’hétérogénéité des patients concernant la durée d’infection et 1’historique

des traitements ARV.
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En complément des études sur les patients, nous avons eu I’opportunité de récupérer des
prélévements de TASC et de TAV dans des protocoles déja établis chez le macaque. Il est
important de noter que les biopsies de TA de macaques auxquelles nous avons eu acces font
parties de différents protocoles de recherche sur I’infection VIH et les ARV (cohorte SIVART)
et pour un méme macaque plusieurs projets de recherche y ont été associés afin de limiter
I’expérimentation animale. Ces protocoles représentent des modeles uniques d’infection
chronique in vivo de macaque cynomolgus infecté par le VIS ou non infecté traité sous ARV.
Ces animaux nous ont permis d’évaluer les effets respectifs du virus et des INI. Une étude
similaire aurait ét¢ difficilement réalisable chez ’homme éthiquement car elle impliquerait de
prélever une biopsie de TA chez des volontaires sains sous ARV. Contrairement aux patients, les
macaques n’étaient pas obeses. L’autre avantage du macaque est d’obtenir des groupes
homogenes avec des durées d’infection et de traitements similaires. Le macaque est un mod¢le
préclinique pertinent pour 1’étude de I'infection VIH/VIS et des ARV avec une physiologie et sa
physiopathologie du TA proches de I’homme (Hotta et al. 2001, Chen et al. 2002). Il permet
I’étude : des réservoirs viraux, de la cinétique de I’infection et de la réponse immunitaire, de
caractériser les cellules immunitaires et d’évaluer leurs activations et leurs capacités
fonctionnelles, de tester de nouvelles thérapeutiques afin de controler la réplication du virus, de
limiter la contamination ou de diminuer la taille des réservoirs et potentiellement guérir de la
pathologie virale comme 1’¢laboration d’un vaccin ou d’autres traitements en compléments des
ARV classiques (Reimann et al. 2005, Bernard-Stoecklin et al. 2013, Echebli et al. 2018,
Hovanessian et al. 2018, Parsons et al. 2018). Ce mod¢le a par ailleurs été utilisé récemment
pour réaliser une étude d’un traitement thérapeutique contre I’infection au SARS-CoV-2 (Severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2) (Maisonnasse et al. 2020). La quantité de TA
prélevé, les différentes localisations et les études in vivo et ex vivo sont d’autres arguments en
faveur de I’utilisation de ce mode¢le. Les limites du modele macaque résident entre autres dans le
virus utilisé, le VIS trés similaire au VIH mais qui différe par la protéine Vpx, et le temps de
progression au stade SIDA, plus rapide que chez ’homme (2 ans en moyenne chez le macaque
cynomolgus).

Pour aller plus loin dans les études mécanistiques, nous avons utilis¢ des modeles in vitro
d’ASC et d’adipocytes. Les ASC sont isolées a partir de TASC abdominal de femmes ne
présentant pas de pathologie. Ce modele permet également d’évaluer I’impact individuel des
protéines du VIH et des ARV testés sur les cellules. Les concentrations des INI et des protéines

du VIH utilisées est une des limites de ’utilisation du modéle in vitro.
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Nous avons choisi d’utiliser la Cmax pour les INI qui est la concentration plasmatique
maximale entre 2 prises. Cependant, la concentration peut différer entre le plasma et in situ dans
le TA du fait de leurs propriétés pharmacocinétiques. D’une part, les INI sont des ARV qui se
lient fortement aux protéines dans le sang ce qui pourraient diminuer leur biodistribution mais
aussi leur concentration intra-tissulaire. Nous utilisons 10% de sérum de veau fcetal dans le
milieu de culture cellulaire avec une concentration protéique entre 40-50 g/L. suggérent une
concentration de drogue active supérieure a celle dans le plasma des patients. Cependant, les
ARV utilisés in vitro ont un temps de demi-vie plus court qu’in vivo. De plus, nous avons réalisé
des expériences dose-réponse des INI et nous observé un effet augmenté entre 2 Cmax et 1
Cmax mais pas de différence significative entre 1 Cmax et 2 Cmax suggérant 1’atteinte d’un
plateau (Article 2, Clin. Infect. Dis.).

D’autre part, les INI sont lipophiles et peuvent s’accumuler dans les adipocytes et les cellules
de la FSV (Couturier et al. 2018). Cette observation conforte la pertinence de notre modéle mais
peut également introduire un biais dans la concentration des INI car notre mod¢le de culture
primaire ne récapitule pas la complexité du tissu et du dialogue entre les différents types
cellulaires. En effet, la culture primaire ne permet pas de prendre en compte tous les parametres
intrins€éques au tissu : la biodistribution des ARV liées a leurs caractéristiques physico-chimiques
et leur biodistribution selon la vascularisation du tissu, le nombre de cellules infectées qui
sécretent des protéines du VIH ce qui peut étre modulé par 1’action des ARV.

Concernant les protéines du VIH, nous avons choisi la concentration plasmatique de Tat et Nef
de patients infectés par le VIH (Gougeon 2003, Boya et al. 2004, Raymond et al. 2011) et nous
avons aussi émis 1’hypothése que les cellules infectées au sein du TA sécrétent Tat et Nef, et ont
des impacts sur les cellules avoisinantes du TA (ASC et adipocytes) car aucune ¢tude n’a mesuré
leurs concentrations dans le TA. Néanmoins, Tat et Nef ont été mesurées dans différents tissus et
dans le sang de patients infectés et contrélés (Raymond et al. 2011, Tugizov et al. 2013, Gupta et
al. 2017, Ferdin et al. 2018). Tat a été détecté¢ dans 1’épithélium intestinal (Tugizov et al. 2013),
mais aussi dans les microglies et les astrocytes au niveau du systéme nerveux central tandis que
Nef a été mesuré dans les PBMC (Wang et al. 2015), le tissu rectal (Telwatte et al. 2018) et les
poumons de patients avirémiques (Chelvanambi et al. 2019). De fagon intéressante, une étude
récente démontre que la production de provirus défectueux est aussi associée au relargage de
protéines virales (Imamichi et al. 2020). Nef a ét¢ quantifi¢ également dans les cardiomyocytes
des patients infectés sous ARV mais aussi dans un modele de macaque cynomolgus infectés par
le VIS et traités ou non par tenofovir/entricitabine (Gupta et al. 2017). Par ailleurs, le TA étant

un réservoir du virus y compris sous ARV suppressifs suggérant que la concentration locale des
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protéines du VIH pourrait étre supérieure a celle mesurée dans le plasma avec une distribution
perturbée des ARV dans les réservoirs qui favorise la persistance virale et la production de
virions et de protéines virales (Dupin et al. 2002, Damouche et al. 2015, Couturier et al. 2018).
Dans les différentes protocoles (cohorte SIVART et cohorte de patients), des équipes de

pharmacologies vont mesurer la concentration des INI dans le TA.

