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Résumé : Les réponses T CD8 sont cruciales pour le
contréle des infections virales. Dans le contexte de
I'infection par le VIH, infection chronique avec réservoirs
tissulaires disséminés, la qualité des lymphocytes T (LyT)
mémoires tissulaires pourrait tout autant contribuer a la
qualité du controle viral que les LyT circulants. Au niveau
sanguin, le potentiel de migration des LyT pourrait
également étre un élément clé définissant une réponse
efficace. Sur cette hypothese, I'objectif du travail était
d'évaluer les propriétés des LyT CD8 a la fois dans le sang
et dans un tissu facilement accessible dans un contexte
clinique : le tissu adipeux (TA), tissu pour lequel I'équipe a
une expertise forte.

Notre premiére étude souligne I'hétérogénéité des sous-
populations T CD8 mémoires plasmatiques et montre
I'importance d'intégrer la capacité de migration pour la
caractérisation des LyT CD8 dans le contexte de l'infection
chronique par le VIH. Les LyT CD8 spécifiques du VIH
présentaient une plus forte proportion de cellules
exprimant des récepteurs aux chimiokines CXCR3 et CXCR5
sur la fraction mémoire centrale. Nous n'avons néanmoins
pas observé de différences entre les patients controleurs
spontanés et les patients traités par antirétroviraux. La deu-

xiéme étude portait sur la caractérisation des LyT CD8 du
TA. Le TA est en effet un site métabolique mais
également un site d'accumulation de LyT CD8 qui
exercent une activité anti-infectieuse. Dés lors, nous
avons souhaité évaluer I'impact de I'infection chronique
par le SIV controlée par un traitement sur le
compartiment T CD8. Le compartiment hématopoiétique
(cellules CD45+) était durablement réduit dans le
contexte de I'infection chronique, sans effet correctif des
antirétroviraux. Au sein des cellules CD45+, la fraction T
CD8 est néanmoins préférentiellement préservée. Nous
avons observé un profil d'expression de récepteurs aux
métabolites énergétiques spécifiques aux LyT CD8 qui
pourrait expliquer leur persistance préférentielle dans le
TA. En paralléle, nous avons mené une étude dans un
modele d'infection modérée et précoce a SARS-CoV-2,
nous avons montré que ce virus a un impact sur le TA (i)
par une infection directe du TASC, et (ii) par des effets de
proximité sur les TA infectés et non infectés.

L'ensemble de ces résultats confirme que le tissu adipeux
est sensible aux contextes infectieux, et la nature des
modifications touchant les cellules immunitaires
résidentes du TA devra étre plus finement évaluée.

Title : Characterization of CD8 T cells within adipose tissue in the context of HIV/SIV infection

Keywords : CD8T cells, Adipose tissue, Viral infection, HIV /SIV, Sars-CoV-2

Abstract: CD8 T responses are crucial for the control of
viral infections. In the context of HIV infection, a chronic
infection with disseminated tissue reservoirs, the quality of
resident memory T cells could contribute to the quality of
viral control as crucially as circulating T lymphocyte.
Additionally, the migration potential of T cell in the blood
could be a major aspect allowing efficient immune
responses. Based on this hypothesis, the objective of the
thesis was to evaluate the properties of CD8 T cells both in
the blood and in a tissue easy to harvest in a clinical
context: the adipose tissue, tissue for which the team has
strong expertise.

Our first study highlights the heterogeneity of circulant
CD8 memory cells and shows the importance of integrating
migration capacity for the characterization of CD8 T cell in
the context of chronic HIV infection. HIV-specific CD8 T
cells showed a higher proportion of cells expressing CXCR3
and CXCR5 chemokine receptors on the central memory
fraction. However, we did not observe any differences
between spontaneous controller patients and patients
treated with antiretrovirals. The second study focused on

characterization of CD8 T cells in AT. The AT is a
metabolic site but also a site of accumulation of CD8 T
cells exhibiting anti-infective properties. Therefore, we
wanted to assess the impact of chronic SIV infection,
efficiently treated, by antiretrovirals on the CD8 T cells
compartment. The hematopietic compartment was
reduced in the context of chronic infection, without
corrective effect of antiretrovirals. Within CD45+ cells,
the CD8 T cell fraction was preferentially preserved. We
observed a specific profile of metabolite receptors
expression on CD8 T cells that could explain their
preferential persistence in AT. Finally, as a adjustment to
the SARS-coV-2 pandemic, we conducted a study in a
model of moderate SARS-CoV-2 infection and showed
that this virus has an impact on AT (i) by direct infection
of subcutaneous infection, and (ii) by local effects on
infected and uninfected AT.

All of these results confirm that adipose tissue is sensitive
to infectious contexts, and the nature of the
modifications affecting the resident immune cells of AT
should be more finely assessed.
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Avant-propos

Mes travaux de recherche se sont intéressés a la caractérisation des lymphocytes T (LyT)
CD8 du tissu adipeux (TA) au cours de l'infection par le VIH et son équivalent simien le SIV. Ces
travaux comprenaient une double approche : (i) une caractérisation des LyT CD8 du sang, et
en particulier de leur profil de migration, chez les personnes vivant avec le VIH (PVVIH) et qui
présentent un contrdle de la réplication virale, et (ii) une caractérisation des LyT CD8 dans un
tissu réservoir : le TA. Cette partie de |'étude reposait sur un modele d'infection chez le primate
non humain. En parallele, comme de nombreux laboratoires de recherche, notre activité a été
bousculée par la pandémie de SARS-CoV-2, et nous avons eu l'opportunité de développer un
programme de recherche dédié a linfection par le SARS-CoV-2. Compte tenu de la
susceptibilité accrue de l'infection a SARS-CoV-2 et des formes séveres de COVID-19 chez les
patients obeses, nous avons pu ouvrir ma thématique de thése, le tissu adipeux, a cette

infection.

L'introduction que je vous propose sera principalement axée sur le TA, introduction ou le SARS-
CoV-2 est intégré en complément du VIH/SIV. Dans un premier chapitre, je rappellerai le
contexte des travaux en introduisant tout d'abord le TA. Il s'agira ici de détailler les différents
types de TA, la composition et les fonctions du TA blanc. La diversité fonctionnelle du TA
(métabolique, régénérative, immunitaire) est évoquée le lien TA/infection sera approfondi.
C'est I'objet du deuxiéme chapitre de cette introduction ou il s'agira de développer la notion
de susceptibilité aux infections dans le contexte de I'obésité d'une part et de préciser les
contextes ou le TA est réservoir de pathogenes d'autres part. Un focus sera consacré aux
infections virales. Enfin, je viendrai préciser I'axe de recherche sur les cellules immunitaires du
TA et en particulier les LyT CD8. La troisieme partie de l'introduction est donc dédiée a la
caractérisation des réponses T CD8 en insistant sur les notions de chronicité et de migration,

mais également sur les notions d'immunité tissulaire et de mémoires résidentes.
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Introduction

I. Tissu adipeux : un tissu métabolique avec une composante

immunitaire
A. Généralités
1. Définition
Le tissu adipeux (TA) est un tissu conjonctif important du fait de sa large distribution
anatomique. Il constitue la plus grande réserve énergétique de I'organisme. L'énergie y est
stockée sous forme de triglycérides (TG) au sein de son unité cellulaire fonctionnelle :
I'adipocyte. Mais le TA n'est pas seulement un organe de réserve, c'est aussi un organe avec
une activité physiologique complexe. Le TA se définit ainsi comme un tissu métabolique actif,
un véritable organe endocrine, ce qui le place au centre de I'équilibre métabolique et de
I'hnoméostasie énergétique. D'une plasticité remarquable, il est capable d'expansion massive
face a un apport calorique chronique et en exces (Sun et al., 2011). Enfin, par sa localisation
anatomique stratégique, a proximité de nombreux organes vitaux, et les caractéristiques

physiologiques des différents TA, le TA est un organe impliqué dans de nombreux processus

métaboliques et contribue de facon significative a la régulation de 'homéostasie énergétique.

2. Différents tissus adipeux

Chez les mammiferes, trois principaux TA sont décrits : le TA brun, le TA blanc, le TA beige. Les
distinctions entre ces TA s'établissent aux niveaux anatomique, histologique et fonctionnel.

- Le TA brun est un acteur essentiel de la thermogenese adaptative. Il se compose
d’'adipocytes bruns, riches en mitochondries et protéines découplantes « uncoupling
protein-1» ou UCP-1, responsables non seulement de la couleur brunatre mais aussi
de la capacité métabolique intense. La protéine UCP-1, localisée dans la membrane
mitochondriale permet de découpler la chaine respiratoire de la production
d'adénosine triphosphate (ATP) en faveur d'une libération d'énergie par thermogéneése.
Il est principalement présent chez les animaux hibernants, les foetus et nouveau-nés,
localisé dans les régions axillaires, cervicales, périrénales et surrénales (Lidell et al.,

2013).
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- Le TA blanc est le TA majoritaire chez les mammiferes puisqu'il peut représenter entre
10 et 30 % de la masse corporelle totale d'un adulte sain (Hausman et al,, 2001). C'est
un tissu dont la fonction principale est d'assurer le stockage et la libération de I'énergie
sous forme de TG (Ouchi et al, 2011). Le TA blanc s'organise en dépdts qui se
distinguent par leur structure, leur composition, leur métabolisme ainsi que leur impact
sur les organes environnants (Ibrahim, 2010).

- Le TA beige est un troisieme type de TA, dont les adipocytes ont une morphologie
intermédiaire entre les adipocytes blancs et bruns. Bien que les TA blancs et bruns aient
des localisations et propriétés fonctionnelles distinctes, on sait qu'il existe, au sein de
dépots de TA blancs, des adipocytes riches en mitochondries et qui expriment UCP-1,
et dont la proportion peut varier selon les conditions physiologiques telles que
I'exposition prolongée au froid. Ces adipocytes beiges ou « brites » pour « brown in
white » viennent soutenir le processus de la thermogénese. C'est le phénoméne du
brunissement (Kajimura et al., 2015; Petrovic et al., 2010; Wu et al., 2012). De la méme
maniére qu'un « brunissement » du TA blanc est observée, un « blanchissement » du
TA brun est également rapporté. En effet, au cours de |'obésité, plusieurs études dans
des modeles murins ont décrit une différenciation terminale des pré-adipocytes bruns
vers un phénotype de type blanc sans que tous les mécanismes impliqués ne soient a
ce jour bien expliqués (Kotzbeck et al., 2018; Modica et al., 2016).

- Enfin, au cours de la grossesse et de I'allaitement, un TA rose se développe a partir de
dépots sous-cutanés de TA blanc. Il joue un role est fondamental dans la mise en place
de la lactation (Giordano et al.,, 2014).

Dans la suite de ce travail, nous décrirons exclusivement le TA blanc puisque c'est I'objet de

nos travaux, et par simplicité, nous utiliserons le terme « tissu adipeux ».

3. Distribution anatomique du tissu adipeux blanc

Le TA se répartit dans de nombreux sites anatomiques de I'organisme (Figure 1) (Ouchi et al.,
2011). On distingue le TA de soutien et le TA de réserve énergétique.
Le TA de soutien est un tissu principalement composé d'une matrice extracellulaire (MEC). Sa

répartition anatomique est directement liée a sa fonction. On le retrouve donc dans les régions
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corporelles mécaniquement sollicitées comme la volte plantaire ou la paume des mains. Ce
TA est peu sensible aux variations nutritionnelles.

Le TA de réserve est plus largement répandu dans I'organisme et son développement varie en
fonction de la balance énergétique. Il se caractérise a nouveau par une hétérogénéité entre les
différents dépots. Selon leur localisation anatomique, la composition cellulaire, les fonctions
métaboliques et sécrétoires spécifiques a chaque site leur conférent des caractéristiques
cliniques et pronostiques propres (Ibrahim, 2010; Shen et al., 2003). La distribution anatomique
du TA de réserve se divise en deux dépdts principaux : le TA sous-cutané (TASC) et le TA
abdominal viscéral (TAV).

Le TASC représente pres de 80 % de la masse grasse chez un sujet adulte de poids normal. Il
est le principal TA de réserve, présent dans la zone hypodermique de la peau, et principalement
localisé aux niveaux abdominal, gluteal et fémoral (M.-J. Lee et al., 2013). Il est le lieu privilegié
du stockage énergétique mais joue aussi un rble de protection mécanique et d'isolant
thermique. Les adipocytes qui le composent sont de taille tres variée reflet de la trés grande
plasticité de ce tissu.

Le TAV, ou TA intra-péritonéal, représente entre 5 et 20 % du TA total. Il entoure les organes
vitaux et comprend le TA omental, mésentérique, rétropéritonéal, gonadique et péricardique
(Wajchenberg, 2000). C'est un tissu métaboliquement actif, siege d'une lipolyse intense et dont
I'expansion est associée a un risque cardiovasculaire accru contrairement au TASC. En termes
d'architecture tissulaire et de composition cellulaire, le TAV se distingue du TASC par une
vascularisation et une innervation plus développées, une densité cellulaire plus importante au
sein de la fraction stroma-vasculaire (FSV) avec notamment un plus grand nombre de cellules
inflammatoires et immunitaires (Cancello et al., 2006; Gealekman et al., 2011).

Enfin, le TA épicardique (TAE) est un TAV thoracique situé entre le myocarde et le péricarde
viscéral (lacobellis et al., 2005). Il a une activité endocrinienne et métabolique remarquable. Sa
localisation lui permet une communication unique avec les cardiomyocytes et les cellules de la
paroi vasculaire. Son expansion est corrélée a l'initiation et la progression des pathologies

coronariennes (Patel et al., 2017; Tilg & Moschen, 2006).
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TA pulmonaire

TA périadventitiel
periadventitie TA péricardique
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TA de la moelle | | TAviscéral

Figure 1 : Répartition des dépots de tissu adipeux blanc chez 'Homme

Chez 'Homme, le tissu adipeux (TA) blanc est réparti en différents sites au sein desquels les sites sous-cutanés et
viscéraux sont les plus importants. Il existe aussi des sites d’accumulation du TA au niveau de la moelle osseuse et
du thymus, et de la plupart des organes vitaux (TA péripulmonaire péricardique, périrénal), et en périvasculaire.

D'aprés Ouchi et al.,, 2011.

4. Exces de tissu adipeux et pathologies associées

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) définit le surpoids et I'obésité comme « une
accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui peut nuire a la santé ». Cette
accumulation s'accompagne d'un remodelage du TA. En condition d'apport calorique excessif
et chronique, le TA va s'expandre pour faire face a un besoin de stockage énergétique. Cette
expansion pathologique du TA implique deux processus: |'hypertrophie adipocytaire
(augmentation de la taille des adipocytes matures) et I'hyperplasie adipocytaire (augmentation
du nombre d'adipocytes matures) (Figure 2) (Choe et al., 2016). L'hypertrophie du TA pourrait
étre réduite par la restriction calorique, alors que I'hyperplasie des cellules est irréversible. La
séquence selon laquelle ces deux processus apparaissent n'est pas clairement définie.
Toutefois, les conséquences déléteres pour le TA sont avérées et comptent des altérations
morphologiques, cellulaires et métaboliques d'installation progressive : hypoxie, mort
prématurée des adipocytes, fibrose, réponse inflammatoire et résistance a l'insuline (situation
ou les cellules deviennent moins sensibles a l'insuline ce qui favorise une moindre utilisation

du glucose circulant, parfois aussi appelé état prédiabétique) (Reilly & Saltiel, 2017).
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Figure 2 : Remodelage du tissu adipeux
Le tissu adipeux est doué d'une extréme plasticité et peut ainsi s'adapter aux différents contextes métaboliques ou
inflammatoires. Les mécanismes d’hyperplasie/hypertrophie permettent d'assurer le remodelage du tissu pour
prendre en charge les excés énergétiques. Ce remodelage implique une expansion harmonieuse de la composante
adipocytaire vasculaire et immunitaire. Mais lorsque ces mécanismes sont dépassés, une expansion pathologique
se développe, favorisant l'installation de désordres métaboliques (libération ectopique d'acides gras libres,

résistance a l'insuline), vasculaires (hypoxie) et immunitaires (cellules pro-inflammatoires). D’aprés Sun et al., 2011.

Il est établi que cet exces de TA constitue un facteur de risque important de développer des
maladies chroniques telles que les maladies cardiovasculaires et la résistance a l'insuline
(Schaffler et al., 2006). Cependant, I'impact négatif du surpoids sur la santé n’est pas seulement
lié a la quantité totale de masse grasse, il est aussi fonction de sa distribution viscérale ou sous-
cutanée. En effet, 'accumulation de TA dans la zone viscérale est reconnue comme associée au
développement du syndrome métabolique avec notamment le diabete de type 2,

I'hnypertension artérielle et les maladies cardiovasculaires (Despres, 2006; Wang et al., 2005).
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Enfin, le volume de TAV est le parametre le mieux corrélé a la sensibilité a I'insuline (McLaughlin
et al, 2011). C'est donc un TA prédictif de morbi-mortalité. A I'inverse, I'accumulation de TA
dans le compartiment sous-cutané est associée a un risque métabolique modéré, certains
I'associent méme a un réle protecteur contre les pathologies métaboliques (McLaughlin et al.,
2011; Tran et al., 2008).

Compte tenu du risque métabolique associé a I'obésité, I'évaluation de I'adiposité abdominale
et notamment du TAV devient essentielle. Cette évaluation se fait habituellement par des
mesures anthropomeétriques qui incluent le poids et la taille, I'indice de masse corporelle (IMC),
qui correspond au poids divisé par le carré de la taille, exprimée en kg/m?, les plis cutanés, le
tour de taille et des hanches et le rapport tour de taille/hanches (Sanchis-Gomar et al., 2020).
Le surpoids et |I'obésité sont définis en fonction de I'IMC (OMS, 2000). On parle de surpoids
lorsque que I'lMC est supérieur ou égal & 25 kg/m? et d'obésité par un rapport supérieur ou
égal a 30. En pratique clinique, les mesures anthropométriques sont facilement accessibles et
bien corrélées a I'adiposité corporelle totale mais ne permettent pas d'évaluer la distribution
des TA et la répartition différentielle entre TASC et TAV. Les techniques d'imagerie
(tomographie computationnelle ou |'absorptiométrie par exemple) permettent d'accéder a
cette distinction en précisant la distribution et la taille des différents dépots de TA et en
particulier intra- et extra-péritonéaux, mais ces techniques restent peu utilisables en pratique

clinique courante (Shen et al., 2003).

5. Autres facteurs pouvant influencer le tissu adipeux

Le facteur nutritionnel est le principal facteur pouvant impacter le TA. Mais d'autres facteurs
viennent aussi influencer son développement et concourent a son hétérogénéité. Nous
aborderons ici I'impact de l'age et du genre, de la prédisposition génétique et de

['environnement.

a. Age et genre
L'age et le genre jouent un réle déterminant dans I'hétérogénéité du TA et en particulier dans
sa distribution dans |'organisme et ses fonctions métaboliques.
Au cours du processus de vieillissement, le TA subit un remodelage quantitatif et qualitatif. Il

va subir une redistribution anatomique au profit d'une localisation viscérale abdominale, un
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remodelage cellulaire laissant apparaitre des cellules sénescentes et une modification de ses
capacités fonctionnelles avec perte des capacités de renouvellement des cellules progénitrices
(Hunter et al, 2010; Tchkonia et al., 2010). Tout ceci concourt a une perturbation de
I'homéostasie générale et contribue aux altérations métaboliques d'incidence grandissante
avec I'age : l'insulino-résistance, les pathologies cardiovasculaires, et participe au phénomene
d'inflammation systémique décrit au cours du vieillissement.

Parallelement a cela, un effet du genre sur I'hétérogénéité du TA est également documenté.
Une différence notable de distribution du TA entre hommes et femmes est décrite dés le plus
jeune age mais reste plus prononcée aprées la puberté (Taylor et al, 2010). Dans un contexte
d'obésité, cette différence se traduit par une distinction qualifiée d'androide (chez I'homme)
ou gynoide (chez la femme). L'obésité androide fait référence a I'accumulation de TAV dans la
partie supérieure de |'organisme, alors que I'obésité gynoide fait référence a I'accumulation de
TASC dans la partie inférieure du corps (Karastergiou et al, 2012). Cette distribution
préférentielle du TAV selon le genre tend néanmoins a se lisser avec l'age puisqu’une
accumulation de TAV est observée chez les femmes apres la ménopause et fait suite a la baisse
des taux d'cestrogenes, ce qui souligne par ailleurs I'importance de I'imprégnation hormonale

dans le processus de répartition du TA dans I'organisme (Camhi et al., 2011).

b. Prédisposition génétique
Des études sur la répartition des graisses et la pathogenéese de I'obésité ont démontré qu’elle
ne peut pas uniquement dépendre de facteurs liés au mode de vie et qu’elle serait causée par
une combinaison de facteurs dont le facteur génétique. Dans une méta-analyse, réalisée sur
plus de 300 000 individus européens, stratifiée sur le genre, les auteurs ont pu mettre en
évidence que la répartition des graisses selon le genre n’est pas uniquement liée au facteur
hormonal mais qu'il existe un dimorphisme sexuel dans I'expression de nombreux genes
(Winkler et al., 2016). Parmi les loci identifiés, un certain nombre est également corrélé a la
survenue de pathologies telles que I'hypertension artérielle, une coronaropathie ou encore un
trait diabétique. Enfin, certains patients qui développent une obésité morbide (IMC> 40 kg/m?)
sont définis « génétiquement sensible a une prise de poids sévere ». On distingue les cas
d’'obésité monogénique, impliquant principalement la voie de la leptine (hormone anorexigéne

dite « hormone de la satiété »), des cas d'obésité polygénique ou la contribution des genes
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dans I'obésité ne devient significative qu’en présence de facteurs environnementaux (Hinney

et al, 2010; Myers et al., 2010).

¢. Environnement
Enfin, le TA est aussi sensible aux facteurs environnementaux, que |'exposition soit ponctuelle
ou répétée, qu'il s'agisse de facteurs traumatiques ou non, et leur impact sur le TA sera
progressif et de nature variée. On peut observer par exemple une atrophie du TA suite a des
injections répétées d'insuline, on parle de lipodystrophie insulinique (Radermecker et al., 2007).
Si ce type d'altération peut étre prévenu par la multiplication des sites d'injections, d'autres
lipodystrophies secondaires restent peu évitables. C'est le cas des lipodystrophies induites par
les traitements médicamenteux. Du fait de sa composante fortement lipidique, le TA représente
un lieu de stockage et d'accumulation privilégié pour de nombreux composés lipophiles. Les
conséquences de cette accumulation sont une exposition a de nombreux xénobiotiques dont
certains sont lipotoxiques. Parmi les classes thérapeutiques les plus pourvoyeuses d'altérations
du TA, une littérature abondante est consacrée aux antirétroviraux (ARV) (Couturier et al., 2018;
Koethe, 2017). Selon la molécule concernée, la lipotoxicité peut prendre des formes cliniques
tres variées allant de la lipoatrophie parfois associée a une redistribution tronculaire du TA, a
la lipohypertrophie. Les deux phénomeénes sont rassemblés sous le terme de lipodystrophies
(Caron-Debarle et al., 2010). Les complications métaboliques associées a la lipodystrophie sont
responsables d'une augmentation des risques cardiovasculaires notamment et pourraient

également participer au vieillissement prématuré de |'organisme.

B. Composition du tissu adipeux

Le TA est un tissu conjonctif vascularisé et structuré. Son organisation repose sur
une membrane de tissu conjonctif, la MEC, et deux fractions cellulaires : la fraction adipocytaire

et la FSV (Figure 3).
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Figure 3 : Composition du tissu adipeux sain

Le tissu adipeux est composé de deux fractions : les adipocytes et la fraction stroma-vasculaire (FSV). La FSV
regroupe une composante métabolique : cellules souches mésenchymateuses et de pré-adipocytes, et une
composante immunitaire : macrophages et lymphocytes. L'architecture générale est organisée autour d'une matrice

extra-cellulaire et une vascularisation. D'apres Ouchi et al., 2011.

1. Architecture et vascularisation du tissu adipeux

a. Matrice extracellulaire
La MEC est un réseau tridimensionnel complexe constitué d'un ensemble de macromolécules
qui incluent des protéines structurelles (dont la principale composante est le collagene) et des
protéines d'adhésion telles que la fibronectine, la laminine, les élastines et les protéoglycanes
(Ricard-Blum & Ruggiero, 2005). Elle apporte un soutien architectural et une résistance
mécanique au TA du fait d'un réseau structurel auquel les cellules peuvent adhérer. Mais c'est
aussi une structure dynamique, facilitant la communication entre les composants de la matrice
et I'environnement intracellulaire, et qui s'adapte a la croissance des adipocytes et au stockage
des TG. Enfin la MEC contribue également aux fonctions métaboliques du TA. Ainsi, toute
altération de la MEC peut compromettre I'intégrité du TA, sa fonctionnalité et son homéostasie.
Un phénomene de remodelage de la MEC peut étre observé. Ce remodelage est un événement
physiologique et indispensable au cours de I'adipogenese (Lilla et al., 2002). Dans le contexte
de 'obésité, la MEC du TA subit un remaniement massif aboutissant a une accumulation de
collagene et une formation de fibrose. Les dépdts de fibrose sont plus abondants dans le TAV

par comparaison au TASC (Divoux et al., 2010). Cette accumulation de fibrose pourrait nuire a
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I'élasticité du TA, comprimer les adipocytes, et participe fortement a I'état inflammatoire
chronique caractéristique du TA obeése ainsi qu'aux complications métaboliques associées (Sun

et al, 2011).

b. Vascularisation
Malgré une faible vascularisation apparente du TA, un important réseau vasculaire est identifié.
Plusieurs études basées sur des méthodes d'immunohistochimie et de cytométrie en flux ont
permis d'évaluer cette densité vasculaire et mettent en évidence une véritable relation entre
angiogenese et adipogenese dans laquelle la vascularisation régule le développement et
I'expansion du TA (Ledoux et al.,, 2008; X. Zhang et al., 2010). Les vaisseaux sanguins constituent
une surface d'échange en oxygéne et métabolites nutritifs (hormones, facteurs de croissance,
cellules immunitaires notamment), participent a I'élimination des déchets produits par le TA,
et concourent ainsi au maintien de I'homéostasie du TA (Rupnick et al.,, 2002). Ainsi, la micro-
vascularisation du TA est nécessaire a |'expansion de la masse adipeuse de fagcon a prévenir
I'nypoxie tissulaire délétére, mais également en tant que source potentielle de progéniteurs
adipocytaires. Dans un TA sain, toute hypertrophie adipocytaire va conduire a un état d’hypoxie
transitoire. Un des régulateurs majeurs de I'homéostasie oxygénique est le facteur HIF (Hypoxia
inductible factor) (Brahimi-Horn et al., 2007). L'activation du facteur HIF va permettre
I'expression de génes tels que le VEGF (Vascular endothelial growth factor) et I'érythropoiétine,
deux facteurs indispensables a I'activation de I'angiogenése. Dans le contexte de |'obésité, il
existe une inadéquation entre I'expansion rapide de la masse adipeuse et la réponse par une
angiogenese limitée. Il en résulte une hypoxie adipocytaire non transitoire, une altération du
profil sécrétoire des adipocytes, un remodelage excessif et pro-fibrotique de la MEC ce qui

participe a l'inflammation du TA (Wood et al., 2009).

2. Composition cellulaire

Bien que les adipocytes matures occupent plus de 90 % du volume du TA, la composition
cellulaire de ce tissu est variée puisque les adipocytes ne représentent qu'un tiers de son
contenu cellulaire (M.-J. Lee et al,, 2013). En effet, en plus des adipocytes, le TA comprend aussi

la FSV caractérisée par une grande hétérogénéité cellulaire. On y retrouve : les cellules
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endothéliales, les fibroblastes, les progéniteurs adipocytaires et les cellules immunitaires

(Quchi et al,, 2011).

a. Fraction adipocytaire
La fraction adipocytaire contient les adipocytes blancs matures, principales cellules qui
composent le TA. D'un point de vue morphologique, les adipocytes sont des cellules
sphériques dont la quasi-totalité du volume est occupée par une gouttelette lipidique leur
permettant le stockage des TG. De ce fait, la quantité de cytoplasme est faible, le noyau
cellulaire est décentralisé et refoulé contre la membrane plasmique, et les mitochondries sont
rares et peu développées. La taille des adipocytes est tres variable (de 20 a 200puM), dépend de
la teneur en TG de la vacuole lipidique (Le Lay et al., 2015). Dans un modéle simien non obese,
les travaux de Damouche et al ont montré une densité adipocytaire plus élevée dans le TAV
par rapport au TASC tandis que les travaux de Verboven et al chez 'Homme ne montrent
aucune différence entre ces dépots (Damouche et al., 2015; Verboven et al., 2018). Dans le
contexte d'obésité, les travaux de Verboven et al mettent en évidence une taille d'adipocytes
supérieure dans le TAV par comparaison au TASC. Cette hétérogénéité dans les observations
montre que la densité adipocytaire varie selon le modeéle étudié, le dépot de TA considéré mais

aussi la technique analytique utilisée.

b. Fraction stroma-vasculaire
Constitué principalement d'adipocytes, le TA contient d'autres types cellulaires essentiels a son
homéostasie et dont la présence illustre la complexité de ce tissu. La FSV est principalement
composée de cellules souches mésenchymateuses (CSM) et de pré-adipocytes, de fibroblastes
(essentiels au renouvellement de la MEC), de cellules endothéliales et péricytes (qui concourent
a la vascularisation tissulaire), et de cellules immunitaires (qui participent au maintien de
I'hnoméostasie du TA) (Le Lay et al.,, 2015; Ouchi et al., 2011). Nous décrirons ici essentiellement
la composante métabolique avec les progéniteurs adipocytaires, et la composante

immunitaire.

Composante métaboligue

Bien que le nombre d'adipocytes reste relativement constant a I'age adulte, prés de 10% des

adipocytes sont renouvelés chaque année et cela quels que soient I'age et I'lMC (Spalding et
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al., 2008). Les études montrent que les adipocytes matures ne proliferent pas et ne se divisent
pas. Les nouveaux adipocytes proviennent donc de la prolifération et/ou du recrutement de
cellules progénitrices suivis de leur différenciation. L'adipogenése est donc essentielle pour
assurer le renouvellement et l'intégrité du TA.

La formation de nouveaux adipocytes matures est assurée a partir de précurseurs
adipocytaires : les CSM (Zuk et al,, 2002). L'adipogenése est un processus séquentiel avec des
événements précoces et tardifs (Figure 4). La premiere phase correspond a la prolifération des
CSM et a leur engagement dans la voie de différenciation adipocytaire pour former les
précurseurs adipocytaires ou pré-adipocytes (cellule a potentiel restreint, engagée vers la
lignée adipocytaire). Au cours de cette étape, le phénotype cellulaire est peu modifié. La
deuxieme étape correspond a la différenciation des pré-adipocytes en adipocytes matures
(Lowe et al., 2011). Elle est caractérisée par un changement morphologique majeur, une
acquisition des propriétés de synthese des TG et de lipolyse et de I'expression d'un large panel

de genes spécifiques des adipocytes matures.

Marqueurs tardifs :
Adiponectine, leptine
LPL, ATGL

Marqueurs adipocytaires précoces :
PPARy, FABP4, GLUT4

] Différenciation Différenciation ]
Détermination o . primaire ) tardive LN /
e - L Ll —m»

S L
Cellules souches -
mésenchymateuses Pré-adipocytes Adipocytes jeunes Adipocytes matures

(CSM)

N . . Collagéne IV, VI, laminine
Collagéne |, lll, fibronectine . g -

Remodelage de la MEC

Figure 4 : Régulation de I'adipogeneése
La différenciation adipocytaire se divise schématiquement en deux phases. Au cours de la premiére phase, les
cellules souches mésenchymateuses s'engagent dans la voie de différenciation adipocytaire pour former les pré-
adipocytes : c'est la phase de détermination. La deuxiéme phase correspond a la phase de différenciation, qui
correspond a la maturation des adipocytes et a I'acquisition de marqueurs adipocytaires (PPAR-y : proliférateurs de

péroxysomes-y, FABP4 : protéines de liaison aux acides gras 4, GLUT4 : transporteur du glucose 4, LPL : lipoprotéine
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lipase, ATGL : adipose triglycéride lipase et la synthése des hormones adiponectine et leptine). D'aprés Bourgeois

et al,, 2019 ; Ghaben et al., 2019.

Les CSM du TA sont des cellules immatures et multipotentes aussi appelées « adipose stem
cells » (ASC). D'apres la Société internationale de thérapie cellulaire, les CSM se définissent par
trois criteres : i) leur adhérence au plastique, ii) une expression positive de CD73, CD90, CD105
et négative de CD11b, CD14, CD45 et HLA-DR, iii) leur capacité a se différencier en 3
lignées cellulaires selon le microenvironnement : chondrocytaire, adipocytaire et
ostéoblastique (Bourin et al., 2013). Les CSM possédent des propriétés progénitrices, mais elles
possedent également des propriétés immunitaires remarquables, avec notamment des
capacités immunosuppressives in vitro et in vivo. Elles inhibent la prolifération des lymphocytes
et cellules dendritiques (DC), et inhibent également certaines fonctionnalités cellulaires telles
que la sécrétion de cytokines, I'effet cytotoxique des lymphocytes T (LyT) et des cellules
« natural killer » (NK), la maturation des lymphocytes B (LyB) et leur capacité de sécrétion
d'anticorps (De Miguel et al,, 2012). Les pré-adipocytes, précurseurs des adipocytes matures,
sont quant a eux une population cellulaire déja engagée dans le lignage adipocytaire. D'un
point de vue phénotypique, aucun marqueur spécifique ne permet de distinguer a ce jour les
pré-adipocytes des fibroblastes (Stephens, 2012). Cependant, une évolution morphologique et
fonctionnelle est notée. Les précurseurs adipocytaires vont adopter de fagon progressive une
morphologie uniloculaire caractéristique de l'adipocyte mature, perdre leurs capacités
prolifératives, et acquérir trés tot des molécules indispensables a la gestion des substrats
adipocytaires (principalement acides gras (AG) et sucres) et dont la séquence d'acquisition rend
aussi compte de la maturation adipocytaire : les transporteurs de substrats (notamment les
transporteurs du glucose, GLUT, dont GLUT4), les acteurs du stockage, de la libération et la
dégradation des TG (dont les protéines de liaison aux acides gras (FABP) ; I'adipose triglycéride
lipase (ATGL); ou encore la lipoprotéine lipase (LPL). Les précurseurs adipocytaires vont
acquérir la capacité de produire des adipocytokines dites adipokines (leptine, adiponectine)
(Sarjeant & Stephens, 2012). L'acteur central de la différenciation adipocytaire repose sur les
facteurs de transcription de la famille des récepteurs activés par les proliférateurs de
péroxysomes (PPAR) qui jouent un role déterminant (Farmer, 2005; Lefterova et al., 2008). Enfin,

plusieurs signaux extracellulaires sont nécessaires a l'expansion du TA en conditions
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physiologiques. Parmi ces facteurs, la signalisation pro-inflammatoire dans I'adipocyte a éte
montrée comme nécessaire au bon remodelage et a I'expansion du TA. Le concept d'une
adipogenese induite par l'inflammation est assez surprenant puisque l'inflammation est
régulierement présentée comme un processus délétere a I'organisme, une des conséquences
néfastes de |'obésité. Toutefois, plusieurs études dans des modéles murins ont montré que
I'inhibition d'une réponse inflammatoire aigué dans le TA était a relier a une adipogenese
réduite, une expansion du TA limitée et un remodelage de la MEC altéré (Wernstedt Asterholm

et al.,, 2014).

Composante immunitaire

La FSV du TA comprend également un large spectre de cellules hématopoiétiques et
notamment des cellules immunitaires. Les cellules immunitaires présentes dans le TA sont
principalement les macrophages et les lymphocytes, mais on y retrouve aussi les cellules NK,
les polynucléaires neutrophiles, les éosinophiles, les DC, les mastocytes, les cellules lymphoides
innées (ILC) (Figure 5) (Brestoff & Artis, 2015; Chung et al, 2018). La plupart des cellules
immunitaires peuvent étre retrouvées dans le TA, mais la proportion de chacune de ces
fractions est largement modulée par I'environnement métabolique et inflammatoire. Nous

nous concentrerons ici sur les macrophages et les LyT du TA.
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Figure 5 : Cellules immunitaires et signalisation inflammatoire du tissu adipeux

Le tissu adipeux mince se définit par une composante immunitaire hétérogéne. Presque toutes les cellules
immunitaires sont présentes dans le TA (macrophages de type M2, lymphocytes T et B, iNKT, ILC) permettent
I'établissement d'un environnement immunosuppresseur et participent a I'’homéostasie tissulaire. Au cours de
I'obésité, le TA se caractérise par une infiltration de cellules immunitaires a potentiel pro-inflammatoire
(macrophages de type M1, mastocytes, LyT CD8, polynucléaires neutrophiles) et une signalisation pro-

inflammatoire. D'aprés Villarroya et al., 2018.

e Macrophages

Les macrophages sont les premieres cellules immunitaires identifices dans le TA. Ce sont les
cellules de I'immunité les plus abondantes dans le TA puisqu’elles représentent entre 10% et
50% de la FSV du TA selon qu'il s'agisse d'un TA sain ou obese (Weisberg et al., 2003).

Dans un contexte métaboliquement sain, le TA se trouve dans un environnement anti-
inflammatoire qui se caractérise par la présence de macrophages résidents de type 2, dits M2
ou a profil anti-inflammatoire. Ces macrophages produisent en effet de grandes quantités de
cytokines anti-inflammatoires (telles que I'interleukine (IL)-10 et I'lL-1), des quantités limitées
de cytokines pro-inflammatoires, et ont une capacité de réparation et de remodelage des tissus

endommagés (Gordon, 2007). lls assurent ainsi l'intégrité tissulaire en phagocytant les débris
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cellulaires, les adipocytes sénescents ou apoptotiques ou encore I'élimination de pathogenes
et participent ainsi fortement a 'homéostasie du TA (Galli et al,, 2011).

Mais les macrophages de type M2 sont également impliqués dans d'autres processus
physiologiques. En effet, ils participent aux fonctions métaboliques et sécrétoires des
adipocytes puisque l'activation des macrophages pro-inflammatoires est associée a une
augmentation de l'absorption de glucose et une régulation a la hausse de la glycolyse.
L'augmentation rapide de l'absorption du glucose dans les macrophages est facilitée par
I'augmentation de |'expression de GLUT1, surexpression qui est parfois méme associée a une
sécrétion accrue de médiateurs inflammatoires et la production de ROS (Freemerman et al.,
2014). lIs favorisent I'utilisation du glucose par les adipocytes, sont impliqués dans le maintien
de la sensibilité a 'insuline. Ils captent les lipides des adipocytes en apoptose via le récepteur
CD36 et concourent donc au stockage et au relargage lipidique des adipocytes (Aouadi et al,,
2014; Flaherty et al, 2019; Kosteli et al., 2010). Par ailleurs, les macrophages de type M2
favorisent I'expansion physiologique du TA et sa vascularisation. lls limitent la prolifération des
adipocytes et participent au maintien d'une MEC adaptée tout en assurant une angiogenese
controlée (Bourlier et al., 2008; Y.-H. Lee et al., 2013).

Au cours de I'obésité, on assiste a une augmentation du nombre de macrophages au sein du
TA. Cette accumulation de macrophages s'explique principalement par une infiltration
monocytaire depuis le compartiment sanguin mais peut aussi provenir d'une prolifération des
macrophages in situ et d'une rétention des cellules résidentes (Weisberg et al., 2003). Cette
accumulation s'accompagne d'un changement phénotypique. Les macrophages passent ainsi
d'un état anti-inflammatoire, de type M2, a un état pro-inflammatoire de type M1 (Hinney et
al, 2010). Les mécanismes impliqués dans I'accumulation macrophagique et leur activation
sont multiples. Au cours de I'obésité, le recrutement des macrophages dans le TA est favorisé
par la production de nombreuses chimiokines telles que le monocyte chemo-attractant protein-
1, MCP-1, par les adipocytes hypertrophiques et les macrophages eux-mémes (Kanda et al.,
2006). D'autre part, la nécrose adipocytaire induite contribue a cette accumulation en
favorisant la formation d’amas de macrophages autour des adipocytes nécrotiques, amas dits
« structures en couronne » ou « crown-like structures », CLS (Cinti et al., 2005). Si les
macrophages participent a I'homéostasie du TA, ils sont également les principaux contributeurs

de l'inflammation métabolique au cours de I'obésité.
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e Lymphocytes
La lignée lymphoide représente jusqu'a 10 % des cellules non adipocytaires du TA humain sain.
C'est une population hétérogene dans laquelle on distingue principalement deux lignées, les
LyT et les LyB, mais comprend également les cellules NK, les cellules NKT, les ILC2 ou encore
les lymphocytes MAIT, lymphocytes de l'immunité innée impliqués dans I'inflammation
métabolique et qui participent également aux défenses immunitaires (Acosta et al., 2016;

Toubal et al., 2020). Nous ne décrirons ici que les LyT.

Lymphocytes T CD4

Les LyT CD4, T helper, jouent un réle auxiliaire important dans |'établissement et le maintien
de la réponse immunitaire adaptative. Les LyT CD4 reconnaissent I'antigene (Ag) par le
récepteur des cellules T (TCR) lorsqu'il est présenté par une cellule présentatrice d'antigéne
(CPAQ) par les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe Il. Cette
reconnaissance de |I'Ag va activer les LyT CD4 qui vont alors entrer en prolifération. La voie de
différenciation des LyT CD4 est ensuite modulée par la présence de cytokines et |'expression
de facteurs de transcription. En fonction des parametres associés, 'engagement des LyT CD4
naifs est orienté vers une des sous-classes de LyT comme suit : les LyT de type Th1 par
I'interféron (IFN)-y et I'lL-12; les cellules Th2 par IL-4; les cellules Th17 par I'lL-6 et le
Transforming growth factor (TGF)-B (Cousens et al., 1999; Kimura & Kishimoto, 2010; Noben-
Trauth et al., 1997). Les cellules Th1 et Th17 sont considérées comme pro-inflammatoires, les
Th2 comme anti-inflammatoires. Dans le TA sain, la majorité des LyT CD4 ont un phénotype
de type Th2 et présentent un profil cytokinique anti-inflammatoire ce qui participe a orienter
le phénotype des macrophages vers le profil M2. Les LyT CD4 participent ainsi a créer un
microenvironnement favorable a leur polarisation Th2 (Zatterale et al., 2020). Cependant au
cours de l'obésité, il a été montré dans le modele murin que la proportion des LyT CD4 Th2
laissait place au profil Th1 et que cette accumulation était corrélée a I'hypertrophie adipocytaire
et la résistance a l'insuline (Rocha et al,, 2008; Strissel et al., 2010). Les LyT CD4 du TA participent
donc a I'homéostasie du TA en contribuant au microenvironnement immunosuppresseur. lls
ont aussi la faculté de s'adapter a un environnement pro-inflammatoire et de le maintenir par
la sécrétion de cytokines telles que I'lFN-y ce qui a pour conséquences d'attirer d'autres cellules

immunitaires comme les macrophages de type M1 et d’amplifier la réponse inflammatoire.
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Lymphocytes T régulateurs

Les LyT régulateurs ou Treg sont une sous-population des LyT CD4 impliqués dans
I'homéostasie lymphoide, la tolérance du soi et le controle des maladies auto-immunes. Chez
I'Homme, ils se caractérisent par |'expression, du facteur de transcription FoxP3 (Forkhead Box
P3), du marqueur CD25 et la sécrétion des cytokines anti-inflammatoires et immuno-
régulatrices telles que I'lL-10 et le TGF-B (Fontenot et al., 2003). Les Treg du TA se distinguent
de ceux des autres tissus par une signature génique propre: ils expriment le facteur de
transcription adipogénique PPAR-y et de nombreux genes impliqués dans le controle du
métabolisme lipidique, présentent un profil de migration particulier qui pourrait contribuer a
I'accumulation dans le TA (surexpression de CXCR6 et une sous-expression de CXCR3
notamment) (Cipolletta et al., 2012; Feuerer et al., 2009). Dans un modele murin non obese
(modele C57BI/6, male adulte (20 semaines), il a été montré que les Treg représentent pres de
50 % du compartiment des LyT CD4 du TAV, suggérant un réle spécifique de cette population
dans I'homéostasie du TA. Les Treg participent a 'homéostasie du TA sain via la sécrétion d'IL-
10 en maintenant un environnement immunosuppresseur et favorisant la sensibilité a I'insuline
(Cipolletta et al., 2012; Feuerer et al., 2009). Au cours de I'obésité, le pourcentage de Treg
diminue de facon particulierement marquée dans le TAV et cette déplétion pourrait participer
a l'inflammation du TA. Cependant, des données différentes sont obtenues dans d'autres
modeles murins et chez I'Homme : la proportion de Treg n’est pas majoritaire dans le TA chez
le sujet métaboliquement sain (Laparra et al, 2019). Enfin, certains travaux décrivent une
proportion supérieure de Treg dans le TA de sujets obeses par comparaison aux sujet non
obeses (Zeyda et al., 2011). La proportion et le role des Treg du TA reste donc encore a mieux

caractériser.

Lymphocytes T CD8

Les LyT CD8 dits LyT cytotoxiques jouent un réle prépondérant dans la réponse immunitaire
contre les infections intracellulaires virales, bactériennes et parasitaires (N. Zhang & Bevan,
2011). La réponse immunitaire du LyT CD8 implique plusieurs signaux nécessaires a |'activation,
la différenciation et la survie des LyT CD8. Parmi ces signaux, on retrouve la présentation de
I’Ag via le CMH de classe | et la reconnaissance de I'Ag par le TCR of, et la liaison a des
molécules de costimulation telles que CD28. Enfin, le dernier signal provient de cytokines pro-

inflammatoires comme I'lL-12, I'lL-18, les IFN de type | (IFN-a et B) et de type Il (IFN-y)
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produites respectivement par les macrophages et DC, les NK et les LyT activés et les
macrophages (Kolumam et al., 2005; Sigal, 2016). L'arsenal cytotoxique des LyT CD8 repose a
la fois sur la libération de granules contenant des protéines cytolytiques, telles que granzymes
et perforines, inducteurs de cytotoxicité cellulaire, mais aussi par la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'IFN-y et le facteur de nécrose tumorale, TNF-a qui vont amplifier la
réponse immunitaire (Harari et al., 2009). Enfin, suite a I'activation immunitaire, une fraction de
LyT CD8 se différencient en cellules mémoires, dont les caractéristiques seront abordées plus
tard (Appay et al., 2002).

Au sein du TA, les LyT CD8 ont été isolés et décrits dans des modeéles d'obésité principalement.
Dans le TA de souris et sujets obéses, de maniére comparable aux macrophages M1 et LyT CD4
Th1, une infiltration massive de LyT CD8 cytotoxiques a été mise en évidence (Rausch et al,
2008). Les LyT CD8 sont présents comme les macrophages M1 au niveau des CLS ce qui
participe a la polarisation de ces macrophages vers un profil pro-inflammatoire et donc au
maintien d'une inflammation locale (Nishimura et al., 2009). Dans les contextes d'obésité,
plusieurs études indiquent que les LyT CD8 infiltrent le TA et que leur infiltration pourrait méme
précéder celle des macrophages (Kintscher et al., 2008; Nishimura et al., 2009). Finalement, les
LyT CD8 apparaissent comme indispensables a linitiation et le maintien de la réponse

inflammatoire in situ mais restent essentiellement décrits dans le contexte de |'obésité.

C. Fonctions du tissu adipeux

1. Fonctions métaboliques

Au-dela de la protection mécanique et de son role d'isolant thermique, le TA est un acteur
majeur du métabolisme. Du fait de la présence d'adipocytes, le TA est le seul tissu apte a
stocker les TG et capable de tolérer un environnement lipidique, lipotoxique, sans
compromettre son intégrité. Le TA est de ce fait un organe déterminant dans la mobilisation
des lipides de I'organisme dont la régulation dépend des apports nutritionnels mais également
de nombreux autres signaux (hormonaux notamment). La gestion de I'énergie stockée sous
forme de lipides par les adipocytes implique deux voies métaboliques principales: la

lipogenese et la lipolyse.
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a. Lipogenese et réserve énergétique
Le stockage des lipides dans les adipocytes se fait sous forme de TG. La source principale de
lipides provient de I'alimentation mais ils peuvent aussi étre le produit d'une synthese de novo
a partir des glucides en exces méme si la contribution de cette derniere dans 'homéostasie

des TG reste mineure (Schwarz et al.,, 2003).

e Apport des acides gras de |'alimentation
Les acides gras (AG) sont soit issus de l'activité de lipolyse sous forme d'AG non estérifiés
(AGNE) soit fournis par I'apport nutritionnel récent (chylomicrons et TG incorporés dans les
lipoprotéines principalement de tres basse densité). Les AG qu'ils contiennent sont libérés de
leurs vésicules de transports grace a l'intervention de la lipoprotéine lipase (LPL), enzyme
ancrée sur les cellules endothéliales des capillaires sanguins du TA (Mead et al, 2002). Le
mécanisme de transport des AG au travers de la membrane adipocytaire implique plusieurs
phénomenes. Du fait de leur nature lipophile, un phénomene de transfert passif dit « flip-flop »
peut avoir lieu, mais ce systéeme de diffusion semble peu représentatif des échanges (Hamilton
& Kamp, 1999). Le systeme de diffusion fait majoritairement intervenir des transporteurs
spécifiques présents au niveau de la membrane adipocytaire et parmi lesquels on retrouve : les
récepteurs membranaires FAT/ CD36 (Fatty acid translocase/CD36), les protéines de transports
FATP (Fatty acid transport proteins) et une protéine membranaire liant les AG, FABPpm (Plasma
membrane-bound fatty acid binding proteins). Une fois dans le cytoplasme, les AG sont pris en
charge par le FABP et orientés dans les différentes voies metaboliques d’oxydation ou

d'estérification (Thompson et al., 2010).

e Lipogenese
Chez 'Homme, la lipogenese adipocytaire ne participe que de fagon accessoire a la synthese
des TG de l'organisme, la principale étant localisée au niveau hépatique (Diraison et al., 2002).
Comme illustrée dans la Figure 6, la synthese des TG se fait a partir de 2 principaux substrats:
le glycérol et les AG, respectivement activés en glycérol 3-phosphate (G3P) et en acyl-CoA. Le
G3P est généralement produit lors de la glycolyse (a partir du glucose) et/ou lors de la
glycéronéogenese (a partir de substrats comme le pyruvate, le lactate). La contribution de la
glycolyse ou de la glycérogenese dans cette synthese de G3P varie selon les apports

nutritionnels. Ainsi, en condition post-prandiale, la source majeure de G3P est la glycolyse. En
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condition de jelne, le G3P est principalement obtenu via la glycérogenése (Reshef et al., 2003).
L'estérification de chacune des fonctions alcool du G3P par les acyl-CoA va aboutir a la

synthése de TG afin de pouvoir répondre aux besoins énergétiques de I'organisme.
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Figure 6 : Voies de biosynthese des acides gras et triglycérides dans I'adipocyte
En période post-prandiale, la lipogenése est activée dans les adipocytes. Les triglycérides et les chylomicrons sont
pris en charge et dégradés par la lipoprotéine lipase pour I'entrée dans les adipocytes. Au sein de I'adipocyte, ces
molécules sont estérifiées avec du glycérol-3 phosphate afin de produire des triglycérides. D'aprés Badimon et al.,

2015.

e Régulation de la synthese des triglycérides
Les voies de synthese des TG sont régulées en partie par I'état nutritionnel mais elles
dépendent également de facteurs hormonaux. L'insuline et le glucose régulent la synthese des
TG de fagon positive. L'insuline augmente I'expression de GLUT4 sur la membrane plasmique
des adipocytes ce qui favorise la lipogenese en augmentant la disponibilité en glucose et donc
en G3P (Kersten, 2001). Elle stimule également I'expression des transporteurs d'AG de type
FATP, sur la membrane plasmique ce qui participe a augmenter la quantité d'AG disponibles

pour la synthese de TG (Bose et al., 2002).
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b. Lipolyse et mobilisation des triglycérides
En situation de besoins énergétiques, lors d'une période de jeline par exemple, et lorsque les
réserves en glycogene sont épuisées, la dégradation des TG stockés dans les adipocytes en AG
libres se met en place. C'est le processus d'hydrolyse des lipides ou lipolyse (Figure 7) (Vernon,
1992). Seuls les adipocytes possedent la propriété de libérer des AG libres dans la circulation.
L'hydrolyse des TG requiert I'action de trois lipases : I'adipose triglycéride lipase (ATGL), la
lipase hormono-sensible (LHS) et la monoglycéride lipase. Celles-ci sont respectivement
responsables de la conversion des TG en diglycérides (DG) et de I'hydrolyse des DG en
monoglycérides (MG) (Lafontan & Langin, 2009). Enfin, les MG sont hydrolysés en acides gras
libres par I'action de la monoglycéride lipase. La lipolyse aboutit a la libération d'AG libres et
de glycérol dans le sang. lls constituent les substrats énergétiques utilisés par les cellules des

tissus périphériques (via la -oxydation et la production d'ATP).
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Figure 7 : Voies de la lipolyse adipocytaire
Au cours d'une période de jeline, les triglycérides (TG) stockés sont mobilisés pour produire des acides gras (AG)
libres et du glycérol pour répondre aux besoins énergétiques de I'organisme. Les TG sont progressivement et
respectivement dégradés en diglycérides puis en monoglycérides par I'adipose triglycéride lipase et la lipase
hormono-sensible. Les AG produits sont sécrétés sous forme d'AG libres dans la circulation, ou ils seront transportés

vers les organes cibles pour produire de I'énergie. Adapté de Badimon et al., 2015 ; Grant et al., 2015.
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Tout comme cela a été décrit pour la lipogeneése, la lipolyse est également régulée par les
facteurs nutritionnel et endocrine ou encore par le systéme nerveux (Jaworski et al., 2007). Les
catécholamines sont de puissants régulateurs de la lipolyse dans les adipocytes humains par
I'intermédiaire des récepteurs B1 et B2 adrénergiques, I'insuline intervient en tant que principal
régulateur négatif de la lipolyse (Lafontan et al., 1997). La sécrétion post-prandiale d'insuline,
hormone anti-lipolytique, favorise le stockage des AGNE dans les adipocytes. Inversement, une
insulinémie faible induit une lipolyse accrue. Une disparité dans I'activité lipolytique selon le
dépdt de TA considéré est toutefois observée. Le TAV se caractérise par une activité lipolytique
supérieure a celle du TASC. Le TAV, comparé au TASC, est plus sensible a la lipolyse induite par
les catécholamines du fait d'un nombre plus élevé de récepteurs B1 et 2 adrénergiques et par

une sensibilité diminuée aux effets anti-lipolytiques de I'insuline (Wajchenberg, 2000).