B. Quels sont les mécanismes a ’origine de la fibrose et du
vieillissement accentué du tissu adipeux dans un contexte

d’infection par le VIH

Au cours de ma these, j’ai démontré les roles respectifs du VIH/VIS et des INI dans la fibrose
du TASC et du TAV. Cette fibrose permet d’expliquer un certain nombre de dérégulations
métaboliques observées au sein du TA. Chez les patients obeses, I’excés de MEC est souvent
associ¢ a une résistance a ’insuline, au vieillissement du TA et a des atteintes adipocytaires
(Khan et al. 2009, Divoux and Clement 2011, Sun et al. 2013). Il apparait important de
déterminer les mécanismes responsables de la fibrose et du vieillissement du TA dans le contexte

de I’infection par le VIH.

1) Mécanismes impliqués dans la fibrose
L’expression des collagenes est augmentée dans le TASC et le TAV des macaques infectés ou
traités par les INI et dans les ASC et les adipocytes humains in vitro. Les ASC pro-fibrosants
sont caractérisés par I’expression des marqueurs de surface CD9"" et PDGFRa+ (Marcelin et al.
2017). Afin de confirmer I’implication des ASC dans la fibrose du TA, il serait intéressant
d’¢étudier la proportion de ces précurseurs adipocytaires dans le TA des macaques infectés et/ou

traités et de mieux caractériser les mécanismes impliqués.

Nous avons montré que le phénotype pro-fibrosant des ASC était associé¢ a un stress oxydant.

Plusieurs études suggerent un lien entre stress oxydant et fibrose du TA (Lancha et al. 2014,
Okuno et al. 2018). Afin d’établir le lien de causalité, il serait intéressant d’étudier I’impact de

différentes molécules antioxydantes sur la mise en place de la fibrose. Par ailleurs, parmi les

voies potentiellement impliquées, la voie du TGF-B, facteur pro-fibrotique majeur dans le TA

(Wynn 2008) et sécrété par les ASC, les adipocytes et les macrophages (Desai et al. 2014, Vila et
al. 2014) semble particuliérement pertinent a étudier. Nous avons observé une augmentation de
I’expression du TGF-f dans le TA de macaques infectés et dans les ASC traitées par Tat ou Nef.

Cependant, I’effet des INI sur cette expression n’est pas connu dans nos modeles. Dans notre
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étude, nous avons montré une diminution de I’expression d’adiponectine en parallele d’une
augmentation de la fibrose dans le TASC des macaques sous INI, ce qui semble en accord avec
le fait que I’adiponectine inhibe la production de collagénes en inhibant la voie TGF-f/Smad
(Fang et al. 2012, Fang et al. 2015).

L’exces de MEC peut aussi résulter de modifications de Dactivité des MMP. En effet, les

MMP jouent un role dans I’expansion du TA en particulier au niveau des processus
d’angiogenese et d’adipogenese (Berg et al. 2019). Trés peu d’études se sont intéressées a
I’impact du virus ou des ARV sur la voie des MMP (Bourlier et al. 2005). Les MMP sont en
majorité exprimées par les précurseurs adipocytaires et les macrophages (Bourlier et al. 2008,
Pincu et al. 2016), et pourraient donc constituer des acteurs non négligeables de la fibrose dans le
contexte du VIH (Maurice et al. 2019).

Au niveau tissulaire, la fibrose pourrait résulter d’'un défaut d’angiogenese conduisant a une
hypoxie locale qui se traduit par 1’activation du facteur HIF1a dans les ASC et les adipocytes.
En accord avec cette hypothése, la fibrose du TASC cervical hypertrophique de patients infectés
par le VIH sous ARV, est associée une diminution du nombre de vaisseaux (Bereziat et al.
2011). Afin de confirmer ce lien, nous pourrions mesurer 1’expression d’une part, des acteurs de
I’hypoxie, d’autre part de marqueurs de 1’angiogenese dans le TASC et le TAV de macaques et

de patients.

2) A la croisée des chemins : mécanismes impliqués a la fois dans la
fibrose et le vieillissement

De fagon intéressante, nous avons montré que le virus était également associé a une
augmentation des marqueurs du vieillissement dans le TA et que les protéines Tat et Nef
induisaient une sénescence des ASC in vitro. 1l existe plusieurs voies de signalisation pouvant
expliquer le lien entre fibrose et vieillissement.

Outre son rdle pro-fibrotique, le facteur TGF- induit la sénescence cellulaire via I’activation
de la voie p21 (Acosta et al. 2013). A l’inverse, 1’absence de p21 prévient la mise en place de
fibrose hépatique (Yosef et al. 2017). Nous souhaiterions vérifier la présence de p21 dans nos
modeles in vivo et déterminer son implication dans 1’induction de la fibrose en ajoutant un
anticorps neutralisant ou un siRNA dirigé contre p21 dans notre modele d’ASC in vitro. D’autres
voies de signalisation induisent a la fois une fibrose et un vieillissement. En effet, la voie Wnt
induite dans les cellules souches favorise la fibrose et inhibe 1’adipogenése (Brack et al. 2007,
Sarjeant and Stephens 2012). Cette voie pourrait donc étre activée dans les ASC par les protéines

virales Tat et Nef. Par ailleurs, 1’activation de la voie AMPK dans les ASC est connue pour ses

bienfaits anti-fibrotique et antivieillissement (Jiang et al. 2017). Au laboratoire, nous avons mis

85



en évidence un défaut d’activation de I’AMPK, associé a la sénescence des ASC. Une
restauration de son activité par la metformine prévient la sénescence et restaure les propriétés
adipogéniques des ASC (données non publiées). Cependant, nous n’avons pas étudié cette voie
dans le contexte du VIH ni vérifier le lien avec la dérégulation des composants de la MEC.

Le lien entre altération de I’autophagie ct fibrose a déja ét¢ démontré dans certains tissus tel

que le rein (Kim et al. 2012) mais reste a établir dans le TA, notamment au cours de I’infection.
Sachant qu’il a été démontré que Nef pouvait induire une sénescence des CSM via I’inhibition
de I’autophagie (Beaupere et al. 2015), il serait intéressant de vérifier si ce mécanisme est a
I’ceuvre dans les ASC. Enfin, une étude a dévoilé que la combinaison TDF/FTC/DTG altére
I’autophagie in vitro dans les microglies indiquant un réle potentiel du DTG dans la régulation
de I’autophagie (Tripathi et al. 2019). Une altération de I’autophagie induite par le VIH et/ou les
INI permettrait donc d’expliquer la mise en place de la sénescence et de la fibrose.

Enfin, le VIH participe a DPattrition des télomeéres dans les PBMC (Bestilny et al. 2000,

Leeansyah et al. 2013, Gonzalez-Serna et al. 2017). Les ASC exprimant peu la télomérase, la
taille des télomeres diminue au cours du vieillissement (Farahzadi et al. 2018, Ullah and Sun
2019). De fagon intéressante, la modification des télomeres entraine la différenciation des
fibroblastes en myofibroblastes, producteurs de collagénes (Razdan et al. 2018). Il serait donc
intéressant d’établir si I’attrition des télomeres dans le contexte du VIH participe a la sénescence

et a I’augmentation de collageénes dans les ASC.

C.Quelles sont les conséquences du vieillissement et de la
fibrose du tissu adipeux sur la dérégulation métabolique

dans un contexte d’infection par le VIH

Comme évoqué dans la partie I sur le tissu adipeux, I’accumulation de MEC constitue une
limite physique a I’expansion du TA. En effet, la fibrose péri-cellulaire induit des contraintes
mécaniques sur les adipocytes déja différenciés limitant leur capacité d’expansion (Khan et al.
2009, Pasarica et al. 2009). Les précurseurs adipocytaires produisent des niveaux ¢levés de
collagénes qui s’accumulent dans le TA qui devient ainsi fibrotique, et perd sa capacité

d’expansion par hyperplasie adipocytaire.

1) Hypertrophie adipocytaire
La diminution du stock de cellules souches est un marqueur de vieillissement du TA. Nous

avons montré que les protéines du VIH diminuent la capacité proliférative des ASC in vitro ce
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qui pourrait participer a I’épuisement du stock de cellules souches du TA. Il serait utile

d’évaluer si le DTG et le RAL ont des effets similaires voire synergiques lorsqu’ils sont
combinés avec les protéines virales. Sous INI, le pool des ASC pourrait alors étre diminué
conduisant alors a un stockage augmenté au sein des adipocytes préexistants de 1’excédent
d’AGL avant qu’il ne soit stocké dans d’autres tissus métaboliques. L’épuisement du stock
d’ASC favoriserait donc indirectement 1’hypertrophie adipocytaire.

Des études sur le TA ont montré que les ARV favorisaient I’adipogencse avec une
augmentation de PPARy en comparaison a du TA de personnes infectées naives de traitement,
mais ces adipocytes restent dysfonctionnels (Giralt et al. 2006, Boothby et al. 2009). On peut
poser I’hypothése que les INI vont contrecarrer I’effet délétére de 1’infection sur les adipocytes et
les ASC en favorisant I’accumulation des lipides et I’expression des acteurs adipogéniques mais
que cette hypertrophie conduit a des dysfonctions. Aucune étude ne s’est intéressée a I’impact de
I’effet combiné des protéines virales et des INI sur ’adipogenése. Nous projetons de mesurer
I’expression de PPARy, C/EBPa, FABP4 et de I’adiponectine, d’évaluer la taille des adipocytes
et de quantifier la fibrose dans le TA de macaques qui sont a la fois infectés et traités en
comparaison avec des macaques infectés mais naifs de traitement, traités mais non infectés et un
groupe contrdle.

L’hypertrophie des adipocytes du TAV est observée au cours du vieillissement du TA, ce qui
en accord avec notre hypothése selon laquelle les INI induisent un vieillissement du TA
(Bonzon-Kulichenko et al. 2018). On peut poser I’hypothése que la fibrose est secondaire a
I’hypertrophie adipocytaire observée chez les macaques traités sous INI. Un premier élément de
réponse pourrait €tre une ¢tude cinétique sur 1’effet des INI sur la production de collagéne et
I’accumulation de TG au cours de I’adipogenese des ASC in vitro. En accord, il a ét¢ montré que

I’hypertrophie des adipocytes favorisait le développement de zones hypoxiques qui activent le

processus de fibrose (Sun et al. 2011, Trayhurn 2013).
L’effet combiné du VIH et des INI pourrait étre a 1’origine a la fois de I’hypertrophie

adipocytaire, de la fibrose et du vieillissement accentué¢ du TA des patients (Figure 30).

2) Prise de poids : role du tenofovir alafémide et du bictégravir
De nos jours, une préoccupation des cliniciens est I’observation d’une prise de poids sous INI
en particulier avec le DTG chez les patients infectés et traités. Cependant, les INI sont donnés en
combinaison avec des NNRTI et des NRTI et le role propre de ces autres ARV ne peut étre

exclu. En effet, les combinaisons de NRTI qui favorisent le plus la prise de poids avec le DTG,
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sont 1’abacavir/lamivudine (Menard et al. 2017) et le TAF/FTC (Sax et al. 2019, Venter et al.
2019, Lake et al. 2020).

Le TDF est prescrit en premiere ligne en combinaison avec beaucoup d’ARV : NNRTI, PI ou
INI (WHO 2018). I1 a cependant des effets secondaires : altération de la fonction rénale (Venter
et al. 2018), diminution de la densit¢ minérale osseuse (Brown et al. 2011, McComsey et al.
2011) et diminution de certains parametres lipidiques (Santos et al. 2015). Le TAF est un dérivé
du tenofovir mis sur le marché récemment dans la palette des ARV. Il semble présenter une
toxicité moindre sur la fonction rénale et les atteintes osseuses (Delesus et al. 2018). Cependant,
une ¢tude a montré que le TAF augmente la prise de poids et I’'IMC de fagon plus importante que
le TDF chez des personnes non infectées dans le cadre de la PreP (Ogbuagu 2020). De plus, des
¢tudes récentes ont montré que la prise de poids sous INI est plus importante chez les individus
recevant du TAF que du TDF (Gomez et al. 2019, Sax et al. 2019, Venter et al. 2019, Lake et al.
2020). Les études NAMSAL et ADVANCE montrent que la prise de poids et de masse grasse
sous DTG est plus importante quand ce dernier est associ¢ TAF plutét qu’au TDF (Venter et al.
2019, Calmy et al. 2020, Venter et al. 2020). Ces travaux mettent en lumiére que 1’impact que le
DTG peut avoir sur la prise de poids est sous l’influence du TAF ou du TDF. L’impact
différentiel de ces deux molécules pourrait s’expliquer par le fait que la concentration
intracellulaire du tenofovir (principe actif) est plus importante avec le TAF qu’avec le TDF
(Ruane et al. 2013). Afin de déterminer si le TAF peut promouvoir ou a I’inverse si le TDF peut
freiner la prise de poids, il serait intéressant de comparer 1I’impact de ces deux molécules seuls
ou en combinaison avec un INI, sur I’adipogeneése et la fonction des adipocytes in vitro et in vivo

au sein du TA provenant d’autres cohortes de patients que de la cohorte ObeVIH.