2. Implications physiologiques multiples

La plupart des sécrétions endocrines du TA est assurée par la FSV, fraction non-adipocytaire
plus particulierement les cellules immunitaires, seul un tiers des sécrétions est assuré par les
adipocytes (Fain et al, 2004). Du fait d'un profil sécrétoire étendu, et de leurs roles
physiologiques extrémement variés, ces sécrétions conferent au TA son activité pléiotrope. Le
TA se place ainsi a l'interface de nombreux métabolismes parmi lesquels on retrouve : 1/ le
métabolisme glucidique, lipidique et la régulation de la balance énergétique, 2/ le processus
inflammatoire, 3/ la régulation de la pression artérielle, 4/ I'hémostase (Figure 8) (Lago et al.,

2009; Trayhurn & Wood, 2004).
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Figure 8 : Implications physiologiques du tissu adipeux
Le tissu adipeux est impliqué dans de nombreux processus physiopathologiques donc le principal est la régulation
et 'homéostasie lipidique et glucidique. Il est également impliqué dans I'angiogenése, I'hémostase, la régulation de
la pression artérielle, la reproduction ou encore I'immunité et I'inflammation. Adapté de Trayhurn and Wood et al.,,

2004.

a. Tissu adipeux, organe sécrétoire et endocrine : les adipokines
Longtemps considérés comme de simples cellules de stockage lipidique, les adipocytes sont
également doués de fonctions endocrines. Ces nouvelles attributions sont dues aux
découvertes successives de I'adipsine, par les travaux de Cook et al, suivie de celle de la leptine
par les travaux de Zhang et al en 1994 (Cook et al,, 1987; Y. Zhang et al., 1994). Depuis, la
caractérisation de l'activité sécrétoire du TA s'est élargie, avec l'identification de plus d'une
cinquantaine de peptides bioactifs regroupés sous le terme d'adipokines ou adipocytokines
définissant leur origine adipocytaire (Lehr et al., 2012). Le terme d'adipokines est parfois utilisé
au sens plus large, c'est-a-dire les peptides bioactifs produits par le TA, incluant adipocytes,
cellules immunitaires et autres fractions cellulaires du TA. Les adipokines sont des molécules
de nature protéique, hormones peptidiques et lipidiques qui agissent soit localement (de fagon
autocrine et/ou paracrine), soit systémique (de facon endocrine). L'adiponectine et la leptine
sont les adipocytokines les plus abondamment et les plus spécifiquement produites par les
adipocytes. Elles se caractérisent également par une double activité métabolique et

immunitaire.
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e Leptine

Les travaux de Zhang et al ont permis de mettre en évidence l'existence d'une protéine
circulante produite par le TA et qui aurait la propriété de réguler la prise alimentaire. Il s'agit
de la leptine, du grec « leptos », mince et dont la production est presque exclusivement assurée
par les adipocytes (placenta, tissus foetaux et estomac en sont capables mais a moindre
mesure) et la concentration plasmatique est proportionnelle a I'adiposité de I'individu
(Wajchenberg, 2000). La leptine est I'hormone dite de satiété dont la fonction principale est de
réguler la prise alimentaire. Cette régulation de la faim passe par un rétrocontréle au niveau
de I'hypothalamus ou la leptine se fixe sur ses récepteurs, principalement présents sur les
neurones anorexigenes. La leptine active ainsi la voie anorexigéne et inhibe la voie orexigene
qui stimule I'appétit (Cowley et al., 2001). Mais la leptine concourt aussi a augmenter la dépense
énergétique puisqu’elle stimulerait la lipolyse en activant les neurones sympathiques. Elle est
également impliquée dans le maintien de I'homéostasie du glucose car elle altére la
signalisation de l'insuline dans les adipocytes murins (Muller et al., 1997).

Enfin, en plus de son réle métabolique, la leptine présente également d'autres fonctions
essentielles comme une intervention dans la réponse inflammatoire ou elle favorise la
production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-2 et I'IFN-y et dans la réponse
immunitaire ou elle contrdle la fonction des cellules immunitaires, stimule la croissance des
cellules endothéliales, induit I'angiogenese et accélere la réparation tissulaire (Margetic et al,,
2002). En effet, I'implication de la leptine dans I'homéostasie du systéme immunitaire en tant
gue modulateur immunitaire est désormais évidente (Figure 9) (Francisco et al., 2018). Cette
implication a été démontrée chez des patients présentant une signalisation de la leptine
déficiente. Ces patients développent non seulement une obésité mais présentent également
un risque accru d'infections intracellulaires secondaires (Ozata et al., 1999). La leptine régule
les réponses innées et adaptatives par modulation de la survie, la prolifération et les fonctions
des cellules immunitaires. Dans l'immunité innée, la leptine favorise l'activation des
macrophages, leur polarisation M1, leur chimiotactisme et leur capacités de phagocytose ;
renforce la cytotoxicité des NK et la maturation des DC (Acedo et al., 2013). Dans I'immunité
adaptative, la leptine joue un réle important dans le développement des LyT. Une carence en
leptine entraine une atrophie thymique et une diminution des nombres de cellules T circulantes

(Procaccini et al.,, 2012; Saucillo et al., 2014). La leptine favorise le développement des LyT naifs,
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la polarisation Th1, diminue la prolifération Treg et renforce la capacité de production de

cytokines des LyB.
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Figure 9 : Role physiologique de la leptine dans I'immunité innée et adaptative.
La leptine intervient dans la régulation des réponses innées et adaptatives. Dans I'immunité innée, la leptine favorise
I'activation des macrophages et leur polarisation en phénotype de type M1, augmente la cytotoxicité des
lymphocytes NK et favorise la maturation des cellules dendritiques. Dans I'immunité adaptative, la leptine favorise
I'activation des lymphocytes T, diminue la prolifération des Treg, augmente I'activation des lymphocytes B. D'apres

Francisco et al, 2018.

L'expression et la sécrétion de la leptine sont modulées par divers facteurs. Un premier niveau
de régulation est le type de dépot adipeux. En effet, il a été démontré que les taux de leptine
sécrétés sont plus importants dans le TASC que dans le TAV (Van Harmelen et al., 1998). Les
facteurs tels que l'insuline, les glucocorticoides ou le TNF-a stimulent la sécrétion de leptine,
en revanche, la présence d'AG non-estérifiés inhibe sa sécrétion (Margetic et al., 2002).
Indépendamment de I'IlMC, le taux de leptine circulante est 2 a 3 fois supérieur chez les femmes
par comparaison a celui des hommes. Au cours de I'obésité, I'expression du gene codant pour
la leptine et la leptinémie sont plus élevées que celles des sujets non obéses, et corrélées a
I'IMC. Cette hyperleptinémie joue un role dans I'état inflammatoire du TA en induisant la

production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-6) par les macrophages. La mise en
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place d'une résistance neuronale a la leptine a la suite d'une production au niveau excessive et

chronique de I'hormone est également suggérée.

e Adiponectine

L'adiponectine, aussi connue sous le nom d'Acrp30, possede une large gamme d'activités
biologiques puisqu’elle intervient dans I'homeostasie lipidique, glucidique et les fonctions
cardiovasculaires grace a ses effets anti-diabétiques, anti-athérogenes et anti-inflammatoires.
Elle est presque exclusivement synthétisée par les adipocytes mais peut également étre
sécrétée par les cardiomyocytes et les muscles squelettiques (Scherer et al., 1995). L'activité de
I'adiponectine passe par des récepteurs spécifiques : AdipoR1, AdipoR2 et T-cadhérine. Elle
protege les cellules endothéliales du stress oxydant (Joshi et al., 2005). Les principales cibles
de l'adiponectine sont le foie (via le récepteur AdipoR2) et le muscle squelettique (via le
récepteur AdipoR1), deux tissus insulino-sensibles (Yamauchi et al., 2003). L'activation des
récepteurs a I'adiponectine va favoriser la captation glucidique, améliorer le transport des AG
et diminuer la lipogenése hépatique.

Mais I'adiponectine est également associée a une activité anti-inflammatoire et anti-oxydante
(Maury & Brichard, 2010). Elle induit la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires telles que
I'IlL-10, inhibe le recrutement des monocytes via la sécrétion d'IL-1RA, antagoniste des
récepteurs de I'lL-1, et inhibe la production d'IFN-y par des macrophages (Figure 10) (Carbone
et al., 2012). Finalement, I'adiponectine présente des propriétés insulino-sensibilisatrices et
cardio-protectrices (Wolf et al., 2004). Les taux d'adiponectine plasmatiques sont tres élevés
chez un individu normopondéral, représentant 0,05% des protéines plasmatiques totales
(Scherer et al, 1995). Contrairement a la plupart des autres adipokines, elle voit sa
concentration plasmatique diminuer chez les sujets obeses et/ou diabétiques (Arita, 2012).
L'obésité, associée a l'insulino-résistance, est associée non seulement a une diminution des
taux plasmatiques d’'adiponectine mais aussi a une réduction de l'expression des deux
récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 dans le muscle et le TA. La résistance a l'insuline est ainsi

aggravée par I'hyper-insulinémie induite créant ainsi un cercle vicieux.
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Figure 10 : Role physiologique de I'adiponectine dans I'immunité innée et adaptative.

L'adiponectine est impliquée dans les réponses innées et adaptatives. Dans I'immunité innée, elle favorise la
polarisation des macrophages en phénotype de type M2 et diminue leur cytotoxicité, et diminue I'activation des
cellules dendritiques. Dans l'immunité adaptative, a l'inverse de la leptine, I'adiponectine diminue I'activation des

lymphocytes T et favorise la prolifération des Treg. Adapté de Carbone et al, 2012.

b. Tissu adipeux et inflammation : cytokines, interleukines et
chimiokines

Le TA est également un site de production de cytokines, produites par les cellules immunitaires
mais également les adipocytes. L'étendue des cytokines produites est vaste, incluant des
cytokines anti- et pro-inflammatoires. Le profil de sécrétion des cytokines du TA est ainsi
étroitement lié a sa composition cellulaire et au contexte métabolique. Dans le contexte de
I'obésité par exemple, les adipocytes isolés peuvent aussi exprimer des cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a, I'lL-6 ou encore MCP-1. Mais c’est bien de la FSV que la
majorité de la production de cytokines pro-inflammatoires est issue. Les cytokines les plus

classiquement utilisées dans la caractérisation du TA seront présentées ici :

e TNF-a
Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire produite essentiellement par les adipocytes, les
macrophages activés et les LyT de la FSV. Il orchestre la réponse inflammatoire en permettant
le recrutement, l'activation des cellules inflammatoires et I'expression d'autres cytokines pro-
inflammatoires comme I'lL-6. Dans des modeles murins d'obésité, et particulierement des
modeéles d'obésité associée a une insulino-résistance, le TNF-a est fortement surexprimé a la

46


https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/?term=Francisco%20V%5BAuthor%5D

Introduction

fois dans le compartiment sanguin et dans le TA. Sur le plan métabolique, I'augmentation des
taux de TNF-a favorise également le développement de I'insulino-résistance dans le TA car il
diminue la capture périphérique du glucose (via la translocation de GLUT4) (Sethi &
Hotamisligil, 1999). C'est ainsi qu'il est devenu la premiere adipokine suspectée de faire le lien
entre obésité, inflammation et diabete. Les taux de TNF-a sont directement corrélés a I'lMC et
indirectement associés a la perte de poids ou I'amélioration de la résistance a l'insuline. Enfin,

il possede un effet lipolytique favorisant I'activation de la LHS (Kern et al., 1995).

e IL-6
L'IL-6 est une cytokine pléiotrope pro-inflammatoire circulante. Elle est produite par de
nombreuses cellules et notamment les macrophages, les cellules endothéliales, les fibroblastes
mais également les adipocytes. Au sein du TA, la sécrétion d'IL-6 est assurée par les
macrophages et les adipocytes qui, en I'absence d'inflammation, peuvent contribuer jusqu'a
prés d'un tiers des concentrations d'IL-6 circulante. Un effet localisation est aussi décrit avec
une production viscérale trois fois plus importante que la production sous-cutanée (Fain et al.,
2004; Fried et al., 1998). Sur le plan métabolique, I'lL-6 entraine I'augmentation de la dépense
énergétique dans le TA et la diminution des dépots adipeux en favorisant la lipolyse. Elle induit
également une augmentation de la production de la leptine (M. S. Han et al,, 2020). Au niveau
systémique, I'lL-6 module la prise de poids et pourrait étre impliquée dans l'insulinorésistance
en diminuant notamment la capture du glucose par une réduction du nombre de récepteurs
GLUT4 (Lagathu et al., 2003). L'IL-6 contribue ainsi a la balance entre médiateurs pro- et anti-

inflammatoires secrétés par le TA.

e MCP-1
MCP-1 est une chimiokine, cytokine chimio-attractante, qui permet le recrutement des
précurseurs macrophagiques et monocytaires. A ce jour, MCP-1 et son récepteur CCR2
représentent la principale voie de recrutement des macrophages dans le TA. MCP-1 est
produite par les macrophages activés, mais aussi par les pré-adipocytes. L'expression basale
de MCP-1 est tres faible mais elle peut étre induite par différentes cytokines telles que I'lL-1
ou le TNF-a. De ce fait, son expression est augmentée dans de nombreux processus
inflammatoires associés a une infiltration de cellules mononucléées comme I'obésité. Les taux

plasmatiques de MCP-1 correlent avec |'adiposité (Kanda et al.,, 2006). La surexpression de
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MCP-1 contribue a la résistance a l'insuline dans le TA en diminuant la voie de la signalisation
a l'insuline. Mais elle inhibe également la croissance et la différenciation adipocytaire en
diminuant I'expression d'un certain nombre de genes adipogéniques dont PPAR-y (Sartipy &
Loskutoff, 2003). MCP-1 permet le recrutement précoce des macrophages. Une boucle
d'amplification se met en place puisque les macrophages recrutés vont a leur tour produire et
sécréter la chimiokine. Mais MCP-1 n’est pas la seule chimiokine impliquée dans le processus
inflammatoire du TA. En plus de I'axe MCP-1/CCL2, de nombreuses autres chimiokines sont
augmentées dans le TA au cours de 'obésité, telles que CCL5 ou encore et CX3CL1, qui jouent
un role important dans le recrutement de cellules immunitaires et dans la résistance a l'insuline

(Keophiphath et al., 2010; Nagashimada et al., 2021).

¢. Tissu adipeux et hémostase
En plus des perturbations métaboliques associées a |'obésité, I'obésité est également associée
a un risque pro-thrombotique accru, risque pres de deux fois plus élevé chez les sujets obéses
par comparaison aux sujets non obeses (Eichinger et al., 2008). Le TA pourrait ainsi jouer un
role causal dans cet effet pro-thrombotique et son implication dans les perturbations de
I'hnémostase est multiple. En effet, le TA active les thrombocytes et altere directement la
fibrinolyse par la sécrétion de leptine, mais aussi par la production de molécules impliquées
dans la coagulation sanguine telles que I'inhibiteur de I'activateur du plasminogene-1 (PAI-1)
(Nakata et al., 1999; Riba et al., 2008). Le PAI-1 est une protéine, facteur anti-thrombotique, qui
inhibe I'activation du plasminogene plasmatique et tissulaire et donc la fibrinolyse (Huber,
2001). Il est principalement exprimé par le foie mais il est également produit par les adipocytes
et les cellules de la FSV. Fain et al ont rapporté des concentrations élevées de PAI-1 dans le
contexte de l'obésité et ces taux élevés sont fortement corrélés au développement de
I'adiposité viscérale. Mais le réle du TA dans les perturbations de I'hémostase est aussi indirect.
En effet, I'inflammation induite au cours de l'obésité va non seulement endommager
I'endothélium vasculaire mais aussi potentialiser les effets induits par la leptine et le PAI-1 et
contribuer a l'effet pro-thrombotique par une activation de la cascade de la coagulation

(Vilahur et al., 2017).
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d. Tissu adipeux et pression artérielle

Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) désigne un des systemes de régulation les
plus importants des fonctions autonomes cardiovasculaires dont le role est de maintenir
I'hnoméostasie hydrosodée. Ce systéeme, organisé autour du rein, joue un réle prépondérant
dans la régulation de la pression artérielle. La cascade classique du SRAA est constituée d'un
ensemble d’hormones et enzymes qui convertissent I'angiotensinogene (AGN) en angiotensine
| (ATI), clivage sous le contréle de la rénine. L'AT1 est ensuite clivé en angiotensine Il (ATIl) par
I'enzyme de conversion (ACE). L'ATII est considéré comme le principal acteur physiologique du
SRAA responsable de l'activation du systeme sympathique, d’'une vasoconstriction alvéolaire,
de la rétention tubulaire hydrosodée et de la sécrétion d'aldostérone entre autres (Engeli et al.,
2000).

L'implication du TA dans le SRAA est importante. Tous les acteurs majeurs du SRAA sont
synthétisés et/ou exprimés par le TA (Karlsson et al., 1998). De ce fait, I'expansion du TA n’est
pas sans conséquences sur le SRAA. Ainsi, au cours de I'obésité, I'expression de I'AGN par le
TA est augmentée alors que la production hépatique reste inchangée (Boustany et al., 2004). ||
contribue alors a presque 30% des concentrations circulantes d’AGN, ce qui le place comme
deuxieme source apres le foie (Massiéra et al., 2001). De méme, une étude réalisée chez des
femmes obeses a montré une élévation des taux d'AGN plasmatique, de rénine, et une activité
de I'ACE augmentée par comparaison a des femmes non obeses (Engeli et al., 2005). Ainsi, il
est probable que les composants du SRAA dérivés du TA soient impliqués dans la régulation
de la pression artérielle. Enfin, des variations dans |'expression génique des protéines du SRAA
ont été observées au sein des différents dépots de TA. Il apparait que leur expression est
supérieure dans les dépots viscéraux par comparaisons aux dépodts sous-cutanés (Giacchetti
et al, 2000). En paralléle, le SRAA va également impacter le TA. En effet, la littérature met en
évidence différents mécanismes : 1/ une inhibition du SRAA stimule I'hyperplasie adipocytaire
en favorisant la différenciation adipocytaire (Furuhashi et al., 2004), 2/ I'ATIl stimule la
différenciation adipocytaire et augmente le taux de TG circulants (Massiéra et al., 2001), 3/ les
inhibiteurs de I'ACE et de la rénine concourent a améliorer la sensibilité a I'insuline et favoriser
la tolérance du glucose (Jacob et al., 1996; Marchionne et al.,, 2012), et a réduire les effets

déléteres du syndrome métabolique.
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3. Immuno-métabolisme

La réponse immunitaire et la régulation métabolique sont étroitement liées. Déterminer les
liens spécifiques entre métabolisme et immunité et étudier l'interface entre ces deux systémes
est permise par une discipline récente : 'immuno-meétabolisme (Y. S. Lee et al.,, 2018; Mathis &
Shoelson, 2011). L'immuno-métabolisme reconsidere |'étude de ces systemes de facon
bidirectionnelle (Norata et al., 2015) : avec d'une part I'impact des voies métaboliques sur
I'efficacité des réponses immunitaires et d'autre part le réle des cellules immunitaires dans le
métabolisme et I'homéostasie énergétique. On peut distinguer deux axes d'étude associés a
I'immuno-métabolisme : (a) 'approche cellulaire, qui porte sur I'étude de l'influence des voies
métaboliques sur les fonctions immunitaires au sein méme de la cellule (bioénergétique
cellulaire) et (b) I'approche macroscopique qui étudie les liens entre métabolisme et immunité
a I'échelle du tissu ou de I'organisme (O'Neill et al.,, 2016). Par sa composition multicellulaire
regroupant a la fois adipocytes et cellules immunitaires, et par ses fonctions physiologiques
variées, réunissant les voies métaboliques et immunitaires hautement conservées, le TA se
révele comme le tissu idéal a la démonstration de l'intérét d'une approche combinant le
métabolisme et I'immunologie. Quelques exemples de ces interactions seront présentés ci-

dessous :

a. Régulation du métabolisme du glucose, par les cytokines pro-
inflammatoires

Des travaux précurseurs ont montré I'impact d'un milieu conditionné par des macrophages
activés sur les adipocytes. Celui-ci induisait une résistance a l'insuline par diminution de la
captation du glucose et de I'expression de la LPL (Mahoney et al., 1985; Pekala et al., 1983). Le
role du TNF-a a ensuite été identifié puis décrit dans ces phénomenes et dans les contextes
d'obésité (Beutler et al., 1985; Hotamisligil et al., 1993). Il existe une relation de corrélation entre
I'inflammation associée a |'obésité viscérale et la résistance a l'insuline (Schéaffler et al., 2006).
Chez les sujets obeses, la production élevée de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-
a et I'lL-6 va réguler négativement l'action de I'insuline dans les adipocytes (Fain et al., 2004;
Shoelson, 2006). Dans le TA en particulier, I'expression des genes inflammatoires est
sélectivement induite aux premiers stades de I'obésité ce qui n'est pas retrouvé dans d'autres

organes impliqués dans le métabolisme comme le foie par exemple (Y. S. Lee et al,, 2011). Ainsi,
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le TA semble agir comme le tissu princeps, celui qui répond a un apport énergétique excessif
de facon chronique et qui initie la réponse inflammatoire induite par l'obésité et ses

conséquences métaboliques.

b. Adipocytes, acteurs de la réponse immunitaire

Une premiere implication des adipocytes dans la réponse immunitaire est liée a I'expression
des récepteurs de type Toll (TLR) par les adipocytes et pré-adipocytes, leur permettant de
détecter les ligands microbiens et des déchets cellulaires libérés lors de Iésions tissulaires. Ces
TLR sont exprimés avec un spectre de reconnaissance plus large pour les adipocytes que pour
les pré-adipocytes, aboutissant a la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires, tels que I'IL-
6 (Pietsch et al,, 2006). Par cette reconnaissance de pathogenes, les adipocytes initient une
réponse pro-inflammatoire importante et nécessaire pour la défense de I'hote. L'expression du
panel complet et fonctionnels de TLR sur les adipocytes classe le TA comme un membre du
systéme immunitaire inné capable d'induire une réponse inflammatoire locale et de participer
a la réponse immunitaire innée de |'organisme (Trinchieri & Sher, 2007).

Une autre implication du TA dans la réponse immunitaire pourrait provenir de la capacité des
précurseurs adipocytaires du TA (pré-adipocytes et CSM) a se différencier en macrophages. Les
travaux de Charriére et al ont montré dans un modéle murin, que des pré-adipocytes soumis
a un environnement adipeux ont la capacité d'adopter un phénotype macrophagique et une
activité de phagocytose (Charriere et al., 2003). L'accumulation macrophagique observée dans
le TA au cours de |'obésité ne se limiterait donc pas au phénomeéne d'infiltration depuis le
compartiment plasmatique.

L'adipocyte a été également rapporté comme acteur de la réponse immunitaire adaptative
puisqu’il est décrit comme une CPAg. Une expression des molécules de CMH de classe | a été
montrée bien qu'il n'y ait a ce jour pas de preuve d'une interaction entre les adipocytes et les
LyT CD8 (Huh et al.,, 2014). Cependant, il est prouvé que les adipocytes expriment les molécules
de CMH de classe Il et des molécules co-stimulatrices CD80/CD86 et que leur expression
augmente significativement sur les adipocytes hypertrophiés et au cours d'un régime riche en
TG (Deng et al., 2013). L'activation des LyT CD4 via les molécules du CMH de classe Il sur les
adipocytes est fonctionnelle et spécifique. Cependant, la contribution des adipocytes (vs

macrophages) a l'activation des LyT CD4 dans le TA n’est pas claire (Morris et al., 2013)
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c. Voies métaboliques et polarisation lymphocytaire

Le métabolisme cellulaire (biosynthese et libération énergétique) est primordial a la
fonctionnalité des cellules, y compris des cellules de I'immunité dont les LyT font partie.
L'équilibre entre micro-environnement pro- ou anti-inflammatoire et la mise en place de
réponses immunitaires adaptées est donc fortement dépendant des voies métaboliques
empruntées.

L'étude du métabolisme cellulaire a montré que la survie et la polarisation des réponses
lymphocytaires reposaient sur des programmes métaboliques distincts. Ainsi, au repos, les LyT
utilisent des processus énergétiquement efficaces : la phosphorylation oxydative (Pearce &
Pearce, 2013). Des leur activation, les LyT subissent un changement métabolique et passent
d'un état de quiescence a un métabolisme hautement actif ce qui se traduit par une diminution
de la B-oxydation des AG et une augmentation rapide de la glycolyse (Donnelly & Finlay, 2015).
Enfin, en fonction du micro-environnement, une reprogrammation métabolique des cellules
immunitaires est observée. Ceci participe a la polarisation vers un phénotype pro- ou anti-
inflammatoire. Finalement, la glycolyse pourrait induire les phénotypes Th1, Th2 et Th17 ; la -
oxydation des AG oriente vers la différenciation en Treg (Ma et al., 2017). Enfin, le phénotype
de LyT CD8 mémoire sera favorisé par une diminution de la glycolyse et une augmentation de
la B-oxydation (Pearce et al., 2009). Ces changements liés aux besoins énergétiques de la cellule
selon son stade de différenciation seront aussi modulés par la disponibilité des différents
métabolites. Les propriétés métaboliques du TA pourraient ainsi moduler spécifiquement le

profil métabolique et les profils fonctionnels des LyT présents dans le TA.

d. Role des cellules immunitaires dans le métabolisme tissulaire

e Implication des cellules immunitaires dans l'inflammation systémique
Comme dans la plupart des autres organes, le TA est soumis a une surveillance immunitaire.
Avec leur haut degré de plasticité, les macrophages du TA peuvent adopter différents
phénotypes en réponse a des signaux micro-environnementaux (Gordon, 2007). Ainsi, dans le
TA de sujets non obeses, le phénotype M2 est majoritairement retrouvé et la présence de
cytokines anti-inflammatoire (IL-4 ou IL-13) favorise un phénotype associé a I'homéostasie
tissulaire (Galli et al., 2011). En revanche, dés l'installation d'une obésité, les médiateurs pro-
inflammatoires augmentent ce qui favorise la polarisation des macrophages vers un phénotype

M1, l'infiltration de LyT CD8 cytotoxiques (K. Liu et al., 2015). La libération accrue de cytokines
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pro-inflammatoires par les adipocytes mais aussi par les macrophages et lymphocytes favorise

le recrutement d'autres cellules immunitaires qui vont a leur tour libérer des médiateurs pro-

inflammatoires perpétuant I'état d'inflammation chronique observé dans I'obésité.

Cellule immunitaire

Variation au cours

Role dans

Contribution a

de I'obésité I'inflammation I'inflammation
Cellules dendritiques Z ND ND
Lymphocytes B 2 Pro-inflammatoire IFN-y, IL-10
Lymphocytes NK 2 Pro-inflammatoire
IFN-y, IP-10, MIG,
Lymphocytes T CD4 Th1 7 Pro-inflammatoire
TNF-a
Lymphocytes T CD8 7 Pro-inflammatoire IL-6, TNF-a
Lymphocytes Treg N Anti-inflammatoire TGF-B
Polynucléaires éosinophiles N Anti-inflammatoire
Myélopéroxydase,
Polynucléaires neutrophiles 2 Pro-inflammatoire
calprotectine
TNF-a, IL-6, IL-1B,
Macrophages, M1 2 Pro-inflammatoire
IL-12, MCP-1
Mastocytes 7 Pro-inflammatoire IL-6, IFN-y

* ND : Non déterminé

Tableau 1 : Contribution des cellules immunitaires du tissu adipeux a I'inflammation

Chaque type cellulaire qui compose le tissu adipeux contribue de facon positive ou négative au processus

inflammatoire. D'aprés Huh et al, 2014.

e Action des lymphocytes sur le métabolisme adipocytaire
Enfin, parmi les mécanismes physiopathologiques impliqués dans I'obésité, I'accumulation de
LyT pro-inflammatoires dans le TAV a montré toute son importance. Cette accumulation
pourrait initier la réponse inflammatoire in situ et favoriser le développement de la résistance
a linsuline (Kintscher et al, 2008). Parmi les processus physiologiques mis en jeu, la
coopération entre adipocytes et LyT pourrait se faire via l'implication de la voie CD40/CD40L.
Plusieurs études indiquent I'importance de la voie du CD40/CD40L dans le déclenchement et
le maintien de la réaction inflammatoire (Noelle, 1996). Fait intéressant, (i) les adipocytes

humains matures expriment le CD40, (ii) la voie du CD40/CD40L stimule la production
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d'adipokines pro-inflammatoires, réduit la signalisation de I'insuline et modifie la lipolyse et la
lipogenese, (iii) les LyT expriment le CD40L (Poggi et al., 2009). Ainsi, les LyT pourraient modifier
la fonction adipocytaire par un contact cellule-cellule impliquant la voie CD40/CD40L.
L'interaction in vitro entre adipocytes et LyT a montré une augmentation significative de la
production des adipokines pro-inflammatoires IL-6, MCP-1 et PAI-1, ces altérations
dépendaient du nombre de LyT activés. En conclusion, la coopération entre les LyT et les
adipocytes, via la voie du CD40, pourrait jouer un role déterminant dans la réaction

inflammatoire a travers la régulation des adipokines inflammatoires.

54



Introduction

Il. Tissu adipeux et infection

A. Obésité et susceptibilité aux infections

L'excés de TA participe activement a l'inflammation chronique et est classiquement associé au
développement de maladies métaboliques du fait de la production et sécrétion d'un grand
nombre de cytokines pro- et anti-inflammatoires, y compris les adipokines (Fantuzzi, 2005).
Mais I'exces de TA est également un facteur de risque de développement de nombreuses
autres pathologies et peut augmenter la sensibilité aux infections chez I'Homme comme chez
la souris. Parmi les facteurs impliqués dans cette sensibilité aux infections, plusieurs études ont
mis en évidence |'importance de I'induction de la leptine dans la défense de I'h6te (Ozata et
al., 1999; Faggioni et al,, 2001).

Chez la souris, le modéle ob/ob est un modele d'obésité par hyperphagie massive induit par
I'extinction de la signalisation leptinique. Dans ce modele, les souris ont une morbi-mortalité
plus élevée que les souris non obeses lors d'une infection grippale (A. G. Smith et al,, 2007).
Elles sont également plus sensibles aux infections bactériennes comme la tuberculose, la
listériose ou encore les infections a staphylocoques (Wieland et al., 2005; lkejima et al., 2005;
Mancuso et al., 2002). Il a été démontré une mortalité accrue au cours d'infections pulmonaires
a streptocoques et cet impact délétere peut étre levé par injections intrapéritonéales de leptine
(Hsu et al., 2007). Chez 'Homme, I'expansion excessive de TA prédispose la encore les individus
a de multiples infections comme les infections respiratoires, nosocomiales ou encore les

infections cutanées, et contribue a leur impact délétere sur I'organisme.

1. Infections associées aux soins

L'incidence des infections associées aux soins acquises au décours d’'une hospitalisation dites
aussi nosocomiales, sont plus fréquentes chez les patients obéses et en surpoids par
comparaison aux patients de poids normal. Du fait de I'excés de poids et des nombreuses
pathologies associées, la prise en charge médicale des patients obeses est une prise en charge
complexe, nécessitant du personnel formé et des équipements adaptés. En raison de ces
difficultés, la durée de séjour des patients obeses peut étre allongée ce qui augmente le risque
de contracter une infection nosocomiale (Anaya & Dellinger, 2006; Mathison, 2003). Parmi les

infections les plus fréquentes, on retrouve les infections cutanées et les infections pulmonaires.
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2. Infections cutanées

Une incidence plus élevée des infections cutanées a été rapportée chez les sujets obeéses par
comparaison aux sujets non obeses. L'obésité est associée a un large éventail de maladies de
la peau (Yosipovitch et al., 2007). Des infections fongiques superficielles comme I'intertrigo ou
la candidose sont fréquentes et le plus souvent liées a une macération des plis cutanés. Des
infections plus profondes sont également plus fréquentes, c'est le cas de la cellulite ou encore
de la fasciite nécrosante, elles atteignent les tissus mous et sont rapidement évolutive vers des
formes systémiques compliquées (Kilburn et al., 2010; Scheinfeld, 2004). Parmi les facteurs
favorisant les infections cutanéo-muqueuses chez les sujets obeses, I'altération de la micro-
vascularisation, la dérégulation immunitaire et les niveaux élevés de cytokines et d'adipokines
pro-inflammatoires, en particulier la leptine, ont une influence significative (Tobin et al., 2013).
Elles participent a l'altération de la barriere cutanée et de la fonction du collagene, a la
cicatrisation de mauvaise qualité et sont associées a une inflammation localisée prolongée qui

pourra infiltrer le tissu cutanéo-muqueux et donner lieu a des infections généralisées.

3. Infections respiratoires

Depuis de nombreuses années, il est clairement démontré que le surpoids et |I'obésité ont un
impact fonctionnel délétére sur les fonctions respiratoires. Plusieurs mécanismes
physiopathologiques peuvent expliquer ces atteintes pulmonaires accrues dans le contexte de
I'obésité : un effet mécanique lié a I'accumulation de TA, un état inflammatoire chronique de
bas grade et une altération des réponses immunitaires liées au contexte de I'obésité, et une
participation des comorbidités a l'aggravation de ces atteintes (McCallister et al., 2009).
L'obésité modifie ainsi profondément la mécanique pulmonaire en diminuant les volumes
pulmonaires mobilisables, et en augmentant la résistance des voies respiratoires a |'effort ce
qui contribue a l'altération des échanges gazeux, a un essoufflement compensatoire a I'effort
et au repos (Guerra et al., 2002). De ce fait, I'obésité se retrouve associée a des pathologies
pulmonaires comme I'apnée obstructive du sommeil, I'asthme, le syndrome restrictif, et devient
un facteur de risque de pathologies respiratoires contribuant a I'aggravation d'une détresse
respiratoire dans le contexte d'infections pulmonaires notamment (Koenig, 2001). Les
pneumonies infectieuses les plus fréquemment rapportées chez les sujets obeses sont la

tuberculose et les infections a pneumocoques pour les infections bactériennes, la grippe et
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plus recemment l'infection a SARS-CoV-2 pour les infections virales (Corrales-Medina et al.,

2009; Fisher-Hoch et al., 2013; Simonnet et al., 2020).

e Infection grippale
Les preuves de lI'impact de I'obésité sur le risque de survenue et la gravité d'une pneumonie
grippale, a virus Influenza, sont principalement basées sur la pandémie de grippe AHTN1 de
2009. Au cours de cette pandémie, il a été démontré que les sujets atteints d'obésité avec ou
sans autre facteurs de risque ont une susceptibilité accrue a étre infectés par le virus et sont
plus a risques de formes séveres voire mortelles (Jain et al., 2009). En effet, les taux
d’'hospitalisation pour pneumonie grippale sont plus élevés chez les sujets obéses par
comparaison aux sujets non obeses, ils sont également plus souvent admis dans les services
de soins intensifs (Fuhrman et al., 2010; Jain et al., 2009). Depuis, le Haut Conseil de la santé
publique a élargi les recommandations de vaccination aux personnes obeses dont I'I/MC est
supérieur ou égal a 40 kg/m?. Cependant, les travaux de Sheridan et al montrent que la réponse
vaccinale chez les sujets obeses ne permet pas une protection optimale. Malgré une réponse
initiale importante au vaccin, les taux d'anticorps aprés vaccination étaient inversement
corrélés a I'lMC des patients, avec une réduction des titres d'anticorps pouvant étre divisés par
quatre dans un délai d'un mois apres la vaccination (Sheridan et al., 2012). Cette diminution
accélérée du titre d'anticorps s'accompagne d'une altération de la réponse mémoire des LyT
CD8 suggérant I'importance d'une nouvelle stratégie de vaccination chez les sujets obeses.
Enfin, les travaux d'Ayari et al ont permis de montrer que I'altération du TA n’est pas seulement
décrite dans des modeles d'infection persistante mais que ces altérations pouvaient aussi étre
retrouvées au cours d'infections aigués comme celle de la grippe. C'est dans un modéle murin
d'infection intranasale par le virus Influenza que ces travaux ont mis en évidence que la
présence du virus n'est pas sans conséquences pour l'intégrité tissulaire et que le virus peut

modifier profondément les fonctions métaboliques et immunitaires du TA (Ayari et al., 2020).

e Infection a SARS-CoV-2
La notion d'association entre obésité et susceptibilité aux infections respiratoires a réémergé
de maniere frappante avec la pandémie du SARS-CoV-2 pour « Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 ». Parmi les premiers facteurs de risque de formes séveres de COVID-

19 (Coronavirus disease 2019) identifiés, les premiéres données rapportées de cohortes
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chinoises ont rapidement identifié 'age. Mais d'autres facteurs de risque ont suivi tels que le
diabéte de type 2, I'hypertension artérielle (Guan et al., 2020). L'obésité comme facteur de
risque indépendant n'a été confirmé que lors de la diffusion de la pandémie dans les pays
occidentaux, ou les populations sont davantage concernées par |'obésité (Richardson et al,
2020). L'obésité est non seulement un facteur de risque d’'hospitalisation en soins intensifs mais
c'est aussi un facteur de risque de formes séveres voire |étales. Simonnet et al dans une étude
princeps ont rapporté un surrisque d'intubation chez les patients atteints d’'une obésité sévere
(IMC> 35 kg/m?) par comparaison a des sujets non obéses (IMC< 25 kg/m?) (Simonnet et al,,
2020). Cariou et al, dans une étude multicentrique frangaise, CORONADO, sont venus confirmer
que l'obésité était directement corrélée au risque de formes séveres, d'intubation a J7 de
I'infection et de décés. Dans cette étude, les patients avec un IMC> 30 kg/m? ont présenté un
risque deux fois plus élevé d'intubation ou de déces que les patients non obeses (Cariou et al.,
2020). Les mécanismes de cette susceptibilité accrue des sujets obeses aux formes séveres de

la COVID-19 seront détaillés dans une section dédiée.

B. Présence de pathogénes : réservoirs

Le TA est également la cible de pathogénes et un site d'accumulation de bactéries
(Mycobacterium tuberculosis et Staphylococcus aureus), parasites (Plasmodium species et
Toxoplasma species) et de virus (adénovirus, virus de I'immunodéficience humaine et simienne,

et SARS-CoV-2) ou ils induisent des perturbations métaboliques et immunitaires.

1. Bactéries

a. Mycobacterium tuberculosis
Du fait de l'infection chronique latente dont la bactérie est responsable, la question de la
localisation des bacilles de Mycobacterium tuberculosis fait I'objet de nombreuses études
depuis le début du siecle (Parrish et al.,, 1998). La recherche de bacilles latents s'est tout d'abord
concentrée sur les principaux tissus cibles de la tuberculose a savoir les poumons et les
ganglions lymphatiques. L'ADN bactérien a eté detecté in situ dans des echantillons
autopsiques et plus précisément au sein des macrophages alvéolaires et interstitiels, des

cellules endothéliales et fibroblastes (Hernandez-Pando et al., 2000; Stewart et al., 2003). En
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plus des poumons et ganglions lymphatiques, d'autres organes et tissus sont susceptibles
d'héberger des bacilles latents. En effet, la tuberculose se caractérise par une réactivation qui
survient dans prés de 15% des cas dans des sites extra-pulmonaires (Farer et al., 1979). La
réactivation se ferait donc directement depuis ces foyers extra-pulmonaires, d'ou la nécessité
d'identifier I'ensemble de sites réservoirs. De ce constat, avec une présence macrophagique
importante dans la FSV du TA, la présence de Mycobacterium tuberculosis est attendue dans ce
tissu. Les travaux de Neyrolles et al ont montré in vitro que Mycobacterium tuberculosis persiste
dans les macrophages et les adipocytes a I'état quiescent, mais aucune multiplication
bactérienne n'a pu étre montrée dans un environnement adipeux (Neyrolles et al., 2006). Le
mécanisme d'entrée passerait par la molécule CD36, récepteur scavenger impliqué dans le
transport des AG. La pathogénicité de la bactérie détectée in situ est intacte puisque le transfert
de lysats de TA murins infectés a des souris naives peut induire une infection tuberculeuse.
Enfin, la présence et la persistance de Mycobacterium tuberculosis au sein du TA n’est pas sans
conséquences pour l'intégrité tissulaire puisque qu’elle est associée a une infiltration de LyT
CD8 et de cellules NK ainsi qu'une production accrue d'IFN-y suggérant une inflammation in

situ (Beigier-Bompadre et al., 2017; Neyrolles et al., 2006).

b. Staphylococcus aureus
Le Staphylococcus aureus est une bactérie fréquemment impliquée dans les infections de la
peau et des tissus mous et potentiellement graves. Les infections a staphylocoques sont
classiquement associées a des troubles métaboliques comme le diabete par exemple (Breen &
Karchmer, 1995). Toutefois, leur sévérité serait inversement corrélée a l'adiposité du fait
notamment de I'action des adipokines (Wurzinger et al., 2010). Malgré I'effet protecteur de
I'exces de masse adipeuse, la bactérie peut infecter les adipocytes, lyser les cellules sous réserve
d'un inoculum bactérien suffisamment important. L'élimination bactérienne semble
dépendante du taux de glucose. Parallélement, I'infection a Staphylococcus aureus modifie la
sécrétion d'adipokines avec une diminution de la libération de I|'adiponectine, anti-
inflammatoire et anti-diabétique. Au final, I'infection a Staphylococcus aureus concourt a un

environnement adipeux pro-inflammatoire (Hanses et al., 2011).
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2. Parasites

a. Trypanosoma cruzi
L'un des parasites les plus étudiés dans le TA est le Trypanosoma cruzi, responsable de la
maladie de Chagas dont l'incidence et la morbi-mortalité sont importantes en Amérique
(Tanowitz et al., 1992). Ce sont les travaux de Shoemaker et al qui ont mis en évidence chez la
souris que le TA pouvait étre une cible importante du Trypanosoma cruzi (Shoemaker et al.,
1970). La présence du parasite est détectée tres tot apres le début de l'infection (environ 15
jours) et il peut persister dans le TA jusqu'a un an apres l'infection suggérant que le TA et en
particulier les adipocytes sont des réservoirs a partir desquels le parasite pourrait provoquer
une recrudescence de l'infection (Combs et al., 2005; Lenzi et al., 1996; Nagajyothi et al., 2012).
La présence du parasite dans le TA est associée a un profil pro-inflammatoire avec une
augmentation de I'expression de PPAR-y, de MCP-1 et des cytokines IL-6 et TNF-q, ainsi qu'une
diminution de I'expression des adipokines (adiponectine et leptine) par les adipocytes. Toutes
ces modulations montrent que l'infection par T. cruzi affecte les fonctions et sécrétions du TA

(Combs et al., 2005; Nagajyothi et al.,, 2012).

b. Plasmodium species
D’autres exemples de parasites pouvant étre détectés dans le TA sont les protozoaires du genre
Plasmodium et responsables du paludisme. Le plasmodium est un parasite intracellulaire qui
infecte les érythrocytes. Au cours de la phase érythrocytaire, les symptomes du paludisme
apparaissent en raison de la destruction des globules rouges. Dans les formes séveres de
paludisme a Plasmodium falciparum, une séquestration tissulaire de formes dites schizontes
est observée post-mortem au sein de la rate, le cerveau et les poumons de patients infectés.
Mais le Plasmodium falciparum s'accumule également dans le TA au cours des formes séveres
(Franke-Fayard et al, 2010; Wilairatana et al., 2000). Parmi les mécanismes impliqués dans
I'adhérence préférentielle du plasmodium aux vaisseaux du TA par comparaison aux vaisseaux
de la circulation sanguine, la molécule CD36 apparait comme la encore un récepteur clé. En
effet, dans un modele déficient en récepteur CD36, la séquestration des schizontes est
spécifiquement réduite dans le TA (Franke-Fayard et al, 2005). Enfin, lIimpact de la
séquestration de formes schizontes dans le TA sur l'intégrité du tissu ainsi que sur la sévérité

de l'infection reste a ce jour débattue.
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3. Virus

Tout comme I'accumulation bactérienne et la séquestration parasitaire, de nombreux virus ont
également été détectés au sein du TA. Cette accumulation de virus divers est a mettre en regard
avec la présence des cibles virales in situ : les adipocytes pour le CMV et plus récemment le
SARS-CoV-2 (Price et al., 1990; Poma et al., 2021), les cellules stromales pour le CMV
(Zwezdaryk et al., 2016), les macrophages pour le VIH et le SARS-CoV-2 (Damouche et al.,, 2015;
Martinez-Colon et al, 2021) et enfin les LyT CD4 avec le VIH (Damouche et al, 2015).
L'accumulation virale concerne aussi bien des virus associés a des infections aigués qu'a des
infections chroniques. Toutefois, le tropisme viral pour le TA permet de prolonger
significativement la durée de I'excrétion virale chez des sujets obéses infectés par la grippe par
exemple (Maier et al., 2018). Cette accumulation virale est associée a une activation prolongée
des systéemes immunitaires locaux par une production accrue de cytokines pro-inflammatoires
(Bouwman et al., 2008). Enfin, d'autres virus peuvent également interagir directement avec le
TA en favorisant la différenciation adipocytaire et modulant I'expression de genes lipogéniques
par des adipocytes, c'est le cas de I'adénovirus 36 (Whigham et al., 2006). Ce dernier présente
une forte affinité pour le TA et les quantités d’ADN détectées dans le TA sont directement
proportionnelles a I'adiposité viscérale.

Une partie plus détaillée sera dédiée au VIH et au SARS-CoV-2 car ils ont fait I'objet de mon

travail de these.

C. Focus HIV

Cellules cibles et infection

Le VIH est un rétrovirus qui cible principalement les LyT CD4 activés mais d'autres cellules
peuvent aussi étre infectées comme les monocytes/macrophages, les DC, les cellules de la
microglie du cerveau (Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984; Coleman & Wu, 2009).
L'arrivée des TARV a radicalement transformé le pronostic de l'infection. L'évolution des
molécules et des stratégies thérapeutiques (molécules plus puissantes avec une barriere
génétique élevée limitant ainsi la sélection de mutations de résistance, molécules avec une
demi-vie allongée ou encore les combinaisons fixes simplifiant des plans de prises et avec un
meilleur profil de tolérance) a permis une nette amélioration de la prise en charge

thérapeutique des patients en contrdlant la réplication virale mais aussi en renforgant le
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systeme immunitaire par la restauration (partielle ou complete) du nombre de LyT CD4
circulants (Autran et al., 1997). Cela a eu pour impact clinique une réduction de la morbi-
mortalité, une prolongation de la durée de vie, une amélioration de la qualité de vie des
patients et une diminution du risque de transmission du virus a un tiers. Chez les patients
traites, et sous TARV bien conduit, malgré une charge virale plasmatique la plus souvent
indétectable (<50 copies d’ARN/mL), I'éradication virale n'est pas compléte, une réplication
virale résiduelle persiste et peut étre mise en évidence par l'utilisation de techniques de mesure
ultrasensibles (Chun et al., 1997). Cette réplication résiduelle a bas bruit entretient le réservoir
et participe a l'altération du systéme immunitaire empéchant ainsi I'élimination du virus (Klatt
et al., 2013). Par ailleurs, le contréle de I'infection sous TARV reste le plus souvent temporaire.
En cas d'interruption du traitement, dans la majorité des cas, la réplication virale reprend
imposant le maintien du traitement a vie pour éviter toute reprise de la réplication virale ce qui
présente de nombreuses contraintes dont la toxicité des molécules au long cours (Whitney et
al, 2014). Dans de rares cas, un état de rémission a été observé en post-arrét de traitement
chez les patients pour lesquels un traitement puissant et prolongé avait été initié en primo-
infection (Saez-Cirién et al, 2013). Ceci est la preuve de concept qu'une rémission est
envisageable apres une intervention thérapeutique méme si les conditions de ce controle post-
arrét restent a mieux définir. Enfin, un troisieme modéle de contrdle est celui des patients HIV
Controllers (HIC), capables de contrbler spontanément leur infection en I'absence de tout
TARV. Cette population de patients a été décrite pour la premiere fois par le Pr Lambotte au
sein de I'équipe du Pr Delfraissy en 2005 (Lambotte et al., 2005). Chez ces patients, les
mécanismes de contrdle identifiés sont divers et le systeme immunitaire y contribue fortement.
Les LyT CD8 et T CD4 spécifiques ont des qualités supérieures a celles des autres patients ce
qui permet une élimination plus rapide et de facon plus efficace des LyT CD4 infectés (Collins
et al, 2020; Saez-Cirion et al., 2007). L'importance des réponses T CD8 et les altérations
observées chez les patients non-controleurs est illustrée en Figure 11. Ces caractéristiques
suggerent qu'une intervention sur le systéme immunitaire visant a favoriser des réponses T de
meilleure qualité pourrait permettre une rémission. Quel que soit le modele de contréle de la
réplication virale, aucun ne permet d’'accéder a I'éradication virale complete, le virus persiste

toujours au sein de réservoirs viraux disséminés dans I'organisme.
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Figure 11 : Interactions des lymphocytes T CD8 avec les cellules infectées chez les HIV

Controllers et les patients progresseurs

Chez les patients HIV Controllers, les lymphocytes T CD8 reconnaissent les peptides restreints présentés via le CMH
de classe 1 des cellules infectées. Cette reconnaissance induit la prolifération et une cytotoxicité cellulaire médiée
par la libération de perforine et granzyme. Chez les patients progresseurs du VIH, il existe la présence de mutations
peptidiques favorise I'échappement a la reconnaissance antigénique ce qui altére les processus de prolifération et
de cytotoxicité. Il en résulte d'une expression de molécules inhibitrices telles que PD1 et PDL1, molécules qui vont
participer aux dysfonctions lymphocytaires classiquement décrites au cours des infections persistances. D'apres

Collins et al, 2020.

Au cours de l'infection par le VIH, le réservoir est constitué tres tot au cours de la primo-
infection : dans les deux premieres semaines de l'infection. Dans les stades chroniques,
plusieurs études portant sur I'établissement du réservoir viral suggerent que sa taille serait
proportionnelle a la virémie cumulée (Bourry et al., 2010; Jaafoura et al., 2014). On peut
distinguer les réservoirs cellulaires, des réservoirs anatomiques. Le réservoir cellulaire est
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principalement constitué de cellules permissives, LyT CD4 et macrophages quiescents et a
longue durée de vie, infectés par du virus sous forme latente a 'ADN cellulaire, forme peu
visible pour le systeme immunitaire. Le réservoir anatomique est constitué de sites
anatomiques favorisant la persistance du virus du fait non seulement d'une diffusion
suboptimale des ARV mais probablement aussi lié aux propriétés immunologiques intrinseques
du tissu. Parmi ces sites anatomiques, les tissus lymphoides et en particulier les ganglions
lymphatiques, la rate et les tissus lymphoides associés a l'intestin constituent les principaux
réservoirs tissulaires du VIH. Mais d'autres tissus comme le TA, la moelle osseuse, le cerveau et
les poumons sont également des sites réservoirs importants du virus et présentent des
propriétés immunologiques propres associées a des caractéristiques pharmacologiques

favorisant la sanctuarisation du VIH.