Deux nouveaux INI sont apparus récemment et nécessitent d’étre évaluer dans nos modeles : le

cabotégravir et le bictégravir. Le cabotégravir n’est pas autoris¢ dans le panel des ARV en

dehors des études cliniques. En revanche, le bictégravir a été approuvé en France et semble avoir
des effets similaires sur la prise de poids que le DTG chez les patients naifs (Sax et al. 2019,

Wohl et al. 2019).

3) Résistance a I’insuline et comorbidités associées au défaut de TA
L’impact simultané des INI et du virus sur les cellules adipeuses et immunitaires pourrait étre
délétére a I’activité métabolique du TA. Cependant, la question reste enticre, a savoir si la prise
de poids et de TA liés aux INI est délétere pour 1’organisme et si elle favorise 1’émergence de

complications cardiométaboliques. En effet, I’impact des INI sur la sensibilité a 1’insuline fait

88



débat dans la communauté scientifique. Des études observent un effet neutre (Domingo et al.
2014, Young et al. 2015, Bagella et al. 2019), défavorable (Dirajlal-Fargo et al. 2016,
McComsey et al. 2016, Katlama et al. 2019) ou favorable (Calza et al. 2019) des INI sur la
sensibilit¢ a I’insuline. Quelques cas isolés ont développé spontanément une hyperglycémie
voire un diabete (Kamei et al. 2015, Fong et al. 2017, Horikawa et al. 2018, McLaughlin et al.
2018). Fong et al observent une réversion du diabéte lorsque le patient reprend de ’EFV a la
place du RAL. D’autres études sont nécessaires pour confirmer que le simple changement des
INI vers une autre classe d’ARV permet de résoudre le diabéte sous INI. Le risque de développer
un diabéte et une résistance a 1’insuline serait associé a la prise de poids au cours de la premicre
année sous ARV (Erlandson et al. 2016, Herrin et al. 2016, Hulgan 2018).

Dans notre modele expérimental, pour la premicre fois, nous avons montré que les protéines

virales Tat et Nef d’une part et les INI d’autre part induisaient une résistance a I’insuline des
adipocytes in vitro. Plusieurs mécanismes a 1’origine de la résistance a I’insuline sont possibles.
Au cours de I’obésité ou du vieillissement, 1’hypertrophie et la toxicit¢ mitochondriale dans le
TASC et le TAV contribuent a la résistance a I’insuline (Petersen and Shulman 2018, Woo et al.
2019, Zatterale et al. 2019). Dans le contexte d’infection par le VIH, une étude récente a mis en
évidence une corrélation entre résistance a I’insuline et toxicité mitochondriale au sein du TA
(Hulgan 2018). Par ailleurs, une diminution d’adiponectine circulante induite par les INI pourrait
également €tre a ’origine d’une résistance a I’insuline périphérique (Offor et al. 2018). Il serait
intéressant d’évaluer I’effet combiné des protéines virales et des INI in vitro, et in vivo au niveau
du TA et au niveau systémique (calcul de ’THOMA-IR) sur la sensibilité a I’insuline.

Un défaut d’adipogenese, 1’accumulation du TAV, une fibrose accrue et une inflammation
favorisent 1’apparition de la résistance a I’insuline au niveau local dans 1’adipocyte mais aussi a
distance au niveau des muscles et du foie. L’ensemble des organes touchés participerait a un état
dysmétabolique pouvant conduire a un diabéte, une stéatose hépatique et des maladies
cardiovasculaires chez les patients infectés par le VIH (Balasubramanyam et al. 2004, Achhra et
al. 2016, Carobbio et al. 2017, Beraldo et al. 2018, Sawaki et al. 2018 , Srinivasa et al. , Lagathu
et al. 2019). De fagon intéressante, la plupart des études montrent que les INI améliorent les
parametres lipidiques et diminuent le risque cardiovasculaire (Martinez et al. 2012, Brenner and
Baril 2017, Gatell et al. 2017, Gatell et al. 2019). Quelques études montrent que la dyslipidémie
est augmentée sous INI (Young et al. 2015) et que le risque de maladies cardiovasculaires est le
méme que sous les autres ARV (Hill et al. 2018). Il existe quelques cas isolés de maladies
cardiovasculaires observées suite a la prise des INI mais la causalit¢ des INI reste a prouver

(Mahlab-Guri et al. 2016, Eyer-Silva et al. 2019). Associ¢ aux INI, le TAF augmente les lipides
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dans le sang comparé¢ au TDF, ce qui s’expliquerait davantage par le fait que le TDF diminue la
quantité de lipides plutot que par un risque cardiovasculaire du TAF (Huhn et al. 2020, Petrakis
et al. 2020, Schwarze-Zander et al. 2020). Cependant certaines études de switch sous TAF
révelent qu’il favorise la dyslipidémie et alertent sur le potentiel risque cardiométabolique
(Kauppinen et al. 2019, Schafer et al. 2019, Lacey et al. 2020). Des études complémentaires
seraient nécessaires afin d’évaluer le risque cardiovasculaire des patients sous INI et sous TAF et

de comprendre les mécanismes en cause.

D. Le déclin du tissu adipeux beige : une nouvelle hypothese
de la dérégulation du métabolisme chez les patients

infectés par le VIH

L’induction de I’activit¢ du TA brun et beige pourrait donc étre une stratégie thérapeutique

pour contrer les maladies métaboliques. En effet, chez ’homme, une exposition répétée au froid
favorise la dépense énergétique via I’induction du brunissement du TA, ce qui a pour
conséquence une amélioration de 1’homéostasie glucidique et une meilleure sensibilité a
I’insuline (Chondronikola et al. 2014, Hanssen et al. 2015). Chez les patients infectés sous ARV,
le TASC cervical hypertrophique possedent de petits adipocytes avec un phénotype proche des
adipocytes bruns (Guallar et al. 2008, Bereziat et al. 2011, Cereijo et al. 2015). De facon
intéressante, la durée de traitement sous ARV et I’utilisation des PI, sont corrélées a la présence

d’une bosse de bison mais aussi a la diminution de I’expression de marqueurs beiges et bruns

dans le TASC abdominal chez les personnes infectées par le VIH (Torriani et al. 2016, Srinivasa

et al. 2019). Torriani et al ont émis [’hypothése que la bosse de bison permet de contrebalancer
la perte des adipocytes beiges dans le TASC au cours de ’infection VIH (Torriani et al. 2012,
Torriani et al. 2016).

Les adipocytes beiges sont multiloculaires avec de nombreuses mitochondries et expriment

des marqueurs spécifiques comme CITEDI1, CD137 et TMEM26 (Wu et al. 2012). Suite a

I’induction par le froid, les catécholamines ou les TZD, ils expriment des génes du TAB comme
PRDM 16, UCPI et PPARGCIA (Cousin et al. 1992, Guerra et al. 1998, Petrovic et al. 2010,
Harms and Seale 2013, Rosenwald et al. 2013, Kim et al. 2018). PGCla est un co-activateur de
PPARYy et un facteur de transcription clé dans I’adipogenése beige et brune et induit 1I’expression
de UCPI et des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale (Harms and Seale 2013).

PRDMI16 induit également le brunissement du TAV suite a I’activation de la voie (-
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adrénergique (Seale et al. 2007). D’autres facteurs tels que le FGF21, I’irisine, la myostatine, ou
le microbiote intestinal influencent 1’activation du beige (Moreno-Aliaga and Villarroya 2020).
L’origine des adipocytes beiges est discutée et deux hypothéses se distinguent. Ces adipocytes
beiges pourraient émaner soit de la transdifférenciation des adipocytes blancs (Himms-Hagen et
al. 2000, Granneman et al. 2005, Lehr et al. 2009) soit de la différenciation d’un précurseur
spécifique Myf5- et PDGFRo+ (Seale et al. 2008, Lee et al. 2012, Wang and Seale 2016, Rui
2017, Gao et al. 2018). Ces deux hypotheses ne sont pas incompatibles et pourraient coexister.
Les adipocytes beiges ont une forte activité oxydative et participent a une augmentation de la

dépense énergétique limitant ainsi I’hypertrophie (Wu et al. 2013). Chez les patients infectés

par le VIH, I’hypertrophie adipocytaire dans le TASC abdominal des patients sous INI pourrait
étre un mécanisme compensatoire de la diminution du TA beige et de la dépense énergétique,
mais ce lien de cause a effet reste a étre confirmer. Au sein du laboratoire, une différenciation
beige des ASC humaines a été mise au point par E. Capel suite a des travaux menés dans un
modele d’iPS (Guenantin et al. 2017). Nous souhaitons profiter de 1’expertise de certains
membres du laboratoire afin d’évaluer I’impact des INI dans notre mod¢le in vitro suite a une
adipogenese beige et dans le TA de macaques infectés traités et de patients de la cohorte

ObeVIH.

DICER est une enzyme impliquée dans la maturation des prémiR en miR, des petits ARN
simple brin non codants qui régulent 1’expression génique (Xu and Sun 2015, Thomou et al.
2017). Au cours du vieillissement, au sein du TA, il a été observé une baisse de 1’expression de
DICER (Coley et al. 2010, Mori et al. 2012, Reis et al. 2016, Torriani et al. 2016). De plus, la
souris déficiente pour DICER spécifiquement dans les adipocytes présente des caractéristiques
du vieillissement du TA avec une lipoatrophie, une toxicité mitochondriale, une résistance a
I’insuline, une inflammation et un TAB avec des caractéristiques du TA blanc (Mori et al. 2014,
Thomou et al. 2017).

Enfin, le déclin de DICER perturbe 1’expression de miR impliqués dans le maintien de
I’identité¢ des adipocytes et dans la régulation de 1’adipogenése blanche et beige (Xu and Sun
2015). Au cours de I’infection par le VIH, certains miR peuvent réprimer la réplication du virus
(Balasubramaniam et al. 2018). Le virus a donc mis en place un mécanisme permettant
d’augmenter son infectivité en utilisant ses protéines Vpr, Rev et Tat qui inhibent I’expression et
I’activité de DICER (Bennasser et al. 2005, Casey Klockow et al. 2013, Ponia et al. 2013). De
plus, chez les patients infectés par le VIH sous ARV, la diminution de DICER est corrélée a une

diminution de I’expression des geénes du beige et brun dans le TASC (Mori et al. 2014, Torriani
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et al. 2016, Zoico et al. 2019). I serait donc intéressant d’évaluer I’effet des INI et du VIH sur
I’expression de DICER dans le TA.

Outre son role dans le vieillissement, le déclin de brunissement du TA dans le contexte du VIH
pourrait, également jouer un réle dans la mise en place de la fibrose. En effet, une étude a montré
que le facteur de transcription du TA PRDMI16 jouaient un rdle protecteur contre le

développement de la fibrose dans le TA blanc (Hasegawa et al. 2018). De plus, le TGF-f3 inhibe

la différenciation beige des précurseurs adipocytaires (Babaei et al. 2018). Un déclin du beige
pourrait donc participer a la fibrose du TA des patients sous INI au cours de I’infection par le

VIH et ce phénomene serait amplifié par la voie du TGF-f.

En conclusion, le déclin du TA beige sous INI pourrait expliquer a la fois la prise de poids et
I’hypertrophie adipocytaire, la fibrose, la résistance a I’insuline et le vieillissement du TA. Nous

souhaitons privilégier cette piste dans nos futures recherches (Figure 30).
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Figure 30: Schéma bilan des altérations du tissu adipeux induites par le VIH/VIS et les inhibiteurs
d’intégrase : liens entre vieillissement, fibrose et déclin du tissu adipeux beige. Réversibilité des effets des
antirétroviraux et thérapeutiques.

92



E. Réversibilité des effets antirétroviraux et thérapeutiques

1) Les atteintes du tissu adipeux liées aux inhibiteurs d’intégrase sont-

elles réversibles ?

A ce jour, I’'impact de I’interruption des traitements INI (DTG ou RAL) sur la réversibilité¢ de
la prise de poids et des atteintes métaboliques du TA n’est pas connue. En revanche un étude
récente suggére un effet réversible du TAF sur les parameétres lipidiques des patients
« switchés » sur TDF (Milinkovic et al. 2019).

Afin de tester ’hypothéese de la réversibilité des effets des INI sur les altérations du TASC une
demande de financement d’étude clinique auprés de ’ANRS a été déposée au laboratoire. 11
s’agit d’inclure des patients infectés par le VIH qui, aprés au moins 6 mois de traitement sous
INI, présentent une prise de poids significative (5% sur un an). Ces patients sont ensuite mis sous
un traitement incluant le plus souvent un NRTI tel que le TAF ou le TDF ou un NNRTI tel que
la DOR. A I’inclusion et 48 semaines apres le switch, une mesure des parametres métaboliques
et une biopsie de TASC seront réalisées. En complément de cette étude clinique, nous souhaitons

tester dans nos modeles in vitro d’ASC et d’adipocytes la réversion des effets des INI.