Lien tissu adipeux et VIH

[l existe un lien étroit entre TA et I'infection par le VIH. En effet, les PVVIH ont un risque accru
de développer une lipodystrophie par comparaison aux sujets non infectés (50 % d'apres une
enquéte de 2009, contre moins de 2 % dans la population générale). En pratique clinique, cette
redistribution des graisses se traduit par une lipoatrophie du TASC ou une lipohypertrophie du
TA, et associée a une accumulation de TA dans la zone dorso-cervicale (bosse de bison)
(Capeau et al., 2006). Elle s'accompagne également de troubles métaboliques telles que les
dyslipidémies et des anomalies du métabolisme glucidique (Walli et al., 1998). Historiquement,
ces lipodystrophies ont été associées a la toxicité des ARV de premiére génération sur le TA
(inhibiteurs de protéase (IP) et inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI))
(Samaras et al., 2007). Néanmoins, des perturbations métaboliques sont également décrites
chez les PVVIH avant mise sous traitement. Il semble donc que les atteintes du TA lors de
I'infection par le VIH ne soient pas uniquement le fait des ARV mais soient aussi directement

liées a un impact du virus lui-méme sur le TA, comme présenté ci-dessous :

Impact de l'infection par le VIH sur le tissu adipeux

L'étude de lI'impact de l'infection par le VIH et des protéines codées par le VIH-1 a mis en
évidence une lipodystrophie chez des patients infectés et naifs de TARV suggerent un impact
du virus sur le TA (Giralt et al,, 2011). L'étude de Gorwood et al révele dans un modeéle de

primate non humain d'infection chronique par le SIV non seulement un impact du virus sur
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I'induction d'un vieillissement prématuré du TA mais aussi un impact des protéines virales
libérées par les cellules infectées, et en particulier Tat et Nef, sur les adipocytes et les ASC qui
pourraient induire leur sénescence ce qui perturberait I'adipogenése et donc I'homéostasie du
TA (Gorwood et al., 2019). La sénescence induite par Nef est a relier a une réduction de la
fonction adipogénique des ASC et a une résistance a l'insuline ce qui suggere que la
sénescence du TA contribue aux complications cardio-métaboliques observées chez les

personnes infectées par le VIH (Beaupere et al., 2015; Gorwood et al.,, 2019).

Impact des traitements antirétroviraux sur le tissu adipeux

L'étude de I'impact des ARV sur la prévalence des lipodystrophies a montré un risque tres
variable selon les études considérées. Cette variabilité s'explique par I'age des patients, le délai
aprés mise sous TARV (la toxicité étant généralement observée aprés 2 ans) et le type de
molécules étudiées. Les IP et INTI ont été les premiéres classes associées aux lipodystrophies
et jouent un réle majeur dans leur développement, a noter cependant des variations intra-
classe dans l'intensité des toxicités (Bogner et al., 2001; Caron-Debarle et al., 2010, p.). Parmi
les mécanismes impliqués dans la toxicité des ARV, on retrouve non seulement un impact sur
I'adiposité mais aussi une dysfonction mitochondriale, la perturbation de la différenciation
adipocytaire, et une apoptose des adipocytes. Les IP sont associés a une augmentation de
I'adiposité et en particulier abdominale (Paton et al, 2015). Mais lI'impact des IP sur le TA
n'impacte pas seulement la répartition du TA. lIs diminuent la teneur en lipides des adipocytes
et augmentent la lipolyse du TA responsable d'une dyslipidémie (Lagathu et al., 2007). Les IP
diminuent également la différenciation adipocytaire, objectivée par une diminution de
I'expression de PPAR-y (Caron et al., 2003; Djedaini et al, 2009). Enfin I'impact est aussi
métabolique puisque les IP induisent une insulinorésistance a relier notamment a une
inhibition du réception GLUT4 et qui concourt in vitro a I'apoptose des adipocytes (Murata et
al., 2000). Les INTI sont classiquement associés a une lipoatrophie du TASC et |'évolution des
INTI, avec les INTI de deuxieme génération, a permis de réduire l'incidence des lipodystrophies
(Saint-Marc et al., 1999). Cette lipoatrophie se traduit au niveau histopathologique par une
toxicité mitochondriale spécifique au TA. Elle se traduit également par une augmentation de
I'apoptose des adipocytes que l'on peut relier a la stavudine en particulier, et qui s'est

améliorée avec I'abacavir (McComsey et al., 2005).
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Tissu adipeux, réservoir du VIH

L'impact direct de I'infection sur le TA a aussi été réévalué lorsque la notion de persistance du
virus dans le TA a été démontrée. Cette notion que le TA pourrait servir de réservoir pour le
VIH a été abordée pour la premiere fois par Dupin et al en 2002 (Dupin et al., 2002). Ce n’est
qu'en 2015 que le VIH et son équivalent simien le SIV ont été détectés dans le TA (Damouche
et al,, 2015; Couturier et al., 2015). Dans ces deux études, I'ADN et I'ARN du VIH ont été détectés
respectivement au sein de la SVF chez les patients infectés et contrdlés par TARV et dans les
LyT CD4 et les macrophages chez les patients infectés et controlés par TARV, et dans un modeéle
de macaque infecté par le SIV. Le virus présent dans le TA est un virus compétent pour la
réplication (Couturier et al., 2015; Damouche et al., 2015). Cependant, la réplication virale dans
le TA est moins efficace que celle décrite dans les tissus lymphoides. Enfin, I'infectiosité du virus
latent dans le TA est comparable a celle décrite dans les autres tissus (Couturier et al., 2015).
L'ensemble de ces observations a donc permis de conclure que le TA est un réservoir du VIH.

Le fait que le TA et en particulier les LyT CD4 soient un réservoir du VIH, que les LyT CD8 jouent
un role primordial dans le controle de l'infection d'une part et d'autre part, que ce tissu soit la
cible des effets déléteres du virus et des ARV interrogent sur le role des LyT CD8 du TA et leurs

altérations au cours de l'infection par le VIH.

D. Focus SARS-CoV-2

Les coronavirus humains ont été décrits pour la premiere fois dans les années 1960. Depuis,
d'autres coronavirus ont été découverts et parmi lesquels on retrouve le SARS et le MERS
responsables respectivement du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS) et du syndrome
respiratoire du Moyen-Orient (MERS). Le virus SARS-CoV-2 appartient au groupe des beta-
coronavirus tout comme le SARS-CoV, responsable d'une épidémie en 2002 et principalement
localisé en Asie, ou encore le MERS-CoV, responsable d'une épidémie en 2012 dans la
péninsule arabique (Su et al., 2016). Le virus SARS-CoV-2 a été mis en évidence dans la région
de Wuhan en Chine en décembre 2019 (Chen et al., 2020). Son incidence a ensuite rapidement
explosé, et s'est étendue a de nombreux pays. Responsable de la maladie « Coronavirus
Disease 2019 » (COVID-19), I'OMS a déclaré fin janvier 2020 ce nouveau coronavirus comme
une urgence de santé publique de portée internationale et le statut de pandémie en mars 2020.

Cette pandémie a provoqué une mobilisation inédite des chercheurs qui s'est traduite par une
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rapide progression des connaissances mais de nombreux points restent encore a clarifier en

raison de la complexité et la nouveauté de cette infection.

Cellules cibles et infection

Les cellules ciblées par le SARS-CoV-2 sont nombreuses et ne sont probablement pas encore
toutes identifiées. Elles sont déterminées par leur expression du récepteur ACE-2, qui permet
ensuite I'entrée du virus dans la cellule hote apres liaison de sa protéine membranaire : la
protéine Spike dite protéine S (W. Li et al,, 2003). En plus de I'attachement au récepteur ACE-
2, d'autres protéines ont également été identifiées comme importantes pour I'entrée du SARS-
CoV-2 dans la cellules, a savoir la furine, les protéines lysosomales et la protéine TMPRSSZ2,
protéines de clivage de la protéine S et qui permettent la fusion entre les membranes virale et
cellulaire (Hoffmann et al., 2020; Ou et al., 2020).

Une étude menée sur un prélevement autopsique de patient atteint d'une forme sévere de
COVID-19 a révélé la co-expression d'ACE-2 et de I'antigene viral dans les poumons, la trachée,
l'intestin gréle, les reins, le pancréas et le coeur suggérant fortement que le SARS-CoV-2
exploite en grande partie ACE-2 comme récepteur d’entree dans les cellules de I'organisme (J.
Liu et al., 2021). L'ACE-2 étant exprimé par les cellules endothéliales vasculaires de différents
tissus, les pneumocytes de type 2, les cellules cardiaques, intestinales, hépatiques, de
nombreux tissus sont la cible potentielle du virus. Mais I'ACE-2 est également exprimé dans le
TA avec une expression supérieure par comparaison au tissu pulmonaire et cela sans distinction
d'age ni de genre (M.-Y. Li et al,, 2020). Ces données, ainsi que la susceptibilité des sujets
obeses a l'infection, ont donc rapidement mené a penser que le TA pouvait étre une cible
potentielle directe ou indirecte du SARS-CoV-2.

En parallele des études sur les cellules ciblées par le virus, I'importance des réponses
adaptatives et en particulier des réponses T CD8 au cours de l'infection a SARS-CoV-2 a pu
étre démontrée. Les travaux de Grifoni et al ont pu mettre en évidence que plus de 70% des
patients convalescents présentaient des LyT CD8 spécifiques du virus (Grifoni et al.,, 2020). La
présence de ces LyT CD8 spécifiques circulants a ensuite été corrélée a la survenue d'infection
peu séveres (Rydyznski Moderbacher et al., 2020). Enfin, une étude réalisée dans un modele
simien d'infection a SARS-CoV-2, a pu mettre en évidence une clairance virale limitée dans les

voies respiratoires associée a un nombre de LyT CD8 tissulaire restreint, ce qui suggere
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I'importance des reponses T CD8 pour le controle de l'infection a SARS-CoV-2 (McMahan et

al, 2021).

Lien tissu adipeux et SARS-CoV-2 : effet indirect de l'infection

Parmi les mécanismes physiopathologiques qui pourraient expliquer la susceptibilité accrue
des sujets obeses a une plus grande sévérité de la COVID-19, on retrouve (i) des facteurs de
risque communs a toutes les infections respiratoires comme I'effet mécanique lié a
I'accumulation de TA, un effet délétere direct des comorbidités associées a I'obésité, et une
altération des réponses immunitaires locales et systémiques ; (ii) des facteurs plus spécifiques
a l'infection par le SARS-CoV-2 comme l'activation du SRAA, une hypercoagulabilité et enfin
des comorbidités communes entre I'obésité et les facteurs de risque de formes séveres de
COVID-19 (Figure 12) (Magdy Beshbishy et al., 2020; Pasquarelli-do-Nascimento et al., 2020).
Enfin, I'inflammation de bas grade associée a I'obésité contribue de facon importante aux
réponses immunitaires locales et systémiques. Ainsi, les taux de cytokines pro-inflammatoires
IL-6, TNF-a et MCP-1 produites en excés au cours de |'obésité pourraient ainsi concourir au
développement de I'orage cytokinique caractéristique des formes séveres de COVID-19 (Tang

et al., 2020).

Tissu adipeux, tissu cible du SARS-CoV-2

Enfin, I'expression de I'ACE-2 dans le TA interroge sur le fait que le TA pourrait étre la cible
directe du SARS-CoV-2 et pourrait contribuer a la physiopathologie de la COVID-19 en
perturbant directement les propriétés métaboliques et immunitaires du TA (Malavazos et al.,
2020; Ryan & Caplice, 2020). Bien que les données de la littérature soient rares, des publications
récentes démontrent I'infection du TA par le SARS-CoV-2. Ces études ont été menées dans un
modele simien in vitro mais aussi sur des préléevements autopsiques de patients décédés de la
COVID-19 (Basolo et al., 2022; Poma et al, 2021). L'expression de la protéine ACE-2
préférentiellement sur les adipocytes pointe clairement les adipocytes comme cible cruciale de
I'infection. Mais I'infection des macrophages a aussi été récemment décrite (Martinez-Colon et
al, 2021).

Cependant, ceci ne démontre pas la capacité du virus a cibler le TA dans un contexte non
sévere d'infection et/ou hors obésité, ni la capacité du TA a devenir réservoir du virus

puisqu’aucune étude n'a été réalisée a distance de l'infection. Cette démonstration de la
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présence du virus en tant que virus entier et apte a infecter de nouvelles cellules pourrait

participer a I'explication de la physiopathologie du « COVID long ».

4 ™
o ’,\ . \\,
Ly Tissuadipeux
':3/ 2 I Angiotensinogéne|

J4s, SARS-CoV-2 Rénine ¢ x
@ e f2) faces A 5

- “ | nglotensine |
8 Iy Y@ YYyy . 3
: - b ¥
S —— t Angiotensine Il § :
o Co—m— o 2
8 R
E ACEZ —l x § 2
o SR =
L] i Anglotensin -7 >
a Réplication virale S %
Poumons =
A Adipokines S
- Altération des échanges A Facteurs de Ia coagulation §'
gazeux A Cytokines pro-inflammatoires -
- Diminution des capacités N Fibrinolyse E
pulmonaires D e
o
g

2 Risque d’infection

Figure 12 : Facteurs associés a la survenue d’'une infection sévere a SARS-CoV-2 chez les
patients obéses

L'augmentation de la morbi-mortalité des patients obeses et en surpoids atteints de COVID-19 est liée a plusieurs
mécanismes : 1/ une augmentation de I'expression d’ACE-2, 2/ une altération mécanique du fait de I'accumulation
de tissu adipeux, 3/ une hyperactivation du systéme rénine angiotensine aldostérone (SRAA), 4/ une

hypercoagulabilité, 5/ une altération des réponses immunitaires. Adapté de Magdy Beshbishy et al, 2020.

E. Activité anti-infectieuse du tissu adipeux

Le TA est un organe a fonctions essentiellement métaboliques et dont le controle est
étroitement lié au systeme immunitaire. Ce réseau de cellules immunitaires réagit
constamment aux signaux de I'environnement adipeux afin de réguler le métabolisme du tissu.
Cependant, la participation de la composante immunitaire du TA dans I'homéostasie et

I'orchestration des réponses immunitaires anti-infectieuses restent mal comprises.
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L'implication du TA dans I'immunité anti-infectieuse est décrite chez les organismes invertébrés
ou I'adiposité (majoritairement regroupée dans I'hémoceéle) est un site de médiation important
de la réponse a l'infection via la production de peptides antimicrobiens tels que la drosomycine
(Choi & Hyun, 2012). L'idée d'une implication du TA dans ces fonctions a des lors rapidement
émergé pour les organismes vertébrés. Le TA est source de cytokines impliquées dans
I'induction et/ou la coordination des défenses de I'h6te (Ouchi et al., 2011) mais le TA est aussi
doué de fonctions immunitaires que l'on peut attribuer aux cellules immunitaires qui le
composent mais aussi aux cellules adipocytaires. De ce fait, le TA dont la fonction principale
reste métabolique assure une médiation immunitaire par une immunosurveillance contre les
agents pathogenes et joue un réle important dans la défense immunitaire, la cicatrisation et
I'inflammation. Mais le role anti-infectieux des cellules de I'immunité du TA, et notamment des

LyT CD8 est en train de se révéler.

1. Adipocytes

Pour rappel, les adipocytes sont des contributeurs importants du systeme immunitaire. Cette
contribution est non seulement liée a la production et la sécrétion d'adipokines mais aussi a sa
capacité a recruter et activer des cellules immunitaires. L'implication directe des adipocytes
dans la réponse anti-infectieuse a été amenée par les travaux de Zhang et al. Dans un modele
murin d'infection aigué a Staphylococcus aureus, les adipocytes matures du TASC produisent
des peptides antimicrobiens (dont la cathélicidine) qui favorisent I'élimination du pathogene
(L. Zhang et al., 2015). Cependant, cette réponse locale des adipocytes semble diminuer a

mesure de leur maturation.

2. Cellules immunitaires

Mais un role anti-infectieux majeur de la composante immunitaire a également été démontré.
Les premiers travaux suggérant une intervention du TA dans une immunité de proximité ont
révélé la présence de LyT mémoires qui peuvent rapidement se développer en réponse a des
signaux inflammatoires locaux (Masopust et al., 2001). Et les travaux de Han et al en 2017 sont
venus confirmer cette hypothese dans un modele murin d’infection a Yersinia

pseudotuberculosis. Ces travaux montrent qu'apres une infection, une accumulation de LyT
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mémoires spécifiques de I'agent pathogene s'opere dans le TA. Parmi ces LyT mémoires, un
certain nombre sont qualifiés de résidents dans le tissu, présentent un profil métabolique
distinct et sont capables de protéger lors qu’une exposition ultérieure au méme antigene. Cette
capacité de réponse anti-infectieuse spécifique au TA a été démontrée avec une greffe de TA,
issu de souris préalablement infectées, a des souris receveuses soumises a une infection |étale
induite aprés exposition a ce méme pathogene (S.-J. Han et al,, 2017). La protection induite
par cette greffe de TA est portée par les LyT CD8 mémoires résidents du TA. Pour la premiéere
fois, le TA est présenté comme un acteur de I'immunité adaptative. Plus tard, les travaux de
Beura et al sont venus rediscuter de cette notion de résidence des LyT mémoires. En effet,
l'immunosurveillance tissulaire repose essentiellement sur la caractérisation des cellules T
meémoires résidentes (Trm) qui sont présentées comme des cellules résidentes, non circulantes
et qui expriment CD69. Les travaux de Beura et al mettent en évidence une capacité de
remobilisation de ces cellules résidentes, capacité qui vient remettre en question la notion de
résidence et/ou la définition de la résidence par l'expression de CD69. Les LyT Trm
présenteraient non seulement un profil métabolique unique mais aussi des fonctionnalités
distinctes dont la capacité a étre remobilisés vers les organes lymphoides en cas de réponse
antigénique secondaire (Beura et al., 2018; Valle-Casuso et al.,, 2019).

Par sa position stratégique a proximité des structures lymphoides secondaires et a I'interface
entre tissus périphériques et sites d'activation immunitaire, le TA, site d’accumulation de LyT
contribuerait non seulement a I'immunosurveillance in situ et plus largement aux réponses
systémiques.

Enfin, I'induction d'une réponse mémoire au sein du TA va non seulement contribuer a la
réponse immunitaire mais va aussi modifier le fonctionnement du TA. En effet, un remodelage
de la physiologie du TA et une réorganisation des fonctions s'operent au décours d'une
infection du tissu, en faveur de l'induction de réponses anti-infectieuses et au détriment du
métabolisme lipidique (S.-J. Han et al., 2017).

Ces données renforcent la contribution du TA dans les réponses immunitaires et semblent lui
attribuer un réle immunitaire majeur. Le TA serait non seulement un acteur de cette réponse

mais pourrait aussi contribuer a la protection des réponses immunitaires.

71



Introduction

lll. Cellules immunitaires du tissu adipeux

Le TA inclut une composante immunitaire importante. En dehors de tout contexte
pathologique, le TA est principalement décrit comme un site anti-inflammatoire, du fait de la
forte proportion de cellules a phénotype immunosuppresseur telles que les macrophages de
type M2 ou encore les LyT CD4 régulateurs chez la souris. Les études sur I'obésité ont révélé
une forte proportion de macrophages de type M1 et LyT CD8 associés a un profil de sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires. Plus récemment, des données de la littérature suggerent que
les LyT CD8 du TA pourraient aussi jouer un role anti-infectieux majeur. Le TA contribuerait
ainsi a I'immunosurveillance et a la défense de I'organisme contre de multiples pathogenes.
Les LyT CD8 dans le sang circulant, les organes lymphoides secondaires ou les tissus présentent
des profils phénotypiques et fonctionnels distincts. Les échanges entre chacune de ces
localisations, les capacités de migration des LyT CD8 pourraient également contribuer a

I'efficacité globale des réponses T CD8.

A. Caractérisation des sous-populations lymphocytaires T CD8

1. Génération de la mémoire

La primo-infection virale est une période critique au cours de laquelle le virus réplique, diffuse
dans I'organisme et ou l'infectiosité est majeure. Avec une présentation clinique polymorphe,
la primo-infection est le point d’ancrage de I'apparition de la pathologie et la mise en place
d'une réponse immunitaire. En effet, dans les jours qui suivent la contamination, les LyT CD8
naifs sont activés et entrent en phase d'expansion clonale. lls se différencient alors en LyT dit
effecteurs capables de reconnaitre et de lyser les cellules infectées par la sécrétion d'un jeu de
protéines cytotoxiques telles que la perforine et le granzyme B. Ces LyT effecteurs, doués de
propriétés de cytotoxicité immédiate, pourront donc rapidement lutter contre I'infection en
participant au contréle de la réplication virale et a la clairance du virus. Cependant, la réponse
effectrice n'est que temporaire: au terme de la réponse primaire, les cellules effectrices
subissent une phase de contraction, phase au cours de laquelle on observe I'apoptose de la
majorité des LyT CD8. Toutefois, une faible proportion de LyT CD8 activés (5 a 10 %) va survivre,

et ils constitueront la mémoire immunitaire. Ainsi, toute exposition ultérieure au méme
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pathogene déclenchera une réponse secondaire massive et rapide et permettra une
éradication virale plus rapide que pour la primo-infection.

La mise en place et le maintien de cette mémoire immunitaire reposent sur des mécanismes
de régulation trés fins qui vont assurer leur efficacité protectrice. Plusieurs déterminants
caractérisent la fonctionnalité d'une réponse T CD8 mémoire : leur potentiel a générer des
réponses effectrices, leur capacité de sécrétion et de prolifération, mais leur profil de migration/
localisation dans |'organisme en font également partie. Une étude réalisé dans différents
modeles d'infections chroniques montrent méme que la mémoire pourrait varier selon le type
d'infection chronique (Appay et al., 2002). Les profils de différenciation des LyT dans les tissus
sont probablement modulés par I'environnement cellulaire et les facteurs environnementaux

tissulaires dans lesquels se situent les LyT CD8 mémoires.

2. Diversité de la mémoire

Les LyT mémaoires circulants sont un groupe de cellules hétérogenes qui contribuent a la
diversité et a I'adaptabilité nécessaires pour assurer efficacement I'immunosurveillance de
I'hOte. Leur fonctionnalité est adaptée a leur localisation et la distribution des sous-populations
est directement dépendante du microenvironnement. La mise en place d'une réeponse
effectrice, anti-inflammatoire ou dirigée contre un antigéne, se traduit par une migration vers
les organes lymphoides secondaires et les tissus enflammés (Mackay et al., 2013). La mémoire
circulante a initialement été caractérisée comme une mémoire dite effectrice (Tem) » ou
centrale (Tcwm) sur la base de I'expression de marqueurs de migration vers les ganglions
lymphatiques, CCR7, CD62L (Sallusto et al., 1999). Cette dichotomie de la mémoire propose
que les Tem circulent entre le compartiment sanguin et les tissus non lymphoides et soient
dédiés a une réponse effectrice rapide, et que les Tcm recirculant entre sang et organes
lymphoides soient dédiés aux réponses localisées dans les tissus lymphoides ou ils
interviendraient en soutien des Tem et de facon secondaire dans la réponse effectrice apres une
phase de prolifération rapide. Cependant, il est maintenant clairement admis que
I'immunosurveillance n’est pas seulement médiée par les Tcw et Tem, et qu'il existe d'autres
sous-populations mémoires circulantes telles que les Trm ou encore les Tscwm (cellules souches

T mémoires) (Gattinoni et al., 2011; Gebhardt et al.,, 2009; Masopust et al, 2010). Du fait de

73



Introduction

I'emergence de ces populations mémoires résidentes, définir les mécanismes régulant la

localisation et la migration des LyT et leur impact sur la fonctionnalité des LyT CD8 est essentiel.

3. Caractérisation phénotypique des lymphocytes T CD8

systémiques

a. CCR7, CD62L : distinction Tcm et Tem
Les travaux de Lanzavecchia et al ont introduit la notion de mémoire systémique en 1999
(Sallusto et al., 1999). Cette mémoire systémique est définie comme la présence de cellules
mémoires dans différentes localisations de I'organisme a la suite d'une infection. Au sein des
LyT CD8 circulants, les LyT CD8 mémoires se distinguent des LyT CD8 effecteurs par leurs fortes
capacités prolifératives et leurs faibles capacités effectrices. Mais les cellules mémoires se
caractérisent également par leur propension migratoire déterminée par |'expression de deux
marqueurs que sont CCR7 et CD62L. CCR7 est un récepteur aux chimiokines dont la
signalisation apres interaction avec son ligand CCL19 favorise la migration vers les ganglions
lymphatiques. CD62L est une glycoprotéine exprimée en surface des lymphocytes et dont la
fonction principale est d'assurer leur adhésion a I'endothélium des ganglions lymphatiques et

favoriser leur migration vers ces organes lymphoides secondaires.

b. Caractéristiques phénotypiques de la mémoire
En s’appuyant sur ces deux marqueurs mais également sur |'expression de CD45RA, exprimé
sur les lymphocytes et en particulier les LyT naifs, deux sous-populations mémoires circulantes
se distinguent : CD45RA"CCR7*CD62L* et CD45RA"CCR7°CD62L"°" leur conférant ainsi des
profils migratoires distincts. Deux sous-populations mémoires de LyT CD8 sont ainsi révélées :
les Tcm et les Tem. Les Tem expriment les marqueurs CCR7 et CD62L, sont essentiellement
présents dans les organes lymphoides secondaires, sont dénués de propriétés effectrices mais
possedent une forte capacité d'auto-renouvellement. Les Tem n'expriment pas CCR7 en surface,
sont essentiellement circulants ou présents dans les tissus périphériques et sont dotés de

fonctions effectrices immédiates (Masopust et al., 2001).
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¢. Plusieurs modeles de difféerenciation de la mémoire Tcm/Tem

L'intérét de cette distinction Tcm/Tem a fait I'objet de plusieurs études dont certaines s'accordent
a dire que les Tem interviendraient dans la mémoire précoce du fait de leur localisation diffuse
alors que les Tcm seraient impliqués dans la mémoire tardive. Toutefois, la mise en place de la
mémoire et le modele de différenciation entre ces sous-populations mémoires ne fait pas
consensus. Un premier modele propose une relation de différenciation linéaire (Tnair ->
effecteur -> Tem -> Tcm) ou la mémoire se met en place apres la contraction des cellules
effectrices et ou les Tcm sont le stade de différenciation mémoire ultime (Opferman et al., 1999;
Wherry et al., 2003). Un deuxieme modéle, un modeéle de différenciation divergente, propose
que I'équilibre entre les cellules effectrices et les cellules mémoires soit régulé par I'intensité
de la stimulation antigénique. La différenciation en cellules effectrices serait directement liée a
I'augmentation du stimulus antigénique. A l'inverse, la mise en place de la mémoire n'apparait
gu’en conditions de charge antigénique limitée (Ahmed & Gray, 1996). Enfin un troisieme
modele est aussi retrouvé, celui d’'une différenciation linéaire inverse dans laquelle les cellules
effectrices proviennent de la différenciation de cellules mémoires et en particulier des cellules
mémoires centrales (Champagne et al.,, 2001; Sallusto et al., 1999).

Quel que soit le modeéle invoqué, la mise en place de la mémoire et la différenciation des sous-
populations mémoires est non seulement dépendante de la pression inflammatoire du milieu
mais aussi de la localisation de la réponse lymphocytaire. Ainsi, une stimulation antigénique
forte associée a un environnement pro-inflammatoire impacte négativement la différenciation
lymphocytaire en cellules mémoires ce qui renforce la nécessité de I'éradication compléte d'un
pathogene pour établir une mémoire optimale (Stelekati et al., 2014). Enfin, dans la distinction
Tem/Tem, Une considération importante a prendre en compte est la localisation de la réponse
puisqu'une mémoire protectrice serait médiée par les Tem qui migrent vers les tissus
périphériques enflammés tandis que la mémoire réactive des organes lymphoides secondaires

serait médiée par les Tem (Sallusto et al., 2004).

d. Déterminants de lefficacité de la mémoire
La véritable discrimination fonctionnelle entre les Tcm et les Tem ne tient pas tant dans les
fonctions effectrices (activité cytolytique), ou dans la capacité de production d'IFN-y ou de
TNF-o, mais s'établit surtout sur la capacité a produire de I'lL-2 (Wherry et al., 2003). De maniére

plus générale, c'est la polyfonctionnalité de chaque sous-population mémoire qui permet un
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contréle optimal de la réeplication virale. En effet, il existe une gradation dans la nature de
I'activité cytolytique d'un LyT CD8 selon le nombre de cytokines sécrétées (IFN-y, TNF-q, IL-2)
(Lelic et al., 2012). Face a un second challenge antigénique, cette propriété des Tcm a produire
de I'lL-2 en plus grande quantité que les Tewm, leur permet un engagement massif et rapide dans
une voie de différenciation a l'origine de la formation de cellules effectrices. Les Tcm sont a
I'origine d'un meilleur contréle de l'infection, permettent un controle plus efficace de la
réplication virale de maniere localisée mais également de la virémie de I'organisme entier. En
paralléle, la part des Tem dans le controle d'une infection virale n’est pas a mettre de coté. Fort
de leurs capacités effectrices, les Tem sont aussi de véritables médiateurs de la protection de
tissus non lymphoides, a la différence des Tcm dont l'action est limitée aux ganglions
lymphatiques (Bachmann et al., 2005). Il est probable que la qualité de la réponse mémoire
repose sur la présence combinée de fractions Tcm et Tem. Une fois encore, la polyfonctionnalité
qui nait de cette diversité est sans doute un atout pour assurer une défense efficace contre les

pathogenes.

4. Caractérisation phénotypique des lymphocytes T CD8

tissulaires : CD69

L'immunosurveillance a longtemps été décrite uniquement pour les organes lymphoides
secondaires, médiée par les cellules T mémoires et en particulier par les Tcw. Des études
récentes sont venues compléter cette immunosurveillance aux tissus non lymphoides en

décrivant les Trwm.

a. Lymphocytes T mémoires résidents
Les Trm sont une sous-population de LyT mémoires, qui résident dans les tissus périphériques
non lymphoides comme les épithéliums cutanés, intestinaux ou encore les poumons (Gebhardt
et al,, 2009; Masopust et al,, 2010; Piet et al., 2011). Par leur position stratégique, au niveau de
sites privilégiés d'infections, les Trm conferent une immunité protectrice in situ rapide et efficace
permettant d'exercer un controle efficace de la réplication du pathogéne et d'établir une
protection anti-infectieuse robuste (Gebhardt et al., 2009). Les Trm sont probablement dérivés
du méme précurseur naif que la mémoire circulante (Gaide et al., 2015). Cependant, leur profil

d'expression génique unique montre qu'ils sont une lignée indépendante (Mackay et al., 2013).
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L'identification des Trm repose principalement sur deux grandes caractéristiques: 1/ une
absence d'expression de molécules de sortie du tissu et de migration vers les ganglions
lymphatiques (tels que CCR7, CD62L), 2/ une expression de molécules de résidence : CD69,
CD103 ou encore CD49a, récepteur de liaison au collagene (Cheuk et al., 2017; Mackay et al.,
2015; Masopust et al., 2006). Dans le modele murin, d'autres marqueurs sont décrits et seraient
essentiels a I'acquisition de la résidence tissulaire (Blimp1, Hobit) (Mackay et al., 2016). Le
marqueur le plus étudié dans la caractérisation des Tru est le CD69. La plupart des Trwm
expriment CD69 de maniere constitutive mais le réle de CD69 dans la détermination de la
résidence tissulaire reste incertain. En effet, une expression transitoire de CD69 est aussi décrite
selon le tissu étudié et peut étre suffisante pour la génération de Trm (Steinert et al.,, 2015), Par
ailleurs, une recirculation des Trm exprimant CD69 a été démontrée (Beura et al., 2018; Park et
al., 2016). La caractérisation phénotypique des Tru varie selon les études et semble dépendre
non seulement de signaux spécifiques au pathogéne mais aussi du tissu étudié.

La présence de Tru a été identifiée au sein de réservoirs viraux dans plusieurs modeles
d'infection persistante telles que le CMV ou encore le VIH (Buggert et al., 2018; Kiniry et al.,
2018; C. J. Smith et al., 2015). Le nombre de Tru détectés in situ est inversement corrélée avec
la charge virale plasmatique ce qui renforce I'intérét pour les Trm. A contrario, une charge virale
élevée semble entraver la génération de novo de Trm (Kiniry et al., 2018). Ceci suggéere qu'une
diminution significative de la charge virale plasmatique doit se produire en primo-infection
afin de permettre la mise en place de Trum efficaces. Les mécanismes mis en jeu par les Trv pour
le contrdle de la réplication virale sont multiples. Dans les modeles murins, face a une
réinfection virale, les Trv ONnt la capacité de produire de grandes quantités d'IFN-y, interféron
essentiel au contrdle de l'infection et a la survie des animaux (McMaster et al., 2015). Chez
I'Homme, la réactivation des Trm conduit aussi a la production d'IFN-y, mais conduit également
a la dégranulation des granules cytolytiques (granzyme B et perforine) (Cheuk et al., 2017;
Jozwik et al., 2015). Quel que soit le modele d'étude, la polyfonctionnalité des Trm contribue a
leur conférer un role clé dans I'éradication in situ d'un pathogene infectant un tissu

périphérique non lymphoide.

b. Particularités des LyT du TA
La caractérisation phénotypique des Trm présents dans le TA est sensiblement identique a celle

des autres sites, avec une expression de marqueurs de surface tel que CD69, généralement
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considérés comme marqueur de résidence. Toutefois, le TA présente certaines caractéristiques
tres spécifiques ce qui conféere aux LyT in situ un profil phénotypique et métabolique distinct
du fait du contexte métabolique local. Nous nous concentrerons ici sur deux caractéristiques

phénotypiques des LyT du TA.

e (D69, de I'activation a la résidence
Le CD69 est protéine transmembranaire appartenant a la famille des lectines de type C. L'étude
de CD69 dans le compartiment circulant a tout d'abord associé ce marqueur au phénomene
d'activation lymphocytaire puisqu'il est précocement induit lors de I'activation tres précoce des
LyT (Ziegler et al., 1994). Mais, quand il vise a caractériser des LyT tissulaires, il est également
intéressant de noter que CD69 est un antagoniste du récepteur de la sphingosine-1-phosphate,
S1P (S1PR1), récepteur en charge de la rétention des LyT dans les organes lymphoides
secondaires. De ce fait, I'expression de CD69 favorise la rétention au sein des tissus
périphériques, et dans ce cas I'expression de CD69 est constitutive (Sathaliyawala et al., 2013).
CD69 est fortement exprimé par les LyT du TA qui affichent des proportions de cellules
exprimant CD69 supérieures par rapport a celles du sang y compris dans des modeles
d'infection chronique au VIH/SIV (Couturier et al., 2015; Damouche et al., 2017). L'expression
de CD69 sur les cellules T mémoires du TA est classiquement associée a une double-lecture :
notion d'activation et/ou de résidence. La vision d'une résidence liée a I'expression de CD69
est désormais plus contrastée. Alors que CD69 est exprimé sur la plupart des Trm, I'absence
d'expression de CD69 sur les Truw n'est pas corrélée a une diminution de l'infiltration T CD8.
Exprimer CD69 n'est donc pas une exigence absolue mais un facteur facilitant la résidence au
méme titre que I'expression de CD103 (Mackay et al, 2013). A I'heure actuelle, il existe peu
d'études sur I'impact de I'expression de CD69 sur la fonctionnalité des LyT CD4 et T CD8, ni
méme sur I'impact métabolique ou encore sur la dynamique des LyT in situ, bien que CD69 soit

aussi présenté comme un régulateur métabolique (Cibrian & Sanchez-Madrid, 2017).

e PD1, de I'activation a I'épuisement lymphocytaire et marqueur du réservoir viral
Le PD-1 est une protéine membranaire de la superfamille des immunoglobulines. L'expression
de PD-1 sur les LyT est induite par la stimulation du TCR et certaines cytokines telles que I'lL-
2, les IFN de type | (Terawaki et al., 2011). L'expression de PD-1 est spécifiquement régulée a
la hausse et de fagon transitoire au cours de l'activation lymphocytaire ou au cours d'une
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infection résolutive. Dans le contexte d'une infection persistante, I'expression de PD-1 est
maintenue, associée a une charge antigénique élevée et prolongée, et est responsable d'un
phénomeéne d'épuisement lymphocytaire (Barber et al., 2006; Blackburn et al., 2009). Cet
épuisement des LyT CD8 conduit a des fonctions effectrices réduites, y compris une capacité
altérée a produire des cytokines pro-inflammatoires telles que I'IFN-y et le TNF-a (Shin &
Wherry, 2007). Au sein des tissus, une expression de PD-1 sur les LyT est également retrouvée
avec une expression sur les Trm dans plusieurs tissus comme le foie, les poumons et le TA
(Hombrink et al., 2016; Pallett et al., 2017; Damouche et al., 2017). Cette expression de PD-1
sur les Try est directement corrélée a une diminution des fonctions T CD8 (Kao et al,, 2011).
Plusieurs études menées sur le TA et réalisées dans le contexte d'infections virales chroniques
ont montré une expression élevée de PD-1 sur les LyT infiltrant le TA. Cette expression tissulaire
de PD-1 est supérieure aux niveaux exprimés dans le compartiment sanguin, suggérant que les
LyT du TA seraient potentiellement plus susceptibles a I'activation des voies d'épuisement du
fait de leur localisation dans un environnement adipeux. Dans le contexte de I'infection par le
VIH, une expression élevée de PD-1 est particulierement intéressante a relever du fait des
altérations immunitaires persistantes mais aussi en tant que marqueur des cellules réservoirs

infectées par le VIH (Fromentin et al,, 2016).

B. Importance de la migration dans la définition de la mémoire

L'importance de la migration lymphocytaire a fait I'objet de nombreuses études récentes en
lien avec la notion de chronicité (Gerlach et al., 2016; Surmi & Hasty, 2010). En effet, le modele
de Lanzavecchia et al est construit sur un modele d'infection aigué, avec élimination du
pathogene. Dans les contextes de persistance virale notamment, il semble nécessaire de
réévaluer la définition des réponses T CD8 en intégrant les notions de chronicité. De maniere
intéressante, les profils de différenciation proposés pour caractériser les réponses LyT dans les
contextes d'infection chronique reposent largement sur I'utilisation de marqueurs associés a la
migration des LyT. Parmi les récepteurs aux chimiokines étudiés on retrouve CXCR3, CXCR5 et
CX3CR1 (Bottcher et al,, 2015; Chu et al., 2016; Gerlach et al., 2016; He et al., 2016). Dans les
modeles murins, ces récepteurs définissent une sous-population de LyT CD8 mémoires
spécifiques et dont la présence est directement a relier a la présence de I'antigéne de facon

chronique. Ces sous-populations mémoires sont présentées comme cruciales pour le controle
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de l'infection puisqu’elles maintiennent une réponse effectrice robuste. Ces études viennent
donc montrer une relation directe entre la migration lymphocytaire et un controle viral efficace.
Définir les cellules mémoires T CD8 par des récepteurs aux chimiokines semble étre
particulierement pertinent dans le contexte de l'infection par le VIH. En effet, I'infection
chronique par le VIH est associée a une persistance virale dans les réservoirs tissulaires,
lymphoides et non lymphoides. D'autre part, I'expression de ces récepteurs, et en particulier
de CX3CRT1, et/ou de leurs ligands est modifiée dans le contexte de l'infection par le VIH
(Combadiere et al,, 2003; Mudd et al., 2016). L'expression de CXCR3 participe au phénomene
de migration vers les sites lymphoides et inflammatoires comme la muqueuse intestinale
(Loiseau et al, 2019). Un autre point important concerne un des ligands de CXCR3, CXCL10
également connu sous le nom d'IP10, dont I'expression est modulée au cours de I'infection par
le VIH, et dont les taux plasmatiques sont inversement corrélés a la progression de la maladie
(Noel et al., 2014; Yin et al, 2019). L'expression de CXCR5 permet aux LyT d'atteindre les
follicules des LyB, dont le processus est surtout détaillé pour les LyT CD4. Bien que la plupart
des LyT CD8 n'atteignent pas ces follicules, une fraction de LyT CD8 CXCR5+ joue un réle crucial
dans le contréle de la réplication virale et est associée a une réplication virale limitée dans le
contexte de l'infection par le VIH (He et al., 2016, p. 5; Leong et al., 2016; Perdomo-Celis et al.,
2018).

a. CXCR3
CXCR3, récepteur des chimiokines inflammatoires CXCL9 (Mig), CXCL10 (IP10) et CXCL11
(ITAC), est préférentiellement exprimé sur les LyT CD8 activés et les lymphocytes Th1 (Loetscher
et al., 1996; Luster et al., 1985). L'expression de CXCL10, de CXCL9 et CXCL11 est notamment
induite par I'IFN-y (Griffith et al., 2014). De ce fait, CXCR3 favorise la migration des LyT vers les
tissus lymphoides et les tissus non lymphoides inflammés (Xie et al, 2003). CXCR3 serait
également impliqué dans la différenciation lymphocytaire puisque dans un modele de souris
knock-out pour le récepteur ou le ligand, les LyT CD8 ont présenté des capacités prolifératives
et cytotoxiques réduites (Dufour et al., 2002). Les travaux de Mackay et al ont montré que la
signalisation des récepteurs de chimiokines était nécessaire pour la migration des LyT CD8
effecteurs dans I'épiderme dans un modéle murin d'infection cutanée par le HSV (Mackay et
al, 2013). Mais CXCR3 régule également le développement des LyT CD8 mémoires. Il en

devient méme parfois proposé comme marqueur fiable des réponses T mémoires car les
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réponses secondaires sont largement limitées aux cellules CXCR3+ et le niveau d'expression
de CXCR3 directement associé aux capacités fonctionnelles des LyT CD8 mémoires (Hikono et
al., 2007). C'est dans le contexte que les travaux de Chu et al, dans un modele murin d'infection
persistante a Toxoplasma gondi, ont proposé une relecture de caractérisation phénotypique
des réponses T CD8 sur |'expression uniquement de CXCR3 (Chu et al., 2016). lls distinguent
trois sous-populations de LyT CD8 dites mémoires, intermédiaires et effectrices. Cette étude
vient apporter une proposition de dynamique de différenciation cellulaire en cas de réponse
secondaire. Les cellules mémoires intermédiaires sont présentées comme cruciales pour le
contrble de la réplication virale puisqu’elles permettent une production rapide de cellules
effectrices tout en maintenant un sous-ensemble mémoire stable. Le réle de la signalisation
CXCR3 est donc essentiel au développement des réponses T CD8 et la différenciation

necessaire a I'équilibre entre cellules mémoires et effectrices.

b. CX3CRI

CX3CR1, récepteur de la chimiokine CX3CL1 ou fractalkine, est exprimé sur les LyT CD4 et T
CD8 ainsi que les cellules NK et la lignée monocytaire (Combadiere et al., 1998; Imai et al.,
1997). L'expression de CX3CL1 sur les cellules endothéliales est régulée par deux cytokines pro-
inflammatoires : I'lFN-y et le TNF-a (Fraticelli et al., 2001). La signalisation CX3CL1/CX3CR1
participe ainsi a la migration des LyT vers les tissus inflammatoires.

Mais plus récemment, CX3CR1 a également été reconnu comme marqueur de différenciation
lymphocytaire puisque les LyT CD8 qui expriment ce marqueur presentent des capacités
cytotoxiques importantes et ces cellules participent au controle d'une infection virale (Bottcher
et al.,, 2015; Gerlach et al,, 2016). Mais les travaux de Gerlach et Bottcher ont également permis
de caractériser une sous-population de LyT CD8 mémoires avec une fonction effectrice
cytotoxique directe générée en réponse a des infections virales ou bactériennes. Enfin, la
signalisation CX3CL1/CX3CR1 est susceptible de jouer un role important dans l'infiltration
préférentielle des LyT CD8 dans le TA en conditions d'obésité, puisque la production de CX3CL1
est augmentée dans le TA de patients obeses. Un processus équivalent pourrait étre envisager
dans un contexte d'infection chronique avec signaux inflammatoires in situ.

Ces nouvelles caractérisations basées sur de nouveaux récepteurs aux chimiokines, et intégrant
la composant inflammatoire ainsi qu’'une compartimentation plus large des réponses T CD8

peut étre importante. Ainsi, la caractérisation des LyT CD8 classiquement définies sur le
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potentiel cytotoxique, prolifératif et sécrétoire semble devoir intégrer leur potentiel migratoire.
Ces données renforcent I'idée que I'immunosurveillance serait médiée non seulement par des
cellules circulantes et des cellules résidentes, mais implique également un recrutement
lymphocytaire dynamique aux sites d'inflammation ou de persistance virale de facon

chronique.
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IV. Hypotheses et objectifs

Dans le contexte de l'infection chronique par le VIH, les traitements ARV ne permettent pas
I'élimination totale du virus puisque malgré un traitement ARV bien conduit, le virus persiste
au sein de réservoirs tissulaires parmi lesquels on retrouve le TA. Or, la problématique de la
persistance virale reste cruciale car elle contribue au maintien d'une inflammation chronique
résiduelle et a la perte d'efficacité des réponses immunitaires. Malgré tout, le systeme
immunitaire n'est pas totalement inopérant puisque des réponses T CD8 spécifiques se mettent
en place et permettent un controle de l'infection dans le compartiment sanguin. Et parfois
méme les réponses T CD8 peuvent assurer le controle de l'infection, et cela sans traitement
ARV, C'est le cas des patients « HIV Controllers ».
Dans le contexte de la persistance virale tissulaire, nous pensons :
- aune moindre efficacité des réponses T CD8 du fait de leur localisation tissulaire, et en
particulier au sein du TA ;
- et a une efficacité des réponses T CD8 qui reposerait sur une dualité fonctionnelle
incluant capacités de migration jusqu’aux tissus et efficacité des réponses in situ, aux

sites de persistance virale.

Ce travail de recherche comprend une double approche :

(i) une approche systémique
Nous avons tout d’'abord souhaité caractériser les LyT CD8 circulants en intégrant la notion de
persistance virale, ce qui sur la base de la littérature donnait plus d'importance a leur potentiel
de migration. Pour cela nous avons étudié l'expression de différents récepteurs aux
chimiokines, CXCR3, CXCR5 et CX3CR1. Ce travail a été mené dans le contexte de l'infection
chronique par le VIH, dans différents modéles de contrdle de la réplication virale, qu'il soit

obtenu par ARV ou de fagon spontanée chez les patients HIV Controllers.

(i) une approche tissulaire : le TA
Nous avons ensuite souhaité caractériser les LyT CD8 du TA. De nouvelles données suggérent
un réle anti-infectieux des LyT du TA, confortant l'intérét d'évaluer les réponses LyT CD8 du TA.

Pour cela, nous avons pu réaliser une caractérisation de ces réponses dans deux contextes
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infectieux différents : le contexte de l'infection chronique par le VIH/SIV et le contexte de

I'infection aigué par le SARS-CoV-2.

Contexte de l'infection chronique par le VIH/SIV

Le TA est non seulement la cible conjointe du VIH et des traitements ARV mais il est aujourd’hui
également reconnu comme un site réservoir viral du VIH. Ce deuxiéme axe a été mené a la fois
dans un modele macaque et humain. Nous faisons I'hypothése que, dans le contexte d'une
infection chronique, les réponses T CD8 du TA seraient moins efficaces du fait de leur
localisation dans ce tissu. Dans ce travail, nous avons évalué I'impact de l'infection et du
traitement ARV sur les caractéristiques phénotypiques, fonctionnelles et métaboliques des LyT

CD8 du TA.

Contexte de ['infection résolutive par le SARS-CoV-2

Compte tenu de la susceptibilité accrue a l'infection SARS-COV-2 et aux formes séveres de
COVID-19 chez les patients obeses, nous avons pu ouvrir notre thématique de recherche au
SARS-CoV-2, et ainsi caractériser les réponses T CD8 du TA au cours de cette infection aigué

et résolutive.
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L'originalite de ce travail de these est enrichie par la diversité des modeles étudiés. Ceci
permet d'ajouter a la caractérisation des modeles, une possible comparaison des différents
contextes infectieux. J'aborderai dans un premier temps les différents matériels biologiques

utilisés au cours de |'étude et puis je développerai les méthodes.

I. Matériels biologiques

Plusieurs compartiments ont été étudiés dans les différents travaux menés. Le premier travail
visait a étudier |'expression des récepteurs aux chimiokines sur les LyT CD8 circulants au cours
de l'infection chronique par le VIH et a donc été réalisé sur des prélevements sanguins de
PVVIH et leur controle non infecté. Nous nous sommes ensuite focalisés sur la caractérisation
des LyT CD8 du TA. Pour cela, nous avons pu accéder a des prélevements de TA simiens dans
les contextes d'infection au SIV mais aussi d'infection a SARS-CoV-2, et des prélevements
humains de PVVIH et de patients non infectés. Si nous avons eu la possibilité d'étendre nos
travaux a des prélevements humains dans le contexte de l'infection par le VIH, cela n'a
malheureusement pas été possible dans le contexte de linfection par le SARS-CoV-2.
L'obtention de ces prélevements est un préalable a nos études et voici quelques informations

complémentaires les concernant.

A. Prélevements sanguins chez 'Homme

1. Patients infectés de facon chronique par le VIH

Le travail a été réalisé sur 2 cohortes de PVVIH et un groupe contrdle de sujets séronégatifs
pour le VIH.
a. Patients HIV Controllers

Les patients HIV Controllers, « HIC » sont des PVVIH, contrélant spontanément et durablement
la réplication virale plasmatique en I'absence de traitement ARV. Ils sont issus de la cohorte
ANRS Co-21 CODEX (270 patients), et sont inclus selon les criteres suivants :

- une infection par le VIH connue depuis plus de 5 ans,

- les 5 dernieres charges virales inférieures a 400 copies/mL

- en I'absence de traitement ARV.
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Les patients coinfectés par les virus des hépatites B ou C sont exclus de I'étude.

Notre laboratoire a obtenu un acces a la biobanque de cette cohorte aprés présentation du
projet de recherche au conseil scientifique de la cohorte. Une richesse du travail sur
prélevements de cohortes est de bénéficier des informations cliniques, biologiques,
virologiques et pharmacologiques des patients au moment du prélevement, mais aussi
d'accéder a I'historique de ces données. L'équipe est sensibilisée aux atouts du travail sur
prélevements de cohortes puisque le suiviimmunologique de ces patients est réalisé sur le site

de Bicétre, a l'inclusion et annuellement.

b. Patients traités et contrélés au long cours
Les patients « ART » sont infectés par le VIH-1, contrélent durablement depuis au moins 5
années leur réplication virale sous traitement ARV et traités des la primo-infection. lls sont issus
de la cohorte ANRS Co-6 PRIMO. Pour notre étude, nous n'avons sélectionné que les patients
inclus dans le module immunologique de la cohorte, patients pour lesquels le site de Bicétre
assure le suivi immunologique depuis la primo-infection. Les criteres d'inclusion sont les

suivants :

une infection par le VIH diagnostiquée depuis plus de 5 ans,

un traitement ARV débuté depuis plus de 4 ans,

un compte de LyT CD4 supérieur & 500/mm? au dernier prélévement,

une charge virale indétectable depuis plus de 2 ans (Blip de réplication virale <400
copies/mL tolérés).

Les patients coinfectés par les virus des hépatites B ou C sont exclus de la cohorte.

2. Sujets séronégatifs pour le VIH, groupe contréle

Les prélevements des sujets séronégatifs pour le VIH sont issus de la banque de sang de
I'Etablissement Francais du Sang du site de la Pitié-Salpétriere. Les sujets de ce groupe contrdle

seront appariés sur I'age et le genre des sujets infectés (appariement par fréquence).
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3. Autorisation de la recherche et déclaration d’éthique

Tous les patients et sujets de I'étude ont donné leur consentement écrit et éclairé a la
participation a I'étude. Les cohortes ANRS Co-21 CODEX et ANRS Co-6 PRIMO ont été
approuvées par le comité local de protection des personnes (références d'approbation 12-021
et 1157 respectivement). Enfin, I'étude a été menée conformément aux principes de la

Déclaration d'Helsinki.

B. Prélevements de tissu adipeux

Les études de caractérisation des LyT du TA reposent sur des prélévements de primates mais
également sur des prélevements de patients. Les atouts de ces deux modeles sont détaillés

dans cette section.

1. Modéle primate

Le modele est pertinent pour I'étude sur le TA puisqu'il présente des similarités avec le TA
humain. Le modéle macaque présente le grand avantage de pouvoir maitriser I'historique
métabolique et infectieux et d'avoir acces a des prélevements en dehors de tout autre contexte
pathologique que celui du SIV ou de l'infection a SARS-CoV-2. L'acces aux prélevements est
moins restreint que chez 'Homme et nous avons pu avoir accés simultanément a plusieurs
tissus : prélevements sanguins, TASC, TAV et ganglions de proximité. Enfin, ces modeles
permettent de contrOler les caractéristiques de I'infection (souche virale, dose, voie d'infection,

et combinaison thérapeutique).

a. Modele d'infection par le SIV
La complexité du virus du VIH et I'existence de réservoirs viraux tissulaires rendent le modeéle
animal indispensable. La souris par exemple ne peut pas étre infectée par le virus du VIH, seuls
les modeles de souris humanisées, génétiquement modifiées, permettent de reconstituer en
partie un systéme immunitaire humain. Toutefois ces modeéles restent encore imparfaits et les
données doivent étre interprétées avec prudence.
Dans l'infection par le VIH, le modele de primates non humains (PNH) reste le modele de choix.

Ceci s'explique par un génome partagé a pres de 98% avec le génome humain. L'infection par
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la souche SIVmac251 des macaques cynomolgus permet de mimer l'infection humaine d'un
point de vue virologique, métabolique et pharmacologique et de reproduire une infection
chronique lente, proche de celle observée chez les PVVIH traitées.

Il existe différents modeles primates. Le modele cynomolgus est le plus fréquemment utilisé
dans les études de la physiopathologie de l'infection par le VIH/SIV dans le service de
primatologie de I'IDMIT au CEA de Fontenay aux Roses. Ce modele a pour avantage d'étre un
hote non naturel du SIV. De ce fait, I'infection par le SIV va se traduire par le développement
de la maladie avec une charge virale élevée, une déplétion T CD4, une chronicisation de
I'infection et encore le développement de maladies opportunistes (Simon et al., 1994). Ce
modele est donc tout a fait adapté a notre étude et nous a permis d'obtenir des résultats
transposables a l'infection observée chez I'Homme. Les animaux sont tous originaires de
centres d'élevage certifiés a I'ile Maurice. Cette provenance se distingue par une faible diversité
haplotypique du fait d'une colonie a souche unique, ce qui permet de limiter le nombre
d'animaux par étude. Enfin, nous avons eu acces a un modele d'infection contrélée par une
trithérapie ARV : DTG/TDF/FTC, trithérapie pour laquelle les données virologiques ont confirmé
son efficacité. Le service de primatologie de I'lDMIT au CEA de Fontenay aux Roses a développé
une expertise et le savoir-faire pour la mise en place de I'infection, du traitement et des suivis

immunologique, virologique et pharmacologique de cette infection.

L'étude a été principalement menée dans un modéle de macaques infectés par le SIV (souche
SIVmac251) traités ou non par trithérapie ARV. Ces animaux étaient engagés dans différents
programmes de recherche du centre (programme SIVART et pVISCONTI. Les investigateurs
principaux de ces cohortes ont donné leur accord pour la mise en place de prélevements
supplémentaires de TA lors de I'euthanasie de ces animaux. Pour ces études, des animaux
males (afin de s'affranchir de I'imprégnation hormonale), adultes (agés entre 5 a 8 ans) et non
obeses ont été sélectionnés. Les animaux ont été infectés par le SIV (1000 AID50 de SIVmac251)
par voie intraveineuse. Concernant les animaux infectés traités, les animaux ont été traités par
voie sous-cutanée avec un début de traitement soit a la semaine 4 ou 24 post-infection par
une trithérapie composée de FTC, 50 mg/kg / TDF, 20 mg/kg/ DTG, 20 mg/kg pendant au
moins 12 mois. Un deuxieme groupe a été infecté et non traité. Enfin un groupe d’animaux
non infectés a été également inclu comme contrdle. Les animaux ont finalement été sédatés

avec de la tilétamine et du zolazépam puis sacrifiés par une injection |étale de pentobarbital.
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Une autopsie a été réalisée, les échantillons de sang, de TASC et de TAV ont été prélevés pour

notre étude.

b. Modeéle d’infection par le SARS-CoV-2
L'étude a été principalement menée dans un modele de macaques infectés par le SARS-CoV-
2, souche primaire isolée (souche : BetaCoV/France/IDF/0372/2020) et qui développent une
infection modérée a SARS-CoV-2. Il s'agit de macaques femelles non obeses. L'infection a été
provoquée simultanément par les voies intranasale et intratrachéale. Nous avons eu accés aux
données cliniques et biologiques depuis I'infection jusqu’au sacrifice a J7. Au cours de I'étude,
des prélevements nasopharyngés et trachéaux ont été réalisés quotidiennement ; les fluides
bronchoalvéolaires ont été prélevés aux J3 et J6 ; et les fluides rectaux ont été prélevés aux JO,
J2, )5 et J7. Enfin, tous les animaux ont été sédatés puis sacrifiés par le méme protocole que
décrit précédemment. Une autopsie a été réalisée, les échantillons de TASC, TAV et TAE ont

été prélevés pour notre étude.

¢. Accessibilité du tissu adipeux dans les modeéles simiens
Au cours de mes travaux de thése, nous avons pu accéder a un échantillonnage de TA de
plusieurs cohortes primates, qu'il s'agisse d'animaux infectés (SIV ou SARS-CoV-2) ou de
groupes controles (non infectés, obeses ou non). Toutefois, quelle que soit la cohorte
concernée dans le travail présenté ici, aucune n'a été dédiée a I'étude du TA uniquement. Les
modeles animaux étant des modeles rares et précieux, les échantillonnages en cours d'étude
et a I'euthanasie sont optimisés de maniere a répondre non seulement a I'objectif de I'étude
principale mais peuvent également bénéficier aux travaux en cours d'équipes collaboratrices.
De ce fait, nous avons pu accéder a I'échantillonnage de nombreuses études pour lesquelles

I'euthanasie était programmée sur la période des travaux.

Dans ce contexte, nous avons pu accéder aux données de suivi clinique et biologique : dosages
immunologique, virologique, pharmacologique, préalablement définies selon le programme
de recherche et dont le contenu du suivi et la fréquence ne sont pas modifiables en cours
d'étude. Parmi les préléevements d'intérét en cours d'étude, de fagon longitudinale, nous avons
pu accéder au sang total uniquement. Les prélevements tissulaires (dont ceux de TA) restent
trop invasifs et générent des réactions inflammatoires qui peuvent interférer avec le bon

91



Matériels & Méthodes

déroulement de I'étude. De ce fait, tous les tissus n‘ont été accessibles qu'a I'euthanasie des
animaux. Ainsi a I'euthanasie, selon I'étude, nous avons pu accéder a des prélevements de sang
total et de TA (TASC, TAV, TAE). Mais nous avons également eu accés pour les études SIV a des
prélevements de ganglions lymphatiques (axillaires, inguinaux, mésentériques), intestins et
colon, rate, ou encore de moelle osseuse. Tous les échantillons ont été pris en charge et
dissociés extemporanément pour une analyse sur prélevement frais ou bien a visée de

constitution ou d'implémentation dans une biotheque apres cryoconservation.

d. Autorisation de la recherche et déclaration d’éthique

Les animaux sont issus de centres d'élevage certifiés sur I'lle Maurice. A leur arrivée au service
de primatologie de I'IDMIT, ils ont tous été hébergés selon les normes de sécurité en vigueur
et respectant le confinement de niveau 2 ou 3 lorsque nécessaire (CEA, Fontenay-aux-Roses,
France) (référence autorisation animalerie : D92-032-02, Préfecture des Hauts de Seine, France).
Les animaux ont été manipulés conformément a la directive européenne 2010/63/UE, a la
réglementation francaise et aux normes de conformité pour les soins humains et l'utilisation
des animaux de laboratoire de |'Office for Laboratory Animal Welfare (OLAW, numéro
d'assurance #A5826-01). Les protocoles ont été approuvés par le Comité d'Ethique Animale du
CEA "Comité d'Ethique en Expérimentation Animale du Commissariat a I'Energie Atomique et
aux Energies Alternatives" (CEtEA #44) (numéro de déclaration A15_035). L'étude a été
autorisée par le "Ministere de la Recherche, de I'Innovation et de I'Education” sous le numéro
d'enregistrement APAFIS#2453-2015102713323361 v2 pour I'étude SIV et APAFIS#24434-
2020030216532863v1 pour I'étude SARS-CoV-2.

2. Modele humain

a. Modele d'infection a VIH
Si les données chez le macaque sont un premier élément, il est important de compléter ces
données chez 'Homme dans un contexte d'environnement infectieux et métabolique plus
divers. La comparaison entre PVVIH et sujets non infectés est une difficulté technique.
L'hétérogéncéité des parametres tels que I'age, le genre, le contexte infectieux et métabolique,
la durée d'infection, la combinaison d’ARV et I'observance a rendu jusqu’ici difficile la

comparaison de deux groupes homogeénes. La collecte de TA n’est d'ailleurs pas proposée dans
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le contexte des cohortes ANRS et PRIMO, et il n'a donc pas été possible de comparer les TA
de ces deux groupes de patients. Néanmoins, I'acces aux prélévements sanguins permet de
compléter certains aspects de nos études. Concernant la caractérisation des LyT CD8, nous
avons travaillé chez le macaque principalement sur LyT CD8 totaux, sans intégrer d'étude de
specificité. Une information importante est néanmoins de confirmer la présence de LyT
spécifiques du VIH dans le TA des patients, chez lesquels les stimulations d'origine infectieuse
et métabolique (probablement plus marquées que dans le modele macaque) pourraient
induire une compétition pour des LyT de spécificités multiples. Les outils de détection des LyT
spécifiques du VIH sont aussi plus vastes pour I'étude du répertoire humain comparativement
a celui du macaque. Dans ce contexte, nous avons développé des collaborations avec différents
services de chirurgie de l'institut Mutualiste Montsouris (Dr G. Pourcher) et Service de chirurgie
de I'Hopital Bicétre (Pr S. Benoist) et ainsi eu I'opportunité d'accéder a des prélevements de TA
humain de PVVIH, de sujets non obeses et obéses. Les critéres d'exclusion sont les patients
atteints de pathologies cancéreuses, d'inflammation sévere, de pathologies métaboliques
séveres. Le choix qui a été fait était de générer une biobanque de TA conséquente, qui pouvait
inclure homme et femme, d’'age varié (nous n'avons fixé aucun critére d'age), de localisations
variées (TASC, ou TAV). Enfin, nous avons dans un second temps apporté un correctif a I'étude
en demandant un préléevement de sang afin de pouvoir compléter nos études par une
comparaison TA/sang. Les informations concernant I'historique metabolique, infectieux et
médicamenteux sont également collectés. La définition du groupe contréle est une
problématique des analyses collectées lors de ces chirurgies. A I'heure actuelle, la majorité des
prélevements de PVVIH sont des patients obeses (IMC 30-45) (avec ou sans diabete associé),
et le groupe contrdle a donc été concu sur cette base. La collecte de TA de patients non infectés
et métaboliquement sains est, elle, plus difficile et comprend notamment des prélevements
obtenus lors d'ablation de la vésicule biliaire, pour laquelle un faible niveau de perturbations

immunitaires est attendu.

b. Modele d'infection a SARS-CoV-2
L'acces de prélevements de TA chez des sujets infectés par le SARS-CoV-2 aurait été une
approche extrémement élégante. Malheureusement, nous n'avons pas eu acces a ce type de
prélevements. D'autre part, les études dans le domaine reposaient principalement sur des

prélévements autopsiques, dont l'interprétation peut étre difficile. Néanmoins nos résultats
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chez le macaque nous également conduit a confirmer certains aspects chez 'Homme. (tel que

I'expression d’ACE-2).

¢. Autorisation de la recherche et déclaration d’éthique
Tous les patients et sujets de I'étude ont donné leur consentement écrit et éclairé a la
participation a I'étude. Le protocole d'étude a été approuvé par le comité régional d'examen

d'investigation (Comité de Protection des Personnes lle-de-France VII, PP12-021, Paris, France).

I1. Méthodes

A. Préparation des échantillons

1. Choix du sang total versus PBMC

L'étude des cellules immunitaires du sang est classiquement réalisée sur cellules mononuclées
du sang périphérique (PBMC) ou sur sang total. Dans les deux cas, la caractérisation des
populations lymphocytaires est extemporanée. Dans notre étude visant a caractériser les LyT
CD8 du compartiment sanguin le sang frais total a été privilégié par rapport aux PBMC.

Les PBMC sont isolés du sang total par centrifugation en gradient de densité, le Ficoll. Bien que
les PBMC soient une source facilement accessible de cellules mononuclées et permettent
d’'envisager une cryoconservation de qualité, leur utilisation présente toutefois quelques
limites. En effet, de nombreuses études ont montré que les PBMC peuvent différer des
observations faites en sang total sur un certain nombre de parametres et notamment la perte
rapide et complete des polynucléaires neutrophiles, |'expression des récepteurs aux
chimiokines (Berhanu et al, 2003). Par ailleurs, un retard dans la prise en charge des
prélevements ainsi qu'un exposition a des températures de marquage fixées ou non a 37°C
pouvaient également influer sur une altération dans I'expression des récepteurs aux
chimiokines. Partant de ces observations, nous avons fait le choix de travailler sur sang total,
en prélevement frais, malgré les contraintes de prise en charge extemporanée, de fagon a nous
rapprocher au maximum des conditions physiologiques et caractériser I'expression des

récepteurs aux chimiokines au plus proche des conditions réelles.
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2. Traitement des échantillons de tissu adipeux

Les quantités de TA recues ont varié selon les prélevements de 3 a 5g chez des macaques a
plus de 3 kg chez I'Homme. Dans les deux cas, les protocoles sont identiques. La constitution
de la biobanque de TA repose sur le traitement et la conservation du TA sous différentes
formes : traitement a la PFA pour les analyses de microscopie, congélation de tissus entiers
pour la biologie moléculaire, congélation flash pour les analyses métabolomiques, et enfin

dissociation du TA pour analyse des fractions stroma-vasculaires et adipocytaires.

a. Echantillonnage pour la biotheque
Tous les prélevements de TA ont fait 'objet d'un échantillonnage systématique en biotheque.
L'objectif de cette biothéque est de diversifier le matériel biologique issu de mémes
prélevements et ultérieurement de pouvoir soit compléter les données du travail actuel soit de
répondre a d'autres questions de recherche. L'échantillotheque se divise comme suit entre une
biotheque tissulaire et cellulaire. Concernant le biobanking tissulaire on retrouve : 1/ le TA
entier, non dissocié, congelé a sec en vue d'analyses en biologie moléculaire par exemple, 2/
le TA entier, conservé en solution de PFA 4% destiné a des analyses de microscopie comme
I'immunohistochimie, 3/ le TA entier, conservé apres une congélation Flash en isopentane qui
permettra de d’envisager une analyse lipidomique en MALDI-tof. Concernant le biobanking
cellulaire on retrouve : 4/ le culot SVF congelé a sec pour la biologie moléculaire, 5/ le culot
SVF méthanol pour les analyses pharmacologiques en spectrométrie et enfin 6/ le culot SVF
congelé en DMSO pour envisager des analyses en cytométrie ou de culture cellulaire

ultérieures.

b. Dissociation des échantillons de tissu adipeux
Le traitement des prélevements de TA est divisé en plusieurs étapes: le nettoyage, la
dissociation mécanique, la dissociation enzymatique.
L'étape de nettoyage du TA est une étape clé en début de protocole puisqu'elle permet non
seulement de sélectionner uniquement le TA (élimination des résidus de peau éventuels),
d'écarter les zones trop vascularisées ainsi que les zones fibrosées. Ces informations
macroscopiques sont conservées dans le compte rendu de traitement de chaque échantillon,

mais les analyses sont menées sur les fractions de TA les plus homogeénes.
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Une fois cette étape effectuée, le TA est rincé dans du milieu DMEM (Lonza, Bale, Suisse) avec
5% de sérum bovin foetal (SVF) a 37°C puis asséché sur du papier absorbant. Le TA est ensuite
pesé, réparti dans des tubes Falcons de 50 mL et coupé en fragments de 2 a 3 mm de fagon a
optimiser la digestion enzymatique qui va suivre. La suspension de fragments de TA est ensuite
digérée par une solution de collagénase de type VIl de Clostridium histolyticum (0,33 mg/mL
dans du DMEM avec 5 % de FBS ; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). La suspension est placée
sous agitateur pendant 30 min a 37 °C. Apres cette digestion enzymatique, une deuxieéme étape
de dissociation mécanique est réalisée. Il s'agit d'une succession d'aspiration-expulsion a l'aide
d'une seringue de 10 mL. La suspension est ensuite filtrée au travers de tamis cellulaires (taille
des pores : 100 um). Une premiere centrifugation a 330g pendant 8 min a température
ambiante permet a la phase adipocytaire de se répartir dans la phase supérieure. La phase
adipocytaire est aspirée et éliminée. Une deuxieme centrifugation est réalisée a 660 g pendant
8 min a température ambiante. Le surnageant est a nouveau éliminé, et le culot contenant la
fraction cellulaire d'intérét est remise en suspension, filtrée a travers un tamis cellulaire (taille
des pores : 100 pm) et remise en suspension dans du DMEM avec 5 % de SVF. Les suspensions
cellulaires sont désormais prétes a étre comptées et marquées pour une analyse en cytométrie

en flux ou cryoconservées en DMSO pour analyse ultérieure.

B. Cytométrie en flux

1. Protocole de marquage sur sang total

Les marquages ont été effectués en tube a partir de sang total. Afin d'éviter la fixation
aspécifique des anticorps primaires par leur fragment Fc, une premiere incubation avec du Fc
Block (BD Biosciences, FranklinLakes, NJ, USA), a température ambiante, a été réalisée. Pour la
détection des LyT CD8 spécifiques du VIH, les cellules ont été incubées avec des complexes
multimeres de molécules de CMH de classe | et préalablement chargée de peptide spécifique
de peptides immunodominants (Proimmune, Oxford, UK et Immudex, Fairfax, USA). Les cellules
ont ensuite été marquées a +4°C avec une combinaison d'anticorps d'intérét couplés a
différents fluorochromes. Apres incubation, les globules rouges ont été lysés a l'aide de la
solution de lyse BD FACS (BD Biosciences). Les cellules ont ensuite été lavées deux fois dans

du PBS 1X et fixés dans du paraformaldéhyde a 1 %. Les panels utilisés sont présentés ci-apres :
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Panel « Humain_Sang total »

Fluorochrome Anticorps Clone
Laser violet
1 Bv421 PD-1 EH12 2H7
2 BV510 CD28 CD28.2
3 BV605 CXCR5 J252D4
4 BV650 CCR7 GO043H7
5 BV711 CD45R0O UCHL1
6 BV786 cD3 SK7
Laser bleu
7 FITC CD27 M-T271
8 PE PE Fluorotag multimere
9 PE-CF594 CXCR3 GO25H7
10 PerCP-Cy5.5 TIGIT MBSA43
11 PE-Cy7 KLRG1 REA261
Laser rouge
12 APC CX3CR1 2A91
13 AF680/700 CD62L DREG-56
14 APC-H7 CcD8 SK1

Les données ont été acquises avec un cytomeétre en flux LSR Fortessa (BD Biosciences). La
configuration actuelle du Fortessa permet une détection de 14 couleurs, sur 3 lasers.
L'acquisition est réalisée sur le logiciel FACS Diva (BD Biosciences). Les données ont ensuite été

analysées en utilisant le logiciel FlowJo (version 10.6.2, FlowJo LLC, Ashland, OR, USA).

2. Protocole de marquage sur tissu adipeux

Les marquages sur tissus ont été effectués sur des plaques 96 puits a fond rond sur culots
cellulaires. La premiere étape est I'incubation avec le Fc Block (BD Biosciences, FranklinLakes,
NJ, USA), réalisé a température ambiante. Pour le panel « Humain_T CD8 spécifiques », les
cellules ont été incubées avec des complexes multiméres (Proimmune, Oxford, UK et Immudex,
Fairfax, USA). Les cellules ont ensuite été marquées a +4°C avec la combinaison d'anticorps
déterminée (cf détail infra). Les cellules ont ensuite été lavées deux fois dans du PBS 1X puis

incubées avec une solution diluée de Live Dead (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Deux
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nouveau lavage ont ensuite été réalisés. Ensuite, selon la combinaison de marquage envisagée
et le type de prélevement, trois protocole ont été utilisés :

- Marquage extracellulaire, sans lyse des globules rouges
Panels concernés : « Migration_NHP » et « Humain_T CD8 spécifiques »
Tissus concernés : TA, ganglions lymphatiques, intestins et colon
Apres les deux lavages précédemment décrits, les cellules ont été remises en suspension et
fixées dans une solution de PFA 4%.

- Marquage extracellulaire, avec lyse des globules rouges
Panels concernés : « Migration_NHP » et « Humain_T CD8 spécifiques »
Tissus concernés : Rate, moelle osseuse et exceptionnellement le TAV tres vascularisé
Apreés les deux lavages précédemment décrits, les globules rouges ont été lysés a l'aide d'une
solution d’ACK (Ammonium-Chloride-Potassium), puis lavées deux fois dans du PBS 1X. Les
cellules ont finalement été remises en suspension et fixées dans une solution de PFA 4%.

- Marquage intracellulaire
Panel concerné : « COVID_NHP »
Tissus concernés : TA
Apres les deux lavages précédemment décrits, les cellules ont été perméabilisées avec une
solution Fix/Perméabilisation (eBiosciences Scientific, Waltham, MA, USA) a 4 °C. Les cellules
ont été incubées avec le Fc Block puis les anticorps de la combinaison intracellulaire et enfin

les cellules ont été lavées deux fois et remises en suspension dans du PBS 1X.

Tous les anticorps des combinaison de marquage de I'étude ont été choisis en fonction de
I'espece étudiée. Lorsqu'il a été possible de choisir des clones présentant une cross-réactivité
entre humains et cynomolgus, ce choix a été fait de maniére a limiter les modifications de
panel. Toutefois, certains anticorps sont spécifiques d'espéce et ont nécessité un clone espece-

dépendant (CD45 et CD3 notamment).
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Panel tissu « COVID_NHP »

Fluorochrome Anticorps Clone

Laser violet

1 Bv421 PD-1 EH12 2H7

2 BV510 CD45mhe DO58 1283

3 BV605 HLA-DR G46-6

4 BV650 CD8 RPA T8

5 BV711 CcDh4 L200

6 BV786 CD3 SP34-2
Laser bleu

7 FITC Ki67 B56

8 PE

9 PE-CF594 CD57 HNK1

10 PerCP-Cy5.5 CD69 FN50

11 PE-Cy7 KLRG1 2F1/KLRG1
Laser rouge

12 APC IFN B27

13 AF680/700 CD45 RA HI100

14 APC-H7 Live Dead
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Panel tissu « Migration_NHP »

Fluorochrome Anticorps Clone

Laser UV

1 BUV395

2 DAPI

3 BUV496 CD45RA 5H9

4 BUV563

5 BUV661 HLA-DR G46-6

6 BUV737 cD27 M-T271

7 BUV805 cD103 BerCATS
Violet laser

8 BV421 PD-1 EH12 2H7

9 V450

10 BV510 cD45he DO58 1283

11 BV605 cD4 L200

12 BV650 cD8 RPA T8

13 BV711 CCR7 GO43H7

14 BV786 cD3 SP34-2
Laser bleu

15 FITC

16 PE CD57 TBO1/HNK-1

17 PerCP-Cy5.5 e FNS0

18 PE-Cy7 KLRG1 2F1/KLRG1
Laser Jaune/vert

19 PE

20 PE-CF594 CXCR3 GO25H7

21 PE-647

22 PE-Cy5.5

23 PE-Cy7
Laser rouge

24 APC CX3CR1 2A9-1

25 AF680/700

26 APC-H7 Live Dead
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Panel tissu « Humain_T CD8 spécifiques »

Fluorochrome Anticorps Clone
Laser violet
1 Bv421 PD-1 EH12 2H7
2 BV510 CDA45hu HI30
3 BV605 CD4 L200
4 BV650 CD8 RPA T8
5 BV711 CD45RO UCHL1
6 BV786 CD3 SK7
Laser bleu
7 FITC CD38 HIT2
8 PE Fluorotag multimeére
9 PE-CF594 CD57 NK1
10 PerCP-Cy5.5 TIGIT MBSA43
11 PE-Cy7 CD69 FN50
Laser rouge
12 APC CX3CR1 2A91
13 AF680/700 HLA DR G46 6
14 APC-H7 Live Dead
3. Cytometre

L'acquisition des données de cytométrie a été réalisée sur deux cytomeétres au cours de notre
étude : LSR Fortessa (BD Biosciences) et ZE5 (Biorad).
Initialement, le cytomeétre qui permettait la plus large détection et disponible dans notre unité
était le LSR Fortessa. Ce cytometre est paramétré pour une détection de 14 couleurs, il donc
été privilégié pour les panels suivants :

o Panel « Humain_Sang total »

o Panel tissu « Humain_T CD8 spécifiques »

o Panel tissu « COVID_NHP ».

C'est un cytometre dont la maitrise était acquise au laboratoire et pour lequel la mise en place
d'un panel, I'accessibilité et la disponibilité en anticorps ont permis de lancer les études sur la
caractérisation de |'expression des récepteurs aux chimiokines et caractériser les réponses T

CD8 dans le contexte COVID. Malgré une détection de 14 couleurs possible, la composition
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des combinaisons d'anticorps a nécessité de faire des choix. Nous n'avons pas pu intégrer tous
les marqueurs souhaités. Cette limite est acceptable en cas de matériel biologique facilement
accessible mais oblige a multiplier les panels et donc les analyses qui s'en suivent. En conditions
de matériel biologique restreint, ce qui a été le cas en analyses tissulaires, la nécessité d'un
cytometre avec une détection plus compléte s'est rapidement imposée face aux nombreuses
hypotheses de travail. En cours d'étude, la plateforme FlowCytech (IDMIT, Fontenay aux Roses)
a fait I'acquisition d’'un cytometre ZE5, avec un paramétrage de 26 couleurs. Nous avons donc
fait le choix de basculer les analyses tissulaires sur ce cytomeétre. Toutes les acquisitions du

panel tissulaire « Migration_NHP » ont donc été réalisées sur ce cytométre.
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Article 1. Forte expression de CXCR3 et CXCRS sur les lymphocytes T CD8 mémoires

centrales spécifiques du VIH-1 chez les patients infectés

A. Olivo, C. Lécuroux, M. Bitu, V. Avettand-Fenoel, F. Boufassa, A. Essat, L. Meyer, J-M.
Doisne, B. Favier, B. Vaslin, G. Schlecht-Louf, N. Noél, C. Goujard, O. Lambotte, C. Bourgeois
Eur J Immunol. 2021 Aug ;51(8) :2040-2050

e Résumé

L'efficacité des réponses T CD8 dans les contextes d'infections chroniques est caractérisée par
leur profil mémoire/effecteur. Initialement, la définition de la mémoire correspondait a la
persistance de LyT CD8 spécifiques du pathogene apres I'élimination de l'antigene et des
stratégies phénotypiques et fonctionnelles ont permis d'identifier ces cellules. Mais
I'application de la définition de la mémoire aux contextes d'infections persistantes est
aujourd’hui remise en cause. De nouvelles caractérisations des réponses T CD8, élaborées dans
ces contextes d'infections chroniques, ont proposé |'expression des récepteurs de chimiokines
(@ savoir CXCR3, CXCR5 et CX3CR1) comme marqueur principal, et identifient des sous-
populations spécifiques et indispensables au contrdle de l'infection dans les contextes
chroniques.

L'objectif de I'étude était de réévaluer la caractérisation des réponses T CD8 mémoires du
compartiment sanguin sur la base de ces récepteurs de chimiokines dans le contexte de
I'infection chronique par le VIH. Intégrer le potentiel migratoire des LyT CD8 nous semblait
particulierement pertinent dans le contexte de I'infection chronique par le VIH, ou les réservoirs
viraux sont disséminés sur plusieurs tissus et ou des altérations des muqueuses sont observées.
Par ailleurs, I'expression de la plupart de ces récepteurs et/ou de leurs ligands est modifiée
dans le contexte de I'infection par le VIH, confirmant I'intérét de ce type d'approches.
Plusieurs résultats ont été mis en évidence. Tout d'abord, nous avons constaté que CXCR3 était
exprimé de maniere constitutive sur les LyT CD8 mémoires, ainsi qu'un déséquilibre dans le
profil d'expression des récepteurs aux chimiokines CXCR5 et CX3CR1 ce qui pourrait influencer
le recrutement des Tcm dans les organes lymphoides et des Tem dans les tissus inflammés. Nous
avons étudié les profils d'épuisement et de sénescence selon I'expression des récepteurs aux

chimiokines. La proportion de cellules PD17 était supérieure sur les Tem qui présentaient un plus
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Résultats

grand potentiel migratoire et la proportion de cellules KLRG1" était supérieure sur les Tcu et
Tem qui coexprimaient les récepteurs aux chimiokines. Enfin, nous avons évalué I'impact de
l'infection chronique sur le phénotype des récepteurs aux chimiokines sur les LyT CD8
spécifiques du VIH. Les proportions de cellules CXCR3™ et CXCR5™ étaient plus élevées au sein
des LyT CD8 spécifiques au VIH par rapport a leurs homologues non spécifiques.

En conclusion, nos résultats suggerent qu'il est pertinent d'intégrer la capacité de migration
pour la caractérisation des LyT CD8 dans le contexte de l'infection chronique par le VIH. Ceci a
permis de mettre en évidence une hétérogénéité dans le profil migratoire des cellules
mémoires selon le groupe de controle (patients traités ou patients contréleurs du VIH) et entre

les LyT CD8 spécifiques et non spécifiques du VIH.
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CXCR3 and CXCRS5 are highly expressed in
HIV-1-specific CD8 central memory T cells from
infected patients
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New ways of characterizing CD8' memory T cell responses in chronic infections are based
on the measurement of chemokine receptor expression (CXCR3, CXCRS, and CX3CR1).
We applied these novel phenotyping strategies to chronic HIV infection by comparing
healthy donors (HDs), HIV-infected patients receiving antiretroviral therapy (ART), and
spontaneous HIV controllers (HICs). In all groups, the memory cells exhibited high pro-
portion of CXCR3"' cells. Proportions of CXCR5* and CX3CR1" cells were preferentially
observed among central memory cells (Tem) and effector memory cells (Tem) respec-
tively. Chronic controlled HIV infection impacted the chemokine receptor profile of both
HIV-specific and nonspecific CD8" T cells, In total CD8" T cells, the proportions of
CXCR3 CXCR5 CX3CR1 Tcm and Tem were lower in HIV-infected patients than in HDs
with subtle differences between ART and HICs. Such phenotyping strategy also revealed
differences in exhaustion and senescence phenotypes, the CXCR3*CXCR5*CX3CR1" being
more exhausted and senescent than the CXCR3*CXCRS CX3CR1 Tem fraction. Among
HIV-specific CD8" T cells, the vast majority of Tem cells were CXCR3* and CXCR57 cells
in contrast with their nonspecific counterparts. In conclusion, the addition of migration
markers contributes to better characterize Tcm/Tem compartment.
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Introduction

Viral persistence in chronic HIV infection is associated with
various immune dysfunctions including chronic low-grade inflam-
mation, systemic immune activaton, and T cell exhaustion [1,2].
Viral suppression and the partial restoration of immune responses
are usually achieved by the administration of highly active
antiretroviral therapy (ART). However, spontaneous viral con-
trol in the absence of ART is observed in a very small subpopu-
lation of HIV-infected patients referred to as “HIV controllers”
(HICs) [3]. Varlous mechanisms are thought to be involved
in spontaneous HIV control including protective MHC alleles,
immune responses and, in particular, CD8" T cell responses [3].
A good long-term CD8" T cell response is important for spon-
taneous HIV control but may nevertheless be impaired by viral
persistence [4,5].

The effectiveness of CD8* T cell responses and the lat-
ter’s impairment in the context of chronic HIV infection is
characterized by the memory/effector T cell profile [6], Me-
mory CD8" T cells are functionally and phenotypically het-
erogenecous, as indicated initially by the identification of cen-
tral and effector memory T cell subsets (Tem and Tem respec-
tively) [7,8]. The Tem subset has a higher homeostatic proli-
feration rate than the Tem subset, whereas Tem have greater
eytotoxic activity than Tem. Central memory cells also exhibit
a specific migration pattern that facilitates homing from the
blood to secondary lymphoid organs (thanks to CCR7 expres-
sion), whereas Tem are more likely to be localized in peripheral
tissues,

Conventionally, memory cells are defined as those that persist
after the clearance of antigen. However, this conventional CD8'
differentiation profile with Tem and Tem may not be fully applica-
ble in the context of a chronic infection with a low persistent anti-
gen burden. Indeed, recent studies have highlighted the existence
of a specific memory cell differentiation stage in chronic infections
[9-13]. All studies examined the expression of chemokine recep-
tors (namely CXCR3, CXCR5, and CX3CR1). In mouse models,
these receptors characterize specific memory ceil subsets that are
particularly prevalent in chronically infected hosts, These subsets
maintain the robust effector response that is crucial for the control
of the infection. Interestingly, the above-cited studies described
a relationship between T cell migration and effective viral con-
trol. The labelling of chemokine receptors on CD8' memory cells
appeats Lo be particularly relevant in the context of HIV infection.
First, chronic HIV infection is associated with viral persistence in
lymphoid and nonlymphoid reservoirs, as well as mucosal alter-
ations — suggesting the need for an appropriate T cell migration
profile if the infection is 1o be controlled [14,15], Second, the
expression of most of these receptors and/or their ligands is mo-
dified during chronic HIV infection. This is notably the case for
CX3CR1, a chemokine receptor that has a major role in lympho-
cyte migration to nonlymphoid and inflammatory sites [16,17].
The expression of CXCR3 allows CD8" T cells to home 1o lym-
phoid and inflammatory sites, and levels in the intestinal mucosa
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are known to be influenced during HIV infection [18]. Impor-
tantly, levels of CXCR3'’s three ligands [19] (and notably CXCL10
— also known as IP10) are modulated during HIV infection and
are inversely correlated with disease progression [20,21]. CXCRS
expression allows T cells to home to B cell follicles and this pro-
cess has been described in detail for CD4~ T cells. Although most
CDB8' T cells do not enter B cell follicles [12,13], a CXCRS' CD8"
T cell fraction has a crucial role in viral control [12]. The presence
of this fraction has been linked to limited HIV replication [22] and
exhaustion [12].

The overall objective of the present study was to reassess
the ¢haracterization of memory CD8' T eells by including these
chemokine receptors in the standard phenotypic evaluation. A
second objective was to evaluate the link between the migra-
tory potential and exhaustion/senescence’s profile [23-26]. A fur-
ther objective was to determine whether this strategy might pro-
vide new insights into the role and status of both HIV-specific
and nonspecific CD8' T cell compartment during chronic HIV
infection, Our starting hypothesis was that the CD8" T cells'
migratory potential is especially relevant in the context of
chronic HIV infection, where viral reservoirs are disseminated
over several tissues and local alterations of the mucosae are
observed.

Results
Study participants

Forty-four patients with a chronic HIV infection and 15 healthy
donors (HDs) were included in the study The HIV-infected
patients included 28 HICs from the ANRS CO21 CODEX cohort.
Sixteen ART-exposed and virologically suppressed HIV-infected
patients from the ANRS CO6 PRIMO cohort were also included.
The patients’ characteristics are summarized in Table 1. The
three groups did not differ with regard to age. A difference in
the sex ratio was observed for HICs (males: 50%) versus ART-
exposed patients (males: 81%), which reflects the commonly
described over-representation of women in HIC cohorts. The pro-
portion of males in the HD group (80%) was similar to that of
the ART-exposed group. In view of the sex bias, we included
almost twice as many HICs as ART-exposed patients. As men-
tioned above, viral control in both the HIC and ART-exposed
groups was defined a viral load below 40 copies/ml for at least
2 vears was required in both patient groups., The groups did
not differ significantly in terms of the CD4" T cell count. The
median [interquartile range (IQR)] estimated time since infection
was 12,5 years [5; 19.3] in the ART-exposed group and 16 years
[11.3; 24.7] in the HIC group. Additionally, 8 ART-exposed (dif-
ferent from the PRIMO cohort) and 10 HICs (also included in
the CODEX cohort) were included for HIV-specific CD8 " T cells
study and 8 HICs for the in vitro chemotaxis assay, The patient's
characteristics are shown in Supporting information Tables S1
and S2.
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Table 1. The demographic and clinical characteristics of the study participants

ART-exposed patients HICs HDs p-value
N 16 28 15
Age (years) 50 [40; 56) 53 [46; 58] 49 [29; 55| ns
Male (%) 81% 50% 80% 0.048
Estimated duration of HIV infection 125 [S; 19.5) 16 [11.3; 24.7) 0,033
Treatment duration (years) 11 {5; 19] <40 | <40; <40)
Plasma HIV-RNA (copies/mL) <40 [<40; <40] 796 [652; 956] ns
CD4+ T cell count (/fml) 822 [597; 970) ns

Quantitative variables are expressed as the median [IQR). Qualitative variables are expressed as the number (percentage),
p-values were estimated using & Kruskal-Wallis test, For all statistical analyses, the significance level was set to p < 0.05. If the groups differed

significantly, Dunn's post-test was applied. For the proportion of males,

Dunn's post-test did not show a significant difference.
ART, antiretroviral therapy; HDs, healthy donors; HIC, HIV controllers

Phenotypic heterogeneity among memory CD8*
subsets

We first used the standard CD45RO, CCR7, CD27, and CD28
markers to characterize CD8* T cell differentiation [6). The naive
(N), Tem, Tem, effector (E), and terminal effector (TE) CD8'
T cell subsets were defined as follows: N: CCR7 ' CD45R0 CD28'
CD27""; ‘fem: CCR7'CD4SRO"CD28'CD27'; Tem: CCR7
CD45R0O'CD27'; E: CCR7 CD45RO " CD28 CD27; and TE:
CCR7"CD45RO CD28 CD27°. The gating strategy is shown in
Supporting information Fig. S1, We next compared the relative
proportions of these CD8" T cell subsets in the three groups of
participants (Fig. 1A), The Tem subset was consistently the most
well-represented CD8' T cell subset in all groups, and the pro-
portion was similar in HIV-infected patients and HDs. The ART-
exposed and HIC groups exhibited a lower proportion of N CD8'
T cells and a higher proportion of E CD8' T cells, relative to
HDs. Furthermore, HICs had a lower proportion of Tem than ART-
exposed patients and HDs. In order to better characterize CD8'
memory cell differentiation in the context of chronic infection,
we studied the chemokine receptors CXCR3, CXCRS, and CX3CR1
[9,10,12). To that end, we performed a t-distributed stochastic
neighbor embedding (t-SNE) analysis on a concatenate of sam-
ples from HDs, The t-SNE analysis was based on the four stan-
dard markers of CD8" T cell differentiation (CD45R0O, CCR7,
CD27, and CD28) (Fig. 1B, upper graphs). It showed that the N,
E, and TE cells were distributed into three well-separated clus-
ters. With regard to the memory compartment, the distributions
of Tem and Tem were broad and heterogencous. We next visu-
alized the overlap between the chemokine receptor expression
profiles and the vi-SNE projection (Fig. 18, lower graphs). The
expression of chemokine receptors was related to the memory
compartment’s differentiation stage: CXCR3 was mostly expressed
by memory cells (Tem and Tem), the expression of CXCRS was li-
mited to a fraction of the memory compartment, and the expres-
sion of CX3CR1 overlapped preferentially with the effector com-
partment (both the E and TE subsets), However, subtle differences
in the expression of chemokine receptors were also observed
within each subset — suggesting a degree of heterogeneity. Over-
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Figure 1. Phenotypic heterogeneity ameng memory CDB subsets, (A)
Distribution of N, Tem, Tem, E, and TE CD8' T cells in HDs (squares),
ART-exposed patients (open circles), and HICs (triangles) in blood sam-
ples. (B) Visualization of a t-SNE analysis of CD8' T cells showing the
overall distribution of CD8* T cells (left), and the projection of the va-
rious N, Tem, Tem, E, and TE fractions (right). The t-SNE results within a
concatenate of HD samples were visualized using Flowfo software and
the following sutrface markers: CCR7, CD45R0, CD28, and CD27, The bot-
tom panel shows the results of a t-SNE analysis of the distibution of
CXCR3, CXCRS, or CX3CR1-expressing CDA™ T cells,

The staining was performed on fresh whole blood samples collected
from 15 HDs, 16 ART-exposed patients, and 28 HICs. The graphs show
the median values and each sample is considered an independent
experiment. Intergroup comparisons were performed using & non-
parametric, unpaired Kruskal-Wallis test. Statistically significant dif-
ferences are indicated as follows: "p < 0.05, “p « 001, *p « 0.001,
**p < 0.0001.
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all, the characterization of chemokine receptor expression among
Tem and Tem subsets is relevant.

Tcm and Tem subsets differ in the proportion of
CXCR5* and CX3CR1" cells

The expression of CXCR3 within the memory compartment was
first studied. CXCR3-expressing cells were predominant in both
Tem and Tem subsets, In ART-exposed patients, the proportion
of CXCR3" cells was lower for Tem than for Tem (Fig. 2A). In
contrast, the proportions of CXCR3* Tem and Tem were similar in
HDs and HICs. We next looked at whether HIV status and the type
of control were related to the proportion of CXCR3' cells within
each of the memory CD8 " T cell subsets. Considering the Tem sub-
set, the proportion of CXCR3 * was higher in HIV-infected patients
than in HDs, Within the Tem subset, the proportion of CXCR3'
was significantly higher in HICs, but not in ART-exposed patients,
than in HDs. Lastly, we evaluated the MFI associated with CXCR3
expression. Among CXCR3 " cells, the intensity of expression was
higher in the Tem subset than in the Tem subset in all groups
(Supporting information Fig. S2A).

We next focused on CXCRS and CX3CRI1 expression in the
memory compartment. The proportion of CXCRS* cells (Pig. 2B)
was higher among the Tem than among the Tem in HDs in accor-
dance with t-SNE analysis, but also in HIV-infected patients. As
described for the proportion of CXCR3' cells, we also observed
differences for CXCRS expression with regard to the context of
HIV infection. Considering Tem subset, the proportion of CXCRS'
cells was significantly higher in HICs than in HDs and varied
markedly from one patient to another in both the ART-exposed
and HIC groups. Within Tem subset, the proportion of CXCR5*
cells was higher in HIV-infected patients than in HDs. The MFI
of CXCRS expression was consistently higher in Tem compared to
Tem in all groups (Supporting information Fig. S2B), Lastly, the
fraction of CX3CR1* cells was higher among Tem than among
Tem in all groups (Fig. 2C), and the MFI of CX3CR1 expression
was higher in Tem compared to Tem (Supporting information
Fig. 2C), The proportion of CX3CR1' cells also varied according
to the presence of HIV infection: the proportion of CX3CR1 ™ Tem
was higher in HICs than in HDs, and higher among Tem in ART-
exposed patients than in HDs. Additionally, the MFI of CX3CR1
expression among Tem was higher in HICs compared to HDs and
ART-exposed patients and higher among Tem in HICs compared
to HDs.

In summary, the migratory profiles of the memory CD8" T cells
had a common feature in all groups: a high proportion of CXCR3*
cells. Memory cells also exhibited subset-specific profiles: CXCR5 "
cells were detected preferentially in the Tem subset, whereas
CX3CR1' cells were found preferentially in the Tem subset. In
the context of HIV infection, we observed common features in
HIV-infected groups: a higher proportion of CXCR3" Tem and a
higher proportion of CXCRS' Tem than in HDs. Overall, the pro-
portions of CXCR3 ', CXCRS', and CX3CR1' Tem and CXCR3"
and CXCR5" Tem were higher in HICs than in HDs. In contrast,
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Figure 2. CXCR3, CXCRS, and CX3CR1 distribution among CD8' T cells
{A) Representative dot plot of CXCR3 expression on CD8* T cells in HDs
and the percentage of CXCR3' cells among Tem and Temn CD8' subsets
in HDs (black bars), ART-exposed patients (white bars), and HICs (grey
bars). (B) Representative dot plot of CXCRS expression on CD8' T cells
in HDs. The percentages of CXCRS* CD8" Tem and Tem subsets in HDs,
ANT-exposed patients, and HICs are shown. (C) Representative dot plot
of CX3CR1 expression on CD8™ T cells in HDs, Percentage of CX3CR1*
CD8" Tcm and Tem subsets in HDs, ART-exposed patients, and HICs are
shown. The graphs show the median value and IQR for 15 HDs, 16 ART-
exposed patients, and 28 HICs {(samples were treated independently and
ure thus considered as independent experiments), Statistically signifi-
cant differences (a8 determined in a nonparametric paired Wilcoxon
test and a nenparametric unpaired Xruskal-Wallis test) are indicated
nq follows: *p < 0,05, *p < 0.01, ***'p « 0,0001),

the migratory profile in ART-exposed patients differed less from
that seen in HICs, with a slightly higher proportion of CXCR3~
Tem (but not CXCR5™ or CX3CR1" Tem), a higher proportion of
CXCR5* and CX3CR1* Tem and no impact on CX3CR1 MFIL.

Chemokine receptor coexpression reveals additional
phenotypic heterogeneity

We next looked at whether CXCR3, CXCRS, and CX3CR1 were
coexpressed by Tem and Tem (Fig. 3A and B), As shown in
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Figure 3. A unique migration profile for CDB* Tem and Tem subsets, (A) Expression of CXCR3, CXCRS, and/or CX3CR1 among the Tem subset in HDs
{n = 13; squares), ART-exposed patients (n = 14, open circles), and HICs (n = 17, triangle). (B) Expression of CXCR3, CXCRS, and/or CX3CR1 among the
Temn subset in HDs (squares), ART-exposed patients (open circles), and HICs {triangles). The graphs show the proportions of all fractions Identified
by the three markers. The data correspond to the median [IQR]. The groups were compared using & nonparametric, unpaired Kruskal-Wallis test,
or paired Friedman test. Statistically significant differences are indicated as follows: *p « 0.05, "'p « 0.01, *"p « 0,001, **"p « 0.0001.

Fig. 2A, most memory cells expressed CXCR3. A Boolean analysis
revealed that CXCR3 " fractions frequently also expressed CXCRS
and/or CX3CR1, whereas recepror coexpression was extremely
rare among CXCR3  cells. Among Tem expressing CXCR3, the
CXCRS CX3CR1 fraction (R3'R5 X3R1 ) was most predominant
and was followed by the R3'R5°X3R1™ fraction in all study
groups. Within the Tem, the R3'R5 X3R1™ fraction was again
most predominant bur the second most predominant fraction
was R3'R5 X3R1' — a different subset from the one identi-
fied in Tem. We next determined whether the ART-exposed and
HIC groups differed from HDs with regard to chemokine recep-
tor expression by the various memory subsets, In HIV-infected
patients, the proportion of R3"'R5 X3R1" Tem and Tem was sig-
nificantly lower and the proportion of R3'R5*X3R1" was sig-
nificantly higher than in HDs. When considering CXCR3* Tem,
a specific feature was observed for HICs, with a higher propor-
tion of R3"R5'X3R1™ than in HDs. To assess the functional re-
levance of these chemokine receptors expression, in vitro chemo-
tactic response of CD8 T cells toward various ligands of CXCR3,
CXCRS, and CX3CR1 was analyzed on HICs whole blood (Sup-

porting information Fig. §3), As expected from the high pro-
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portion of CXCR3" cells among memory cells, CXCR3 ligands
induced a migration of Tem, but no significant chemotaxis could
be derected for CXCRS or CX3CR1 ligands (Supporting informa-
tion Fig. S3A). We next assessed whether combining chemokine
receptor expression enhanced Tem chemotaxis. Importantly, we
observed a trend towards higher migration index of Tem CD8”
T cells when combining CXCR3 and CXCRS ligands (p = 0.19)
(Supporting information Fig. S3B). These data suggest that Tem
may exhibit a different migratory profile depending on their
CXCRS expression, thus, giving functional relevance to the dis-
tinction of R3"R5 X3R1™ and R3'R5°X3R1" Tem fraction,
Within the CXCR3* Tem, we again observed a higher propor-
tion of R3"R5"X3R1" in HICs than in HDs, and higher propor-
tions of R3'R5°'X3R1" and R3*R5°X3R1" cells in ART-exposed
patients than in HDs. The proportion of R3°RSX3R1 cells
was significantly higher in HICs than in ART-exposed patients
(Fig. 3B). As described for Tem, we evaluated the in vitro
migratory potential of Tem. The presence of CXCR3 ligands
but not CXCR5 or CX3CR1 ligands induced a significant Tem
migration (Supporting information Fig. S3C). No increase in
the Tem chemotaxis was detected when CXCR3 ligands were

www.eji-journal.cu



Résultats

Eur. ). Immunol. 2021, 51: 2040-2050

combined with CXCRS or CX3CR1 ligands (Supporting informa-
tion Fig. S3D).

Overall, this combined phenotyping revealed that CXCR3'
Tem  cells  included predominantly R3'R5X3R1™  and
R3"R57X3R1™ subsers whereas CXCR3™ Tem cells included
R3°“R5°X3R1" and R3'R5X3R1°, The chemotaxis assays per-
formed in HICs support the predominant role of CXCR3 ligands
in driving both Tem and Tem migration. It also suggests that
CXCRS expression may improve/change the migratory potential
of CXCR3 " Tem.,

Chemokine receptor coexpression is related to the
PD-1 and KLRG1 expression profile

We nexr looked ar whether the differences in chemokine recep-
tor {cojexpression were potentially related to the subsers' func-
tional properties. We therefore evaluated the expression of PD-
1 and KLRG1 (both of which are expressed on memory T cells
and that modulate immune functions) on the main Tem and Tem
fractions.

Overall, in the Tem subset, the proportion of PD-1" was simi-
lar in all three study groups (Supporting information Fig. S4A),
whereas a higher proportion of KLRG1" cells was observed
in HIV-infected patients than in HDs (Supporting information
Fig. S4B). When considering Tem fractions (Fig. 4A), the propor-
tion of PD-1"* cells was higher in the R3“R5'X3R1" fraction than
in the R3"R5X3R1™ fraction in all study groups, A similar trend
was observed for KLRG1 expression (Fig. 4B).

The proportions of PD-1° Tem (Supporting information
Fig. S4C) and KLRG1' Tem (Supporting information Fig, S4D)
were higher in the ART-exposed patients (but not in HICs) than
in HDs. For the Tem fractions, the proportion of PD-1' cells
was similar in the R3"RSX3R1™ and R3'R5 X3R1" fractions
(Fig. 4C), whereas the proportion of KLRG1™ cells was higher in
the R3'R5 X3R1"' fraction than in the R3"R5 X3R1 fraction in
all study groups (Fig. 4D),

In conclusion, we observed that the chemokine receptor
expression profile was associated with a specific KLRG1 expres-
sion profile for Tem and Tem and a specific PD-1 profile for Tem.
These differences were constitutive and did not appear to depend
on the HIV infection status and/or the type of viral control.

Higher proportion of CXCR3 and CXCRS expressing
cells in HIV-specific cells

We next questioned whether the chemokine receptor expression
observed in the nonspecific CD8" T cell compartment reflected
the HIV-specific compartment. HIV-specific chemokine receptor
expression was evaluated on a second set of HIV-infected patients
(8 ART-exposed patients and 10 HICs) (Fig. 5A and B). As
observed within nonspecific memory subsets, HIV-specific Tem
subsets exhibited a high proportion of CXCR3" cells. The pro-
portions of CXCR3"' cells among Tem were nonetheless higher
among the HIV-specific compartment compared to their nonspe-
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Figure 4. PD-1and KLRG1 expression depends on the chemokine recep

tor expression profile. (A) The proportions of PD-1" and (B) KLRG1" cells
among the major Tem fractions: R3"RS XIR1™ and RI*RS™X3R1" cells
in HDs, ART-exposed patients, and HICs. (C) The proportions of PD

1t and (D) KLRG1* cells among the major Tem fractions: R3*R5 X3R1

and R3'RSX3R1* cells in HDs, ART-exposed patients, and HICs, The
graphs show the median [IQR] for 10 HDs, 14 ART-exposed patients,
and 17 HICs. The groups were compared using a4 nonparametric,
unpaired Kruskal-Wallis test, and paired data were compared with &
Wilcoxon test. Statistically significant differences are indicated as fol-
lows: *p « 0.05, *p « 0.01,**p < 0.001, **p < 0.000L

cific counterparts for both ART-exposed patients and HICs, Con-
cerning CXCRS " and CX3CR1" Tem expression, the proportions
of chemokine receptor expressing cells were higher among HIV-
specific cells compared to nonspecific compartment, in both ART-
exposed and HICs (although it was only a trend for the percentage
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Figure 5. Differential CXCR3, CXCRS, and CX3CR1 expression and coex-
pression between total and specific CD8* T cells. {A) Percentages of
CXCR3, CXCRS, and CX3CR1 expressing cells among HIV. specific or non-
specific Tem CD8' 7T cells in ART-exposed patients {n = 6, white bars},
and HICs {n = 6, grey bars), (B) Percentages of CXCR3, CXCRS, and/or
CX3CR1 expressing cells among the HIV-specfic or nonspecific Tem
subset in ART-expesed patients (n < 8, white bars) and HICs (n = 10,
grey bars). Statistically significant differences {as determined in a non-
parametric paired Wilcoxon test and a nonparametric unpaired Mann-
Whitney teat) are Indicated as follows: *p < 0.05,*p < 0.01,**'p < 0.0001),

of CX3CR1" cells in HICs). Interestingly, the frequency of CXCRS*
cells among Tem cells tended to be higher in ART-exposed com-
pared to HICs for HIV-specific cells. A significant difference was
observed for HIV nonspecific CD8" Tem cells, albeit at lower pro-
portion.