2) Stratégies thérapeutiques de prévention ou traitement de la fibrose
et/ou du vieillissement du tissu adipeux

L’utilisation d’autres médicaments nécessite la vérification des interactions médicamenteuses
avec les ARV car la population vieillissante infectée par le VIH est plus susceptible a la
polymédication (Halloran et al. 2019). Deux molécules « magiques » de par leurs propriétés
antivieillissement et leur action anti-fibrotique ont retenu notre attention : la metformine et la
pravastatine.

La metformine est une molécule classiquement prescrite dans le traitement du diabéte de type
2, qui jouerait un role important en tant que molécule sénolytique (Barzilai et al. 2016). De fagcon
intéressante, la metformine diminue le risque de pathologies liées a 1’age comme les maladies
cardiovasculaires, neurologiques et certains cancers (Campisi et al. 2019). La metformine est un
inhibiteur du complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale, ce qui conduit a une baisse du
ratio AMP/ATP menant a une activation de ’AMPK et a une diminution de la production
d’ERO (Onken and Driscoll 2010, Wheaton et al. 2014). L’activation de la voie AMPK est
impliquée dans les effets métaboliques bénéfiques de la metformine, notamment 1’augmentation
de la sensibilit¢ a I’insuline, I’inhibition la synthése hépatique de TG, 1’augmentation de

captation de glucose et la diminution de la fibrose du TA (Hawley et al. 2010, Luo et al. 2016,
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Steinberg 2018, Malekpour-Dehkordi et al. 2019). Dans des modeles murins d’obésité, la
metformine diminue la prise de poids en inhibant 1’hypertrophie adipocytaire, favorise la
sensibilité a I’insuline et améliore le métabolisme des AGL du TA blanc et TA brun (Breining et
al. 2018, Yuan et al. 2019, Su et al. 2020). Il a été suggéré qu’une partie des effets bénéfiques de
la metformine sur le métabolisme et I’inflammation passaient par les ASC (Shree and Bhonde
2016). En accord avec ces données, au laboratoire, nous avons démontré que la metformine
exerce un effet bénéfique sur des ASC humaines issues de donneurs adgés en particulier sur la
sénescence, la capacité adipogénique et la résistance a 1’insuline(Mantecon Submitted).

Dans le contexte de I’infection par le VIH, la metformine améliore les parametres
métaboliques et cardiovasculaires des personnes infectées sous ARV (Hadigan et al. 2001,
Benavides and Nahata 2004, Driscoll et al. 2004) méme si elle ne semble pas avoir un effet
bénéfique sur la lipoatrophie liée au VIH (Benavides and Nahata 2004, Martin and Mallon 2005,
van Wijk et al. 2005). Cependant, une ¢étude récente a révélé que la metformine augmente
I’expression de marqueurs adipocytaires bruns dans le TA blanc (Srinivasa et al. 2015). Si nous
arrivons a démontrer que les INI affectent le brunissement du TA (voir discussion partie C), cette
molécule pourrait étre un bon candidat pour contrer leurs effets.

Afin de cibler le vieillissement du TA, les statines sont des molécules intéressantes car elles
diminuent I’expression de pl6, p21 et de la prélamine A dans les PBMC de patients sous PI
(Lefevre et al. 2010). Les statines dont la pravastatine exercent des effets antioxydants et anti-
inflammatoires participant ainsi a la diminution du risque cardiovasculaire (Foody et al. 2006).
Une ¢étude montre que la pravastatine augmente 1’expression de 1’adiponectine dans le TA et
améliore la résistance a I’insuline (Chen et al. 2007). Cependant, 1’effet bénéfique de la
pravastatine sur le TA des patients présentant des syndromes lipodystrophiques liés a I’infection
par le VIH est discuté (Mallon et al. 2006, Calmy et al. 2010). En plus de son role anti-fibrotique
(Li et al. 2004, Kim et al. 2010, Otani et al. 2010, Crespo and Quidgley 2015), la pravastatine
exerce aussi un effet sénolytique dans des CSM, des cellules endothéliales et des CMLV en
réponse aux PI (Lefevre et al. 2010, Hernandez-Vallejo et al. 2013, Auclair et al. 2014). 1l serait
donc intéressant de tester son potentiel anti-fibrotique et antivieillissement sur le TA dans nos

différents modéles.

F. Dialogue entre composantes immunitaire et métabolique

dans les atteintes du tissu adipeux

Dans I’obésité, le développement de la fibrose et de 1’augmentation de la quantité de TGF-3 est

paralléle a la mise en place de I’inflammation avec 1’accumulation des macrophages M1 et M2
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(Spencer et al. 2010). Les macrophages, outre leur role dans 1I’inflammation, 1’inhibition de
I’adipogenese et la résistance a I’insuline, induisent un phénotype pro-fibrosant des précurseurs
adipocytaires (Bourlier et al. 2012, Vila et al. 2014) et des adipocytes (O'Hara et al. 2009,
Catalan et al. 2012). Dans ce contexte, un projet en cours au laboratoire vise a étudier le

dialogue réciproque entre cellules adipocytaires (ASC, adipocytes) et immunitaires

(macrophages, lymphocytes T) dans la mise en place des dysfonctions et la fibrose du TA dans
le cadre de I’infection par le VIH. Grace a nos différents modeles d’études nous souhaitons
déterminer le phénotype de ces macrophages et connaitre leur implication dans la mise en place
de la fibrose du TA en réponse au VIH et aux INI.

Dans un contexte d’infection par le VIH, les patients contrdlés sous ARV présentent une

inflammation de bas grade, une activation immune et une immunosénescence en systémique

et localement dans le TA (Deeks 2011, Couturier et al. 2015, Damouche et al. 2015, Lagathu et
al. 2017). L’inflammation pourrait étre orchestrée par des macrophages et des lymphocytes
infiltrés, réservoirs du virus, mais aussi par les ASC et les adipocytes. Chez les patients controlés
sous ARV, I'inflammation du TA persiste suggérant un réle des ARV. Cependant, des études
cliniques montrent que les INI diminuent la concentration circulante de médiateurs
inflammatoires comme le facteur soluble sCD14 (Lake et al. 2014, Hileman et al. 2015, Asundi
et al. 2019, Lombardi et al. 2019) mais aucune donnée de la littérature n’a étudié I’impact des
INI sur I’inflammation et I’activation immune au sein du TA, d’une part, et sur, la sécrétion de
molécules inflammatoires par les ASC et les adipocytes, d’autre part. Il serait donc intéressant
d’¢tudier ’impact des INI sur la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 notamment des ASC et des
adipocytes, puis en combinaison avec les protéines virales Tat et Nef mais aussi au sein du

TASC et du TAV de macaques infectés ou non et traités par des INI.