When considering Tem cells, besides a high CXCR3 expression
in HIV-specific CD8" cells, the frequencies of CXCR3" (for ART-
exposed) and CXCR5" (for both ART-exposed and HICs) cells
were higher in the HIV-specific compared to nonspecific Tem com-
partment. No significant difference was observed in the propor-
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tion of CX3CR1* cells between HIV-specific and nonspecific Tem
cells. Interestingly, the higher proportion of CXCRS ™ HIV-specific
Tem cells was of smaller amplitude than previously observed in
Tem suggesting a higher migratory potential of HIV-specific Tem
cells than Tem subset.

Overall, the Tem fraction was the most affected by the HIV-
infection with a significant increase in the CXCR3, CXCRS propor-
tions (and the CX3CR1 proportion in ARTs). Importantly, a medu-
lation of CX3CR1 was seen on Tem but not Tem HIV-specific CD8”
T cells. The most drastic change was the increase of the CXCR5
fraction in the HIV-specific Tem CD8" T cells,

Discussion

Recent research has shown that in the context of a chronic infec-
tion, chemokine receptor expression is a critical characteristic of
memory CD8" T cells [9-13]. Hence, we hypothesized that the
CD&" T cells' high migratory capacity might be beneficial for the
patient by providing immune responses at the crucial sites, that
is, sanctuaries of viral persistence and/or altered mucosal sites. In
order to better characterize this aspect of controlled chronic HIV
infections, we decided 1o combine chemokine receptor profiling
strategies with conventional memory cell phenotyping.

First, we observed that some features were shared by HDs,
ART-exposed patients, and HICs. We found that CXCR3 was
expressed constitutively in all memory subsets, although the MFI
for CXCR3 was higher in Tem than in Tem — suggesting that CD8*
memory cells subsets do not respond to IFN-gamma-inducible lig-
ands in the same way [27]. We also observed that cells bear-
ing CXCR5 (the receptor for the B lymphocyte chemoattractant
CXCL13, which enables memory CD8" T cells to migrate to B cell
follicles) and CX3CR1 (the recepror for CX3CL1/fractalkine) were
not equally distributed across the memory subsets, CXCR5 " cells
were preferentially found among the Tem, whereas CX3CR1* cells
were preferentially found among the Tem subsets. The imbalance
in the expression profile of chemokine receptors may influence
the recruitment of Tem to lymphoid organs and Tem to inflamed
tissues, Furthermore, consideration of chemokine receptor coex-
pression revealed another degree of complexity because the three
chemokine receptors were not independently expressed. CXCR3
was mostly coexpressed with CXCRS in Tem and with CX3CR1
in Tem. It is not clear how chemokine signaling is integrated
when two or three chemokine receptors are coexpressed. Coex-
pression may provide a broader migratory profile that enables
migration through different tissues after sequential contact with
the respective chemokines. The chemotactic response of both Tem
and Tem cells towards CXCL9/CXCL10/CXCL11 migration buffer
confirmed the predominant role of the CXCR3 recepror/ligands
pathways, in accordance with the high proportion of CXCR3"
CDB* memory cells. We did not detect migration of Tem or Tem
CD8" T cells toward CXCRS or CX3CR1 ligands. That may be
related to the reduced proportion of cells expressing these mar-
kers, although the chemotaxis assay was conducted in HICs that
exhibited the higher proportion of CXCR5' and CX3CR1" Tem

www.eji-journal.eu



Résultats

Eur, J. Immunol, 2021. 51; 2040-20%0

cells, Last, we compared the migratory responses of memory cells
roward CXCR3 ligands when used alone or combined with CXCRS
or CX3CR1 ligands. Interestingly, a trend toward higher migration
of Tem was observed when both CXCR3 and CXCRS ligands were
present.

As chemokine receptor expression has been associated with
exhaustion [25,28], we investigated the cells’ exhaustion and
senescence profiles on the basis of their expression of PD-1 and
KLRG1, both of which are markers of the immune dysfunctions
associated with chronic infection [2,29]. In all study groups, the
proportion of PD-1" Tem cells was lower in the R3"R5X3R1™
fraction (i.e. the fraction with the least migratory potential) than
in the R3"RS"X3R1 fraction, This difference was not observed
among the Tem. A difference in PD-1 expression as a function
of the Tem subser’s migratory profile might reflect (i) differences
in the induction of T cell exhaustion and/or (ii) the exposure to
antigens. It may also represent a safety mechanism for regulat-
ing T cell activation in the tissues. The proportion of KLRG1'
cells was strongly correlated with the chemokine receptor profile
in both the Tem and Tem fractions. The physiological relevance
of a difference in the proportion of KLRG1™ expressing cells is
not clear because KLRG1 has been described as a marker of not
only terminal differentiation/senescence but also tissue residency
[30]). Thus, phenotyping chemokine receptor expression among
memory subset was helpful to further define heterogeneity for
both Tem and Tem subset identifying the fractions that are the
more susceptible to exhaustion,

Second, we evaluated the impact of chronic HIV infec-
tion on the chemokine receptor phenotype on both HIV-
specific and nonspecific CD8' T cells. As a whole, the pro-
portions of CXCR3® Tem and CXCR5' Tem CD8' T cells
were higher in HIV-infected patients than in HDs. Regard-
less of the type of control, chronic and controlled HIV infec-
tion appears to enhance the migratory potential of both Tem
and Tem CD8" T cells — albeit through different pathways.
Furthermore, HICs and ART-exposed patients exhibit specific
chemokine receptor patterns. The proportions of Tem express-
ing chemokine receptors were higher in HICs than in HDs.
Tem CD8" T cells from HICs included low proportions of frac-
tions coexpressing chemokine recepror compared to ARTs. Our
results may reflect differences in the amplitude of mucosal alte-
rations that may lead to different mobilization patterns. Consi-
dering HIV-specific CD8" T cells, the proportions of CXCR3 ™ and
CXCR5" cells were higher in HIV-specific CD8 " T cells compared
to their nonspecific counterparts, The proportions of CX3CR1*
cells also tended to be increased among Tem, but not Tem CD8'
T cells, The high proportion of CXCR5* cells among HIV-specific
CD8" T cells reemphasize the crucial role of CXCR5" expression
in HIV infection, as already published [22,31], CXCR5 expression
in the absence of CCR7 is a characteristic of follicular CD8" Tem,
the increase of this marker observed in circulating Tem in HIV-
infected patients and may contribute to the control of HIV reser-
voir in lymphoid organ follicles as suggested in the SIV macaque
model [32], Due to the limited numbers of HIV-specific CD§'
T cells, we were unable to further dissect the combined chemokine
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receptor expression. Last, further investigations need to be per-
formed to decipher potential differences between ART-exposed
patients and HICs, but will need to take into accounts the natural
heterogeneity in the course of infection in ARTs and HICs

In conclusion, our results strongly suggest that migration
capacity profiling is relevant for the characterization of the CD8"
T cell compartment in the context of chronic HIV infection. The
addition of migration markers to the standard Tem/Tem charac-
terization revealed differences in the migratory profile between
the Tem and Tem subsets, between ART-exposed patients and
HICs and berween HIV-specific and nonspecific CD8™ T cells.
Although the percentage of CXCR3' cells is high among me-
mory CD8" T cells, CXCRS expression appears to be the cru-
cial factor moedulated during chronic HIV infection: among HIV-
specific CD8”™ T cells, a higher proportion of CXCR5" Tem is
observed in both ART-exposed and HICs patients.

Study population

Fresh whole blood samples were collected from chronically HIV-
1-infected patients, including HICs enrolled in the French HIC
cohort (ANRS CO21 CODEX) and long-term ART-exposed HIV-
infected patients enrolled in the ANRS CO06 PRIMO cohort. In the
absence of any ART, the HICs exhibited the spontaneous control
of HIV infection [13] and potent CD8™ T cell suppression of HIV
replication [33). The main inclusion criteria for the ANRS CO21
CODEX cohort were as follows: HIV infection diagnosed at least 5
years previously, the five last consecutive plasma HIV RNA values
<400 copies/mL (median [IQR] resting frequency: 7 months [5-
91), and the absence of ART. HIV-infected patients from the ANRS
CO6 PRIMO cohort met the following criteria: ART for more than
4 years, a plasma HIV RNA load <40 copies/mL for more than 2
years. In both the ART-exposed and HIC groups, the selection cri-
teria for the present study were HIV infection diagnosed at least
5 years previously, plasma HIV RNA <40 copies/mL for 2 years
prior to inclusion, no coinfections with hepatitis B or C virus. The
participants' demographic and laboratory data (plasma HIV RNA,
CD4", and CD8" cell counts and percentages) were extracted
from their medical records. Samples from healthy, noninfected
HDs were obtained from the French Blood Agency (Etablissement
Frangais du Sang, La Pitié-Salpétriére Hospital, Paris, France). The
HDs were matched with the ART-exposed patients for age and
gender

Ethics statement

All subjects provided their written, informed consent to participa-
tion. The CO6 PRIMO and the CO21 CODEX cohort studies were
approved by the local invesrigational review board (CPP lle de
France 1l and VII, Paris, France; approval references: 1157 and

www.¢ji-journal.eu

114

2047 =



B 2048

Résultats

12-021, respectively). The study was conducted in accordance
with the principles of the Declaration of Helsinki.

Blood sample processing and FACS staining

Cytometry experiments were performed in accordance with
recommended guidelines [34], Following incubation of the whole
blood samples with human Fe block (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA), cells were incubated with fluorophore-labelled
antibodies against the following surface markers: CCR7 (BV650,
GO034H7), CD28 (BV510, CD28.2), CD45R0O (BV711, UCHL1),
CD27 (FITC, L128), CD8 (APC-H7, SK1), CD3 (BV786, SK7) from
BD Biosciences; PD-1 (BV421, EH12-2H7), CXCR3 (PE-
Dazzle594, GO025H7), CXCR5 (BV60S5, J252D4), CX3CR1
(APC, 2A9-1) from Biolegend (San Diego, CA, USA); TIGIT
(PerCP eFluor710, MBSA43) from Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA) and KLRG! (PE-Vio770, REA261) from
Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, Germany). After incuba-
tion, red blood cells were lysed using BD FACS Lysing Solution
(BD Biosciences), washed in PBS 1X, and were fixed in 1%
paraformaldehyde,

For the detection of HIV-specific CD8' T cells, cells were
enriched by magnetic selection (positive selection) and incu-
bated with matched HLA-peptide complex multimers (unlabeled
peptide-HLA class I multimers (Proimmune, Oxford, UK) and PE-
labeled dextramer (Immudex, Fairfax, USA)) derived from the
HIV Gag, Nef, Pol, and Env proteins, Peptides corresponded to
defined CTL epitopes (see Supporting information Table 53).
Then, the cells were incubated with PE (Proimmune, Oxford, UK),
and then stained as previously described.

Data were acquired with an LSR Fortessa flow cytometer (BD
Biosciences) and analyzed using FlowJo software (version 10.6.2,
FlowJo LLC, Ashland, OR, USA). A t-SNE algorithm in FlowJo
was applied to a concatenate of HD samples, using the follow-
ing parameters: 50 000 CD8" T cells per sample of total periph-
eral blood, and the CCR7, CD45R0O, CD28, and CD27 surface
markers.

Chemotaxis assay

Migration assay was performed on whole blood in a Transwell
system using a 24-well plate with a 5-um pore size polycarbo-
nate membrane (Corning, NY, USA) as previously described [35].
Human CXCL10, CXCL11, CXCL13, (Immunotools, Friesoythe,
Germany), CXCL9 and CX3CL1 (Peprotech, Hamburg, Germany)
were diluted in migration medium (RPMI 1640 containing
0,2% Penicillin-Strepromycin (10 000 units/mL), 0.02 M HEPES
buffer) at the final concentrations of 500, 400, 10040, 800, and 100
ng/mL, respectively. Chemokines were then added to the lower
chamber of the Transwell, Whale blood was diluted at one-third
in the migration medium; a volume of 100 L seeded in the upper
chamber. All conditions were performed in duplicate, After a 3-h
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incubarion at 37°C, 5% CO,, transmigrated cells from the lower
chamber or input cells were washed once in PBS 1X-2% SVF and
stained as previously described. Chemotactic index corresponded
to the ratio of cells migrated to chemakine versus input.

Isolation of CD8" T cells

CD8" T cells were isolated from whole blood by a magnetic-
activated cell sorter using a CD8" T cell isolation kit (Miltenyi
Biotec, Auburn, USA). For each patient, CD8' T cells were incu-
bated with CD8"' microbeads (50 pL/mL of whole blood) for 15
min at 4°C. Whole blood column was rinsed with 4 mL of PBS 1X.
Magnetic labeled cell suspension was applied onto the prepared
whole blood column. The column was washed two times with 2
mL of PBS 1X. CD8' magnetically labeled cells were flushed out
with 4mL of whole blood column elution buffer.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism soft-
ware (version 8, GraphPad Software Inc,, San Diego, CA, USA).
Groups were compared using a nonparametric, unpaired Kruskal-
Wallis or the Mann-Whitney test; if the groups differed signi-
ficantly, Dunn’s post-test was applied. A nonparametric, paired
Wilcoxon test or Friedman’s test were used for paired data. The
threshold for staristical significance was set to p < 0.05 (*p <
0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001). Continuous
variables were described as the median [IQR].

The study was performed using standard operating proce-
dures, in compliance with good laboratory practice, as recom-
mended by MIATA guidelines [36].
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Résultats

Supplemental Table 1: The demographic and clinical characteristics of patients for

chemotaxis assay

HICs
N 8
Age (years) 51.5[45.5;61)
Male (%) 62.5%
Estimated duration of HIV infection 1914: 21]

Plasma HIV-RNA (copies/'mL)

CD4+ (/mL)

<40 [<40; 52.7]

810 [592; 1050]

Supplemental Table 2: The demographic and clinical characteristics of patients for

HIV-specific CD8+ T cells study

ART-exposed HICs P-value
patients

N 8 10

Age (years) 48 [45.3; 60 57 [49.5; 62.8] ns
Male (%) 62.5% 60% ns
Estimated duration of HIV infection 15[4.3:31.3] 24 [15;:34.3) ns
Plasma HIV-RNA (copies/mL) <40 [<40; <40] 59.5 [<40; 340] 0.013
CD4+ (/mL) 619 [ 536, 886) 790 [643; 985] ns
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Supplemental Table 3: Peptides corresponding to defined CTL Epitopes for HIV

specific CD8 T cell staining

HLA type specificity Virus Protein Epitope Sequence
B*57:01 HIV Gag 147-155 ISPRTENAW
B*57.01 HIV Gag 162-172 KAFSPEVIPMF
B*57:01 HIV Gag 240-249 TSTLOQEQIGW
B*57:01 HIV Nef 116-124 HTQGYFPDW
AY02:01 HIV Gag 77-85 SLYNTVATL
A*02:01 HIV Pol 476-484 ILKEPVHGV
A*03:01 HIV Gag 20-28 RLRPGGKKK
A*03:01 HIV Nef 73-82 QVPLRPMTYK
A*11:01 HIV Gag 84-92 AVDLSHFLK
A*24:02 HIV Nef 134-143 RYPLTFGWCY
B*07:02 HIV Env B48-856 IPRRIRQGL
B*08:01 HIV Nef 90-97 FLKEKGGL
B*08:01 HIV Gag 259-267 GEIYKRWII
B*27:.05 HIV Gag 263-272 KRWITLGLNK
B*35:01 HIV Pol 342-350 NPDIVIYQY

Supplemental Figure 1: Gating strategy
"'y TeMm

- g :

E - v <ot

§ g '} Sy

(8] O

TEM
————— o
CD45RO (BV711) CD28 (BV510)

Representative dot plots of the gating strategies used to analyze memory and effector

compartment for an ART-exposed patient. The CD8™ T cells were identified by CD27 and

CD45RO expression and then the CCR7 and CD28 expression profiles. Cells were

differentiated into naive T cells (N: CD27"" CD45RO", CCR7", CD28"), central memory cells

(Tem: CD27°, CD45RO", CCR7", CD28"), effector memory cells (Tem: CD27', CD45RO",

CCRT), effector T cells (E: CD27, CD45RO", CCR7, CD287), and terminal effector T cells

(TE: CD27", CD45RO", CCR7", CD28§).
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Supplemental Figure 2: The MFI for CXCR3, CXCRS and CX3CRI1 among memory cells

A L

20004 T
1000

|

MF| of CXCR3 among
CXCR3+ cells
..

| v

= ART
£ HIC

CXCRS+ celis

MF] of CXCRS among

r.
]

Tem Tem

2000 T

MF| of CX3CR1 among
CX3CR1+ cells

0+

Tem Tem

The MFI for (A) CXCR3, (B) CXCRS and (C) CX3CR1 among respectively CXCR3+,
CXCRS5+ and CX3CR1+ memory cells in all groups. The graphs show the median value and
IQR for 15 HDs (black bars), 16 ART-exposed patients (white bars), and 28 HICs (grey bars).
Statistically significant differences (as determined in a non-parametric paired Wilcoxon test
and a non-parametric unpaired Kruskal-Wallis test) are indicated as follows: *p<0.05,

*¥p<(.01, #***p<0.0001).
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Supplemental Figure 3: The migratory profile of Tem and Tem cells with CXCR3,

CXCRS or CX3CRI1 ligands

A 8
Wy  — 30~ ——
& £
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= Without chemokine
20 m= CXCLOMOMT
. e CXCLOICXCLIOICXCLYY
E 10 + CXCL12
§ wm CXCLOICXCLIOICXCLYY
+ CXacL
0

Transwell migration assay of whole blood samples collected from HICs in the presence of the
indicated chemokines in the lower chamber (n = 8). Each bar represents median chemotactic
index (representing the percentage of migration towards the lower chamber reported to the
cellular input) for (A) Tem subset, (B) Tem subsets upon CXCR3, CXCRS or CX3CR1 ligands,
and chemotactic index of (C) Tem subset, (D) Tem subsets upon CXCR3 alone or combined
with CXCRS or CX3CRI1 ligands. The groups were compared using a nonparametric paired
Friedman test. Statistically significant differences are indicated as follows: *p<0.05, **p<0.01,

wxep<().001, ***%p<0.0001.
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Supplemental Figure 4: PD-1 and KLRGI1 expression on Tem and Tem subsets
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(A) The proportions of PD-1" and (B) KLRGI1" cells among Tem in HDs, ART-exposed
patients, and HICs, (C) The proportions of PD-1" and (D) KLRG1" cells among Tem in 15
HDs, 16 ART-exposed patients, and 28 HICs, The groups were compared using a
nonparametric, unpaired Kruskal-Wallis test, Statistically significant differences are indicated

as follows: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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Article 2. Détection du SARS-CoV-2 dans le tissu adipeux sous-cutané et non dans le tissu

adipeux viscéral, et perturbation de ['homéostasie lymphocytaire dans ces deux tissus chez le

macaque

A. Olivo, R. Marlin, T. Lazure, P. Maisonnasse, L. Bossevot, C. Mouanga, J. Lemaitre, G.
Pourcher, S. Benoist, R. Le Grand, . Lambotte, N. Dereuddre-Bosquet, C. Bourgeois

Commun Biol. 2022 Jun 3;5(1):542

e Résumé

L'association entre |'obésité et la sévérité de la COVID-19 est bien décrite mais les mécanismes
physiopathologiques impliqués n'ont pas encore été identifiés. Parmi les mécanismes avancés,
on retrouve l'inflammation systémique associée a l'obésité qui affecte les réponses
immunitaires locales. Cette inflammation chronique pourrait contribuer a la tempéte
cytokinique associée aux formes séveres de COVID-19. Mais la COVID-19 est aussi une
pathologie multi-organes qui peut affecter directement le TA. Une hypothése reposait sur
I'infection directe du TA par le SARS-CoV-2 qui pourrait altérer les fonctions métaboliques et
immunitaires de ce tissu et ainsi favoriser le développement de réponses pro-inflammatoires
excessives.

L'objectif de I'étude était de déterminer les impacts directs et indirects de I'infection par le
SARS-CoV-2 sur le TASC et le TAV. L'étude a été menée dans un modeéle simien.

Nous avons d'abord étudié les parametres de I'infection. Le modele est un modele d'infection
modérée, sans modification des concentrations plasmatiques des cytokines pro-
inflammatoires produites par le TA (IL-6, TNF-o, IL-1B). Parmi les parametres métaboliques,
nous observons une tendance a une diminution du taux de leptine associée a une
augmentation de la concentration d'adiponectine dans le plasma, suggérant un impact de
['infection sur le TA. Dans ce modele d'infection modérée, le SARS-CoV-2 a été détecté a J7
dans le TASC, mais pas le TAV ou le TA épicardique (TAE). Aucun virus n'a été détecté a J43
post-infection suggérant une infection transitoire du TA. Plusieurs mécanismes d'entrée du
virus dans le TA sont envisagés dont les récepteurs ACE-2 et TMPRSS2, I'expression de I'ACE-
2 s'est avérée significativement plus élevée dans le TASC que dans le TAV alors que nous

n'avons pas détecté d'expression d'’ARNm de TMPRSS2 dans aucun échantillon. Nous avons
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enfin cherché a connaitre I'impact de l'infection sur les réponses immunitaires du TA. Nous
n'avons observé aucun changement quantitatif significatif qu'il s'agisse de la proportion de
CD45", ou des fractions T CD4 ou T CD8, J7 apres infection. Toutefois, I'étude des profils
d'activation/différenciation/résidence des LyT a permis de montrer un effondrement de la
proportion de LyT CD69" dans TASC et TAV a J7 post-infection.

Pour conclure cette étude, menée dans un modele d'infection modérée et précoce, nous avons
démontré que le SARS-CoV-2 a un impact sur le TA (i) par l'infection directe sur le TASC, et (ii)

par des effets de proximité sur les TA non infectés et infectés.
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Detection of SARS-CoV-2 in subcutaneous fat
but not visceral fat, and the disruption of fat
lymphocyte homeostasis in both fat tissues

in the macaque
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The well documented association between obesity and the severity of SARS-CoV-2 infection
raises the question of whether adipose tissue (AT) is impacted during this infection, Using a
model of SARS-CoV-2 infection in cynomolgus macaques, we detected the virus within
subcutaneous AT (SCAT) but not in visceral AT (VAT) or epicardial AT on day 7 post-
infection, We sought to determine the mechanisms responsible for this selective detection
and abserved higher levels of angiotensin-converting-enzyme-2 mRNA expression in SCAT
than in VAT, Lastly, we evaluated the immunological consequences of SARS-CoV-2 infection
on AT: both SCAT and VAT T cells showed a drastic reduction in CD69 expression, a
standard marker of resident memory T cell in tissue, that is also involved in the migratory and
metabolic properties of T cells. Qur results demaonstrate that in a model of mild infection,
SCAT is selectively Infected by SARS-CoV-2 although changes in the immune properties of
AT are observed in both SCAT and VAT.
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onavirus disease 2019 (COVID-19, caused by severe acute

respiratory me coronavirus 2 (SARS-CoV-2)) is
well documented;'~" along with age, male sex, and comorbidities,
obesity is a major risk factor®'?, The assoctation between obesity
and severity has already been described for other viral disease.
Influenza is the prutolxpical example!' 313, although there are
notable exceptions'*'®, The pathophysiological mechanisms
underlying the greater severity of COVID-19 in obese individuals
have yet to be identified but presumably include (i) factors that
are common to all infections, and (i) factors that are more
specific to infections by SARS-CoV-2, Due to the variety of
impairments associated with obesity (which go far beyond
simply having excess adipose tissue (AT)), various mechanisms
have been considered'”'%, They range from the mechanical
pressure on the lungs caused by visceral obesity?*~*? to metabolic
disorders affecting first the AT and then systemic immune
responses’’ and/or epithelial cells™. Obesity is also associated
with activation of the renin-angiotensin system (notably in AT)?5,
hypercoagulability®®, and comorbidities (e.g. type Il diabetes,
hypertension, and dyslipidemia) that are major risk factors for
severe forms of COVID-19,

A major underlying mechanism is the systemic, low-grade
inflammation associated with obesity that affects local immune
responses (first in AT and then in other tissues) and subsequently
induces systemic inflammation””. This chronic inflammation might
contribute to the cytokine storm associated with severe forms of
COVID-19%, Indeed, AT is central to this inflammatory profile
because its endocrine activity shifts from anti-inflammatory cytokine
production in lean individuals towards pro-inflammatory cytokine
production (eg, I1L-6, TNF-a, and MCP-1) in obese individuals,
Elevated levels of these three cytokines have been identified in severe
forms of COVID-19%%. Among the pro-inflammatory factors speci-
fically expressed more in obese individuals, the pro-inflammatory
hormone leptin is thought to be involved in COVID-19", On the
systemic level, obesity is also associated with free fatty acid
overload"!, hyperglycemia™, and high levels of oxidative stress*, all
of which contribute to sustained inflammation, Activation of the
complement system™ and disruption of vitamin D availability™
might also contribute to pro-inf responses.

Furthermore, it was recently shown that CDS T cells in AT have a
direct anti-infective activity™®, and that obesity has an impact on
these T cell responses”. Lastly, the documented expression of
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) in AT has also raised the
question as to whether or not AT can be directly targeted by SARS-
CoV-2 and contributes to the pathophysiology of COVID- 19340 by
directly impacting the AT's metabolic and immune properties, This
hypothesis is consistent with the notion that the COVID-19 is a
multi-organ pathology that can also directly affect AT functions,
Direct infection by SARS-CoV-2 might alter the AT's metabolic and
immune functions and thus favor the development of excessive, pro-
inflammatory responses, SARS-CoV-2 infection might be even more
harmful in obese individuals because it might synergize with pre-
existing quantitative and qualitative defects in AT. The detection of
SARS-CoV-2 in AT also prompts the question of whether this tissue
is a viral reservoir and whether it contributes to “long COVID-19",

Given that AT is the pathophysiological core feature of obesity,
the primary objective of the present work was to determine the
direct and indirect impacts of SARS-CoV-2 infection on both
subcutancous AT (SCAT) and visceral AT (VAT). Both tissues
exhibit specific metabolic and immune features' =Y. Our pre-
liminary goal was to confirm the presence of SARS-CoV-2 in AT.
Although the literature data on this topic are scarce, recent
publications demonstrate the infection of adipocytes either
in vitro assay or on autopsic samples for patients having died
from COVID™4¥, The existence of AT infection in the context of

The association between obesity and the severity of cor-

mild infection has not been addressed, We studied a model of
experimental SARS-CoV-2 infection in cynomolgus macaques™:
these non-human primates (NHPs) showed transient radio-
graphic lung abnormalities (within 2-5 dpi), evidence of T cell
activation, mild lymphopenia, and neutrophilia. We screened for
SARS-CoV-2 in abdominal SCAT, VAT, and epicardial AT
(EpAT), since the latter has been identified as a site of major
inflammation™. We also performed a standard analysis of the
immune compartments of SCAT and VAT, with a focus on CD8
T cells and on T cell markers (such as CD69, a marker of acti-
vation and residency in tissue®' 2, and PD-1%), a marker asso-
ciated with chronic infection and exhaustion) that are strongly
expressed in AT. Although we studied a small number of animals,
we detected SARS-CoV-2 in SCAT but not in VAT or EpAT.
Interestingly, we also observed severe changes in the proportions
of CD69" and PD-1" cells in both SCAT and VAT - suggesting
that the systemic inflammatory response also affected AT,

Results

The animal cohort. A total of ten cynomolgus macaques were
included. The infected group comprised five females, which were
infected by combined intranasal and intratracheal inoculation of
SARS-CoV-2 (the strain first isolated in France: BetaCoV/France/
IDF/0372/2020 SARS-CoV-2), The median [interquartile range
(IQR)) age was 7.6 years [7.6; 7.7), and the median weight was
76 kg [7.6; 7.7). The uninfected (control) group also comprised five
females (median age: 5.4 years [5.4; 7.0); median weight: 6.7 kg [3.8;
7.1)). The infected and uninfected groups did not differ significantly
with regard to bodyweight but differed in age (p= 0.0079). The
infection and follow-up protocols are summarized in Fig la,
Macaques were inoculated on day 0 with 1.0 x 10 PFU of SARS-
CoV-2, Nasopharyngeal and tracheal swabs were collected daily
between 0 and 7 dpi. Macaques were euthanized at 7 dpi, and
selected fluids (nasopharyngeal and tracheal swabs) and tissues
(SCAT, VAT, and EpAT) were collected at sacrifice for subsequent
viral load, molecular and immunological assays,

We first confirmed that SARS-CoV-2 infection had occurred by
analyzing the viral loads in nasop! swabs, tracheal swabs,
and bronchoalveolar fluids. As mentioned above, the virus was
detected in all five infected macaques and at all three respiratory
tract sites (Fig, 1b). The viral load in nasopharyngeal swabs peaked
between 1 and 6 dpi, with a median peak value of 8.1 log;, copies/
mL at 3 dpi. The viral loads then fell progressively but were above
the assay's limit of detection throughout the course of the study. In
tracheal swabs, the viral load peaked at 2 dpi, with a median peak
value of 7.5 log,, copies/mL at 3 dpi. The viral load fell rapidly
between 3 and 5 dpi but we observed a viral rebound shortly before
the time of euthanasia, with a median value of 4.8 log,, copies/mL
at 6 dpi. Mild clinical signs and weight loss (median (range): 2.5%
(1.4-4.2) of bodyweight) were observed. Biological monitoring of
the inflammatory response in the blood revealed a trend towards an
increase in MCP-1 at 2 dpi. No change in the concentrations of IL-
6, TNF-a, IL-1f, cytokines known to be produced by AT in
inflammatory contexts were detected between d0 and 7 dpi (Fig. 1¢).
We also measured the impact of the infection on metabolic
parameters, such as adiponectin and leptin, predominant cytokines
produced by AT, and insulin as AT dysfunction has also been
associated to the insulin pathway (Fig, 1d). At 7 dpi, a trend
towards a decreased leptin level associated to increased adiponectin
concentration in the plasma, suggesting AT was indeed impacted
during SARS-CoV-2 infection. Finally, we also observed a trend
towards increased insulin level at 7 dpi. Collectively, we observed
both metabolic and inflammatory changes associated with the
SARS-CoV-2 infection induced in the cynomolgus macaque model,
in accordance with previous publications'?,

2 COMMUNICATIONS BIOLOGY | (2022)5542 | Mtps//doiorg/10.1036/642003-022-03503-9 | www naturo.com/commsbio

126



Résultats

COMMUNICATIONS BIOLOGY | hitps//dol.org /10 1038/

42003-022-03503-9

ARTICLE

a
Cynomolgus macagues, n=5§

Female

716 (76, 7.7) years aged

484[44,63 kg

Al Al L L) L A v v ’
Do D7
SARS-CoV-2 challenge Euthanasia

* Strain BetaCoV/France/IDF/0372/2020
¢ Dose: 1.10"6 PFU
* Route: Infranasal & infratracheal simultaneously

Tracheal Bronchoalveolar
fuid

Nasopharyngeal

-

NuesBLOoavYE OO

Viral load (log g copes perml) O

(4]

2 0 2 4 &6 2 0 2 4 6
d
Leptin Adiponectin Insulin
10007 _0.0625 007 _0.0625 50007 _0.0625
200 iy 4000 »
g .
400 o % 2000
200 1000 =
0 0 0
8L o7 BL o7 BL o7

Detection of SARS-CoV-2 in subcutancous AT. We npext
established whether or not SARS-CoV-2 could be detected in AT,
Using an RT-PCR assay, we measured the infected animals’ viral
loads in SCAT, VAT, EpAT, and nasopharyngeal, tracheal and rectal
fluids 7 dpi (i.e. after euthanasia), SARS-CoV-2 was detected in the
SCAT from 4 of the 5 infected animals (80%), with a median viral

Fig. 1 Study design and determination of the viral load in the respiratory
tract. a Experimental design. with the intratracheal and Intranasal
inoculation of the BetaCoV/France/IDF/0372/2020 A viral strain in NHPs
(cynomolgus macaques). b Changes over time in the SARS-CoV-2 load in
nasopharyngeal swabs (left panel), tracheal swabs (middle panel), and
bronchoalveolar fluids (right panel) for the five infected NHPs tested. Viral
loads were determined in an RT-PCR assay. The estimated limit of
detection (represented by the dashed horizontal line) was 2.3 logy, copies
RNA/mL. € Dynamic of cytokine plasmatic concentrations during SARS-
CoV-2 infection: IL-6 (top left), TNF-a (top right), IL-1f} (bottom left), MCP-
1 (bottorn right), d Changes In plasma leptin concentrations (left panel,
adiponectin (middle panel) and insulin Cright panel) at baseline (BL) and D7
after infection. Each NHP is represented by a single symbol (n =5
independent animals), and the median viral loads are shown as a bold line.
The values were compared in a Friedman test with Dunn's multipie
comparison post-test. Statistically significant differences are indicated as
follows: *p < 0.05

load of 1.82 log,q copies/pg RNA [0.90; 2.23] (Fig. 2a). The virus was
never detected in VAT or EpAT but was detected consistently in
nasopharyngeal swabs (five out of five animals) and less consistently
in tracheal swabs or rectal fluids (3 out of 5) (Fig. 2b), The median
viral loads (and IQR) in nasopharyngeal, tracheal and rectal fluid
samples were 6.2 [5.77; 7.42), 3.6 [0; 4.82] and 3.4 [0; 5.85] logo/ ml,
respectively whereas the median viral load in SCAT lysate was 3.5
logio/ml [2.57; 3.93). It is noteworthy that when the virus could not
be detected in an animal’s SCAT, it was also not detected in tracheal
swabs or rectal fluid at the same timepoint. In contrast, one animal
did not have a detectable viral load in tracheal and rectal fluids but
still had virus in the AT. An important question is the long-term
persistence of the virus in the SCAT, We had the opportunity to
check the viral load in five male animals at 43 dpi. No virus was
detected at this later timepoint suggesting a transient infection of AT,

Higher expression of ACE2 in SCAT than in VAT. The presence
of virus in SCAT has also been demonstrated in the setting of
influenza®!, suggesting that this tissue has specific metabolic,
immune and/or vascular properties. However, SARS-CoV-2's
infectious cycle is highly dependent on the expression of various
entry receptors, such as ACE2 and TMPRSS2. We therefore mea-
sured the mRNA expression of ACE2 in SCAT and VAT samples
from seven cynomolgus macaques (five infected with SARS-CoV-2,
7 dpi: one animal with a chronic simian immu iency virus
infection, and one uninfected animal) (Fig, 2¢). The small size of the
EpAT samples prevented us from assaying them for ACE2
expression. ACE2 mRNA expression was found to be significantly
(7-fold) higher in SCAT than in VAT whereas TMPRSS2 mRNA
expression was not detected in all samples. Overall, these findings
provide a rationale for the infection of SCAT (but not VAT or
EpAT) during SARS-CoV-2 infection, although high heterogeneity
is observed among SCAT samples. Due to the uncertainties related
to mRNA expression as ACE2 expression is also highly regulated by
age, sex, metabolic context, AT composition or SARS-CoV-2
infection**5%, we also confirmed at the protein level the expres-
sion of ACE2 in AT by immunochemistry. For technical reason (no
ACE2 antibody available for the cynomolgus model), this experi-
ment was performed on human AT collected from male and female
donors, The median of age was 54.1 [38.1-69.6) years and the
body mass index was 33 [27.5-40.6]. We detected ACE2 in the
cytoplasm of the adipocytes, below the plasmic membrane and
close to the nucleus (Fig. 2d), Interestingly, contrary to the
mRNA data, we observed a similar proportion of adipocytes
expressing ACE2 in SCAT and VAT, 10-15% of adipocytes
expressed ACE2. (Fig. 2e), This discrepancy between mRNA

COMMUNICATIONS BIOLOGY | (2022)5547 | https//dol oeg /10 .1038,/542003-022-03503-9 | www nature comy/commsbio 3

127



Résultats

(represented by the dashed horizontal line) was 2.3 log, coples RNA/mL

ART'C LE COMMUNICATIONS BIOLOGY | https.//doiorg/10.1038/542003-022-03503-9

a Fig. 2 Detection of SARS-Cov-2 in SCAT, and higher levels of ACE2
g mRNA expression in SCAT than in VAT. Characterization of the AT during
T 5 = Cyno#1 SARS-CoV-2 infection in cynomolgus macaques, with quantification of

B % a - Cyno #2 SARS-CoV-2 RNA and the expression of the cell-entry receptor
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and protein data may reflect the different composition of AT in
SCAT and VAT: due to the higher proportion of stromal vas-
cular cells in VAT, the expression of ACE2 mRNA in whole
VAT may appear lower than what is observed in SCAT. Further
investigation will be required to understand the mechanisms
regulating ACE2 but we confirm the expression of ACE2 in AT,
both in cynomolgus macaques and humans,

SARS-CoV-2 infection did not affect the proportions of CD4
and CD8 T cells in SCAT or VAT, The immune compartment of
AT is critically involved in regulation of the tissue’s metabolic
activity and the development of low-grade inflammation. Fur-
thermore, AT is also a site where memory CD8 T cells with anti-
infective immune functions accumulate. Since the direct infection
of AT might induce major local immune activation and disrupt
the tissue's endocrine functions, we next used flow cytometry to
evaluate the impact of SARS-CoV-2 infection on the immune
compartment in fresh SCAT and VAT samples. As a control, we

The median and errors bar shown a4 interquartile [IQR] are indicated, Viral
loads were determined in an RT-PCR assay. Each NHP is represented by a
single symbol (n= 5) ¢ Semi-quantitative measurement of ACE2 mRNA
expression in SCAT and VAT, normalized against the PPIA housekeeping
gene. Data were generated from SCAT and VAT collected from 7 NHPs,
Each animal is represented by a pair of linked points. The graph shows the
fold-difference in ACEZ expression. The values were compared in a paired
nonparametric Wilcoxon test. Statistically significant differences are
indicated as follows: *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001,

d Immunohistochemical analysis of ACE-2 expression in human AT. ACE-2
expression was analyzed in SCAT (upper), VAT (middle) and placenta as
positive control (lower). Brown staining for ACE2, blue staining for DAPL
@ Proportion of adipocytes expressing ACE-2 at the protein levels in human
adipose tissue samples from non-COVID patients. Each patient is
represented by a symbol (n = 6 independent patients. n = 6 SCAT and
n=6 VAT), The values were compared in a palred nonparametric
Wilcoxon test.

reanalyzed data from earlier studies of fresh samples from ani-
mals not infected with SARS-CoV-2. As a prerequisite, we
compare the number of stromal vascular cells collected following
AT dissociation. No significant difference in SVF cell numbers
was observed in the SCAT and VAT collected from SARS-CoV-2
infected animals compared to control animals (Fig. 3a). Our
analyses focused on the T cell fractions, and the gating strategy is
shown in Supplementary Fig, 1. We first examined the proportion
of CD45* cells in the AT's stromal vascular fraction (SVF), as a
marker of change in AT SVF composition. As shown in Fig. 3b,
the infected and non-infected macaque groups did not differ
significantly in terms of the proportion of CD45" cells in the
SCAT or the VAT, The median [IQR] proportion of CD457 cells
in SCAT SVF was 28.6% [24.3; 36.5] in the infected group and
19.3% [12.1; 37.8] in the control group. In VAT SVF, the median
[IQR] proportion was 43.1% [37.2; 61.9] in the infected group
and 41.9% [23.6; 55.0] in the control group.

We next determined the effect of SARS-CoV-2 infection on
CD4" and CD8" distribution among CD45 " cells (Fig. 3c); AT
CD4 and CD8 T cells have antiviral properties, are involved in the
metabolic regulation of AT**%7, and are severely reduced in the
blood of patients with severe forms of COVID-19. There was no
significant difference between infected and non-infected maca-
ques in the proportion of CD4 T cells in SCAT or in VAT, The
same was true for the proportion of CDS cells,

Overall, we did not observe major quantitative changes in the
proportion of CD45" cells or CD4 and CD8 T cell fractions in
SCAT and VAT at 7 dpi.

SARS-CoV-2 infection is associated with a drastic reduction in
CD69 expression on T cells from SCAT and VAT. Although the
infection-associated changes in AT T cell proportions were lim-
ited, we also analyzed the expression of standard T cell markers
(such as PD-1 and CD69) and other markers of cell activation
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a Fig. 3 Slight changes in the AT T cell compartment seven days after
& SARS-CoV-2 infection vs, controls, Comparison of the number of SVF cells
g 107~ ns per gram of AT, the peoportions of CD45* cells, CD8 T ceils and CD4
® 3 o & I» T cells in d7 SARS-CoV-2 animals vs. age-matched, sex-matched, weight-
3 100 + :!-o' 0__!__ matched control (uninfected) cynomolgus macaques. a The number of SVF
1004 o9 ¥. g cells per gram of AT. b CDA5" cells as a proportion of live cells in the SVF
% . from SCAT and VAT, as determined by flow cylometry, € The proportions
S 104 o Cn of CD4* and CD8* cells among CD45* SVF cells from SCAT and VAT,
E . COVID+ The graphs show data from uninfected NHPs (black open circles: n = 4 for
10* SCAT, n =5 for VAT) and from SARS-CoV-2-infected NHPs (open circles
E SCAT VAT with a red point: n = 4 for SCAT, n =5 for VAT). The median [}QR]
proportion of CO4* and CD8~ cells in SCAT SVF was 12.9% [4.8; 20.8]
b and 6.0% [1.0; 14.1] respectively in the infected group and 10.6% [6.0;
17.8] and 10.8% [9.1; 21.1] respectively in the control group. In VAT SVF,
|~ 100 ns the median [IQR] proportion of CO4* and CD8* cells was 20.1% [13.5;
£ g0 23.4] and 14.5% [8.6; 15.5) respectively in the infected group and 15.2%
g g [13.0; 32.3] and 16.1% [10.2; 25.9] respectively in the control group. Each
80+ S symbol represents a distinct animal, The median and errors bar shown as
g 404 —i-o interquartile (FQR] are indicated. Statistically significant differences (as
_I_ —;o o Ctl determined in @ nonparametric, unpaired Mann-Whitney test) are
s 201 oi0 s  COVID+ indicated as follows: *p < 0.05, *"p<0.01, **"*p < 0.0000),
£ 0 =
SCAT VAT
Cc among CD4 and CD8 T cells: the proportion of CD69* cells
being higher among CD4 T cells and lower among CD8 T cells in
& CD4+ cells CD8+ cells the blood of SARS-Cov-2 infected animals (Supplementary
é 501 ns ns Fig. 2). To note, at 7 dpi, there is no more trace of T cell lym-
40- phopenia, as observed at 2 dpi (Supplementary Fig. 3). We also
& evaluated the proportions of PD-1° T cells in AT: PD-1 (an
i 304 activation and/or exhaustion marker on T cells) is usually
20- e {1 $ expressed strongly in AT. Indeed, high proportions of PD-1*
g _i_ EL' CD4 and CD8 cells were observed in both SCAT and VAT from
101 oIe ole 1 _.i_ control (uninfected) macaques. In SARS-CoV-2 infected animals,
s 0 : a higher proportion of PD-1* cells was observed in VAT but not
* SCAT (Fig. 4b). This difference was observed for both CD4 and
CD8 T cell subsets. The median proportion of PD-17 CD4 T cells
2 & as s in VAT SVF was higher in infected animals than in controls
z 0{ (p=0.0151), 51.8% [38.1; 59.9] and 34.6% [20.3; 37.1] respec-
@ 401 1 tively. In the CD8 T cell compartment, median proportion of PD-
‘g 1" cells was 37.7% [30.7; 47.3] in infected animals and 8.9% [6.6;
s 1% 21.4] in controls (p = 0,0079).
g 204 't 4 _} o CHl We also measured the expression of HLA-DR (a standard
104 _ 4 oto :t: . COVID+ marker of T-cell activation) and Ki67 (a proliferation marker),
3 0 neither of which are highly expressed by AT T cells under

and proliferation (Figs. 4a and 4b). In non-infected macaques, the
SCAT and VAT contained similar proportions of CD69" T cells
(ranging from ~35% to ~45%); this was true for both CD4 and
CD8 subsets. In the blood, the proportion of CD69* T cells was
low (Supplementary Fig. 2)°. In infected animals, however, we
observed a collapse in the proportion of CD69' T cells in both
SCAT and VAT at 7 dpi. The CD4 and CD8 T cell subsets were
both affected. The median [IQR] proportion of CD69" CD4
T cells in SCAT SVF was 2.1% [0.8; 3.2] in infected animals and
352% [30.2; 47.9] in controls (p=0.0286); the median [IQR]
proportion in VAT SVF was 1.8% [0.8; 4.7] in infected animals
and 43.7% [43.7; 60.4] in controls (p=0.0079). The median
proportion of CD69" CD8 T cells in SCAT SVF was 1.6%
[0.4; 3.7) in infected animals and 35.7% [30.1; 40.8] in controls
(p = 0.0286); the median [IQR] proportion in VAT SVF was 0.8%
{0.1; 3.3] in infected animals and 32.4% [22.5; 37.5] in controls
(p=0.0079). In the blood, the proportion of CD69" T cells
remained low, but exhibited significant and opposite changes

baseline conditions®, As expected, the proportions of HLA-DR*
CD4 and CD8 T cells were similar in SCAT and VAT from
uninfected animals, with values of between 5 and 10% (Fig 4c),
The proportion of HLA-DR* CD4 T cells in the AT was lower in
infected macaques than in uninfected macagues. No changes in
the CD8 T cell compartment were detected. In SCAT, the median
proportion of HLA-DR* CD4 T cells was 2.3% [1.0; 3.8] in
infected animals and 82% [5.7; 16.2] in control animals
(p=0.0286). In VAT, the median proportion was 3.4% [1.9;
5.0] in infected animals vs. 8.1% [5.1; 12.9] in control animals
(p=0.0317). In infected animals, the differences between SCAT
and VAT where not significant. Lastly, the AT T cells'
proliferative potential was assessed by evaluating Ki67 expression
(a marker of non-resting cells).

There were no significant differences in the proportions of Ki67~
CD4 or CD8 cells between infected and uninfected macaques or
between SCAT and VAT samples.

In summary, our phenotyping of AT T cells revealed
contrasting alterations 7 days after SARS-CoV-2 infection. The
proportions of CD69" T cells in SCAT and VAT were much
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Fig. 4 Phenotyping of CD4" and CD8 ' cells in SCAT and VAT, Comparison of the phenolypic leatures of COB and CD4 T cells on day 7 in SARS-CoV-2-
infected animals vs. age-matched, sex-matched, welght-matched control {(uninfected) cynomolgus macaques, using flow cytometry, a Proportions of
CD69*, PD-1*, Ki67*, and HLA-DR* CD4 T cells (left graph) and CD8 T cells (right graph) (median [IQR]). The median and errors bar shown as

interquartile [IQR] are indicated. b Representative dot plots for CD69, PD-1,

Ki67 and HLA-DR expression on CD4 (red dot) and CD8 T cell (black dot)

subsets from SCAT and VAT, as determined by flow cytometry. The graphs show data from uninfected NHPs (black open circles: n = 4 for SCAT, n =5 for
VAT) and SARS-CoV-2 infected NHPs (open circles with a red point: n = 4 for SCAT, n= 5 for VAT). Each symbol represents a distinct animal. Statistically
significant differences (as determined in a nonparametric, unpaired Mann-Whitney test) are indicated as follows: *p<0.05, **p<0.01, ***"p < 0.0001),

lower in infected animals than in uninfected animals, We also
observed tissue-specific changes (such as a higher proportion of
PD-1" cells in the VAT only) and cell-subset specific changes
(such as a lower proportion of HLA-DR™ cells in the CD4 subset
only). The data on the AT's immune activation status were also
contrasting, The drastic reduction in CD69 expression observed
in both SCAT and VAT ts that even areas of AT not
directly infected by SARS-CoV-2 might be altered by the systemic
inflammatory responses developed during the infection.

Discussion
The association between obesity and the severity of COVID-19
has raised questions about the underlying mechanisms. Obesity is
commonly associated with comorbidities and low-grade local and
systemic inflammation. The role of these parameters need to be
addressed, and AT has a key role in the development of these
inflammatory phenomena. Given that AT expresses ACE2, we
hypoth that the virus could directly infect AT and could
subsequently alter the tissue’s metabolic and immune functions.
In a macaque model of SARS-CoV-2 infection, we detected the
virus at 7 dpi in 4 of the 5 SCAT samples tested. In contrast,

SARS-CoV-2 was never detected in VAT or EpAT. The specific
presence of SARS-CoV-2 in SCAT is in line with the literature
data for influenza virus™; SCATs specific metabolic, immune
and vascular properties might make it more susceptible than
other sites™. The greater expression of ACE2 in SCAT than in
VAT might explain this selective infection, In the literature, the
dati on ACE2 expression in AT are scarce and discordant. One
study found that ACE2 mRNA expression is higher in AT than in
lungz". The impact of obesity on ACE2 mRNA expression
remains unclear; some publications have suggested that ACE2
expression is regulated in different metabolic contexts®*-62,
whereas another did not detect any differences™. Taken as a
whole, these data suggest that the regulation of the receptor’s
expression in AT is complex and depending on the type of AT
considered®!, the sex®, the exposure to metabolism-modifying
medications® and the composition of the AT, It is noteworthy
that downregulation of ACE2 expression in the lung is observed
in COVID-19, following internalization of the receptor with the
virus®S, A recent publication describes an increase in ACE2
transcription levels in AT following COVID-19 infection®® in
contrast to previous publication describing a downregulation of
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ACE2 following SARS-CoV binding in the lung™. Additionally,
influenza infection and exposure to type | interferon increase
ACE2 expression in the lung™. There is no consensus on ACE2
expression levels in SCAT vs. VAT it has variously been reported
that the level is similar in both ATs® or is higher in VAT than in
SCAT®™. In the present study, we observed higher mRNA
expression of ACE2 in SCAT than in VAT in 7 samples from
both SARS-CoV-2-infected animals and uninfected animals. The
higher expression of ACE2 may contribute to the preferential
infection of SCAT. This discrepancy with regard to previous
studies may reflect differences in the model used (i.e, humans vs,
NHPs), the metabolic context (obese vs, nonobese animals), the
severity of the viral disease (lethal vs. mild), and the timepoint of
the analysis (autopsy vs. 7 dpi). It may also reflect the intrinsic
limitation of mRNA detection in whole AT. Higher expression of
ACE2 mRNA in SCAT may not reflect higher expression on a per
cell basis, but rather a higher relative proportion of adipocyte
among the complex cellular network that is AT and the difference
in composition between SCAT versus VAT, We thus evaluated
the expression of ACE2 at the protein level by immunohis-
tochemistry on human samples. This different method did not
reveal any difference in the proportion of adipocytes expressing
ACE2 in both AT, Nevertheless, in a model of early-stage infec-
tion (i.e. nonsevere discase), we demonstrated that AT is effec-
tively targeted by the SARS-CoV-2, This observation is in
accordance with the report showing the presence of SARS-CoV-2
in autopsy samples of SCAT from patients who died of COVID-
19. However, our results also suggest that SCAT is infected in the
context of mild COVID-19. The mechanisms underlying the
preferential infection of SCAT by SARS-CoV-2 remain to be
determined. This finding also raises questions with regard to (i)
the duration of SARS-CoV-2's persistence in AT, (ii) possible
spreading of the virus to all AT sites over the course of severe
COVID-19, and (iii) the local impact of SARS-CoV-2 on SCAT's
metabolic and immune properties. Concerning the persistence of
the infection in AT, we had the opportunity to measure the viral
load at 43 dpi in a cohort of male animals. In that context, no
virus was detected, suggesting no long-term sequestration of the
virus in AT in this model of mild COVID. The absence of VAT
infection may also reflect the transient lung infection seen in mild
COVID, that may reduce the possibility for large spread. Alter-
nately, one cannot exclude that VAT was infected but eliminated
the virus prior 7 dpl. Indeed, VAT includes more hematopoietic
and Immune cells and may thus eradicate the virus more rapidly
than the SCAT. Although the severity of COVID-19 has been
linked to visceral adiposity®', it is important to note that both
SCAT and VAT might contribute to the metabolic alterations
associated with obesity® %%, VAT is thought to be more meta-
bolically active, whereas SCA'T is predominantly a lipid buffering
site that prevents lipotoxicity,

We next focused on the immune properties of AT in SARS-
CoV-2-infected animals by studying the T cell compartment in
both SCAT and VAT. The proportion of CD45% cells did not
significantly differ when comparing uninfected and infected
animals at 7 dpi. The proportions of CD4 and CD8 T cells were
similar in SCAT and in VAT. This result was surprising; although
SCAT was infected by SARS-CoV-2, it did not show any signs of
an overt immune response. A reduction in the proportions of
both CD4 and CD8 cells might have indirectly indicated the
recruitment/activation of the innate immune system, as has been
seen for neutrophils and monocytes in the lungs during SARS-
CoV-2 infection”™. Conversely, an increase in the proportions of
CD4 and/or CDS cells would have indicated the induction of a T-
cell-specific response because both CD4 and CD8 T cells are
involved in the defense against different types of virus, Unfor-
tunately, we were unable to provide absolute T cell counts for AT

from SARS-CoV-2-infected and control animals; this prevented
us from determining whether or not T cell lymphopenia had
developed in the AT (as has been described in the blood™) or
whether T cell subsets had been recruited from the blood.

Even though the proportions of CD4 and CDS8 T cells were
unchanged, we observed a marked difference in the expression of
CD69 on T cells collected from SCAT and from VAT, The
proportions measured in uninfected animals were in line with the
literature data but CD69 expression was dramatically lower in
infected animals. CD69 is expressed on activated T cells and
tissue-resident T cells. The expression of CD6Y counteracts the
expression of the sphingosine-1 phosphate receptor that ensures
local T cell egress; hence, CD69 thus helps to retain T cells in
tissues”. The loss of CD69 expression on AT T cells might
therefore reflect (i) a major change in the migratory potential of
AT T cells, leading to remobilization and a contribution to sys-
temic hyperactivation, and/or (i) functional alterations in AT-
resident T cells caused by inappropriate activation” . Importantly,
the expression of CD6Y also modulate the metabolic activity of
T cells™, which could be especially relevant in the metabolic
tissue that is AT. Taken as a whole, these results suggest that (i)
CD69 expression at the surface of AT T cells changes dramati-
cally, and (i) the CD69" AT T cell fraction was not replaced. The
total proportions of CD8 and CD4 cells did not differ when
comparing samples from infected and uninfected animals, and
PD-1 expression was modulated in a different way in VAT (with
a higher proportion of PD-1 expressing cells) relative to SCAT.
These findings suggest that CD69 is specifically regulated in what
would be a new pathophysiological mechanism in SARS-CoV-2
infection. The details of the mechanism and consequences of the
loss of CD6Y expression on AT In this specific context need to be
evaluated further. However, the lower proportion of HLA-DR +
CD4 T cells might be related to abnormal regulation of T cell
activation in AT, It is tempting to speculate that the increase in
CD697 cells among CD4 T cells in the blood is a reflect of the
remobilization of the AT CD4 T cells and may contribute to the
restoration of the blood T cell count. However, as CD69 is a
marker of T cell activation, further investigations will be required
to evaluate the contribution of AT CD4 T cells to the blood CD4
T cell compartment.

Despite the persistence of equivalent CD4 and CD8 T cell
proportions, the higher observed expression of PD-1 in VAT of
infected animals but not SCAT emphasized the differences
between the two AT's immune properties. This difference might
result in & particular immune and/or metabolic microenviron-
ment and might thus impact SARS-CoV-2 infection. This might
seem counterintuitive because PD-1" CDS8 and CD4 T cells in
blood or in cancer are usually considered to be exhausted.
However, PD-1 is also a marker of cell activation, and its
expression on T cells is associated with a lower level of glycolysis,
preferential lipolysis, and greater fatty acid oxidation™, Further-
more, this metabolic pathway has been linked to greater antiviral
activity for CD8 T cells in other infections (e.g. HIV infection™)
and might reflect a beneficial adaptation to the AT environment,
rather than an impaired response. The direct impact of PD-1
modulation in VAT at 7 dpi remains to be elucidated.

This work has obvious limitations. Firstly, we did not provide
any insight on the type of cells that bear the virus in the SCAT,
Indirectly, the identification of ACE2 protein preferentially on
adipocytes clearly points towards adipocytes as crucial target of
the infection. The literature in the field has now provided some
important insight confirming the infection of adipocytes, both
in vitro and ex vivo'**, although the infection of AT macro-
phages has also been described®®. Secondly, the analyses are
performed in a context of mild infection, This setting may explain
some of the discrepancy observed compared to other publications
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in terms of the immune or metabolic signature of the infection,
However, it also confirms that the infection of AT is not a process
that is strictly associated with the most severe form of infection.
Interestingly, the change in the phenotypic of AT T cells is
drastic, although not impacting the outcome of this acute infec-
tion. The long-term consequences of these defects will need to be
further evaluated,

Overall, our work shows that SARS-CoV-2 infection impacts AT
two levels: (i) the direct infection of SCAT, and (ii)
through bystander effects on both uninfected and infected AT, The
post-infection inflammatory responses in the lung and then sys-
temically are strong candidates for altering the AT's immune
composition and thus its immune and metabolic properties -
regardless of the presence of the virus per se at each site. Out results
confirm the need to study the impact of SARS-CoV-2 on AT in
obese and/or aged individuals and in men vs. women. It is tempting
to speculate that the virus's metabolic and immune effects on AT
will be exacerbated in obese individuals, The impact on the AT T
cell compartment might be more severe, due to the higher pro-
portion of pro-inflammatory T cells in AT in obese people prior to
infection. The abnormalities observed in our NHP model strongly
suggest that AT dysfunction has a major role in the pathogenesis of
COVID-19 and warrants further investigation,

Methods
Animal models. Cynomolgus macaques (Macaca fascicularis) were imported from
AAALAC-centified breeding centers in Mauritiue. All animals were housed at the
IDMIT facility (CEA, Fontenay-aux-Roses, France) in BSL-2 and BSL-3 contain.
ment conclitions, when necessary (animal facility authorization reference: D92-032-
02, Hauts de Setne Prefecture, France). All studies were performed in compliance
with the European Directive 2010/63/EU, French regulations, and the Standards for
Human Care and Use of Laboratory Animals pablished by the US Office for
Laboratory Animal Welfare (OLAW, assurance number #A5826-01). The experi-
mummwmmlbym institutional review board (Comnitd dEthigiee en

i Animale du G tasariat @ I'Energie Atomique et asx Energies
Mm-uﬁm, Fontenay-aux-Rosex, France; reference: CEtEA #44)), The study was
authorized by the French velerinary authorities (registration number: APA-
FIST24434-2020030216532863v1 ),

Infection with SARS-CoV+2. Five fomake cynomolgus macaques were challenged
simubtaneowsly via the intranasal and intratracheal routes with 1.0 x 10" PFU of
primary isolated SARS-CoV-2 (strain: BetaCoV/iFrance/IDFAO3722020). Body-
weight, body temperature, and clinical signs of infection were monitored daily. Blood
cell counts were determined from EDTA treated blood samples using a HMX A/L
analyser {Beckman Coulter). Nasopharyngeal and tracheal swabs were collected daily
until 7 dpi. Bronchoalveolar fluids were collected at dpi 3 and 6, and rectal fiuids were
collectec) at dpi 0, 2, 5, and 7, At 7 dpi. animaly were humanely euthanized with
18,2 mg/kg of intravenous pentobarbital sodium during anesthesia with tiletaming
(4 mgkg) and zolazepam (4 mg/kg), and an autopsy was performed. At the time of
cuthanasia, abdominal SCAT, VAT and EpAT samples were collected and asssyed for
SARS-CoV-2 and/or immune and cellular characteristios. A second cohort of
cynomalgus macagues including six male animals were challenged and euthanized at
luter tmepoint (43 dpi), Le. after the resolution of the Infection.

Control samples. Samples from histornical cohorts of cynomolgus macagues were
wsed as controls, Stromal vascular cells were collected from the VAT and SCAT of
ankmals of the same sex and equivalent weights. The | group was composed
of SCAT and VAT samples from 4 to 5 female cynomolgus macaques.

Cell isolation. Stromal vascular fraction was bolated from fresh AT sampl

odl suspensions were then counted under a microscope wing a Malassez el (C-
chip, NanoEntek, Seoul, Kores), The SVF was cither directly stained for flow
cytometry analysis or cryopreserved in 0% FES/10% DMSO.

Cell and flow cytometry. Fresh samples wore stained afler the incubation
of SVF with 1:10 diluted Fe block reagent (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
UV\HW 15 min at 4 °C. Next, cells were incubated for 15 min at 4°C with

hore- labetled antibodies againat the following surface markers: 1:20 diluted
CDhas (BVSIO. DO58-1283), CDR (BV6S0, RPA-TE), CD4 (BV711, 1200), CDY
(BV786, SP34-2), CD6Y (PN5SO, PercPCy5.5); 1:200 diluted HLA-DR (BV605, G46-
6), from BD Biosciences; and 1:30 diluted PD-1 (BV421, EHI2-2H7) from Biole
gend (San Diego, CA, USA). Neat, cells were incubated for 15 min at 4°C with
1:2000 diluted amine-reactive blue dye (Live/Dead Fixable, Life Technologles,
Carlsbad, CA, USA). After this incubation, cefls were washed in PBS 1X and
permeabilized-fixed using an Intracellular Fixation and Permeabilization Bufler Set
(eBionciences Scientific, Waltham, MA, USA) for 30 min at 4 *C. The cells were
washed in PBS 1X, incubated with 1:10 diluted Fe block reagent (BD Bioschences)
for 15 min at 4 °C, and then incubated with 1:20 diluted Ki67 (FTTC, BS6, from BD
Biosciences) for 30 min a1 4 "C. Lastly, the ocdls were washed in PBS 1X. Data were
scquired with an LSR Fortessa flow cytometer (BD Biosciences) and analyzed wsing
Flowjo software (verslon 10.6.2, Flowjo LLC, Ashland, OR, USA),

Quantification of the viral load in NHP samples. All specimens (whether

, tracheal, or rectal) were collected with swabs (Viral Transport
Medium, DSR-052-01, CDC, Atlants, GA, USA) and stored at between 2°C and
B °C until analysia with a standard concentration range of plasmid containing an
ridrp gene fragment including the RARp-1P4 RT-PCR target sequence, AT samples
were stored at -80 °C until analysis, Fragments of 50 mg of frozen SCAT and VAT
samples were lysed in NocleoZOL (Machery Nagel, Duren, Germany) using &
Precellys device (Bertin Technology, Montigny-lo-Bretonneux, France), RNA iso-
lation and reverse transcription were performed to the manufacturers'
instructions (NucleoSpin™ RNA Core Kit (Macherey Nagel}. The protocol for
detecting SARS-CoV-2 is available on the World Health Organization’s website
(btpsedwww.who, int/docw/defanlt-source/coronaviruse/real - time: it per-assays-
tor-the-detection-of - sars-cov-2-institut-pasteur- paris pdf).

Quantitative RT-PCR. Fragments of 100-200 pyg of frozen SCAT and VAT
samples from seven cynomolgus macaques were dissoclated In Qéazol (Quagen,
Hilden, Germany) using stainless steel beads in the tissue-lyser system (Qiagen).
The RNA-containing aqueous phase was collected after treatment with chlorolorm.
Total RNA from the aqueous phase wis precipitated with ethanol. RNA isolation
and reverse transcription were according 1o the manufacturen’
instructions (NucleoSpin™ RNA Plus Kit (Macherey-Nagel)) and the enhanced RT-
PCR Kit (Sigma- Aldrich), respectively, ACE2 mRNA expression was determined
using o standard reverse- t PCR assay and commercially available
TagMan probes (Applied Biosystemas, Foster City, CA, United States) on the
CFX% thermocycler (Bio-Rad, Hercules, CA, United States). All results were
lezed agal son of the PPIA gene. The 18 § tRNA gene was wsed as
second hot ng pn:. The TagMan probes for ACE2 (Mf01085327_m1),
TMPRSS2 (MD2802837_m1), adiponectin {ADIPOQ MJU2788052_m 1), leptin (LEP
MRR7RE3I6_ml), PPIA (IMAN932004_gH), and 18 5 (He99999%01 1) were wied.

Protein detection. were in EDTA-treated plasema using the
NHP cytokine Milliplex (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) for 1L-6, TNF.a,
L1 and MCP-1 (also known us CCL2)Y the NHP metabolic Milliplex panel for
Jeptin and insulin; and the Human Adipokine Milliples for adiponectin. Analysis
was performed on a Bloplex 200 analyser (Bio-Rad) according to manufacturer's
Instructions.

Microscopy and Immunochemistry. Samples of SCAT and VAT (and placenta as
control) were ficed in 4% buffered formalin and embedded in paraffin, Sectiony
(thickness: 3 microns) were immunostained for ACE2 using unconjugated
recombinant rabbit monoclonal antibody dmaed against human ACE2 (clone
SN0754) (Thermofwher scientific, Waltham, Massach USA) followed by

When necessary, the AT was devascularized before dissoclation. AT was rinsed in
Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM) (Lonza, Basel, Switzerland) with
5% fetal bovine serum (FBS), weighed, und cut into pheces of 2-3 mm (to optimize
enzymatic digestion), The pieces were digested in a solution of type VI col-
lagenase from Clostridium histolyticum (0.33 mg/ml, in DMEM with 5% FBS:
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Engymatic digestion was performed for

30 min at 37°C with constant stirring. This was followed by mechanical dis-
sociation by repeated suction:expulsion of the susperwion with a 10 mL syringe,
The AT suspension was filiered through a cell strainer (pore size: 100 prn; Corning,
New York, NY, USA) und centrifuged at 330 g for 8 min at room temperature. The
upper phase of the supernatant was discarded, and the lower phase (comprising the
SVF cells) was centrifuged at 660 g for § min at room temperature. The atant
was discarded, and the pellet containing the SVF was filtered through a ;Em
(pore stze: 100 pm) and resuspended in DMEM with 5% FBS. Trypan blue-treated

incubation with Goat anti-Rabbit 1gG (H + L) Highly Cross- Adsorbed
Antibody, Nucel were stalned with DAL The merged kmage Is shown at the
magnitude of 400,

Human sample. SCAT und VAT samples from six patients who provided their
written, informed consent 1o participation were selected for ACE2 protein detec-
tion. The study protocol was approved by the regional investigational review board
(Comité de Protection des Personnes le-de-France VI, PP12.021, Paris, France),
The study includes three female and three male danors, The median of age is 54.1
[38.1-69.6] and the median of body mass index bs 33 [27.5-40.6).

Statistics and reproducibifity. The size of the group was defined hased on sta
tistical and ethical parameters. Groups of 5 10 6 NHPs were studied for each group,
No blological replicate was performed for the in vivo infection of NHP's, Technical
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rephicates were petformed for RT-PCR, protein detection, viral detection and
microscopy. All statistical analyses were performed using GraphPad Prism softwane
{version K, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Continvous variables
were described as the median [IQR]. Groups were compared using a
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Gating strategy for stromal vascular cells collected after dissociation of VAT sampled from a
cynomolgus macaque infected with SARS-CoV-2. The quality of the cell suspension was checked using
the time vs. FSC gating. Next, cells are selected in a broad FSC/SSC gate, from which doublets and
dead cells are subsequently excluded. Staining with an anti-CD45 antibody selects hematopoietic cells,

which are then stained for CD3, CD4, and CD8.

Supplemental Figure 2. CD69 expression among CD4
and CD8 T cells in blood.

Proportions of CD69* CD4 T cells and CD8 T cells as
determined by flow cytometry. The graphs show data
from uninfected NHPs (black open circles: n=4 for SCAT,
n=5 for VAT). Each symbol represents a distinct animal.
The median [IQR] proportion of CD69*' cells in blood
among CD4+ cells and CD8+ cells was 5.9% [4.9; 7.6]
and 0.8% (0.2; 1.4) respectively in the infected group and
2.2% [0.9; 3.6] and 5.7% [2.8; 10.7] respectively in the
control group. Statistically significant differences (as
determined in a nonparametric, unpaired Mann-Whitney
test) are indicated as follows: *p < 0.05).

Supplemental Figure 3. Determination of T cell
numbers in the blood during the course of the
infection

Numbers of lymphocytes cells as determined using a
HMX A/L analyzer (Beckman Coulter). Dynamic of
lymphocyte number during SARS-CoV-2 infection.
Each symbol represents a distinct animal. The values
were compared in a Friedman test with a Dunn’s multiple
comparison post-test. Statistically significant differences
are indicated as follows: *p < 0.05, *p < 0.01
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Article 3. impact a long terme de l'infection par le SIV, contrélée par un traitement

antirétroviral, sur la composante immunitaire et mésenchymateuse du tissu adipeux

A. Olivo, C. Mouanga, F. Lanthiez, A. Mausoléo, M. Bitu, G. Pourcher, D. Desjardins, A. Barrail-

Tran, R. Le Grand, A. Saez-Cirion, O. Lambotte and C. Bourgeois.

e Résumé

Le tissu adipeux (TA) est ciblé a la fois par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) mais
aussi les molécules antirétrovirales (ART) ce qui pourrait favoriser ['établissement de
perturbations fonctionnelles du TA et la persistance virale de fagcon chronique. Dans des travaux
précédemment menés au laboratoire, nous avons démontré que le TA était un réservoir
tissulaire du virus, et que l'infection par le SIV était aussi associée a une proportion accrue de
LyT CD8 dans le TA.

L'objectif de ce travail était d'étudier les caractéristiques du compartiment T CD8 au cours de
I'infection par le SIV en analysant la fraction T CD8 mais également les cellules environnantes
susceptibles de moduler leur activité et d'évaluer si le compartiment T CD8 était restauré apres
introduction du traitement antirétroviral (TARV).

Plusieurs résultats ont été mis en évidence. L'infection par le SIV se traduit au niveau du TA par
une altération des compartiments mésenchymateux et hématopoiétiques, et ces altérations
sont maintenues ou exacerbées chez les animaux SIV'ART". Au sein de la fraction
lymphocytaire, la mise sous TARV n'a pas permis une restauration du compartiment T puisque
le ratio CD4/CD8 reste inchangé entre les groupes infectés (SIV*) et infectés et traités (SIV*
ART"). Concernant la fraction T CD8, nous avons étudié le mécanisme pouvant expliquer leur
accumulation au sein du TA. Nous avons observé une augmentation légere mais significative
de I'expression des chimiokines attirant les LyT activés. Au sein du TA, les LyT CD8 présentaient
des propriétés métaboliques distinctes des autres cellules immunitaires du TA avec une
expression particulierement élevée de GLUT-1, ce qui leur permet une utilisation préférentielle
du glucose. Enfin, nous avons exploré le répertoire antiviral des LyT CD8 du TA, en recherchant
la présence de LyT CD8 spécifiques de virus dans le TA. Cette étude a été réalisée sur des
prélevements de TA humains et, nous avons pu détecter des cellules LyT CD8 spécifiques de

plusieurs virus (CMV, EBV et VIH).
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En conclusion, nos résultats ont permis de mettre en évidence des changements majeurs et
persistants dans la composition du TA au cours de l'infection par le VIH/SIV, changements qui
peuvent contribuer aux altérations des propriétés métaboliques, régénératrices et
immunitaires du TA. L'atteinte du compartiment LyT pourrait également contribuer a perturber

le potentiel anti-infectieux du TA.
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Abstract

Adipose tissue (AT) is targeted by both the human immunodeficiency virus (HIV) and the antiretroviral
treatment (ART), thus rendering AT presumably extremely sensitive to the long-term persistence of HIV
under ART treatment, We have previously demonstrated in cynomolgus macaques that ART-naive SIV
infection was associated with viral persistence in AT and increased proportion of CDS T cells in AT.
We thus further investigated whether the AT cell composition, including the CDS T cell compartment,
was restored following ART introduction. The analysis of the cellular composition of AT was performed
by cytometry on both SCAT and VAT samples collected from noninfected, ART-naive and ART-treated
SIV infected animals. The alterations of both the adipose mesenchymal stem cells and the hematopoietic
fraction including the CD8 T cell fractions observed in SIV+ animals are sustained or exacerbated in
SIV+ART+ animals, Focusing on the CD8 T cell fraction, we studied the mechanism that may explain
the accumulation of CD8 T cells, We observed mild but significant increase in the expression of
chemokines attracting activated T cells. More importantly, CDS T cells exhibited specific metabolic
properties that were not shared by the other AT immune cells, AT CD8 T cells exhibited high
proportions of GLUT-1 expressing cells, providing these cells with specific accessibility to glucose.
Lastly, we indirectly evaluated the contribution of AT CDS T cells to ant-infectious response by
determining whether virus specific CD8 T cells were present in AT, CD8 T cells specific for CMV,
EBV, HIV were detected in human AT samples.

Altogether, we thus observed major and persistent changes in the composition of AT that may contribute

to the alterations of the metabolic, regenerative and immune properties of AT,
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Author summary

Adipose tissue (AT) is a long-known target of HIV infection, as both the virus and the antiretroviral
treatment (ART) impact adipose tissue biology. The respective role of HIV and ART on adipocyte
biology and the metabolic activity of adipose tissue has been well described, but less is known on the
impact of ART-treated infection on the other functions of AT. Schematically, adipose tissue is not only
a metabolic tissue but also exhibit regenerative and immune functions, including accumulation of CD8
T cell contributing to anti-infectious immune responses. We report here, in a macaque model, that these
two functions are also severely affected following ART introduction, suggesting more deleterious effect
than beneficial effect of ART at the level of adipose tissue. Developing novel ART drugs with limited

impact of AT may be useful to reduce the toxicity of ART on AT.
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Introduction

The benefit of antiretroviral treatment (ART) is undisputable in the context of chronic HIV infection
(Decks et al., 2013a). It allows viral control and reduction of major immune alterations: the CD4 T cell
count in peripheral blood is fully or partially restored, the immune activation and chronic inflammation
are partially corrected (Deeks et al., 2013b; Khoury et al., 2017). However, some alterations persist at
the blood level as exemplified by low grade chronic inflammation and T cell exhaustion (Fromentin et
al,, 2016; Trautmann et al., 2006). At the tissue level, ART allows partial gut restoration and the
microbial dysbiosis that may subsequently contribute to chronic inflammation (Allers et al., 2016: K&k
et al., 2015; Mudd and Brenchley, 2016; Verhoeven et al., 2008) although early ART initiation may
favor restoration. Alterations of lymph node structures have also been documented and may contribute
to the alterations of the immune responses (Lindqvist et al., 2012; Miles and Connick, 2016). Finally,
alterations of adipose tissue (AT) have also been documented (Diggins et al., 2022; Giralt et al., 2011;
Lagathu et al., 2019): AT exhibit the unique feature of being targeted by both HIV/SIV but also the
adverse effects of ART. Both viral proteins and ART interfere with adipocyte biology, both in vitro and
in vivo (Gorwood et al., 2019, 2020), which identified AT as the most impacted site of AT toxicity. The
specific toxicity of ART on AT may thus locally counterbalance its benefit, The alterations of the
metabolic functions of AT may presumably impact the metabolic profile of people living with HIV
(PLHIV) and contribute to the cardiovascular comorbidities associated with HIV infection although this
notion is complex to demonstrate (Nix and Tien, 2014). However, little is known about the long-term
impact of ART-treated HIV/SIV infection on the immune compartment of AT and the other cell
fractions. AT may contribute to systemic immune responses, due to its endocrine capacity (Gregor and
Hotamishigil, 2011) but growing evidence suggest a direct anti-infectious role of the immune AT
resident cells (Han et al,, 2017; Misumi et al., 2019). AT CDR T celis have been directly involved in
defense against viruses (Han 2017, Misumi 2019), as a such represent direct interest to the context of
HIV infection, Interestingly, our group previously showed that the proportion of AT CD8 T cells of
infected animals was increased although AT CD4 T cell count was not affected by SIV infection
(Damouche et al., 2015), The change in the AT T cell composition may thus alter AT biology, (as CD8
T cells accumulation is commonly associated with local inflammation (Nishimura et al,, 2009), as

4
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demonstrated in the context of obesity) but also impact the anti-infectious activity of AT (Han et al.,
2017).

The aims of the work were (i) to evaluate whether ART allowed restoration of the CDS T cell
compartment during chronic SIV infection and identify other AT cell subsets that may be impacted by
the infection and/or the treatment. Indeed, AT is defined in healthy metabolic conditions as an
immunosuppressive environment, which may indirectly impact the anti-infectious properties of AT; (ii)
to consider the mechanisms that led to the specific recruitment and/or accumulation of CD8 T cells in
AT of infected and ART-treated animals. A third aspect was (iii) to provide evidence of the potential
anti-infectious role of AT CD8 T cells. As AT is sensitive to multiples environmental, metabolic,
infectious cues (Bourgeois et al 2019), addressing the role of HIV infection in clinical context is a
difficult task, as AT cell composition highly varies depending on the sex, the age, the metabolic status
of each individuals. The impact of ART also differs depending on the combination of ART, which may
introduce heterogeneity on the analyses of human samples. A unique alternative is the model of SIV
infection in cynomolgus macaques, for which a therapy based on emtricitabine (FTC)/ tenofovir
disoproxil fumarate (TDF) / dolutegravir (DTG) regimen has been established. This model allows to
study in male, adult, nonobese animals the impact of long-term SIV infection in ART-treated animals
efficiently controlling the virus. For ethical consideration, control animals were selected from prior
studies.

In this report, we identified three main alterations in AT composition in ART-naive SIV infected
animals: a drastic reduction of the proportion of adipose mesenchymal stem cells (ASC), a reduction of
the proportion of hematopoietic cells and among those, a preferential increase of the CD8 T cell fraction.
Interestingly, none of these defects were restored by ART introduction, some defects being exacerbated
by the treatment. Altogether, these results showed that most functions of AT: the metabolic, regenerative

and immune activities of AT are altered.
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Results

Description of the study population

We had the opportunity to study the cellular composition, inflammatory profile of AT collected from
SIV-noninfected (SIV-), SIV-infected animals (SIV+) and ART-treated SIV-infected animals
(SIV+ART+). The study design for these studies is presented in Figure la. Animals were infected
intravenously by the SIV mac251 strain and were treated with FTC/TDF/DTG either at week 4 or 24
following infection. After 24 months of infection, animals were sacrificed. The characteristics of the
animals were as follows (Table 1): the control group consisted of 12 SIV-uninfected male cynomolgus
macaques with a median age of 6.1 years [5.2; 91]and a median weight of 6.8 kg [6.2; 7.6], the SIV-
infected group consisted of 11 male macaques with a median age of 6.8 years [6.3;: 9.4] and a median
weight of 9.8 kg [7.8: 12.7] and the SIV-infected and ARV-treated group consisted of 11 macaques with
a statistically higher median age than the control group of 8.7 years [7.6; 9.7] and a median weight of
9.2 kg [9.4: 10.1].

The infection was monitored for clinical and biological parameters as previously described (Karlsson et
al,, 2007; Lemaitre et al., 2020): the peak of infection is observed at d12, followed by the plateau phase.
For the infected groups, viral loads at euthanasia were [x10* [1.0x10*-5.9x10%] for the SIV+ group and
<50 copies/mL for the SIV+ART+ group, confirming the efficacy of the ART treatment (data from the
w24 ART treatment group are shown in Figure 1b). Note that the median duration of infection was
different between SIV+ and SIV+ART+ animals: 349 days for the SIV+ group versus 1112 days for the

SIV+ART+, although both groups were sacrificed at the plateau phase of the infection.

M*m mnm Mu Duration of Duration of ART
M m{u mm (days)
e = 6.1 6.8
g (5.2:9.1) 6.2; 7.6)
Ne i 6.8 9.3 349
6.3 9.4] (7.8:12.7) (336;357]
N-11
SIV+ 7.2
: 8.8 1112 565
ART W4 s 100% 14.2:102) (7.9;9.6] (1107:1117 ] (565;570 ]
Siv+
9.2 9.8 1131 726
ART.W2% - 100% 8.1;9.6) 8.5;10.5] [1080;1141) [726;791)
Median [IQR
Table 1 [IGR]
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Fig. 1: Study design and Kinetics of viral load following ART in SIV infected NHPs. A, Experimental study
design for the introduction of ART in SIV infected macaques. Schematic of the study design. Cynomolgus
macaques were intravenously infected with 1000 AIDS0 of SIVmac2S1 (day 0). Two groups were treated with
combination ART (TDF, FTC, DTG) starting on 4- or 24-weeks post infection (dpi) by subcutancous route.
Animals were sacrificed at 24 months post-infection.  follow-up continued for 24 weeks after treatment
interruption. As controls, a group of ART naive SIV infected animals was included but infection was maintained
for 12 months before euthanasia. A group of SIV noninfected animals was also used. B. Kinetics of viral load
following SIV infection and introduction of ART treatment, Representative follow-up for 6 animals of the group
were induced at w24, Each symbol represent one animal,
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Decrease in the proportion of both CD45+ and CD45-CD34+ cells in the stromal vascular fraction
of AT in SIV infected animals, that is not corrected by ART introduction

We have previously deseribed changes in the proportion of CD45+ cells among SVF cells (although
their number was not changed) and in the proportion of CDS T cells among CD3+ cells in AT following
SIV infection (Damouche et al., 2015). These results suggested that major remodeling of AT occurred
during SIV infection, by the recruitment of nonhematopoietic cells. We thus wanted to evaluate whether
some restoration oceurred following ART-treatment and whether an important fraction of the SVF, the
mesenchymal stem cells that exhibit both metabolic activity (as progenitors of adipocytes) and immune
activity (due w their immunosuppressive capacity) (Franquesa et al,, 2015; Jeong et al., 2014; Leto
Barone et al., 2013) were also impacted by SIV infection.  As shown in Figure 2, the percentage of
CD45+ cells in SCAT was severely impacted by ART treatment, as SIV+ART+ animals showed lower
percentage of CD45+ cells compared to both SIV+ and SIV- animals. The percentage of CD45+ cells
was also drastically lower in the VAT of SIV+ART+ animals compared to SIV-, but not SIV+ animals.
The difference previously observed between SIV- and SIV+ were not recapitulated in this experiment,
although a trend was observed in VAT, This discrepancy may rely on the lower number of SIV+
macaques included in this study. We next evaluated whether this change in the percentage of CD45+
cells was associated with a change in CD45+ cells counts. Interestingly, and in contrast with the impact
of SIV infection alone, we observed a 10-fold lower number of CD45+ cells (expressed per gram of AT)
in SCAT, A similar trend was observed in VAT, Thus, in contrast to the impact of SIV infection that
changed the percentage but not the number of CD45+ cells, we observed a change in both percentage
and number of CD45+ in the context of ART-treated infection, suggesting a severe impact of ART on
the hematopoietic compartment,

To evaluate whether these modifications were specific to the CD45+ fraction, we also studied the most
prominent fraction in the SVF; the adipose-derived stem cells (ASC) fraction (representing in
noninfected conditions proportions ranging from 30 to 65% of the SVF in cynomolgus macaques)
(Laparra etal., 2019), Interestingly, we observed a lower percentage of CD45-CD34+ cells in both SIV+
and SIVFART+ groups compared to the control group. A similar trend was observed in VAT, Thus, in
contrast to the CD45+ fraction that was mostly impacted by ART-treatment, the impact on ASC was
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readily detected in SIV-infected animals. Unfortunately, the long-term exposition to ART did not restore
this drastic alteration of CD45.CD34+ percentages.
Altogether, we demonstrate that ART appeared deleterious to the AT CD45+ compartment, and

inoperative to restore the alterations of the CD45-CD34+ progenitor fractions.
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Fig. 2: No restoration of the hematopoietic and ASC fraction following ART. Characterization of
the cellular composition of AT by flow cytometry by analysis of the CD45+ hematopoietic fraction and
the CD45-CD34+ mesenchymal stem cell fraction. SCAT and VAT samples from 8 SIV-, 10 SIV+and
8 SIV+ART+ animals were studied. The groups of animals treated at w4 or w24 were pooled as no
difference was observed. A. Comparison of the proportions of CD45" cells among SVF cells in the 3
groups and numbers of CD45+ cells among SVF cells per gram of AT for a small number of animals,
included in the SIV+ and SIV+ART+ animals. in SCAT (left graph) and VAT (right graph) B.
Proportions of CD45CD34" cells in the 3 groups, in SCAT (left graph) and VAT (right graph). The
graphs show data from uninfected NHPs (black open circles), infected and viremic NHPs (red open
circles), infected and treated NHPs (black full circles. W4-treated, and grey full circles, W24-treated).
Statistically significant differences (as determined in a nonparametric, unpaired Mann—Whitney test)
are indicated as follows: *p < 0.05, **p < 0.01, ¥****p < 0.0001).
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Sustained modification of the CD4/CDS8 ratio among T cells despite the introduction of ART-
treatment.

We next evaluated the impact of ART-treatment on the immune cell compartment, and notably the CDS
T cell compartment, as higher proportion of CD8 T cells in AT of infected animals as been previously
documented by our group (Damouche et al., 2015). Although the percentage of CD3+ cells was not
statistically different, a trend towards a progressive increase in the percentage of CD3+ cells among
SVF cells was observed (Figure 3). However, the composition of the CD3+ cell fraction was drastically
affected as the proportion of CDS T cells among T cells was higher in both SIV+ and SIV+ART+ groups
compared to SIV-, in both SCAT and VAT. In mirror, the proportion of CD4 T cells among T cells was
lower in both SIV+ and SIV+ART+ macaques in SCAT. In VAT, the difference in CD4 T cell
proportion was observed solely between SIV+ and SIV- groups, suggesting some degree of restoration
of the CD4 T cell percentage in the VAT by ART. We next evaluated whether change in the phenotype
of the CDR T cell fraction was observed during ART-treated or ART naive infection. We studied the
expression of CD69 as a marker of residency in tissue (Sathaliyawala et al., 2013; Walsh et al., 2019),
PD-1 as a maker of exhaustion (Damouche et al., 2017; Porsche et al., 2021), CD45RA as a marker of
terminal differentiation (Lee et al., 2014) and Ki67 as marker of proliferation. We did not detect any
difference in the expression of these molecules between SIV+ and SIV+ART+ animals (Figure 3 B and
data not shown), suggesting that the higher proportion of CD8 T cells may reflect preferential survival
of CD8 T cells in AT compared to CD4 T cells rather than a specific recruitment of circulating CD8 T
cells with a different phenotype or a change in phenotype due to the infection.

In conclusion, although the mechanisms responsible for the change in the T cell proportion as a whole,
and the skewed CD4/CDS ratio are not clearly established, ART treatment did not allow restoration of

the AT T cell compartment
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Fig. 3: No restoration of the CD8 T cell compartment following ART introduction. Analysis of the
T cell fraction in AT by flow cytometry on the SVF fractions. (A) Proportions of CD3+ cells, CD4+ and
CD8+ T cells in the three groups of animals: SIV-, SIV+, SIVFART+ (including animals treated either
at w4 or w24). Data collected in SCAT (left graph) and VAT (right graph). (B) Proportions of CD69"
cells among CDS T cells. The graphs show data from uninfected NHPs (black open circles), infected
and viremic NHPs (red open circles), infected and treated NHPs (black full circles, W4 -treated, and grey
full circles, W24-treated). Statistically significant differences (as determined in a nonparametric,
unpaired Mann-Whitney test) are indicated as follows: *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001).

Specific properties of adipose tissue that may modulate the CD8 T cell compartment
We next evaluated the AT environment and notably the factors specifically modulating AT CD8 T cells
during SIV infection. We first hypothesized that SIV infection and/or ART-treatment may induce pro-
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inflammatory signals in AT and induce chemotaxis. We first evaluated the expression of chemokine
receptor at the surface of AT CD8 T cells. As shown in Figure 4A, we observed that AT CDS T cell
preferentially expressed CXCR3 compared to CX3CR1. CX3CR1 was poorly expressed on the CD8 T
cell surface whereas the expression of CXCR3 was heterogeneous on the CDS8 T cells. We thus evaluated
on whole tissue the expression of mRNA coding for MCP-1, CCLS, CX3CL1, CXCL10, as standard
markers of macrophage (MCP1, CCLS, CXCL10) and T cell recruitment (CX3CL1, CXCL10) (Figure
4B). Indeed, macrophages recruitment may indirectly favor CD8 T cell recruitment (Kintscher et al.,
2008; Suganami et al., 2005), we did not detect any difference in the expression of these chemokines
between SIV+ and SIV- group, suggesting a limited impact of SIV infection per se. However,
differences in CCLS, CX3CL1 were detected between SIV+ART+ and SIV+ and/or SIV - groups. We
observed a significant increase in the expression of RNA encoding CCLS in SIVHART+ animals
compared to the control group within SCAT and VAT. Regarding the expression of RNA encoding
CX3CL1, a significant increase was observed in the SIVHART+ group compared to the control group
within SCAT and VAT and also between the SIV+ ART+ and the SIV+ group in the SCAT with a
similar trend in the VAT. An increase in CXCL10 mRNA expression was also observed in the VAT of
SIV+ART+ animals compared to SIV-. As a whole, we observed a change in the chemotactic capacity
of AT in SIV+ART+ animals, However, this mechanism is not specific to the CD8 T cell fraction, and
did not appear in SIV+ animals. We thus further investigated the mechanism that may specifically

impact AT CD8& T cells and examine their sensitivity to metabolic signals.
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Fig. 4: Higher chemokine expression in AT of SIVFART+ animals

(A) Percentages of chemokine expressing CD8 T cells in SCAT and VAT, The percentage of cells
expressing CXCR3 and CX3CR1 was evaluated by flow cytometry on SVF cells collected from SIV+
and SIV+ART+ individuals, Animals from the different groups were pooled as no difference were
observed between groups. (B) Expression of RT-qPCR analysis of mRNA expression encoding MCPI1,
CCLS, CX3CLI and CXCL10 chemo-kines within the SCAT and VAT in the three groups of animals;
SIV- (green), SIV+ (red), SIVFART+ (blue). The expression of the genes of interest is related to that of
the housekeeping genes (18s and PPIA). The detection limit (DL) was set at 20 cycles of differences
compared to the mean housekeeping genes expression, i.e. a DL of 10-8 fold difference. (a.b) Expression
from left to right of MCP1, CCLS, CX3CLI and CXCL10 within SCAT (a) and VAT (b) in the three
groups SIV-, SIV+, SIVFART+, Medians and interquartiles are shown. Kruskall-Wallis or Mann-
Whitney tests were used for unpaired and paired tests respectively. Only significant results and trends
are shown: *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001

Specific sensitivity to metabolic cues of adipose tissue CD8 T cell

Adipose tissue is firstly a metabolic site and as such provide a microenvironment rich in metabolites,
The response on immune cells to the metabolic environment provided by AT remains to be further
explored, As an exploratory study, we analyzed the expression for receptors specific for lipids (CD36,

a scavenger receptor for lipid structure), glucose (GLUT-1, a transporter for glucose), but also the
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receptor for leptin, a hormone which immunostimulatory activity has been extensively described
{Matarese and La Cava, 2004), and that is produced mostly by adipocytes. We analyzed the expression
of these markers on three immune cell fractions: the CD8 T cells, the CD4 T cells and the CDI14+
monocyte/macrophages fraction collected from lymph node, SCAT or VAT from noninfected animals,
As shown in Figure 5, we observed that CD 14+ cells expressed CD36, and this expression was increased
in AT compared to lymph nodes. In contrast to CD 14+ cells, both CD4 and CDS8 T cells did not show
any detectable expression CD36 in all sites considered. Regarding GLUT-1, we observed higher
expression of GLUT-1 on CDS T cells and CD14+ cells compared to CD4 T cells. The percentage of
GLUT-1 expressing cells among CD8 T cells or CD14+ cells was higher in SCAT compared to lymph
nodes, and a similar trend was observed in VAT. Lastly, we studied the expression of CD295, the
receptor for leptin. Interestingly, no expression was detected on LN subsets, but higher percentages of
CD295 expressing cells was observed among CD4 T cells and CD14+ cells in SCAT and VAT
respectively.

Altogether, these results demonstrate that AT immune cells exhibit different profiles of metabolites
uptake or metabolic sensing, suggesting that changes in the metabolic environment of AT may
differently impact the various immune subsets. Such observation may provide a rationale for the
different behavior of the CD8 T cells compared to CD4 T cells during ART-naive and ART-treated SIV

infection.
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Fig. 5: Survival and metabolic requirement. A. Representative dot plots for CD36, GLUT& and leptin
receptor on CD8 T cells. B. Analysis of metabolites receptor expression on NHP control on CDS8 T cell
(blue bar), CD4 T cell (green bar) and CD 14+ (yellow bar) cells within lymph nodes, SCAT and VAT,
using flow cytometry. Statistically significant differences (as determined in a nonparametric, unpaired
Mann-Whitney test) are indicated as follows: *p < 0.05, **p < 0,01, #****p < 0.0001),

Presence of virus specific CD8 T cell in human adipose tissue
Recent publications in mice describe AT as a site of CD8 T cell accumulation (Han et al., 2017; Misumi
et al., 2019) and demonstrate the protective role of AT CD8 T cell in infectious context (Han et al.,

2017). These studies addressed the impact of AT CD8 T cell during a second infectious challenge in
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close timeframe following the first pathogenic encounter. We thus wanted to evaluate whether the
presence of pathogen specific CD8 T cells was also observed in human contexts, where antigenic and
metabolic stimulation may be more frequent than for mouse hold in more controlled infectious and
metabolic conditions, We thus performed a detection for viruses frequently encountered in human
population: CMV, EBV and influenza, We also had the opportunity to evaluate the presence of HIV -
specific CD8 T cells in AT samples collected from ART treated HIV infected patients. As shown in
Figure 6, we were able to detect by pentamer detection (restricted to the HLA A2 or B8 complex, for
which immunodominant peptide for CMV, EBV or influenza are described) the presence of cells
specific for each of these specificities. This observation confirms in a clinical setting the presence of
virus-specific CDS T cells in AT, and thus question the impact of the alteration of the CD8 compartment

during ART-treated SIV-infection.
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Fig. 6: Detection of pathogen specific CD8 T cells in adipose tissue. (A) Pentamer staining for HIV,
EBV, CMV and IAV epitopes presented in the appropriate HLA were performed on 3 ART controled
HIV infected patients (n=3), and control volunteers that were seropositive for EBV and CMV (n= 3).
(A) Proportions of TA samples positive for viral specific T cells. (B) Representative dot plot of pentamer
staining among AT CDS T cells (VAT sample).

Discussion

Despite the introduction of ART which allow reduction of viral load, chronic HIV infection is still
associated with various alterations of the immune system, the gut mucosa and the microbiota, and low-
grade inflammation (Deeks, 2011), that may subsequently contribute to cardiovascular comorbidities
(Nix and Tien, 2014). As previously described, AT is also persistently impacted due to the combined
effect of the virus and the ARV drugs. The impact of ART-treated chronic HIV infection on AT has
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been increasingly documented at the metabolic level, revealing defects in adipogenesis, exacerbated
fibrosis, trend towards beiging (Gorwood et al., 2019, 2020; Ngono Ayissi et al., 2022). The aim of this
work was to complete the characterization of the defects developing in AT during ART treted SIV
infection focusing more specifically on the progenitor and immune cells fractions. The proportion of
ASC was drastically reduced in SIV-infected animals, a reduction that was not restored by the chronic
exposition to ART. This decrease suggests that the regenerative potential of AT is drastically impacted.
Interestingly, ASC are not only involved in the differentiation of adipocytes, chondrocytes and
myolibroblasts, but also exhibit immunosuppressive functions on immune cells, potentially contributing
the homeostasis of AT, by preserving a limited level of inflammation (Bobyleva et al., 2019; Engela et
al., 2013; Jeong et al., 2014). Therefore, ASC reduction may also impact the immune compartment and
contribute to the establishment of a more pro-inflammatory environment, and a less effective immune
responses. The molecular mechanisms responsible for such decay in the ASC fraction are unclear but
may include continual recruitment of ASC towards differentiation in the different lineage, thus reducing
the availability in ASC. A second hypothesis could be that the HIV/SIV infection disrupt the AT
microenvironment creating an unfavorable environment for ASC survival, either due to a more
inflammatory or more hypoxic environment. Similarly, the proportion of hematopoietic cells was
decreased in SIV+ART+ animals suggesting that the hematopoietic and immune potential of AT is also
affected: in chronic SIV/HIV infection. To note, a trend towards a reduction of the proportion of CD45+
cells was also observed in the VAT of SIV+ animals. Altogether, the reduction in the proportion of
hematopoietic cells suggest that the immune potential of AT is severely altered, this may subsequently
impact the anti-infectious activity of AT, but also the homeostasis of AT, as immune cells contribute to
the functions of AT. The impact of ART appears to be the most deleterious on this immune function
compared to the infection per se. Interestingly, although a drastic reduction of the proportion (and
number) of CD45+ cells in AT is observed in SIVFART+ compared to SIV+, the proportion of CD3+
or CD8+ T cells were not drastically different between SIV-ART+ and SIV+, suggesting a preferential
preservation of the AT CD8 T cell compartment, In contrast to the ASC or the CD45+ fraction, the
impact on the CD8 T cell fraction was readily detectable in SIV+ animals, and was not corrected in
SIV+ART+, One may hypothesize a more direct impact of the infection on the CD8 T cell pool, that is
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combined with a passive mechanism tending to reducing the number of all CD45+ cells, driven by the
ART introduction. The disruption of the AT CDS T cell compartment may probably impact the
metabolic functions of AT, as CD8 T cell contribute to local inflammation, but the consequences of the
alteration of the AT CD8 T cell compartment on the anti-infectious responses remains to be further
clucidated. This aspect has been mostly neglected so far but need to be emphasized based on the recent
observation demonstrating in mice an active anti-infectious role of AT CD8 T cells during the resolution
of' secondary challenge (Han et al., 2017). The preferential persistence of AT CD8 T cell in SIV+ animals
may rely on various mechanisms: specific recruitment to AT by chemotaxis or due to the recruitment of
HIV/SIV specific cells, better survival due to specific metabolic machinery, local proliferation, fibrosis
that may retain AT CDS T cells in AT. We did not observe dominant proportion of HIV specific CDS
T cells among AT, suggesting that the CD8 T cell accumulation in AT is mostly a bystander
phenomenon. As shown in the report, AT CD8 T cells exhibit a specific metabolic profile that may favor
their persistence in AT, being capable of high glucose uptake. The difference in metabolic uptake of
macrophages (identified based on CD14), CD4 or CD8 T cells may explain why the alterations of AT
may differently impact immune cells that sense AT metabolic changes by different pathways. This
preferential preservation of AT CDS T cells may have multiple consequences. On the metabolic side, it
may contribute to the local inflammation and sustain AT inflammation, On the immune side, it could go
cither way: it could be beneficial as it may preserve the AT memory CDS T cell pool, or it could be
deleterious, as it may disrupt the CDS T cell migratory pathway required for immunosurveillance, and
lead to the loss of immune defense by inappropriate location of CDS T cells in AT,

Regarding the mechanism responsible for such extensive defects, our results showing more severe
defects in SIVFART+ animals point towards a crucial role of ART. The toxicity of ART on
adipogenesis, affecting both ASC and adipocytes is well documented (Koethe, 2017), although viral
proteins also alter some aspect of adipogenesis (Agarwal et al., 2013; Gorwood et al,, 2019), These
defects may indirectly modify the extracellular matrix and provide an environment less favorable for
CD45+ cells, Alternately, recent works also point towards a direct toxicity of ART on immune cells,
that need to be further explored, Based on these data, it seems important to pursue the efforts to develop
ART combination with reduced impact on AT, and further consider strategies of ART interruption,
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Altogether, ART-treated chronic SIV infection combines alteration of the metabolic, regenerative,
hematopoietic and immune functions of AT, These data strongly supported the development of therapics
aiming at correcting the defects developing in adipose tissue. One may consider independent strategies
to restore the ASC and hematopoietic functions respectively but as all AT cells are closely interacting,
one may consider one targeted approach either on the metabolic or immune fraction. Regarding the
hematopoietic compartment, we may envisage targeting hematopoiesis, chemotaxis pathways and/or the
fibrosis. Specific strategies aiming at restoring an anti-inflammatory profile of AT may also contribute
to the restoration of the immune and metabolic equilibrium in AT, Data in the BM has shown the close
relationship between stem cells and immune cells, the latter providing the appropriate environment for
progenitor differentiation. It is tempting to speculate that similar mechanism may occur in AT,
Interestingly, BM is also a site of memory CDS T cell accumulation, questioning the specific interaction
between progenitors and CD8 T cells. The potential link between ASC/CD8 T cells and other immune
cells such as Tregs will be important to decipher to design restoration strategies.

This study has obviously some limitations. As the results points towards a severe impact of ART, it
could be important to consider the specific role of ART on SIV noninfected animals. A second aspect is
the difference in the duration of infection in the SIV+ (12 months) and the SIV+ART+ (37 months)
groups. The design of the study was based on previous studies performed in cynomolgus macaques
showing that following infection, the viral peak was reached between day 10 and day 15, and then a
plateau was rapidly established with limited progression. The SIV mac 251 infection is indeed a mild
infection, that do not progress towards AIDS. The rationale was thus to compare two steady-state of
infection, one in viremic animals, another in nonviremic animals.

In conclusion, we observed multiple and persistent defects in AT collected from ART-naive and even
more ART-treated SIV-infected animals, confirming the long-term scare inflicted by the infection to
this tissue, These persistent defects may contribute to the metabolic alterations reported in ART-treated
PLHIV and to the cardiovascular comorbidities. The limited correction provided by ART to the AT
homeostasis points towards the need to further develop novel ART drugs, that may present lower toxicity

and/or lower diffusion to AT to limit their side-effects. Additionally, one may consider complementary
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therapeutic strategies to restore some of the AT functions that are severely impacted during chronic

mflammation.
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Material and methods

Ethics statement

Cynomolgus macaques (Macaca fascicularis) aged 37-40 months were imported from AAALAC-
certified breeding centers in Mauritius. All animals were housed at the IDMIT facility under BSL-2 and
BSL-3 containment when necessary (CEA, Fontenay-aux-Roses, France) (animal facility authorization
reference; D92-032-02, Hauts de Seine Prefecture, France). Animals were handled in accordance with
European Directive 2010/63/EU, French regulations, and complying Standards for Human Care and Use
of Laboratory Animals of the Office for Laboratory Animal Welfare (OLAW, assurance number
#A5826-01). The protocols were approved by the Ethical Animal Committee of the CEA “Comité
d’Ethique en Expérimentation Animale du Commissariat & I'Energie Atomique et aux Energies
Alternatives™ (CEtEA #44) (statement number A15 035). The study was authorized by “Rescarch,

Innovation and Education Ministry™ under registration number APAFIS#2453-2015102713323361 v2.

Animal models, infection and sample collection

For ethical reasons, animals were not sacrificed for the sole purpose of collecting AT, Samples from
various studies were thus analyzed for the present work (samples collected from the SIVART program,
the pVISCONTI program and re-use program). Two cohorts of 11 adult cynomolgus macaques were
infected intravenously with 1000 AIDS0 of SIVmac251 and subsequently treated with a combination of
3 ARVs (Emtricitabine (FTC, 50 mg/kg) /Tenofovir disoproxil fumarate (TDF, 20 mg/kg) /Dolutegravir
(DTG, 20 mg/kg)) subcutaneously at week 4 (n=7) or 24 (n=4) after infection. Eleven adult cynomolgus
macaques infected intravenously with 1000 AIDS0 of SIVmac251 and not treated were also included in
this study. Twelve non-SIV infected animals were used as controls. At sacrifice, animals were sedated
with tiletamine (4 mg/kg) and zolazepam (4 mg/kg), humanely euthanized with 18.2 mg/kg of
intravenous pentobarbital sodium, and an autopsy was performed. Blood samples and samples of
abdominal subcutaneous adipose tissue (SCAT) and visceral adipose tissue (VAT) were collected at

necropsy.
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Cell isolation

Stromal vascular fraction was isolated from fresh AT samples. Before dissociation, SCAT and VAT
were devascularized, rinsed in Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Lonza, Basel,
Switzerland) with 5% fetal bovine serum (FBS), and weighed. Then, AT were cut into pieces of 2 to 3
mm (to optimize enzymatic digestion). The pieces were digested in a solution of type VI1II collagenase
from Clostridium histolyticum (0.33 mg/mL in DMEM supplemented with 5% FBS: Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Enzymatic digestion was performed for 30 min at 37°C with constant stirring. This
was followed by mechanical dissociation by repeated suction/discharge of the suspension with a 10 mL
syringe. The AT suspension was filtered through a cell strainer (pore size: 100 pm; Corning, New York,
NY, USA) and low-speed centrifuged (300g, 10 min at room temperature), The upper phase of the
supernatant (adipocytes) was discarded, and the lower phase (comprising the SVF cells) was centrifuged
further (660g, 8 min at room temperature). After two additional washes, supernatants were discarded
the pellet containing the SVF was resuspended, filtered through a cell strainer (pore size: 100 pm) and
resuspended in DMEM with 5% FBS. Trypan blue-treated cell suspensions were then counted in
Malassez counting chambers (C-chip, NanoEntek, Seoul, Korea) under the microscope, using to exclude
dead cells. The SVF was either immediately stained for flow cytometry analysis or eryopreserved in

FBS 10% DMSO for cell preservation.