Le TA est un acteur immunitaire important du fait de la présence de nombreuses cellules

immunitaires résidentes. Par ailleurs, le TA est un site d’accumulation de lymphocytes T
mémoires, cibles préférentielles du VIH. Le TA est donc un organe de choix pour 1’é¢tude de la
réponse immune et de la persistance du réservoir dans le contexte d’infection par le VIH. Les
cellules immunitaires résidentes du TA favorisent un environnement immunosuppresseur et
jouent un rdle protecteur lors de réponses anti-infectieuses (Han et al. 2017). Cependant, la
capacité fonctionnelle des cellules immunitaires reste a étre mieux caractérisée (Feuerer et al.
2009, Laparra et al. 2019). Le TA est en étroite communication avec les structures lymphoides
secondaires dont I’exemple le plus révélateur est la proximité anatomique et la communication

entre le TAV omental et les clusters de leucocytes (milky spots) (Kaminski and Randall 2010,
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Meza-Perez and Randall 2017). De fagon plus générale, les lymphocytes T résidents des tissus
non lymphoides comme le TA, contribueraient a la réponse anti-infectieuse en migrant vers les
organes lymphoides secondaires tels que les ganglions lymphatiques ou le virus se réplique
(Beura et al. 2018). Les perturbations de la réponse immune liées a 'infection par le VIH
pourraient donc avoir un impact in situ dans le TA mais également systémique en agissant sur les
organes lymphoides secondaires. Au cours de 1’infection par le VIH, on observe non seulement
une fibrose du TA, mais également une fibrose des ganglions lymphatiques qui contribuerait a
une déplétion des lymphocytes T CD4+ (Diaz et al. 2010, Lake et al. 2017, Utay et al. 2018). La
fibrose du TA qui perturbe I’homéostasie métabolique et sécrétoire, mais qui pourrait ¢galement
perturber les capacités de migration, le recrutement et la remobilisation des lymphocytes T.
L’¢équipe développe actuellement un projet en collaboration avec I’équipe du Pr O. Lambotte
dont le but est d’identifier les nceuds d’interaction entre métabolisme et immunité locale dans le

TA et au niveau des ganglions de proximité dans le contexte de 1’infection par le VIH.

Au sein du TA, de multiples interactions entre cellules adipocytaires et de I’immunité existent
(Duffaut et al. 2009, Meijer et al. 2010, Brestoff and Artis 2015). En effet, les ASC possedent

des proprié¢tés immunomodulatrices en induisant la différenciation des lymphocytes Treg et la

polarisation M2 des macrophages (Saillan-Barreau et al. 2003, Puissant et al. 2005, Yanez et al.
2006, Engela et al. 2013, Luz-Crawford et al. 2013, Frazier et al. 2014). Les ASC exprimant
CD73, une ecto-nucléotidase, qui dégrade ’AMP en adénosine, nucléoside qui pourrait avoir
une forte activit¢ immunosuppressive (Bourin et al. 2013). Dans le contexte d’infection par le
VIH, il serait intéressant d’établir le lien entre le niveau d’expression de CD73 et les capacités

immunosuppressives et de différenciation adipocytaire des ASC.

La dysfonction, la sénescence, et I’épuisement du stock des ASC pourrait contribuer aux
perturbations immunitaires des patients infectés par le VIH sous ARV ou bien a I’inverse le virus
et les ARV altérent la fonction du systéme immunitaire qui troublerait I’homéostasie des cellules

adipeuses (ASC et adipocytes).

Afin d’ouvrir le champ des possibles et au regard de 1’actualité 2020 et de la pandémie du
SARS-CoV-2, il est important de noter que le TA est un réservoir de nombreux virus autres que
le VIH comme le virus de la grippe Influenza A ou le cytomégalovirus (Bouwman et al. 2008,
Contreras et al. 2019) Le vieillissement et la surcharge pondérale (surpoids et obésité) sont des

facteurs majeurs de la sévérité de la maladie COVID-19. En effet, avec I’age, le phénomene
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d’inflammaging pourrait exacerber 1’orage cytokinique observé chez ces patients qui accentue la
sévérit¢ de la maladie (Meftahi et al. 2020). Plusieurs hypothéses adipocentrées sont
envisageables et pourraient expliquer cette sévérité. Premiérement, le récepteur d’entrée du virus
dans les cellules est I’ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2) qui est exprimé dans le TA et
augmenté au cours de 1’obésité (Gupte et al. 2008, Ryan and Caplice 2020). Des études ont
montré une corrélation entre la sévérité de la pathologie et une expression élevée de ACE2 dans
le TA (Gheblawi et al. 2020). La question en suspens est donc de savoir si le TA est un réservoir
du SARS-CoV-2 qui continue a produire et relarguer du virus méme apres son ¢limination dans
les poumons. Concernant I’orage cytokinique, deux hypothéses sont possibles. 1/Le TA, de par
sa fonction endocrine, pourrait contribuer a la production de facteurs inflammatoires participant
a cet orage (Malavazos et al. 2020, Ritter et al. 2020, Ryan and Caplice 2020). 2/Parmi les
cytokines sécrétées spécifiquement par 1’adipocyte, la leptine pourrait également jouer un role
clé dans la sévérité de I’infection SARS-CoV-2. En effet, la leptine module I’immunité au niveau
local et systémique avec une action pro-inflammatoire. La sécrétion de leptine é&tant
proportionnelle a la masse grasse et les patients obéses sont susceptibles d’avoir un taux
plasmatique ¢€levé de leptine qui pourrait contribuer et aggraver 1’orage cytokinique (Rebello et
al. 2020).

Ces hypothéeses adipocentrées mettent en lumiére I’importance récurrente du tissu adipeux au-

dela des pathologies cardiométaboliques.

V. Conclusion générale :
pourquoi le tissu adipeux est une cible privilégiée

du VIH et des antirétroviraux ?