Cell staining and flow cytometry

Cytometry staining was performed after the saturation of Fc receptors by incubation with 1:10 diluted
Fc block reagent (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) for 15 min at 4°C. Next, cells were
incubated for 15 min at 4°C with fluorophore-labelled antibodies against the following surface markers.
For the T cell panel, surface markers were : 1:10 diluted CX3CR1 (APC. 2A9-1) from Biolegend (San
Dicgo, CA, USA); 1:20 diluted CD45RA (BUV496, 5H9), HLA-DR (BUV661, G46-6), CD27
(BUV737, M-T271), CD103 (BUVRO0S, BerCATS), CD45 (BV510, DO58 1283), CD4 (BV605, L200),
CD8 (BV650, RPA T8), CD3 (BV786, SP34-2), CD69 (PerCP-Cy5.5, FN50) from BD Biosciences,
CCR7(BV711, GO43H7), KLRGI (PE-Cy7, 2FI/KLRG1) from Biolegend, CD57 (PE, TBO1/HNK-1)
from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA); and 1:40 diluted PD-1 (BV421, EH12 2H7),
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CXCR3 (PE-CF3594., GO25H7) from Biolegend. For the metabolic panel, surface markers were : 1:20
diluted CD45 (V500, D058-1283), CDS (BV650, RPA T8), CD45RA (BV711, 5H9), CD36 (FITC,
CB38), CD4 (PE-CF594, 1L.200), CD295 (APC, 52263) or GLUTI (APC, 202915) from BD
Biosciences, CD3 (BV786, SP34-2) from Biolegend (San Diego, CA, USA), and 1:40 diluted CD14
(PerCP-Cy5.5, M5E2) from BD Biosciences. After incubation, cells were washed in PBS 1X, Next,
cells were incubated for 15 min at 4°C with 1:2000 diluted amine-reactive blue dye (Live/Dead Fixable,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). The cells were washed in PBS 1X and were fixed in 1%
paraformaldehyde. T cell panel data were acquired on the ZES Cell Analyzer (Hercules, CA, USA),
metabolic panel data were acquired with an LSR Fortessa flow cytometer (BD Biosciences) and

analyzed using FlowJo software (version 10.6.2, Flowlo LLC, Ashland, OR, USA).

Chemokine mRNA detection

We used aliquots of 50 to 100 mg of whole AT fragments stored at -80°C. A first step of tissue
dissociation of the tissue in Qiazol (Qiagen, Venlo Nether-lands) was performed by using the Tissue-
lyser (Qiagen) and allowed the extraction of nucleic acids. Purification of mRNAs was performed using
the GeneJET RNA Purification kit (Life Technologies, Carlsbad, USA), according to the manufacturer’s
instructions, A quality control of the extracted RNA by Nanodrop was performed after each extraction
to define the RNA concentration and to evaluate the presence of contaminations (protein residues and
organic solvents), A retrotranscription step was used to produce complementary DNA (Enhanced Avian
RT-PCR Kit, Sigma-Adrich, St. Louis, USA). The expression of each the gene of interest was analyzed
by real-time quantitative PCR using specific primers (Life Technologies). PCR was performed on the
BioRAd CFX96 Real Time System using a program of 50 amplification cycles using the Taqg polymerase
mix from Roche Biosystems (each cycle corresponding to 15 seconds at 95°C and 1 minute at 60°).
We used specific pre-established primers tested for efficiency designed for the following genes
(TagMan™ Gene Expression Assay, Life Technologies): MCP-1 (Mf02787889 gl), CX3CLI
(Rh03043051 ml), CCL5 (Mf02788105 ml), IP-10 (Mf0O2788358 gl). For housckeeping genes:
Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) (Mf04932064 gH), Large Ribosomal Protein (RPLPO)
(Mf04343677 gl) and 18s (Hs99999901 sl). Most primers were developed specifically for the
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cynomolgus macaque, apart from the CX3CL1 and 18s primers for which cross-reactivity was validated.
The primers were associated with fluorescein phosphoramidite (FAM) labeling allowing the monitoring
of amplification at cach cycle. Analysis of amplification curves (including ACt measurement) was

performed on Bio-Rad CFX Maestro 2.0 software,

Statistics analysis

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism software (version 8, GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA). Continuous variables were quoted as the median [interquartile range, IQR].
Groups were compared using a nonparametric, unpaired Kruskal-Wallis or the Mann-Whitney test; if
the groups differed significantly, Dunn's post-test was applied. In graphs, the threshold for statistical

significance was indicated as follows: p < 0.05 (*p < 0.05; *¥p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001).
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Annexe de Uarticle 3

La version de l'article présentée ci-dessus nécessitera d'étre complétée par quelques données
non disponibles a ce jour. Nous souhaitons tout d'abord mieux caractériser le modele animal
de I'étude en précisant des parametres biologiques telles que la numération de LyT
plasmatiques et la charge virale tissulaire et les parametres pharmacocinétiques avec les
concentrations tissulaires des ARV. Ces données ont éteé collectées lors du suivi de I'étude mais
ne sont pas encore disponibles. Démontrer la bonne diffusion des ARV dans le TA semble en
effet un élément capital pour (i) discuter de la faible correction des altérations lymphocytaires
observées dans le TA, et/ou (ii) discuter d'une toxicité des ARV sur le TA.

Nous réfléchissons également a compléter les données présentées par des études
complémentaires. Différents axes sont envisagés :

- Nous pensons qu'il serait utile de renforcer les données sur I'effet spécifique des ARV sur les
modifications du TA par I'étude d'une groupe de singes non infectés et traités.

- Mieux caractériser les modifications de la composition cellulaire du TA par une analyse en
séquencage de I'ARN en cellules uniques (technique Genomics, Chromium). Du fait du réle
immunomodulateur d'un grand nombre de sous-populations présentes dans le TA, cette
technique nous permettrait de définir au niveau basal la composition cellulaire du TA, et
d'évaluer I'impact de l'infection et/ou du traitement sur les cellules présentes dans le TA.

- Une autre stratégie consisterait a approfondir les données concernant la diminution drastique
des précurseurs mésenchymateux du TA. Une étude de la capacité de différenciation a partir
de la SVF nous permettra de confirmer cette perte de potentiel régénératif. Une étude
complémentaire sur une fraction triée d’ASC nous permettra de compléter les données
concernant le faible potentiel régénératif du tissu. Ce travail sera mené en collaboration avec
I'équipe du Dr Claire Lagathu, au Centre de Recherche de Saint Antoine.

- Nous souhaiterions également intégrer davantage de données de métabolisme et de
bioénergétique. En effet, le TA est un site métabolique perturbé lors de l'infection par le SIV ou
le VIH, qu’elle soit traitée ou non. Néanmoins, nous n‘avons que peu d'éléments sur les
modifications de la production de métabolites par le TA que ce soit au niveau basal a la suite
d'une infection, ou a son traitement. Nous avons initié des analyses de métabolomiques et
lipidomiques avec I'équipe du Pr Christophe Junot (Service de Pharmacologie et Immuno-

analyse, plateforme Métabolome IDF). Nous souhaiterions également approfondir la notion
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d'une sensibilité métabolique différente des cellules immunitaires du TA aux signaux
métaboliques. Une étape complémentaire serait d'évaluer la machinerie énergétique mise en
place par chaque sous-type cellulaire dans le TA (par technique SeaHorse notamment). Ces
données nous renseigneraient sur les voies énergétiques utilisées par les LyT CD8 du TA et
déterminerait leur potentiel impact sur la survie et la fonctionnalité des cellules du TA. L'objectif
serait ainsi de combiner une analyse de (i) la disponibilité en métabolites, (ii) I'expression de

récepteurs aux signaux métaboliques et (iii) les voies énergétiques prioritairement utilisées.
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Revue 1. Contribution du tissu adipeux a l'activation immunitaire et a linflammation

chronique associée a l'infection par le VIH et les traitements antirétroviraux

C. Bourgeois, J. Gorwood, A. Olivo, L. Le Pelletier, J. Capeau, O. Lambotte, V. Béréziat, C. Lagathu

Frontiers in Immunology, Frontiers, 2021, 12, pp.670566

e Résumé
Le TA est un acteur majeur de l'inflammation dans les contextes d'obésité. Cette implication
est a relier a sa large distribution dans I'organisme, une activité endocrinienne majeure, une
composante immuno-métabolique. Toute altération du TA pourrait ainsi concourir a une
inflammation locale et systémique. Au cours de l'infection par le VIH, le TA est non seulement
la cible directe des protéines virales mais il est aussi la cible des molécules ARV et de leurs
toxicités. Parmi les molécules lipotoxiques, les INTI de premiere génération sont associés a une
un stress oxydatif et une mort prématurée des adipocytes; les IP affectent les voies
métaboliques et induisent une résistance a l'insuline ; les inhibiteurs d'intégrase induisent une
hypertrophie adipocytaire et une fibrose. Les effets déléteres des protéines virales et des ARV
sont difficiles a distinguer chez les PVVIH traitées et d'autres parametres individuels
(vieillissement naturel, statut métabolique et comorbidités associées), des parameétres de
I'infection (taille du réservoir viral pré-établi, qualité de la restauration immunitaire, exposition
au traitement ARV) doivent également étre considérés. Les PVVIH présentent une exposition a
une inflammation de bas grade supérieure a la population générale, ce qui se traduit par des
facteurs de risque de maladies cardio-vasculaires augmentés. De ce fait, comprendre

I'implication du virus et des traitements pour en prévenir les effets déléteres est primordial.
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Contribution of Adipose Tissue to the
Chronic Immune Activation and
Inflammation Associated With HIV
Infection and Its Treatment

Christine Bourgeois '*, Jennifer Gorwood®, Anaelle Olivo', Laura Le Pelletier®,
Jacqueline Capeau®, Olivier Lambotte ', Véronique Béréziat®"" and Claire Lagathu®"'

' CEA - Unversite Pans Sackay « INSERM U1 184, Canter for immuncdogy of Vird infections and Autosmmune Dissases,
OMIT Dapartment, 187, Fonlenuy-aux-Rotes, France, ¥ Sorbonne Linversld, INSERM UMR _S 538, Contre e Rechercho
Sant-Antoine, stk Hospiak-Unverstave o Cardio-metsbodame ar Nutrtion JCAN), FRM ECU20 1803007868,

Fang, France. * AP-HP, Groups Mospitaler Uniersitave Pans Sacisy, Hoptal Budte, Service de Médecne infemes of
immunologie Cirague, Lo Kresmin-Bioétm, France

White adipose tissue (AT) contributes significantly to inflammation — especially in the
context of obasity. Several of AT's intrinsic features favor its key role in local and systemic
inflammation: (i) large distribution throughout the body, (i) major endocrine activity, and (i)
presence of metabaolic and immune cells in close proximity. In obesity, the concomitant
pro-inflammatory signals produced by immune cells, adipocytes and adipose stem cells
help to drive local inflammation in a vicious circle, Although the secretion of adipokines by
AT is a prime contributor to systemic inflammation, the lipotoxicity associated with AT
dysfunction might also be involved and could affect distant organs. In HIV-infected
patients, the AT is targeted by both HIV infection and antiretroviral therapy (ART).
During the primary phase of infection, the virus targets AT directly (by infecting AT CD4
T cells) and indirectly (via viral protein release, inflammatory signals, and gut disruption).
The initiation of ART drastically changes the picture; ART reduces viral load, restores (at
least partially) the CD4 T cell count, and dampens inflammatory processes on the whole-
body level but also within the AT, However, ART induces AT dysfunction and metabolic
side effects, which are highly dependent on the individual molecules and the combination
used, First generation thymidine reverse transcriptase inhibitors predominantly target
mitochondrial DNA and induce oxidative stress and adipocyte death. Protease inhibitors
predominantly affect metabolic pathways (affecting adipogenesis and adipocyte
homeostasis) resulting In insulin resistance. Recently marketed integrase strand transfer
inhibitors induce both adipocyte adipogenesis, hypertrophy and fibrosis. It is challenging
o distinguish between the respective effects of viral persistence, persistent immune
defects and ART toxicity on the inflammatory profile present in ART-controlled HIV-
infected patients. The host metabolic status, the size of the pre-established viral reservoir,
the quality of the immune restoration, and the natural ageing with associated
comarbidities may mitigate and/or reinforce the contribution of antiretrovirals (ARVS)
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toxicity to the development of low-grade inflammation in HIV-infected patients, Protecting
AT functions appears highly relevant in ART-controlied HIV-infected patients. It requires
lifestyle habits improvement in the absence of effective anti-inflammatory treatment,
Besides, reducing ART toxicities remains a crucial therapeutic goal.

Koywords: adipose tissue, HIV infection, fat, antiretroviral treatment, chronic inflammation, chronic

Iimmune activation

THE BIOLOGY OF ADIPOSE TISSUE

Several “Colors” of Adipose Tissue: White,
Brown, Beige, and Pink

Adipose tissue (AT) is a loose connective tissue composed of
differentiated adipocytes and stroma/vascular cells (a
heterogeneous cell population including endothelial cells,
immune cells, fibroblasts, and adipocyte precursors). White
adipocytes are characterized by a single, large droplet of
cytoplasmic fat and a flattened nucleus, Brown adipocytes
contain several small lipid droplets and large numbers of
mitochondria and lysosomes; the latter are responsible for the
tissue's brown color. Beige adipocytes (white adipocytes that
have differentiated into brown adipocytes) are characterized by
multilocular lipid droplets. Lastly, pink adipocytes are white
adipocytes that have differentiated into milk-producing gland
cells during pregnancy, lactation, and post-lactation (1).

The various ATs differ with regard to their metabolic activity,
sites, plasticity, vascularization and innervation. White adipose
tissue (WAT) is the main site for lipid storage and mobilization
and has a high secretion capacity. The activity of WAT is
strongly linked to inflammation in healthy individuals (where
low-grade inflammation is required for correct metabolic
activity) (2), and even more so In ageing and in people with fat
gain/obesity (where the more intense inflammation contributes
to the loss of metabolic activity) (3). Brown adipose tissue (BAT,
mainly characterized in rodents) ensures non-shivering
thermogenesis; it can maintain thermal homeostasis by
dissipating large amounts of energy in the form of heat. It used
1o be thought that BAT was only present in meaningful amounts
in infants and that it regressed and become metabolically inactive
in adults. However, recent positron emission tomography (PET)
imaging studies of glucose uptake have revealed the presence of
substantial deposits of thermogenic fat in adult humans (4, 5),
Besides being highly metabolically active, BAT is densely
innervated by the sympathetic nervous system (6) and is
relatively insensitive to inflammatory signals. Recent studies
have demonstrated the presence of brown-like adipocytes in
WAT. These “Beige” adipocytes (also referred to as “browned"” or
“brite” ["brown in white”] adipocytes) are highly thermogenic
adipocytes (6). They are functionally flexible and can either store
or dissipate energy, depending on the environmental or
physiological circumstances, Like brown adipocytes, beige
adipocytes oxidize fatty acids and glucose and have large
numbers of mitochondria. In response to various stimuli, the
energy is dissipated as heat through uncoupled respiration (7).
This mechanism is mediated by the uncoupling protein-1 (UCP-1)

present in the inner mitochondrial membrane. Beige adipocytes
can enhance energy expenditure by inducing a futile cycle
that involves free fatty acid (FFA) P-oxidation and re-
esterification (8, 9). This process might constitute & crucial
adaptive response to excess energy supplies. In humans, the
correlation between leanness and high levels of brown and beige
fat activity suggests that these ATs have an important metabolic
role (4, 5, 10),

Adipocytes are highly plastic, as exemplified by the beiging
process, which corresponds to recruitment of the adaptive
thermogenic adipocytes, Beiging may be a novel therapeutic
target for mitigating lipid storage, alleviating metabolic disorders
and thus dampening the associated inflammatory profile.

A Focus on WAT and Its Unique Properties
WAT Is Influential Because of Its Large Mass and
Broad Distribution

WAT s the body's main energy reservoir; it stores energy as
triglycerides and releases energy (in response to hormonal
stimuli) as FFAs. This AT accounts for 15 to 25% of body
weight in lean, healthy individuals and much greater percentage
in overweight and obese people. In contrast to BAT, WAT is
distributed throughout the body. There are two main types of
WAT: subcutancous adipose tissue (SCAT, accounting for about
B0% of AT in lean individuals) and visceral adipose tissue (VAT,
located in the intra-abdominal cavity, e.g. at omental, mesenteric,
and retroperitoneal sites). Although lean individuals have a
small amount of VAT, this tissue expands considerably in
people with metabolic disorders. Intra-abdominal VAT is able
to communicate with nearby internal organs, such as the
intestinal tract and the liver. Several mechanisms are involved
in this communication, with the release of metabolites, hormones,
cytokines and miRNAs (11, 12), Perivascular AT, epicardial AT,
lymph-node (LN)-associated AT, bone-marrow (BM)-infiltrating
AT, and (in the context of metabolic disorders) ectopic AT in liver
or muscles have been described (see section 4). Lastly, the
anatomical distribution of WAT in contact with the external
environment (such as the intestinal tract and the skin) and with
immune structures (LNs, BM, and thymus) might be crucial in
the modulation of local immune responses.

WAT Is Also a Major Endocrine Organ

WAT is less metabolically active than BAT but has a unique
endocrine profile. The main endocrine activity in WAT is
adipokine secretion [for a review, see (13)]. In fact, WAT
secretes over 400 different adipokines, which are usually
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categorized as being anti-inflammatory or pro-inflammatory but
also contribute to metabolic regulation. Some of these adipokines
are produced by the adipocytes themselves (such as the
prototypical adipokines leptin and adiponectin), whereas
others are mainly produced by immune cells located in the AT
(interleukin (1L)-6, tumor necrosis factor (ITNF)-a, 1L-8,
monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), regulated upon
activation, normal T cell expressed and presumably secreted
chemokine (RANTES), efe.) (Table 1), The well-known saticty
factor leptin is secreted specifically by adipocytes in SCAT and
(to a lesser extent) VAT and has a role in energy regulation,
Blood leptin levels are correlated with the AT mass, Adiponectin
is the other main adipocyte-specific adipokine. It is mainly
secreted by VAT and is known to enhance fatty acid oxidation
by muscle tissue and to increase the action of insulin in the liver.
Thus, blood adiponectin levels are inversely correlated with
insulin resistance. Importantly, both leptin and adiponectin
also have immunomodulatory functions (20, 21),

The influence of adipose-secreted factors on systemic and
distal inflammation, angiogenesis, vascular homeostasis,
fibrolysis, and the immune system is not fully understood (22)
and is being evaluated in various diseases [including
inflammatory arthritis, autoimmunity (23), inflammatory
bowel disease (24), and cancer (25)]. The AT's adipokine
secretion profile is strongly modulated by the metabolic and
nflammatory context. The various bioactive adipokines exert
autocrine, paracrine and endocrine effects on local and systemic
targets. The AT’s endocrine activity appears to depend on the
adipokine in question and the tissue site: SCAT produces 11-6
and TNF-a but the latter does not have an endocrine effect (26,
27). In contrast, the TNF-a produced by mesenteric AT
contributes to inflammation in the mesentery (28), Most
recently, AT has also been identified as a site of miRNA

TABLE 1 | Oytokine production by AT.

Differences between VAT and SCAT

Pro-inflammatory factors

IL-6 VAT >
TNF-a VAT -
IL-1p VAT >
Resiatity VAT >
Leptin SCAT >
Chemokines

IL.-8 VAT >
RANTES VAT >
MCP VAT >
Anti-inflammatory tactors

IL-10 VAT -
- 1R VAT =
IL-4 VAT >
Adponeatin VAT >

production; miRNAs with endocrine activity are packaged into
exosomes and then released into the circulation (11).

Metabolic and Immune Cells Coexist in AT

The influence of AT on acute or chronic immune responses
depends on the resident immune cells. As mentioned above, AT
contains differentiated adipocytes and stromal/vascular cells.
Virtually all the known types of immune cell have been
detected in WAT: cosinophils, neutrophils, mast cells,
macrophages, T lymphocytes (including regulatory T cells,
CD4 and CD8 off T cells, ¥6 T cells, and natural killer (NK) T
cells), type 1 and 11 innate lymphoid cells, and invariant NK cells
(29). Remarkably, the presence of immune cells is required for
the full metabolic activity of AT under normal conditions.
Macrophages (including M2 anti-inflammatory and M1 pro-
inflammatory subsets) and T lymphocytes are the most
numerous immune cells in AT. The macrophages clear dead
adipocytes, buffer lipids and contribute to angiogenesis (30), The
regulatory CD4 T cell (Tregs) fraction is highly represented in
lean AT in some mouse models (31). Other Th2-like cells (e.g.
cosinophils) also help to limit excessive inflammation and
modulate lipogenesis (32), Importantly, a degree of
inflammation in AT is essential for homeostasis (2). Whereas
adipose stem cells (ASCs) are crucial for metabolic homeostasis,
they also send immunomodulatory signals to immune cells. In an
in vitro study of the immunomodulatory effect of ASCs on
macrophages isolated from osteoarthritic synovial tissue, the
secretion of prostaglandin E2 favored the M1-to-M2 transition
(33). In vitro culture of human ASCs with T lymphocytes also
induces immunosuppression through the PDI/PDLI Gal-9/
TIM-3 pathways (34). The interplay between immune and
metabolic cells is subtle, and metabolic stress induce changes
in the immune cells’ composition and functions.

Cell source
Adipocytes Stromal/vascular cells

SCAY - .
SCAT + e
SC‘Y - -t
SCAT ' +

VAT .t .
SCAT . -
SCAT . “
SCAT . -
SCAT - ps
SCAT .
SCAT + o«
SCAT e -

The tabde phves & non-exhausive 5t of aoipckinas Cytoanes with rovninerit Lvo- o anfi-rsammatony acivties Som among the 400 produced by AT. Thres groups are defined here: o+
nynraiony cytokines |IL-6 Tietdr necrmoss ey (TA o, -1 msisting and lenting chamoknes (IL -8, mmonocyte chemoattraciand probest 1(MCP- 1, regsated Lpon actvation, nommad
T oad anpressed and presumatly secrited chamoking (RANTES], and ant-rtanmatory faciors (1L 10, K- 1Ra L4, and adiponectny. The secreton orofie depencs on the aite 2 SCAT

va. VAT] and the osf hype (14-19).
SCAT, Subcutaneoun adpowe tasim VAT, Vieowrs! acpose tssoe; 1L, it
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In addition to having key roles in metabolic regulation, these
immune cells notably exhibit immune and cytokine-secreting
activities that might contribute directly to systemic inflammation
and/or sustain/exacerbate local inflammation In AT, Recent
research has suggested that tissue-resident T lymphocytes
contribute to secondary immune responses by migrating
towards lymphoid sites, although the underlying mechanisms
have not been fully evaluated (35, 36), If this process occurs in
AT (e.g with the release of memory T cells into draining LNs), it
might constitute a novel way in which AT contributes to chronic
immune activation.

Functional Differences Between SCAT and VAT
Although SCAT and VAT are morphologically similar; the latter
is more densely vascularized and innervated and contains larger
numbers of adipocytes, and immune cells (37).

Metabolic Differences

A growing body of evidence suggests that SCAT and VAT differ
in their metabolic characteristics (38, 39) and thus their
functions. VAT has a lower proportion of preadipocytes and a
higher proportion of large adipocytes (39), Furthermore, VAT
adipocytes are more insulin-resistant than SCAT adipocytes but
also have a higher metabolic rate, In fact, VAT is more sensitive
to adrenergic stimulation and thus more prone to lipolysis and
FFA release. In contrast, SCAT buffers levels of FFAs and
triglycerides. The progenitor cells" adipogenic capacity is
closely linked to metabolic changes, In obesity, hypertrophic
adipocytes (which contribute to contribute to insulin resistance)
are frequently observed in VAT (40), and VAT expansion is
correlated with the onset of metabolic disorders (41, 42),
Adipocyte precursors isolated from SCAT displayed a higher
adipogenic potential than those from VAT (40). In rodent
models of obesity, it has been shown that SCAT Is
metabolically beneficial, Indeed, the Intra-abdominal
transplantation of SCAT ameliorates several metabolic
parameters, including insulin resistance (43). Likewise, removal
of VAT can prevent the onset of insulin resistance (44).

Endocrine and Immune Differences

VAT vs. SCAT differences in endocrine activity have been
documented in both healthy lean individuals and obese
individuals (Table 1). The differences are more pronounced
in the context of obesity. In healthy individuals, differences in
C-C chemokine receptor type 2 (CCR2) and macrophage
migration inhibitory factor (MIF) (45, 46) have been
reported, and adiponectin is secreted more by VAT than by
SCAT. However, VAT is prone to being pro-inflammatory in
response 1o obesity, [L-6 is secreted more by VAT than by
abdominal SCAT, whereas leptin Is secreted more by SCAT.
On the cellular level, no difference in the number of
macrophages has been detected, although VAT has a more
pro-inflaimmatory profile than SCAT (47). In mice fed a high-
fat diet, macrophage infiltration is increased rapidly in VAT
but not in SCAT (44, 49). It is noteworthy that macrophages
and inflammation also contribute to the remodeling of the
extracellular matrix (ECM). In VAT in obese individuals,
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increased fibrosis (characterized by the excessive production
of ECM components) interrupts normal metabolic functions
and accentuates inflammatory responses (48, 49) (see the
following section).

Differences Between Subcutaneous Upper Versus
Lower Fat

The SCAT is the greater fat mass in healthy individuals, and
differential capacity for certain subcutancous regions are
described, notably lower-body (gluteal fat, subcutancous leg fat,
and intramuscular fat), and upper-body subcutaneous fat
(including abdominal SCAT) (50). Although the accumulation
of upper fat (abdominal obesity, including visceral and
abdominal subcutancous) is associated with the development
of cardiovascular disease and type 2 diabetes mellitus, lower-
body fat has protective properties that are associated with an
improved cardiometabolic risk profile in men and women (51).
However, the underlying mechanisms for the functional
differences between upper and lower-body AT remain elusive
(52). The observation that regional characteristics are retained
in vitro strongly indicates that the differences in adipocyte
functions are inherent to the depot rather than a consequence
of the local microenvironment. Abdominal and gluteofemoral
SCAT present differentially-expressed developmental genes (55,
54) including members of the homeobox (HOX) family, HOX-
domain encoding genes and T-box genes, In addition, lower-
body AT is characterized by low lipid mobilization (55, 56)
through o-adrenergic (antilipolytic) receptors. The release rates
of non-esterified fatty acid (NEFA) are lower, in accordance with
the reduced overall turnover of the triglyceride pool of this tissue
(52). On the other side, abdominal SCAT is characterized by
smaller adipocytes, higher expression of adipogenic, lipolytic,
and mitochondrial genes associated with lower oxygen
consumption (57) and the capacity to recruit new adipocytes
seems limited in this tissue. Thus, different metabolic pathways
regulate lipid metabolism in upper- versus lower-body fat and
these tissues respond differently to weight gain in favor of a
causality between lower-body fat accumulation and reduced risk
of cardiometabolic diseases.

The Plasticity of AT and Fibrosis in the
Context of Obesity/Metabolic Disorders

AT is highly plastic, so that it can regulate energy influx and
efflux, Adipocytes react to energy overload by (nitiating
hypertrophy (an increase in cell size, due to lipogenesis and
triglyceride accumulation) and hyperplasia (an increase in cell
number, due to adipogenesis); both of these processes are
associated with metabolic and endocrine changes, as
extensively reviewed elsewhere (13, 58, 59). During AT
expansion, the ECM requires remodeling to accommodate
adipocyte growth. In AT, the ECM is characterized by
collagens; these are produced mainly by adipocytes but also by
stromal/vascular cells. Adipocytes are maintained within an
ECM network whose deposition is impaired during obesity.
Fibrosis can mechanically limit tissue plasticity and contribute
to metabolic impairments (60). In obese individuals, the presence
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of pericellular fibrosis and fibrosis bundles was negatively
correlated with hypertrophy (61). In this context, fibrosis is
associated with inflammation and insulin resistance (60, 62,
63), Moreaver, ECM deposition was found to be higher in
SCAT than in VAT in both lean and obese subjects (63),,
although adipocyte hypertrophy in VAT coincides with
increased adipocyte death, formation of crown:like structure,
inflammation, and insulin resistance (60, 64, 65), Simultancous
changes In the immune cell compartment are also observed and
drastically modify the AT's secretory profile (66). Although
adipocytes secrete some pro-inflammatory cytokines (IL-6,
TNFo, and 11L-8) at low levels, immune cells account for most
of the cytokine secretion.

Immune System Activation and Inflammatory Activity
of AT in Obese Contexts

AT inflammation is & standard feature of obesity, and mainly
involves AT macrophages. Macrophage accumulation and a
progressive shift from an M2 phenotype to an M1 phenotype
are observed in AT during obesity (49), This translates into a
shift from the secretion of immunosuppressive cytokines [such
as IL-10 and transforming growth factor f (TGF-P)] to the
secretion of pro-inflammatory cytokines (such as 1L-6, TNF-«,
MCP-1, IL-12, 1L-23, and IL-1P). However, several mechanisms
are involved in the shift in the AT's inflammatory profile; they
include the direct impact of adipocyte dysfunction and M
differentiation (both through the adipocyte’s cytokine
production (67) and lipid buffering) and the local influence of
other immune events, such as neutrophil accumulation, Th1 bias
(leading to greater IFN-y production), and a reduction in the
proportion of Tregs, The recruitment of neutrophils (rather than
cosinophils) also contributes to the AT's pro-inflammataory
secretion profile; the production of superoxide, elastase and
myeloperoxidase by neutrophils and IL-1f production
contribute to the inflammatory response (68). The Th2-Thi
shift and the recruitment of CD8 T cells increase the level of
IFN-y production, favors M1 macrophage polarization, and
activates adipocytes (69). Additionally, Th17 cells are also
recruited in AT in obese contexts, under the combined
influences of AT macrophages, ASC and adipocytes (70).
Recruitment of NK cells is also described in visceral
(epididymal) but not subcutancous AT in the HFD mouse
model. The upregulation of NK activating ligands by
adipocytes contributes to the increase in NK cells in SCAT,
that will subsequently contribute to M1 macrophage
differentiation (48, 71). The exact sequence of events is still not
fully known, although neutrophils and CD8 T cells appear to
have crucial roles in the initiation of local inflammatory
responses (68, 72) because they are detected before the
accumulation of macrophages. Moreover, inflammatory
macrophages disrupt ECM homeostasis, which leads to fibrosis
(2). Lastly, advanced glycation end-products (AGE) that are
increased in obese diabetic patients, impact both adipocyte and
immune cells functions, as both cell types express the receptor
for AGE (RAGE) (73, 74), On the whole, inflammation in AT is
triggered by several integrated mechanisms and involves the
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various cell subsets in the AT, i.e. immune cells, adipocytes, and
(presumably) ASCs - a shift towards a more inflaimmatory profile
has not been described for the latter. In a vicious circle, the
concomitant pro-inflaimmatory signals produced by these
various cell types help to drive local inflammuation.

Contribution of AT to Low-Grade Inflammation
During Obesity

Obesity is assoctated with low-grade inflammation (75-77) and
insulin resistance (78), It is generally acknowledged that the
secretion of adipokines by AT contributes to overall
inflammation, although the exact contribution of a given pro-
inflammatory cytokine to local and/or systemic inflaimmation is
difficult to evaluate. The complexity of the inflammatory network
that develops in AT (involving intricate, redundant, time-framed
interactions between pro-inflammatory signals) is an initial
hurdle. The integrated metabolic and inflammatory processes
that drive each other in the AT (79) and thus amplify local
inflaimmation constitute a second hurdle. Lastly, a third level of
complexity relates to the opposing influences of cytokines
produced by metabolic vs, immune cells, since the results
appear to depend on the type of producing cell for IL-6 (50)
and type Linterferon [as reviewed in (81)] (82, 83). Although the
secretion of adipokines by AT contributes to overall
inflammation, the low-grade inflammation observed in the
blood is due to many inflammatory factors, including
lipotoxicity, disruption of gut microbiota, and systemic
immune activation. The severity of obesity and the
development of metabolic comorbidities (£4) must also be
taken into account,

CAUSES OF ADIPOSE TISSUE
ALTERATIONS DURING HIV INFECTION

HIV infection in ART-naive patients is characterized by wasting,
affecting both muscle and fat mass. ART-naive patients have
lower SCAT volume and decreased whole tissue expression of
pro-adipogenic genes compared to HIV-negative controls
together with decreased mitochondrial DNA (mtDNA) content
and reduced expression of mitochondria-encoded proteins that
are required for adequate adipocyte metabolic function (85).
Different AT alterations were observed in HIV-infected patients
receiving ART, Although HIV impacts AT biology per se and
metabolic profile (86), these changes were mainly attributed to
the ART. The first-generation drugs taken by patients had
lipotoxic effects; the resulting lipoatrophy gave rise to a
syndrome called “ART-related lipodystrophy”, Once lipotoxic
molecules had been replaced by less toxic drugs, patients
progressively gained fat (mainly on the trunk). The broad use
of the newer class of integrase strand transfer inhibitors (INSTIs)
now means that some patients can increase their overall fat mass.
Understanding why AT mass, distribution, and function are
often altered in HIV-infected patients (regardless of the type of
ART) is a real challenge. Viral persistence certainly has an
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important role, together with HIV-related changes in the
immune context inside and outside AT. The fact that the
patients’ fat alterations became severe only after the
introduction of ART molecules (i) emphasizes the drugs'
essential contribution to hurmful changes and (ii) suggests that
HIV and some antiretrovirals (ARVs) act in synergy on
adipocytes and other adipose cells to induce metabolic and
inflammatory dysfunctions in AT and thus trigger adverse
cvents in other tissucs.

HIV-Related Fat Alterations: The Impact of
HIV Infection on AT Biology

Although ART is clearly sssociated with adverse events, the
presence of metabolic alterations in treatment-naive, HIV-
infected people (86) suggests that the virus itself also has an
impact on AT biology. All the studies performed in the 2000s
found that adipocytes were not infected by HIV (87, 88) and that
no HIV components were present in these cells, However, other
HIV-related mechanisms have been identified (Figure 1).

Viral Proteins

Since viral proteins are present in patients with no detectable
viral load (87, 89, 90), it has been suggested that Vpr, Nef, Tat
and Gag have an impact on AT,

The mechanisms whereby viral proteins might affect
adipocyte functions have been investigated in vitro. Nef, the
accessory protein Vpr, and the regulatory protein Tat have been
shown to alter adipogenesis (85, 91, 92) and might also
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contribute to the onset of insulin resistance in adipocytes (92).
Interestingly, some studies have shown that Tat induces
mitochondrial dysfunction [probably through mitochondrial
membrane permeabilization and the generation of
mitochondrial reactive oxygen species (ROS) (93)), which
might account for the observed AT dysfunction and insulin
resistance, It was established that HIV infection upregulated the
expression of collagen 6, fibronectin and the profibrotic factor
TGE-§ in SCAT and (to a lesser extent) VAT, These observations
were confirmed in vitro, where Tat and Nef promoted the
acquisition of a profibrotic phenotype and increased the
production of ECM components by adipocytes and their
precursors (91),

The impact of the viral proteins on immune cells is well
documented in general but has not been specifically investigated
for AT-resident immune cells. It is known that the intracellular
diffusion of viral proteins influences the function of T cells (94-
96) and macrophages (97, 98). Nef binds to CXCR4 and
modulates T cell activation (99). Lastly, T cells are activated (as
expected) after exposure to viral proteins but the impact on the
immune response in AT has not been extensively investigated.

Direct Infection of AT-Resident CD4 T Cells

The observation of high numbers of immune cells (and notably
CD4 T cells and macrophages) in AT in obese individuals
prompted reexamination of whether AT was directly infected
by HIV. Couturier et al, detected HIV in the stromal vascular
fraction prepared from AT (100), Subsequently, HIV (and SIV,
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in macaque models) were detected in the CD4 T cell fraction
(101, 102) in both viremic and controlled ART-experienced
patients. Lastly, several research groups have confirmed that
the virus found in AT is replication-competent (102, 103). It is
noteworthy that unambiguous data on the macrophage fraction
are not available: the virus was found in the viremic macaque
model but not in samples from ART-experienced, HIV-infected
patients (102),

Systemic effects of HIV infection on AT functions
Although HIV is undetectable in the blood of ART responders,
some dysfunctions persist. An ART-controlled HIV infection is
known to be associated with low-grade chronic inflammation
and persistent immune dysfunction (104-107), although the
extent of these defects is subject to debate, Schematically, three
main HIV-related factors may indirectly impact AT functions:
gut dysfunction, immune dysfunction, and inflammation.

Gut Dysfunction

A crucial event during the first stage of an HIV infection is the
severe, rapid depletion of the CD4 T cell compartment in the gut.
ART enables only partial restoration of the gut mucosa (108) and
does lasting damage to the gut's functional properties. In some
ART-controlled patients, gut dysfunction impacts both the
immune responses and the AT functions. The intactness of the
epithelial barrier is weakened, leading to greater microbial load
and viral persistence that are factors in chronic immune
activation and inflammation. The disruption of the gut
microbiota (109) modulates AT functions and subsequently
impacts AT immune cells. Indeed, gut microbiota has a causal
role in the development of obesity and associated metabalic
disorders (12, 110, 111): microbiota transplanted from obese
mice induces obesity. Given the central role of gut microbiota on
metabolic and immune responses, multiples pathways are
presumably involved (increase in LPS that may directly favor
AT expansion, changes in metabolites and miRNA production
by the gut, resulting in changes in AT immune cells
inflammatory potential and in metabolites, adipokines and
miRNA production by AT...). We currently lack data on
changes in metabolite and miRNA production in the gut
during chronic ART-controlled HIV infection,

Immune Dysfunction

The immune responses that develop during HIV infection lead to
a progressive loss of cell function, For example, HIV-specific
CD8 T cells exhibit an exhausted profile (112). The loss of
immune function has several known causes, and others
probably remain to be found. The following causes
are commonly cited: (i) persistent antigenic stimulation;
(ii) dysregulated immunoregulation (the important
immunosuppressive population of Tregs are targeted by HIV,
albeit to a lesser extent than conventional CD4 T cells, and thus
control the immune responses less tightly; (ifi) immune
activation caused by exposure to a pro-inflammatory
environment, (iy) the differentiation of T cells into less
functional cells (such as senescent and/or exhausted cells),
which in turn favors antigen persistence. Given that the AT is
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also a site of immune cell accumulation (predominantly CD4 T
cells and immunoregulatory T cells in lean individuals), immune
dysfunction during chronic HIV infection can particularly
disturb the AT-resident immune cells' immune and
metabolic functions.

Chronic Inflammation

The low-grade inflammation observed in chronic HIV-
controlled patients has several causes. It combines immune
dysfunctions (CD4 depletion, which is partially restored;
defects in immunomodulatory mechanisms, and gut
disruption), metabolic inflammation (“meta-inflammation”),
inflammation associated with pathogen persistence/overload
(leading to constant immune activation, i.e, “infectious
inflammation”) and “inflaimmageing” (HIV infection has been
linked to accentuated ageing) (3). The residual inflammatory
signature also depends on several factors, including the CD4 T
cell count (both at the nadir and after treatment), the timing of
ART, the patient’s age and gender of the patients, and non-HIV-
related factors (overweight, viral co-infections, smoking, alcohol
consumption, recreational drug abuse, drug toxicity, etc.) (106,
113). Regardless of the exact nature of the inflammation that
develops during a chronic ART-controlled HIV infection, the AT
is highly sensitive to the inflammatory environment.
As described above, systemic inflimmation may contribute to
or initiate local inflammation in AT. Reciprocally, AT
inflammation may contribute to the systemic low-grade
inflammation observed in HIV-infected patients (Figure 2).
Importantly, the amplitude and nature of this chronic
inflammation is also highly dependent on effective ART. This
therapy restores the CD4 T cell count fully or partially (as
defined by the patient’s status as an “immune responder” or an
“immune nonresponder”) and reduces microbial translocation,
viral persistence in reservoirs, and inflammation. Although ART
is highly beneficial, it is also associated with metabolic side
effects - notably within AT. ART can thus drastically change
the nature of the inflammation that persists during chronic
HIV infection,

ART-Related Lipodystrophy

Description

Prior to the development of ART, HIV-infected patients were
seen 1o experience severe changes in body composition
(including loss of muscle and AT) during the first few years of
HIV infection, This resulted in cachexia, especially when patients
had progressed to AIDS (85).

The introduction of the first thymidine nucleoside reverse
transcriptase inhibitors (NRTIs), such as zidovudine and
stavudine, enabled partial control of the HIV infection and
delayed the onset of AIDS. Next, the introduction of protease
inhibitors (Pls) enabled the “resurrection” of patients with AIDS
who were already in a state of profound, life-threatening
immunodeficiency. Triple therapy (a combination of two
NRTIs and & PI) enabled real control of the virus, with an
increase in the CD4 cell count and a marked decreased in the
HIV load. However, patients with controlled infections
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FIGURE 2 | Contribution of AT dysfunction to HIV-rolated fow -grack inflarmmation. The exoct dogron of kow-grade riflermation assodaled with chrone, controled
HIV infectons romans subject 10 debale, The nilammation profie depends on the biomarkers stusked and the chincal contaxt of chrore HIV indection finckasing the
fime of ART inftiation, and the saverity of 1he primary phaso of the infection). Howevir, varioua triggoers of rfiammation mro commonly reported o contritauto 1o iow
prade chronic milammation: Wl persistence, gl dsuption, Immuncregulatory defects, and non-HIV relsted comorbidtas. Each of those man actons (shown n the
nner crcly) has several subfactons fshown In the outer crcla), Fat alforutions and the toxiclty of ARV oiso contnbute

commonly lost fat, even though the muscle mass was unaffected,
This lipoatrophy was observed at all SCAT locations (the limbs,
trunk, face, and buttocks). In particular, facial lipoatrophy gave
the patient a striking, stigmatizing, cadaveric appearance - a
hallmark of HIV infection. Furthermore, the levels of visceral fat
variously decreased or increased, giving a mixed lipodystrophy
phenotype (peripheral lipoatrophy plus central
lipohypertrophy). Lastly, some patients developed a “buffalo
neck”, with the accumulation of fat at the back of the neck.

It was soon determined that thymidine NRTlIs (mainly
stavudine but also zidovudine) were responsible for the
lipodystrophy, and these drugs were replaced by NRTIs with

little or no AT toxicity, However, the features of lipoatrophy can
persist for years (with long-term cardiometabolic consequences)
after a patient has switched from thymidine NRT1s.

The Impact of First-Generation ARVs on Adipocytes
and Their Progenitors

The mechanisms underlying the effects of individual drugs on
AT have been investigated ex vivo and in vitro, The ex vivo
studies of fat samples from patients were limited by the fact that
none of the latter were being treated with a single ART and that
the triple therapy at that time constituted of a PI and two NRTIs.
In general, only subcutaneous fat samples were available, The
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in vitro studies of each ART on adipose cells in cultured models
were limited by the absence of a true, three-dimensional AT
milieu comprising the different cell types (Figure 3).

The First-Generation Thymidine NRTIs Stavudine and
Zidovudine

Ex vivo analyses of samples taken from lipoatrophic areas
indicated that AT was deeply affected, with small adipocytes,
fibrosis, and crown-like structures indicating the infiltration of
macrophages around dead adipocytes (114, 115). This situation
was unusual because crown-like structures are observed during
obesity, when adipocytes are enlarged. In cases of lipoatrophy,
these histological features pointed to a toxic effect of ART on
adipocytes. Furthermore, expression levels of the main
adipogenic factors (peroxisome proliferator activated receptor y
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(o PPARY in the AT, relative 10 treatment -nake HIV-infocted pationts,
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people. ART induces miochondria dysfunction and alters adpoganesis in
both ASCs and adipocytas. ART-freated adipooytes prasant with oxiditive
strass and neuln resistance. Futhermore, some ARV nduce pro-
inflarmmatory acipokine/‘cylokine secration by adipocytss; ASCs and
macrophages and COB T calis accurmulstion; this contributes 1o AT immuns
dystunction and inflammation. it wag recantly reported thit aome INSTIa can
Do sssocated with 1al and wisght gen, adpogeness, ross, and acipocyle
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ocal impact of MNSTis on Immune cels within the AT remans 10 be
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(PPAR-Y), CCAAT/enhancer-binding protein alpha (C/EBP-w),
and sterol regulatory element-binding transcription factor |
(SREBP-1)), adipose markers, adiponectin, and leptin were
abnormally low. Greater levels of inflammation were
characterized by increased gene and protein expression of
proinflammatory cytokines (like IL-6 and TNF-@t) by stressed
adipocytes and immune cells infiltrating the AT. Furthermore,
the AT from lipoatrophic subjects has a low mitochondrial DNA
(mtDNA) content and low cxpression levels of the
mitochondria-encoded proteins required for adequate
metabolic function in adipocytes (116, 117), In end-stage
lipoatrophy, all the subcutancous ASCs and adipocytes were
destroyed. In contrast to SCAT, few studies have evaluated
alterations in VAT in ART-treated patients. However, NRTIs
appear to be less toxic for VAT adipocytes than for SCAT
adipocytes (85).

The role of thymidine NRTIs was further investigated in
patients who switched from these drugs. Progressive AT recovery
was observed, although recovery from severe lipoatrophy was
often only partial - probably due to irreversible exhaustion of the
ASCs in subcutaneous fat (118).

The First-Generation Pls Indinavir and Nelfinavir

Studying PIs in clinical AT samples was difficult since the
patients were receiving two NRTIs (including one thymidine
NRTI) at the same time as a PL Therefore, most of the
information on the effects of indinavir and nelfinavir has been
obtained in vitro (see below), It has been suggested that some Pls
have a role in the shift from a brown/beige phenotype to a white
phenoatype because the expression of the micro-RNA processing
enzyme Dicer was found to be low in lipoatrophic areas, and this
decrease was proportional to the duration of Pl use.

ART-Related Changes in Fat With Combinations of
Today's ARVs

Description

More recently, HIV-infected patients with long-term control of
the infection were generally receiving triple therapy with two
NRTIs and a PI or a nonnucleoside reverse transcriptase
inhibitor (NNRTI, such as cfavirenz). As the treated patients
aged, however, the prevalence of comorbidities increased. The
patients often gained weight and fat, with the classical truncal
distribution seen during ageing (85, 119). These changes were
associated with adverse cardiometabolic outcomes, as
atherosclerotic cardiovascular disease (CVD), diabetes, and
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD),

This increase in trunk fat is seen in both women and men and
in all ethnic groups. It can result in obesity, particularly when the
initial bodyweight is already high (as observed frequently in
North America and less so in Europe). As the person ages, the fat
gain is often accompanied by the loss of muscle mass. This
situation is called surcopenic obesity and is associated with
harmful cardiometabolic outcomes,

Nowadays, the recently developed class of INSTIs is widely
used to control HIV infections. Although the INSTIs are effective
and safe, combination therapy (with the addition of an NRTI) is
typically required to control the virus, However, some patients
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gain weight and fat mass (mainly on the limbs, trunk, and
abdomen) and become obese (85).

Weight gain can affect treatment-naive patients initiating
ART. A large proportion of this gain is due to a return to good
health; patients with a low CD4 and a high viral load gain the
most weight during the first two years of ART. Nevertheless, this
weight/fat mass gain is excessive in some individuals taking an
INSTI [mainly dolutegravir (DTG) and bictegravir], especially in
women (vs. men) and African ethnic groups (vs. Caucasians)
(120}, 121). Weight gain is also observed in some ART-controlled
patients who switch to an INSTY; female sex and older age are
risk factors for this increase, Nevertheless, it is unclear why some
patients (but not others) gain weight disproportionally, Recent
studies have indicated that along with INSTIs, commonly used
“older” drugs can also modulate weight gain. For example,
the NNRTI efavirenz and the NRTI tenofovir diproxil
fumarate (TDF) have been linked to lower weight gains, while
tenofovir alafenamide (TAF, a derivative of TDF that
concentrates within cells) is associated with a greater weight
gain (121).

The Impact of INSTIs and TAF/TDF on Fat

In AT, adipocytes can sequester ARTs inside the adipocyte lipid
droplet, which contributes to viral persistence (87), Adipocytes
have consistently been shown to reduce the antiviral efficacy of
TODF and TAF in vitro, and some INSTIs have been found in
AT (122).

Effect of INSTIs.  Recent ex vivo studies have found that fibrosis,
adipocyte size, and adipogenic marker expression are greater in
SCAT and VAT samples from INSTI-treated macaques than in
samples from untreated animals. Similarly, SCAT and VAT from
obese INSTI-treated HIV-infected patients show higher levels of
fibrosis than samples from INSTI-naive obese patients (85, 123),

DTG has been detected within adipocytes and in the stromal
vascular fraction prepared from VAT (122), suggesting that it has
access to ASCs and adipocytes in vivo, Raltegravir (RAL) has a
high level of tissue penctration and is therefore likely to
accumulate in AT (124), These features might explain the fat
mass gain in treated patients (Figure 3).

Recent results suggest that INSTIs can decrease SCAT
inflammation. In the OBEVIH cohort of obese subjects
undergoing bariatric surgery, the level of inflammation was
lower in HIV-infected patients treated with an INSTI than in
patients not receiving an INSTI and in HIV-negative controls
(Pourchez V, unpublished data). Accordingly, our study of
SCAT samples from HIV-infected patients switched from a PI-
containing regimen to combination therapy with RAL and the
CCRS5 inhibitor maraviroc revealed very low expression levels of

genes involved in T lymphocyte signaling (125).

Effects of TAF vs, TDF.  Differences in pharmaceutical formu-
lation mean that TAF has lower circulating concentrations but
higher intracellular concentrations than TDF. It remains to be
determined why TDF prevents weight gain and TAF enhances it.
However, it is possible that these effects are related to differences
in the level of drug-induced oxidative stress,

A Third Factor: The Host Status Prior
Infection

Inflammation Is an Integrative Process

It is challenging to distinguish between the respective effects of
HIV infection, ART toxicity and personal factors on the
inflammatory profile developing in ART-controlled HIV-
infected patients. The interplay between HIV and the ARVs
are multiple, Firstly, ART reduces viral persistence and virus-
related immune defects, suggesting that the persisting low-grade
inflammation observed in ART-controlled patients may partly
relate to ARV-toxicities when immune restoration is achieved.
Among host-related factors, the severity of the primary phase,
the size of the pre-established viral reservoir may affect the
quality of the immune restoration and also participate 1o the
development of low-grade inflammation. Immune and tissue-
specific natural senescence together with the presence of age-
related comorbidities may also contribute to the development of
an exacerbated immune responses. In aged patients, ART
toxicity is increased probably due to reduced capacities to
detoxify and eliminate drugs (kidney and liver failures) and to
the prescription of other drugs (polypharmacy).

Importantly, patients with efficient immune restoration
present inflammatory profile close to healthy individuals (106,
1113), suggesting a limited impact of currently used ARVs per se
on inflammation. However, the question of the relative impact of
HIV infection and ARV remains open when considering patients
with partial immune restoration. One may hypothesize
sequential impacts of HIV infection and ARV on AT, It could
be hypothesized that ARV may impact differently AT that was
previously disrupted by HIV infection compared to uninfected
AT, possibly acting in synergy to amplify adipose dysfunction,
The same notion may apply to other infections that target AT
(tuberculosis, CMV, ...) and may alter the metabolic and
immune parameters of AT. Lastly, because HIV persist in AT
even after ART induction, one may consider the combined
impacts of HIV infection and ARVs on the alteration of
AT. These questions are difficult to address ex vive since
ARV are prescribed only to HIV-infected patients and very
limited data are available in animal models regarding the
study of ARV toxicity with/out HIV/SIV infection, and the
associated inflammation.

An Important Factor: The Host Metabolic Status
Prior Infection

Importantly, the impact of HIV infection and ARV on AT may
also directly rely on the host metabolic status prior infection. In
that respect, preexisting obesity may exacerbate the
pathophysiology of HIV infection and the toxicity of ARVs.
Studies in NHP demonstrate the higher severity of SIV
pathogenesis in animals fed with high fat diet with resulting
cardiovascular (CV) and liver alterations (126, 127), but ARV
were not administered in this setting, Data in humans are
obviously less consensual. Before ART's availability, HIV
infected patients with higher BMI showed slower HIV
progression compared to underweight patients (128, 129),
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presumably due to delayed wasting/cachexia effects, In ART-
treated patients, obese or underweight patients exhibited higher
cumulative mortality rates, delincating an optimal BMI range
between 24 and 28 (130) and obesity has been identified as a risk
factor for multimorbidity (131). Regarding the impact of obesity
on CD4 T cell reconstitution, patients with higher BM1 before
ART initiation exhibit higher (132, 133) or comparable (134)
immune reconstitution. This apparent discrepancy between
mortality rate and CD4 T cell restoration exemplified the
diverse impacts of obesity which is associated simultaneously
with positive und negative effects. However, the impact of obesity
on the toxicity of ARV remuins ill-documented. It has been
hypothesized that the sequestration and metabolism of ARV may
differ in obese versus lean patients. ART plasma concentrations
were lower in obese patients, although not impacting the viral
control (135),

As a whole, the close interplay between HIV infection, ARV
toxicity and metabolic status prior infection and/or following
ART introduction may be considered as a combination rather
than as independent factors of inflammation.