De fagon surprenante, depuis les débuts de cette pandémie, les études cliniques ont révélé que
le TA est quasi systématiquement affecté chez les patients infectés recevant ou non des ARV. La
toxicité des ARV (en particulier celle des PI et des NRTI) a pendant longtemps été¢ considérée
comme [’unique responsable des lipodystrophies et des atteintes du TA. Cependant, les
altérations du TA observées chez des patients naifs de traitement suggéraient un role propre du
virus et des protéines virales sécrétées. Cette hypothése a été confortée, lorsqu’en 2015 des
travaux ont confirmé que le TA est un réservoir du VIH méme chez les personnes sous ARV
avec une charge virale indétectable. Actuellement, un regain d’intérét concerne sur la toxicité

des ARV sur le TA lorsque la prise d’INI, molécules tres efficaces sur la réplication du VIH, a
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¢té associée a une prise de poids et de TA. La redistribution et/ou de la prise de poids ont des
répercussions psycho-sociales qui peuvent influencer [’observance thérapeutique. C’est
pourquoi, comprendre les impacts du virus et des ARV dans les atteintes du TA et les
mécanismes en cause représente un enjeu majeur afin de personnaliser la thérapeutique, traiter et

prévenir ces effets secondaires.

Au niveau du TA, différents ¢léments pourraient expliquer la persistance du virus, des
protéines du VIH et des ARV. Premicrement, certains ARV sont lipophiles, passent les
membranes biologiques et sont séquestrés dans les cellules adipocytaires (Dupin et al. 2002,
Couturier et al. 2018). Cela peut avoir deux conséquences simultanées : d’un coté, les ARV
s’accumulent dans les adipocytes et les ASC, et altérent leurs fonctions, de 1’autre c6té, ils ne
sont pas disponibles au sein du TA pour cibler et éliminer les cellules infectées produisant du
virus et sécrétant des protéines virales. Deuxieémement, les lymphocytes T CD4+ et les
macrophages potentiellement infectés se trouveraient dans les profondeurs du TA entre les
adipocytes, tandis que les lymphocytes T CD8+ seraient localisés proches des vaisseaux
sanguins. Cet ¢éloignement physique empécherait 1’action anti-infectieuse des lymphocytes T
CD8+ cytotoxiques sur les cellules infectées, en faveur d’une persistance du VIH participant aux
altérations induites par le virus. Troisiémement, la surexpression de p21, marqueur de
sénescence, inhibe la réplication du VIH dans les macrophages et les cellules souches
hématopoiétiques (Zhang et al. 2007, Bergamaschi et al. 2009) et rend les lymphocytes T CD4+
moins susceptibles a I’infection (Yu and Lichterfeld 2011), suggérant que le vieillissement
accentué¢ du TA chez les patients infectés sous ARV pourrait étre un mécanisme de défense afin

de lutter contre la réplication du virus.

De par sa présence dans tout I’organisme, le TA ou les TA ont une place centrale dans le
métabolisme énergétique via leur communication étroite avec les autres organes comme le foie,
le muscle ou le coeur mais aussi avec le cerveau. La dysfonction du TA est au cceur des
comorbidités liées au vieillissement. Actuellement les pathologies cardiométaboliques associées
aux altérations du TA font parties des enjeux de recherche chez les personnes infectées par le
VIH et controlées sous ARV. L’ultime étape serait la mise au point d’une thérapeutique qui

réduirait la taille du réservoir et aurait pour but de guérir I’infection par le VIH.
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Impacts de ’infection par le VIH/VIS et des antirétroviraux sur les atteintes

du tissu adipeux : role de la fibrose et du vieillissement
RESUME

Le tissu adipeux (TA) est affecté lors de I’infection par le virus de 1I’immunodéficience
humaine (VIH) puisqu’il est ciblé¢ simultanément par le virus et les antirétroviraux (ARV). Les
perturbations des fonctions métaboliques et sécrétoires du TA ont des répercussions sur
I’ensemble de I’organisme participant aux atteintes cardiométaboliques. Premiérement, j’ai
démontré I’impact du virus lui-méme sur la dysfonction du TA au travers de mod¢éles in vivo
(TA issus de macaques ou de patients infectés), et in vitro de cellules souches adipocytaires
humaines (ASC). J’ai mis en évidence que le TA issu de macaques ou de patients infectés
présente une fibrose accrue, de petits adipocytes et une augmentation de marqueurs de
vieillissement. En accord, les protéines du VIH Tat et Nef induisent une accumulation de
collageénes, une sénescence, un stress oxydant, des dysfonctions mitochondriales et altérent
I’adipogenese des ASC. Deuxiémement, je me suis intéressée a I’impact des inhibiteurs
d’intégrase (INI) sur le TA. En effet, une prise de poids plus importante, liée a une augmentation
du TA, a récemment ¢té observée chez les patients infectés par le VIH recevant une combinaison
d’ARV comprenant un INI. /n vivo, dans le TA de macaques non infectés mais traités par des
INI, j’ai mis en évidence une fibrose péri-adipocytaire accrue, associée a une hypertrophie
adipocytaire. J’ai démontré in vitro que malgré leur effet proadipogénique, le traitement par les
INI abouti a la formation d’adipocytes dysfonctionnels résistants a 1’insuline. Mon travail a
permis d’évaluer les effets respectifs du VIH et des INI dans les atteintes du TA et de mieux
comprendre les mécanismes en cause.

Mots clés : tissu adipeux, VIH, fibrose, inhibiteurs d’intégrase, sénescence, cellules souches du
tissu adipeux

Impact of HIV/SIV infection and antiretroviral treatment on adipose tissue

alterations: role of fibrosis and aging
ABSTRACT

Adipose tissue (AT) is a tissue affected during infection with the human immunodeficiency
virus (HIV) as it is simultaneously targeted by the virus and antiretroviral therapy (ART).
Alteration of AT metabolic and secretory functions have whole body consequences which
contribute to cardiometabolic diseases. First, I demonstrated the impact of HIV itself on AT
dysfunction using two in vivo models (AT from infected macaques or patients), and an in vitro
model of human adipocyte stem cells (ASCs). I showed that AT from macaques or from infected
individuals displayed increased fibrosis, small adipocytes and increased markers of aging. In
agreement, the HIV proteins Tat and Nef induced collagen accumulation, senescence, oxidative
stress, mitochondrial dysfunctions, and altered adipogenesis of ASCs. Secondly, I evaluated the
impact of Integrase Strand Transfer Inhibitors (INSTIs) on AT. Indeed, a greater weight gain;
linked to an increase in AT, has recently been demonstrated in patients infected with HIV and
receiving an ART regimen containing an INSTI. /n vivo, AT of uninfected but INSTI treated
macaques, presented increased peri-adipocyte fibrosis, associated with adipocyte hypertrophy. I
have demonstrated in vitro that despite their proadipogenic effect, INSTI-treatment led to the
formation of dysfunctional insulin-resistant adipocytes. My PhD allowed to assess the effects of
HIV infection and INTIIs on AT alterations and to better understand the mechanisms involved.

Key words:adipose tissue, HIV, fibrosis, integrase inhibitors, senescence, adipose stem cells