PHENOTYPIC AND MECHANISTIC
CHANGES IN AT

Metabolic Changes

Local Effects

A number of in vitro studies have sought to describe the
mechanisms involved in the detrimental effects of individual
PIs, NRTIs and NNRTIs on adipogenesis, insulin signaling,
adipokine secretion, and apoptosis (85).

In vitro studies of adipocytes cultured with individual
thymidine NRTIs showed that stavudine and (to a lesser
extent) zidovudine were toxic for AT, The drugs inhibited the
mitochondrial DNA polymerase (required for mtDNA
replication) and also induced severe oxidative stress. Thus,
toxic effects on mitochondria might result in an energy
deficiency and high levels of oxidative stress (136). Inter-
individual differences in sensitivity to the lipoatrophic effect of
stavudine or zidovudine might be related (at least in part) to
mtDNA haplogroups, some of which are variously associated
with a greater risk of lipoatrophy (the H, I and K haplogroups) or
a lower risk (the T and W haplogroups) (137, 138).

The effects of first-generation Pls on adipose cells have also
been cvaluated in vitro, These cffects might result (at Jeast in
part) from the inhibition of the enzyme ZMPSTE24, which is
responsible for the maturation of the precursor prelamin A into
the nuclear protein lamin A. First-generation Pls were able to
inhibit the enzyme, which led to the accumulation of prelamin A
around the nucleus and to mislocalization of SREBP-1 (139,
140). The accumulation of prelamin A favored cell senescence,
adipocyte dysfunction, and Insulin resistance. First-generation
Pls could also induce endoplasmic reticulum (ER) stress,
Furthermore, a recent study showed that both short- and long-
term treatment with the first-generation PT lopinavir promoted
whitening of brown adipocytes differentiated in vitro, This shift
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impeded fatty acid oxidation and favored insulin resistance
(141-143).

Efavirenz has been used for o long time and is still given to
HIV-infected people today, However, it can reduce adipogenesis
and adiponectin expression whilst increasing the expression of
proinflammatory markers (144).

More recently, several research groups have started to identify
and characterize the mechanisms involved in the INSTIs' effect
on weight/fat gain. The ctiology of INSTI-related weight/fat gain
is unclear but may include indirect effects on thermogenesis,
appetite or energy regulation, or a direct effect on AT. We have
observed that some INSTIs do indeed have a direct impact on
adipocytes: DTG and (to a lesser extent) RAL increased ECM
accumulation and adipocyte hypertrophy. Despite the increase in
adipogenesis, INSTIs also promote oxidative stress and insulin
resistance (123), The mechanisms involved are being studied but
one can reasonably hypothesize that adipocyte hypertrophy in
the abdominal SCA'l" of patients on INSTIs compensates for the
decreases in beige AT and energy expenditure. Interestingly, a
recent study showed that the brown AT transcription factor
PRDMI16 might protect against the development of fibrosis in
WAT (145). Furthermore, TGF-B inhibits the beiging of
adipocyte precursors (146). A decline in beiging might
therefore also be involved in the fibrosis observed in the AT of
INSTI-treated patients. These associations highlight the need to
determine whether people living with HIV (PLWH) are at nsk of
cardiometabolic disease as a result of reduced beiging capacity in
WAT; this might constitute a novel mechanism for metabolic
dysregulation in this population.

Another hypothesis relates to the effect of INSTIs on food
intake. It has been shown that DTG inhibits the binding of a-
melanocyte-stimulating hormone (eMSH) and melanocortin 4
receptor (MCAR) in the hypothalamus; this might promote
hyperphagia (147, 148). However, the serum DTG levels in
patients are much lower than those required for hyperphagia (149),

In the context of obesity, elevated fibrosis is mainly due to
periadipocyte fibrosis; the latter has been linked to metabolic
disorders (60) and was observed in the AT of INSTI-treated
macaques and patients. These alterations might result from
increased oxidative stress, Indeed, lipohypertrophy in PLWH
has previously been linked to mitochondrial toxicity in AT (150).
Accordingly, we found that DTG and RAL promoted ROS
production and mitochondrial dysfunction. We hypothesized
that in the context of HIV infection and stressed adipocytes in a
profibrotic environment (due to the impact of HIV, obesity, or
antiretrovirals other than INSTIs), INSTIs might alleviate
adipocyte stress (thereby favoring hypertrophy/expansion) but
might also increase oxidative stress, reduce metabolic flexibility,
and accentuate insulin resistance.

Systemic Effects

After secretion by AT, the hormones adiponectin and leptin
regulate key pathways in lipid and glucose metabolism (151).
Adiponectin has a potent anti-inflammatory and anti-
atherogenic action, and a decrease in adiponectin levels s
correlated with the development of insulin resistance (152).
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Adiponectin also has an important role in lipid metabolism by
increasing fatty acid oxidation in skeletal muscle and in the liver
and thus lowering circulating FFA levels (153), In contrast, leptin
regulates the energy balance by inhibiting hunger but also has
major effects on insulin sensitivity and inflammation (154). In
accordance with the observed alterations in AT function,
circulating levels of adiponectin and leptin are low in both
ART-treated and treatment-naive patients (155), Furthermore,
some studies have shown that DTG and RAL lower circulating
adiponectin levels (156-160). Recently, it has been suggested that
the adiponectin/leptin ratio is a marker of AT dysfunction;
threshold values for cardiometabolic risk have been determined
(161, 162) and could therefore be explored in ART-experienced
HIV-infected patients,

Metabolite profiles are altered not only in plasma/serum but
also in a variety of other biological fluids. In cerebrospinal fluid,
alterations in energy metabolites were found to be correlated
with neurocognitive impairments and increased inflaimmation in
ART-experienced HIV-infected individuals. These alterations
overlap with the metabolic alterations seen in older HIV-
negative individuals and suggest that aging is accelerated by
exposure to ART (163),

Immune Changes

AT-Resident Immune Cells

Studies of samples collected from HIV-infected people (mostly
ART patients) and HIV-negative controls are difficult to
interpret because of large intergroup differences in infectious,
metabolic and treatment-related parameters, In this respect,
nonhuman primates are interesting models for determining the
effect of HIV in the presence or absence of ART, and provide a
more controlled experimental setting with regard to the
individuals’ infectious and metabolic histories. Regardless of
the model and the stage of infection considered, mRNA/
protein quantification (on supernatants or microscopy) and
flow cytometry studies (102, 103, 164) have shown that
chronic HIV/SIV infection is associated with a shift towards a
pro-inflammatory immune profile in AT, In humans, levels of
adipose-macrophage-derived cytokine (IL-12, TL-6, 11-8, and
MCP-1) are higher in HIV-infected individuals than in
noninfected individuals. In cynomolgus macaques, the overall
macrophage count in AT was similar in HIV-infected and
noninfected individuals but the former group had a higher
proportion of non-M2 macrophages (based on the expression
of CD206 and CD163 as M2 markers) (102). Changes in the T
cell compartment have been reviewed in detail (165), The most
important change is a decrease in the CD4/CDS ratio, with an
accumulation of CD8 T cells during chronic untreated SIV
infections (101, 102). Research on the CD4 T cell fraction
(166, 167) in both humans and nonhuman primates revealed
an AT-specific phenotype, whereas differences between HIV/SIV
and HIV/SIV noninfected animals were limited. AT-resident CD4
T cells are characterized by higher expression levels of PD-1 and
CD57 and higher proportions of effector memory (Tem) and
CD45RA+ Tem (Temra) - suggesting a more activated/exhausted
profile, High expression of CD69 on AT-resident T cells has also
been reported (166, 167), although this marker is associated with
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resident memory cell differentiation and/or activation. The Treg
fraction (a seminal immunoregulatory subset) was reportedly
prominent in the AT in some mouse models (31, 168), In
contrast, baseline Foxp3 expression was low in both HIV-
infected and noninfected people, even though the proportion of
Tregs was slightly higher in SIV-positive animals (166),

Overall, chronic HIV infection appears to have the same
effects on AT as obesity (a shift towards M1 macrophages and
CD8 T cell sccumulation), albeit to a lesser extent. Data on the
modulation of other immune cell fractions present in AT during
HIV infection (in the presence or absence of ART) are lacking,
Likewise, HIV-related changes in the status of neutrophils, CD4
Thl T cells, and type 1 innate lymphoid cells as effectors or
partners in pro-inflammatory immune responses have not yet
been studied. However, this knowledge may be needed to fully
understand the complex crosstalk between immune and
metabolic cells in AT and to further evaluate local
inflammation in AT during HIV infection.

Inflammation

The pro-inflammatory cytokine profile of AT in HIV/SIV-
infected individuals vs. noninfected individuals has been
characterized by detecting proteins or mRNA in AT lysates or
supernatants of AT fractions, Although the studies differed with
regard to the experimental methods and the cytokines sssayed
(91, 101, 167), all found a greater pro-inflammatory potential
(with 1L-2, IL-7, IL-15, CCL19, and TGF-f3) in AT collected from
HIV/SIV-infected individuals vs. noninfected individuals.
Koethe et al. also contributed important insights into the
transcriptional upregulation of genes coding for chemokines,
chemokine receptors, and Toll-like receptors (167). Taken as a
whole, these data suggest that chronic infection induces a pro-
inflammatory profile in AT. Importantly, all the studies
performed on human samples were limited by high inter-
individual heterogeneity, which presumably reflects differences
in metabolic and infectious histories, Important, Couturier et al.
compared the AT cytokine secretion profiles in ART-
experienced patients and treatment-naive patients; ART
appeared to be associated with a less inflammatory profile in
the AT (101).

The net impact of ART is thus obviously highly beneficial
because it controls the HIV infection. ART reduces the viral load,
restores (at least partially) the CD4 T cell count, and dampens
inflammatory processes. This benefit is also observed within the
AT, with regard to inflammatory cytokines. However, ART
induces metabolic side effects (which are highly dependent on
the combination used) that change the nature of the chronic
inflammation associated with a controlled HIV infection, As
described in this section, the ARV’ side effects affect ASCs and/
or adipocytes and can induce oxidative stress, ECM
remodeling (with a consequential reduction in the metabolic
responsiveness of AT), and insulin resistance. Importantly,
recent studies have also evidenced a direct impact of ARVs on
immune cell functions (169). DTG and elvitegravir reduce the
oxidative and proliferative activities of peripheral blood CD4
T cells and thus induce a “stress™ immune response with
strong production of TNF but no polyfunctional cytokine
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responses.Based on these data, the ARV's impact on immune
activity (and not just metabolic activity) in AT should also
be investigated,

Oxidative Stress, Endothelial Dysfunction, and the
Renin-Angiotensin-Aldosterone System

In the context of AT disease such as obesity, vascular damage,
including endothelial dysfunction, has been observed, along with
oxidative stress. Increased oxidative stress develops in obese AT
0s a result of multiple factors: dysfunctional adipocytes in
response to nutrient overload (hypertrophy, increased
mitochondrial oxidation, increased levels of reactive oxygen
species (ROS)), AT hypoxia, increased pro-oxidant cytokines
production (such as TNF-at) by AT and increased release of
FFAs, These parameters contribute to systemic oxidative stress
and inflammation (170), Obesity is also associated with vascular
remodeling and fibrosis in both VAT and SCAT (171). This
vascular remodeling is associated with inflammation
characterized by macrophage infiltration especially in SCAT
and has been assoclated with systemic endothelial dysfunction
and insulin resistance in obese patients (172),

The renin-angiotensin system (RAS) plays an important
pathophysiological role. The production of RAS components
by adipocytes is exacerbated during obesity, contributing to the
systemic RAS which then affects the cardiovascular system (171).
The up-regulation of adipose RAS, and especially the increase of
angiotensin 11 production, promotes inflimmation through
increased chemokine production, oxidative stress and fibrosis
(171), Conversely, blocking or preventing RAS activation in AT
can reduce oxidative stress, improve insulin resistance and
reduce inflammation (173, 174). Interactions between the RAS
and HIV infection have been described, and could contribute to
AT inflammation, but also to the onset of metabolic syndrome
and hypertension in PLWH (175, 176).

Insulin Resistance and Lipotoxicity

AT dysfunction, as seen in obesity and diabetes, is generally
associated with insulin resistance, a metabolic disorder affecting
multiple tissues, The proposed mechanisms involved in insulin
resistance include both whole body aspects, such as
inflammation and metabolic inflexibility; as well as cellular
phenomena, such as lipotoxicity, ER stress, and mitochondrial
dysfunction, Lipotoxicity, as a result of increased lipolysis in AT
and release of FFAs, is a type of cellular stress induced by the
accumulation of lipid intermediates such as diacylglycerols
(DAGs), ceramides, and triglycerides that facilitate the
development of insulin resistance and ectopic fat deposition in
muscle, liver, and adipose tissue together with a pro-
inflammatory response (177). Lipotoxicity participates to the
enhanced cardiometabolic risk observed in PLWH (178, 179).

COMORBIDITIES ASSOCIATED WITH
LOW-GRADE INFLAMMATION

In the general population, a number of age-related comorbidities
(including cardiometabolic discases, ncurocognitive
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impairments, cancer, and frailty) are associated with a state of
low-grade chronic inflammation. Circulating levels of several
cytokines and inflammatory markers [such as IL-6 and C.
reactive protein (CRP)] rise with age and might trigger these
comorbidities. AT is the main source of circulating IL-6, and the
cytokine triggers the synthesis of CRP in the liver. Accordingly,
obesity is associated with low-grade, chronic inflammation.
Hence, an increase in the mass of AT might contribute to
these comorbidities by enhancing low-grade inflammation.

Several studies have evidenced a state of low-grade
inflammation in ageing HIV-infected patients who are well
controlled by ART. This level of inflammation is greater than
in non-infected subjects (150, 151) and is thought to be involved
in the elevated prevalence of certain comorbidities, The
inflammation might result from HIV-related factors, such as
the presence of the virus inside reservoirs, greater gut
permeability, dysbiosis, an effect on gut-associated lymphoid
tissue, and coinfections (which are nevertheless observed in
ART-controlled patients). AT might be a key factor - first as
an HIV reservoir and then as a source of inflammatory markers
in the context of ART-related fat mass gain,

Some patients treated with thymidine NRTIs present persistent
fat alterations several years after treatment discontinuation, In the
AGERIV cohort, long-termi-infected, ART-controlled patients had
a greater waist circumference, o lower hip circumference, and «
greater incidence of hypertension than HIV -negative people (180).
In the COCOMO study, cumulative exposure to stavudine,
zidovudine or didanosine was associated with elevated amounts
of VAT, lower amounts of SCAT, and a higher risk of
hypertension and dyslipidemia (182),

Trunk fat accumulation is one facet of the broader condition
of ectopic lipid deposition in HIV-infected patients; accumulation
is also observed in the liver, epicardial tissue, and skeletal muscle.
In this situation (also referred to as “metabolically unhealthy
obesity”, due to its association with cardiometabolic outcomes),
the storage capacity of SCA'T (the largest WAT depot) is limited,
and further calory overload leads to fat accumulation in ectopic
tissues (e.g, liver, skeletal muscle, and heart) and in VAT depots -
an event commonly referred to as “lipotoxicity”. Excessive ectopic
lipid accumulation leads to local inflammation and insulin
resistance (42), The clinical consequences of ectopic fat
deposition are summarized in Figure 4.

Atherosclerotic Cardiovascular Disease
Epicardial fat is physiologically similar to visceral fat and is
located close to the coronary arteries, It might therefore have
a major role in the development of coronary atherosclerosis
(183, 184). Groups of adipocytes are close to the right
ventricular myocardium and might release fatty acids to fuel
the cardiomyocytes. Epicardial fat also releases adipokines,
cytokines, and vasoactive products that regulate coronary artery
tone. In obese patients with several CV risk factors, epicardial fat
around the coronary arteries releases pro-inflammatory cytokines
and presents o high macrophage count and high levels of TNF-«,
1L-6, and IL-8 (185), It has been suggested that the greater volume
of epicardial fat in obese subjects contributes to the elevated CV
risk (186).
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Several studies of ART-controlled patients have evidenced
greater volumes of epicardial fat; along with traditional risk
factors for atherosclerosis and the duration of ART, the
amount of epicardial fat is associated with the amount of VAT
and with insulin resistance. In HIV-infected patients, the
epicardial fat volume is related to endothelial dysfunction and
the progression of carotid atherosclerosis (187-189).

Maore recently, the overall fat gain observed in some patients
raises the question of whether treatment with INSTIs influences
cardiometabolic outcomes. At present, there is no indication of
an elevated CV risk for this class of ART molecules, although
long-term follow-up data (i.e. for at least 5 years) are missing.

Metabolic Liver Diseases

Liver steatosis corresponds to another type of ectopic fat deposition.
An elevated liver fat content has been reported in patients with
lipoatrophy and in those with central obesity - two situations
associated with systemic low-grade inflammation, In HIV-mano-
infected patients, the prevalence of steatosis is relatively high,
relative to the body mass index (BMI) (30-35%) (190). In some
people, simple steatosis can progress 1o a more worrying situation:

06, dabeten, hver stastonss and NASH In the context of HIV infection and ART.

non-alcohollc steatohepatitis (NASH), with liver inflammation and
often progressive fibrosis. Severe fibrosis (cirrhosis) and progression
to hepatocarcinoma are life-threatening,

Several studies have highlighted the strong relationship
between trunk fat accumulation and steatosis or fibrosis in
HIV-infected subjects. In a matched cohort of 468 HIV-mono-
infected patients the prevalence of significant liver fibrosis
(zFibroscan grade 2) was 25.1% in patients with metabolic
syndrome and 7.9% in those without. In a multivariate
analysis, obesity and insulin resistance were independently
associated with advanced fibrosis (=Fibroscan grade 3). Leptin
and soluble (s) CD163 were strongly associated with fibrosis/
cirrhosis, whereas HIV parameters and ART were not, Thus, AT
and macrophage activation might be key players in the
development of liver fibrosis in HIV-infected patients (191). In
a study of 62 HIV-infected adults with elevated aminotransferase
levels, insulin resistance, obesity, and the presence of either of
two minor alleles in the PNPLA3 gene were significantly
associated with an elevated risk of NASH and fibrosis, NASH
and/or fibrosis were not assoclated with the duration of HIV
infection or ART (192),
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Insulin Resistance and Diabetes

In the APROCO cohort of HIV-infected patients followed up for
10 years after the initiation of first-generation Pls, the incidence
diabetes peaked in 1999-2000, and was linked to treatment with
indinavir, stavudine and didanosine. As expected, diabetes was
associated with age and adiposity, The main risk factor was the
waist-to-hip ratio (hazard ratio; 3.9), which highlighted the key
role of truncal obesity (193). In a longer-term study of 352
patients from the cohort, the prevalence of diabetes was 11%, and
the prevalence of atherogenic dyslipidemia (a high triglyceride/
high-density lipoprotein ratio, observed mainly in diabetic
subjects) was 9%, Diabetes and atherogenic dyslipidemia were
associated with elevated levels of systemic markers of oxidative
stress and inflammation (194).

The more recent use of INSTIs has resulted in overall fat gain
in some patients. While blood lipid levels are generally lower, the
outcome for insulin resistance Is less clear. We have observed
clevated insulin resistance in well-controlled, aging patients
switched from a Pl-containing regimen to RAL/ctravirine; this
is probably linked to INSTI-related weight gain (195), Regarding
diabetes, 722 of the 22,884 eligible individuals (3%) in the USA/
Canadian NA-ACCORD study of ART-initiators developed this
condition. Persons initiating INSTIs + NNRTIs had the same
incident risk of diabetes as those initiating Pls+ NNRTIs, This
effect was most pronounced for RAL. The association between
INSTI and diabetes was attenuated by accounting for 12-month
weight gain. Initiating combination ART regimens with INST1s
or Pls + NNRTIs may confer a greater risk of diabetes; this is
probably mediated by weight gain (196). In the French
DAT'AIDS study, 265 of the 19,462 HIV-infected patients
initiating ART developed diabetes. Multivariate and survival
analyses did not highlight an increase in new-onset diabetes in
patients undergoing combination ART with an INSTT as a third
agent (relative to an NNRTI or a PI). BMI, age, African or
Hispanic ethnicity, arterial hypertension, and AIDS were
assoclated with a higher incidence of diabetes (197),

Hence, it is currently not clear whether INSTIs have an
additional cffect on the incidence of diabetes, other than that
related to weight gain. However, clinicians should be aware of
this possible metabolic comorbidity - particularly in older
patients and in patients with a high BMI,

Relative (o non-infected subjects, HIV-infected patients
present a higher prevalence of age-related comorbidities
associated with a higher level of systemic inflaimmation. This
might result from a number of factors related to HIV infection
and coinfections (with hepatitis C virus or CMV) but also
modifiable risk factors such as smoking, alcohol abuse and
substance abuse (181, 198). Furthermore, adiposity and
particularly truncal fat accumulation are associated with low-
grade inflammation and comorbidities resulting from greater

ectopic fat deposition.

THERAPEUTIC STRATEGIES

Here, the goal of treatment (in addition to ART) is to decrease
inflammation, immune activation, and thus the related
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comorbidities. Even though these strategies do not specifically
address AT, they might act on this tissue in addition to other
organs. As observed for obesity-related cardiometabolic
complications in the general population, weight reduction has
been consistently associsted with lower AT inflammation and
results in better cardiovascular, hepatic and metabolic outcomes
(i.¢. a lower incidence of NAFLD, insulin resistance, and diabetes)
(199). This approach is relevant in overweight or obese HIV-
infected patients with central fat accumulation, Furthermore,
regular exercise Is an excellent strategy for reducing
Inflammation and cardiometabolic complications (199),

Other strategies siming at reducing systemic inflammation to
reduce comorbidities have been tested in HIV-infected patients
and are reviewed clsewhere (198). The lasting association
between inflammation and atherosclerosis has prompted
significant interest in strategies for inhibiting inflaimmatory
proteins upstream of CRP - particularly 1L-6 and IL-1[. The
strongest evidence to date in favor of preventing CVD by
reducing inflammation comes from the CANTOS study using
canakinumab, inhibiting 1L-1B, albeit in HIV-negative
participants (200), In HIV-infected patients, Hsue et al
recently demonstrated that IL-1B inhibition with canakinumab
reduced atherosclerotic inflammation (201) but was not
associated with other improvements, In a phase 11 trial, HIV-
infected patients at an increased risk of atherosclerotic events
were treated with low-dose methotrexate or placebo for 24 weeks
(202). Low-dose methotrexate had no effect on the primary
endpoint (brachial artery flow-mediated dilation) or levels of
various inflammatory biomarkers, and the trial was stopped
prematurely. The potential effect of the Janus kinase inhibitor
ruxolitinib was evaluated in an open-label trial in HIV-positive
patients (Marcolin VC, unpublished data). At week 5, the sCD14
level was significantly lower in the ruxolitinib arm than in the
ART-alone arm but the IL-6 level was not. Since D-dimer
clevation is linked to the pro-inflammatory profile reported in
PLWH, it has been suggested that anticoagulant drugs may be of
value in treating the pro-coagulant state. Orally administered
edoxaban (4 direct factor Xa inhibitor) was tested against placebo
in the TACTICAL-HIV trial (Baker JV, unpublished data).
However, four months of edoxaban treatment did not lead to
lower levels of biomarkers associated with inflammation or
monocyte activation.

The anti-inflammatory activity of 3-hydroxymethyl-3-
methylglutaryl coenzyme A reductase inhibitors (Le. statins) is
well documented (203), and several clinical trials bave assessed
the benefits of these drugs on surrogate markers of CVD (along
with LDL-lowering activity) in ART-suppressed HIV-infected
patients, In the SATURN-HIV trial, rosuvastatin (10 mg/day)
was significantly associated with low levels of sCD14, with a fall
of approximately 10% at 48 weeks (204). Lower levels of several
markers of vascular inflammation were also observed. In the
INTREPID trial, similar results were observed for pitavastatin
but not for pravastatin (205). It is now necessary 1o determine
whether the statin-induced reduction of inflammatory/immune
activation and cardiovascular biomarkers translates into a
reduction in morbidity and mortality in HIV-infected patients,
The ongoing REPRIEVE study is addressing this question (206),
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Taken as a whole, strategies designed to decrease systemic
inflaimmation/immune activation in HIV-infected patients have
not produced a clear reduction in comorbidities. Again,
combinations of simple lifestyle modifications (e.g. exercise
and weight loss) with decreased AT inflammation have been
validated for reducing the incidence of cardiovascular events,
diabetes, and NAFLD,

CONCLUSION

AT is targeted by both HIV infection and ART, HIV targets AT
both directly (direct infection of AT CD4 T cells) and indirectly
(viral protein release, inflammatory signals, and gut disruption),
Schematically, ART impacts adipogenesis, adipocyte
homeostasis, and ECM remodeling (including fibrosis),
whereas viral persistence directly impacts the metabolic and
immune functions of AT immune cells, In a chronic ART-
controlled HIV infection, the direct impact of HIV per se is
less severe than that of ART, Indeed, ART efficiently reduces the
viral load and the various immune defects associated with the
carly stage of infection, However, restoration of the immune
system is only partial, and the persisting damage inflicted on the
immune system during the early stages of infection might
contribute to AT inflammation. Given the close links between
the gut and AT, the latter’s functions may also be indirectly
impacted by the massive CD4 T cell depletion observed in the gut
in the early stages of infection. Subsequently, AT's endocrine
activity and its release of metabolites will increase systemic
immune activation and inflammation. Furthermore, ART
reduces the viral load to undetectable levels in the circulation
blood but does not eradicate the virus in reservoir sites such
as AT.

In the longer term, the various direct toxic effects of ARVs
might drive low-grade inflammation in HIV-infected patients,
These effects are highly dependent on the classes/combinations
of ARV used, that variously target ASCs and/or adipocytes, and
can induce oxidative stress, ECM remodeling (with a
consequential reduction in the metabolic responsiveness of
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Discussion

I. Rappel des résultats obtenus en préalable a la discussion

Mes travaux de thése ont porté sur |I'étude des propriétés fonctionnelles des LyT CD8 du TA au
cours de l'infection par le VIH/SIV. La caractérisation visait tout d’abord a évaluer I'expression
de trois récepteurs aux chimiokines sur les LyT CD8 circulants dans le contexte de l'infection
chronique par le VIH. Nous avons ensuite envisagé une approche tissulaire avec une
caractérisation des LyT CD8 dans deux modeles d'infection : I'infection chronique par le VIH/SIV
et I'infection aigué par le SARS-CoV-2.

Dans le premier travail mené sur sang total, nous avons montré l'intérét d'intégrer des
récepteurs aux chimiokines a la caractérisation des LyT CD8 dans le contexte de l'infection
chronique par le VIH. Notre modele d'étude nous a tout d'abord permis de confirmer que
I'expression de CXCR3, CXCR5 et CX3CR1 différait selon le statut de différenciation des LyT
CD8 et que les cellules mémoires exprimaient fortement CXCR3. Nous avons également montré
que le contexte de l'infection par le VIH était associé a une augmentation de I'expression des
récepteurs aux chimiokines, et que I'expression des récepteurs aux chimiokines était associée
a un profil d'épuisement et de sénescence plus marqués. Enfin, nous avons observé un profil
d’expression des récepteurs aux chimiokines plus vaste sur les LyT CD8 spécifiques du
VIH par comparaison aux LyT CD8 totaux avec notamment un changement important dans
I'expression de CXCR5 par les LyT CD8 mémoires centrales qui semblait un facteur fortement
modulé au cours de l'infection. Ce premier travail a permis de confirmer notre hypothése de
I'intérét des chimiokines dans la caractérisation des LyT CD8 au cours de l'infection par le VIH
et a renforcé I'importance de I'analyse des réponses T qui integrent la réponse dans les tissus.
Nous avons ensuite souhaité caractériser les LyT CD8 du TA dans un contexte de coexistence
des LyT CD8 et du pathogene. Le premier modeéle envisagé a été celui de l'infection chronique
par le SIV puisque le TA a été identifié comme réservoir viral. Dans ce modele nous avons pu
appréhender I'impact de I'infection chronique (contrélée ou non par un TARV) sur le TA. De
facon intéressante nous avons montré un impact de linfection sur les fractions des
progéniteurs mésenchymateux et des cellules hématopoiétiques du TA avec une diminution
de la fraction CD45°CD34" et CD45" au sein de la FSV respectivement suggérant une
diminution du potentiel régénérateur et immunitaire du TA. Cette premiere observation a
été complétée par une analyse de la fraction lymphocytaire ou nous rapportons une

augmentation de la proportion de LyT CD8 chez les animaux infectés non traités (dans le TAV)
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par comparaison aux animaux sains, et une absence de restauration CD8 sous TARV, méme
apres un traitement initié trés tot apres infection et maintenu sur plusieurs mois. Nous avons
également pu montrer un profil métabolique des LyT CD8 du TA distinct de celui d'autres sites,
et une absence d'inflammation locale aprées I'étude de I'expression de chimiokines. Cette étude
met en évidence un impact de l'infection sur la FSV du TA au cours de l'infection chronique par
le SIV avec un impact sur la fraction hématopoiétique et le compartiment des cellules souches
mésenchymateuses adipeuses. Au sein du TASC, l'aggravation de l'atteinte de la fraction
hématopoiétique chez les animaux infectés et traités par comparaison aux animaux virémiques,
non traités, soutient a nouveau un role direct de la toxicité du TARV sur le TA, atteinte dont
la cinétique d'apparition reste inchangée que le TARV soit initié a S4 ou S24.

En parallele, nous avons également eu |'opportunité d'intégrer un deuxieme modele d'infection
virale : le SARS-CoV-2. Dans un modéele simien d'infection non sévére par le SARS-CoV-2, nous
avons tout d'abord confirmé la détection du virus dans le TASC et proposé une analyse des
altérations immunologiques et en particulier des altérations des réponses T CD8 tissulaires
dans le TA, que ce soit dans un site infecté, le TASC, ou non, le TAV. Dans un modele simien
d'infection modérée par le SARS-CoV-2, nous avons montré une forte perturbation du
compartiment T CD8 résident avec une diminution drastique de la proportion de LyT CD8
CD69" a J7 post-infection.

Nous avons donc pu caractériser deux modeles d'infections avec une détection virale
confirmée dans le TA. Dans ces deux modeles, que la détection du virus soit restreinte a certains
sites ou non, temporaire ou persistante, qu’un traitement antiviral soit mis en place ou non,
I'infection a un impact sur la physiologie du TA et en particulier sur la fraction hématopoiétique.
Au cours de ces infections, le TA est soumis a des altérations majeures des réponses
lymphocytaires, en lien direct ou non avec la présence virale, ce qui pourrait modifier non
seulement les réponses immunitaires locales et systémiques ou encore impacter les fonctions

métaboliques du TA du fait d'une réponse inflammatoire généralisée.
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Il. Discussion

Un des atouts majeurs de ce travail de these a été de pouvoir travailler sur différents modéles
d'infection (simiens et humains) mais aussi de pouvoir accéder a deux types d'infections virales
(SARS-CoV-2 et VIH/SIV). Ceci nous a permis de combiner une approche fondamentale a des
données cliniques, tissulaires et cellulaires du fait de collaborations avec une plateforme de
primatologie et un centre de chirurgie bariatrique.

Bien que les modeles d'études aient été nombreuy, ils ne sont pas toujours comparables du
fait de particularités métaboliques (modele d'obésite rare chez I'animal, difficultés d'acces aux
prélévements humains non obeéses) ou infectieuses (complexité de I'élaboration d'un modéle
simien avec une infection sévere a SARS-CoV-2, difficultés d'acces aux prélevements de TA
humains infectés par le SARS-Cov-2 ou par le VIH). Nous avons donc adressé chaque
problématique a un modele donné. Parmi les nombreux résultats obtenus, de nombreux points
restent a approfondir. Je souhaiterais discuter ici de trois notions : la diversité de la mémoire,

I'importance de la migration lymphocytaire et I'immunité du TA.

Diversité de la mémoire

La caractérisation des LyT CD8 mémoires, qu'il s'agisse de réponses systémiques ou tissulaires,
qu'elle décrive une infection résolutive ou persistante est une problématique a laquelle nous
nous sommes confrontés et dont les principaux fondements restent a ce jour controversés.

Alors que la notion de mémoire lymphocytaire systémique a été introduite il y a plus de deux
décennies, son application aux contextes d'infections persistantes fait toujours débat. En effet,
pendant longtemps et encore aujourd’hui, la définition stricte de la mémoire reste largement
associée au phénomene de clairance antigénique qui se met en place en parallele d'un
phénomene de contraction des cellules effectrices. Au cours des infections persistantes, on
assiste a une coexistence du pathogéne et des LyT CD8 effecteurs (marqués d'un phénotype
d’'épuisement lymphocytaire) et des LyT CD8 mémoires dont la capacité de générer des
réponses effectrices n'est pas totalement altérée. Il existe donc une mémoire lymphocytaire au
cours d'infections persistantes, ce qui nécessite une meilleure compréhension de l'articulation
des échanges avec les cellules effectrices au cours d'infections chroniques. La littérature
actuelle fournit plusieurs hypotheses quant aux signaux potentiellement impliqués dans la mise

en place de la mémoire et propose une notion d'equilibre entre I'environnement direct et les
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cellules effectrices. Parmi les signaux susceptibles de modifier cet équilibre sont listés les
antigenes (qualité des antigenes et de leur présentation par les CPAg, l'intensité du stimulus
antigénique), pression inflammatoire du milieu mais aussi de la localisation de la réponse
lymphocytaire (Achar et al., 2022; Ahmed & Gray, 1996; Stelekati et al., 2014). Ainsi, la mise en
place d'une mémoire lymphocytaire apparait comme dépendante du type d'infection. Au cours
de la primo-infection VIH, la forte pression cytokinique associée a I'altération de 'homéostasie
lymphocytaire du fait de I'infection des LyT CD4 concourent a la chronicisation de I'infection et
donc a la coexistence VIH/LyT CD8 mémoires au long cours. Enfin, une littérature grandissante
sur |'activation indépendante de I'antigene, dite « bystander » émerge. Elle est dans ce cas
uniquement du fait de la pression inflammatoire locale et nous permet également d’envisager
les réponses mémoires dans un contexte de persistance antigénique méme avec une faible

pression antigénique (Kim & Shin, 2019).

De la méme maniere que la définition de la mémoire selon le contexte infectieux interroge, la
diversité de la mémoire peut surprendre. Ce terme unique est d'une simplicité trompeuse alors
que la mémoire immunitaire est en réalité bien plus complexe. En effet, la mémoire, et en
I'occurrence la mémoire T CD8, fait référence a un ensemble de cellules hétérogenes, de
localisation diffuse, de phénotypes et fonctionnalités variables selon la sous-population
considérée. Alors doit-on parler de la mémoire, ou des cellules mémoires ? Au cours des
travaux de cette these, nous avons été amenés a étudier plusieurs compartiments : plasmatique
et TA pour les travaux publiés, mais d'autres compartiments ont également été analysés
comme les ganglions lymphatiques ou la moelle osseuse. Depuis plusieurs années, plusieurs
approches quant a I'organisation de I'immunosurveillance au niveau de |'organisme coexistent
et considerent des caractérisations selon le compartiment étudié. Malgré tout, ces approches
ne prennent pas en compte la diversité de la mémoire et des multiples sous-populations
décrites. Et, dans notre travail, la diversité des compartiments étudiés a complexifié I'analyse et
la comparaison inter-tissulaire des réponses T CD8. Parmi les stratégies de caractérisation de
la mémoire au sein de |'organisme, plusieurs approches sont envisagées dans la littérature, la
premiere consiste a envisager les LyT mémoires tissulaires qui seraient strictement maintenus
a long terme dans les tissus, sans échanger avec le pool circulant. Cette approche a largement
participé a rendre |'analyse des réponses T CD8 dépendantes du compartiment étudié, et rend

I'analyse d'une réponse dynamique, circulante, plus complexe du fait de I'utilisation des
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caractérisations phénotypiques singulieres et relativement peu comparables. Cette vision d'une
mémoire non circulante a récemment été en partie rediscutée par les travaux de Beura et al
qui ont apporté la preuve d'une recirculation des Tru (Beura et al, 2018). Une deuxieme
approche s'appuie sur un réseau efficace de recirculation lymphocytaire des cellules mémoires
circulantes au sein des tissus lymphoides (parmi lesquelles on retrouverait les Tcw) et les tissus
non lymphoides (dont les Tem). Cette derniere approche semble plus représentative de
réponses dynamiques au cours d'une infection chronique a persistance virale tissulaire
(Sathaliyawala et al., 2013). Dans cette approche, la fonctionnalité des cellules mémoires (dont
celle régissant les profils de localisation/migration) prend de I'importance et semble pertinente
dans les contextes chroniques associés a une persistance virale tissulaire. Imaginer une
stratégie qui pourrait caractériser la mémoire dans les contextes aigus et chroniques, dans les
compartiments sanguins et tissulaires reste a I'étude. Jusque-la les réponses tissulaires étaient
caractérisées de facon annexe, dans un compartiment autre que le compartiment circulant. Il
est raisonnable de se questionner sur I'importance a donner aux réponses tissulaires dans les
contextes chroniques? Au cours d'une réponse immunitaire, quelle mémoire est la plus
importante, la mémoire circulante ou les cellules résidentes dans les tissus?

La plupart des études distinguent la mémoire circulante (essentiellement représentée par les
Tem) de la mémoire tissulaire (Trm). Toutefois, peu d'études sont consacrées a la comparaison
de la mémoire circulante et résidente dans les tissus. La premiere distinction Tem/ Trm repose
sur leur phénotype. Dans le compartiment circulant, les réponses sont caractérisées par les
marqueurs : CD45RA, CD62L, CCR7, CD27, et peu de cellules expriment CD69. A l'inverse, dans
le compartiment tissulaire, la caractérisation des Trm repose sur la notion de rétention tissulaire.
S'agissant des Trw, mMéme si les mécanismes qui régulent tous ces schémas de
rétention/migration ne sont pas encore totalement identifiés, un élément central semble étre
le controle du facteur de sortie STPR1 par I'expression de CD69, qui en se liant a cette protéine
empéche son expression a la surface cellulaire. Ainsi, jusqu’a récemment, les cellules T CD69*
se retrouvaient retenues dans les tissus (Mackay et al., 2015). Dans les modeles d'études
(murins, simiens et humains), CD69 est exprimé par la majorité des cellules Trm, et cela dans
plusieurs sites tissulaires. De la, I'expression de CD69 comme unique marqueur définissant une
population résidente a été posée. Malgré tout, la question de savoir si CD69 peut délimiter a
lui seul les Trm @ récemment été reposée avec les travaux de Beura et al (Beura et al., 2018)

puisqu’ils ont permis d'identifier une recirculation des Trm entre tissus lymphoides et non
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lymphoides. Une question se pose alors, en quoi les Tru different-ils des Tem circulants ? Est-ce
uniquement la notion de localisation ? Les travaux de Kumar et al ont permis de montrer dans
un modele murin que méme si le CD69 confere une résidence instable, une signature
transcriptionnelle est commune aux Trum de tissus lymphoides et non lymphoides et que le
CD69 permettait de distinguer les mémoires résidentes des mémoires circulantes (Kumar et al,,
2017). La comparaison de Tru de rate et de poumons sur plus de 130 genes a révélé que le
transcriptome des Trm CD69™ était distinct des Trm CD697, avec un certains nombres de genes
régulés a la hausse dans le groupe CD69" (CD103, CD49a, ICOS) et d'autres a la baisse (S1PR1
et son facteur de transcription KLF2) par comparaison a leurs homologues CD69". Enfin, une
comparaison des Try, CD69%, aux cellules mémoires CD69™ du compartiment sanguin a permis
de mettre en évidence une régulation a la hausse d'autres molécules d'adhésion telles que des

récepteurs aux chimiokines comme CXCR6 et CX3CR1 et de la molécules inhibitrice PD-1.

Bien que les Trm jouent un réle bénéfique au cours d'infections virales, leur présence peut
parfois avoir des conséquences négatives. Dans certains modéles de pathologies auto-
immunes ou allergiques, la présence de Tru est associée a une inflammation des tissus et
contribue au développement de la pathologie. C'est le cas par exemple de Tru CD4 dans les
poumons qui contribuent au développement de l'asthme allergique, ou encore de la
surreprésentation de Trm CD8 associée a un développement accru du vitiligo chez les patients
atteints de mélanome (Fraczek et al, 2020; Hondowicz et al, 2018). Leur potentiel pro-
inflammatoire et leur persistance au site des lésions suggerent un réle dans les lésions
tissulaires responsables de certaines pathologies. Les LyT tissulaires résidents offrent ainsi une
immunosurveillance, une immunité protectrice de longue durée et permettent une réponse
rapide apres une réexposition a un antigene. lls peuvent aussi avoir des effets déléteres sur les
tissus et participer a la mise en place de pathologies inflammatoires. Nos données concernant
I'étude du profil inflammatoire de I'environnement adipeux dans le contexte de l'infection
chronique par le VIH ne montrent pas un environnement adipocytaire pro-inflammatoire. A la
différence du contexte de I'obésité ou il est clairement démontré une surexpression par le TA
de cytokines pro-inflammatoire telles que I'IL-6, nous ne retrouvons pas d'expression de
médiateurs pro-inflammatoires surexprimés dans le contexte de l'infection chronique par le
SIV. Ces résultats suggerent non seulement une diversité parmi les Trm mais aussi une fonction

régulatrice de Tru. Les Trm pourraient étre impliqués dans I'homéostasie tissulaire.
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Dans notre travail, la caractérisation des LyT CD8 mémoires a permis de mettre a nouveau
I'accent sur la grande diversité de la mémoire T. Il est maintenant reconnu que la majorité des
cellules T mémoires des tissus non lymphoides sont les Trwm. lls conferent une protection
immédiate contre les infections (Gebhardt et al., 2009). Mais les Trm font partie d'une réponse
mémoire compléete a laquelle s'ajoutent les Tcw et Tem. Les Tem, avec leur potentiel de
prolifération élevé, sont une source majeure de cellules effectrices lors d'une réponse
antigénique secondaire ce qui concourt a la clairance des agents pathogenes (Sallusto et al,,
2004). Les Tem soutiennent l'activité des Trm sur leurs fonctions effectrices immeédiates et leurs
capacités de réponse rapide sur les sites d'infection. Le maintien des sous-populations Tem et
Tem est régulé par les cytokines homéostatiques IL-7 et IL-15, les facteurs qui maintiennent les
Trm ne sont pas clairement établis et semblent dépendre du micro-environnement tissulaire.
Compte tenu de cette diversité, la discussion souleve une question importante : sur quels
critéres repose une réponse T CD8 efficace ? L'efficacité d'une réponse ne repose pas sur un
seul critere mais dépend probablement de plusieurs facteurs comme le maintien d'un pool
mémoire suffisant, la qualité des réponses et leur localisation aux lieux de persistance de
I'antigene. Dans les modeles d'infections aigués, comme la grippe, I'immunité protectrice est
directement dépendante de la taille du pool de lymphocytes T mémoires et la perte de
protection est proportionnelle a l'attrition du répertoire lymphocytaire dans les voies
respiratoires (Liang et al., 1994; Pizzolla et al., 2017). Dans plusieurs modeéles d'infections
chroniques comme l'infection par le SIV ou le plasmodium, la aussi, I'importance de la
fréquence des LyT CD8 mémoires spécifiques circulants dans I'immunité protectrice est
rapportée (Hansen et al., 2009; Schmidt et al., 2008). Bien que cette notion quantitative renforce
I'espoir du concept de la vaccination a LyT CD8, I'échec de I'essai STEP dans la prévention de
I'infection au VIH rend nécessaire la considération de la qualité et/ou de la distribution

anatomique des LyT CD8 mémoires.

Importance de la migration lymphocytaire
Afin de mieux appréhender la cinétique des réponses T CD8 a I'échelle de I'organisme au cours
d'une infection persistante et de facon plus globale, au cours d'une infection virale, il est
nécessaire de proposer une lecture des réponses T CD8 qui integre davantage la fonctionnalité
lymphocytaire. Parmi les signaux qui orientent les réponses immunitaires, la capacité des

lymphocytes a migrer vers des sites infectés est essentielle a prendre en compte. Les LyT naifs
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recirculent constamment entre le compartiment sanguin et les organes lymphoides
secondaires. Lorsqu'ils sont activés, ils acquiérent rapidement des fonctions effectrices. La
principale fonction des LyT effecteurs mise en avant est la capacité a lyser les cellules infectées.
Mais cette cytotoxicité nécessite un contact direct avec la cellule cible. Ainsi, un LyT effecteur
doit se définir non seulement par ses capacités cytotoxiques mais aussi par son potentiel de
migration afin de rendre compte d'une réponse effectrice efficace. De ce fait, intégrer la
migration comme marqueur principal de sous-population est pertinent. Cette notion de
migration n’'est pas totalement omise des stratégies actuelles puisque I'on retrouve le
récepteur CCR7 et CD62L pour caractériser les Tcm/Tem ou encore un marqueur de rétention
que l'on peut assimiler de facon schématique a de la non-migration avec |'expression de CD69
par les Trm. Certaines stratégies plus récentes se sont basées sur les récepteurs aux chimiokines
CXCR3, CXCRS5 ou encore CX3CR1 pour proposer une lecture des réponses T CD8 (Bottcher et
al, 2015; Chu et al., 2016; Gerlach et al., 2016; He et al., 2016).

Le choix des récepteurs aux chimiokines a étudier n'a pas été si simple puisqu’une littérature
grandissante concernant les récepteurs aux chimiokines associés aux LyT CD8 existe. La
complexité réside dans la spécificité du potentiel de migration selon le récepteur considéré.
Les récepteurs CCR4 et CCR10 sont fortement exprimés sur les LyT mémoires de la peau (Reiss
et al.,, 2001), le récepteur CCR9 et I'intégrine a4f7 sont surtout exprimés par les LyT des sites
intestinaux (Lefrancois et al., 1999; Zabel et al., 1999). Les récepteurs CXCR3 et CXCR6 sont
qguant a eux décrits pour une migration lymphocytaire vers le foie lorsque ce dernier était
inflammatoire (Murai et al., 1999; Sato et al., 2005). A l'inverse, I'intégrine CD103 est présentée
comme essentielle pour établir la résidence des LyT dans la peau et les sites intestinaux
(Mackay et al., 2012; Masopust et al., 2006). S'agissant d'évaluer les réponses T CD8 dans le TA,
plusieurs récepteurs aux chimiokines se sont révélés intéressants a étudier. Le premier
récepteur envisagé a été CX3CR1 puisqu'il favorise I'attraction des cellules Th1, LyT CD8 mais
aussi des macrophages, fractions les plus représentées au sein de la FSV. La signalisation
CX3CRT1-fractalkine au sein du TA est la plus souvent décrite dans un contexte d'inflammation
métabolique puisqu’elle joue un role dans le développement des complications inflammatoires
induites par I'obésité (Polyak et al., 2014). Mais CX3CR1 est aussi décrit dans des contextes
infectieux, et plus précisément dans des contextes de persistance virale. Le deuxieme récepteur
a été CXCR3 puisque c'est un acteur majeur dans l'activation et le recrutement des LyT (CD4 et

CD8) au cours de I'inflammation (Rocha et al., 2014). Mais tout comme CX3CR1, CXCR3 est
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également décrit au cours de contextes infectieux et d'infections persistantes (Toxoplasmose
par exemple) au cours desquels CXCR3 permet d'identifier une sous-population de
maintenance de la mémoire. Dans le contexte de notre étude particuliere sur l'infection par le
VIH, CXCR3 avait un intérét particulier puisque IP10, un des ligands de CXCR3, est inversement
corrélé a la charge virale plasmatique (Noel et al, 2014). Enfin un troisieme récepteur aux
chimiokines a été étudié : CXCR5. Ce récepteur est associé au recrutement d'une fraction de
LyT CD8, fraction qui dans le contexte de l'infection par le VIH est associée a une réplication
virale limitée (He et al., 2016, p. 5; Leong et al., 2016; Perdomo-Celis et al., 2018). Par ailleurs,
CXCR5 a aussi un intérét dans I'étude concernant le TA. En effet, il a été montré une forte
production de CXCL13 au cours de I'adipogenése. L'hypoxie induit I'expression de CXCL13 et
CXCR5 et toute inhibition de la signalisation CXCR5-CXCL13 inhibe I'inflammation
métabolique. Certains vont méme jusqu'a parler d'adipokine au sujet de CXCL13 ce qui
renforce l'intérét d'étude la signalisation CXCR5-CXCL13 (Kusuyama et al., 2019).

Dans notre étude, la caractérisation de I'expression des récepteurs aux chimiokines dans le
compartiment sanguin de PVVIH nous a permis d'établir plusieurs conclusions. Tout d'abord,
I'application des nouvelles stratégies de caractérisation des réponses T CD8 (CXCR3, CX3CR1
ou CXCR5) ne nous a pas permis de confirmer les données de la littérature dans notre modele
d'infection chronique par le VIH. Nous n'avons pas mis en évidence de sous-population
mémoire spécifiquement présente dans le contexte de l'infection chronique par le VIH
(CXCR3™ ou CX3CR1™ ou CXCR5*). Toutefois nous avons pu montrer que le stade de
différenciation influencait I'expression des récepteurs aux chimiokines avec une expression
constitutive de CXCR3 par les cellules de la mémoire, une expression préférentielle de CXCR5
sur les Tem et une expression préférentielle de CX3CR1 par les cellules effectrices. Ceci suggére
que I'expression des récepteurs aux chimiokines n'est pas totalement indépendante de leur
stade de différenciation. Enfin le potentiel de migration des LyT CD8 est une signalisation
complexe et il est probable que I'étude de trois récepteurs aux chimiokines ne soit pas
suffisante pour appréhender la question. En analysant I'expression de chacun des trois
récepteurs nous n‘avons mis en évidence aucune différence liée au contexte de l'infection
chronique par le VIH ou le type de controle. Ce n'est que la combinaison de I'expression des
trois récepteurs qui nous a permis d'observer des différences entre les différents groupes de
patients. Cette étude a permis de rendre compte une fois de plus de I'hétérogénéité de la

mémoire et de renseigner sur leur capacité de migration jusque-la sous-estimée.
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En prenant du recul sur cette étude, plusieurs questions se posent. Les résultats mis en évidence
dans le contexte de I'infection chronique par le VIH ne sont pas ceux observés dans les autres
contextes. Les données de la littérature sont-elles applicables a d'autres modeles que ceux
étudiés ? La combinaison de récepteurs doit-elle étre réévaluée pour chaque pathogene ? Si
c'est le cas, cela rend leur utilisation moins universelle. Envisager une combinaison de
récepteurs aux chimiokines qui pourrait refléter le fonctionnement des réponses T semble étre
un véritable défi compte tenu de la diversité des récepteurs connus, de I'hétérogénéité de
diffusion des différents pathogenes.

Les résultats mis en avant au cours de notre étude restent toutefois des informations partielles
et ne renseignent pas totalement sur la capacité migratoire des LyT CD8. En effet, nous n'avons
principalement évalué 'expression des récepteurs aux chimiokines au travers d'une analyse en
cytométrie. C'est une premiere étape indispensable mais qui ne refléte pas les capacités de
migration face aux chimiokines dans un environnement donné. De ce fait, nous avons aussi
proposé une lecture des capacités de migration par une analyse in vitro, en Transwell. Cette
technique possede 'avantage de pouvoir renseigner de la réactivité d'un récepteur quand il
est placé face a son ligand. Cependant, méme si les conditions choisies ont été réfléchies de
facon a représenter la physiologie de notre modeéle d'étude, les conditions restent artificielles
et nous n'avons pas pu tester toutes les combinaisons/concentrations. Il aurait fallu pouvoir
accéder a des analyses ex-vivo, plus représentatives des conditions physiologiques, et ou il
faudrait aussi pouvoir intégrer la complexité de la migration (gradient de ligands, combinaison

de ligands, environnement modulable par des organoides par exemple).

L'étude de la migration lymphocytaire nous a amenés a nous attarder sur I'analyse des
récepteurs aux chimiokines qui concourent a la chimiotaxie. Mais, comme la plupart des
processus physiologiques, la migration des LyT n’'est pas un processus univoque, il s'agit
davantage d'un équilibre entre un phénomene de migration et un phénomene de rétention.
Aussi, je souhaiterais aborder ici I'intérét particulier pour le récepteur CD69 que nous avons
largement intégré dans ce travail. S'agissant d'une caractérisation des LyT CD8 de tissus non
lymphoides, la littérature attribue au CD69 un réle incontournable dans l'identification de
cellules résidentes (Masopust et al., 2010). Des travaux récents réalisés au laboratoire sur du
TA de PVVIH a montré que pres de 75% des LyT CD4 exprimaient CD69 et que cette expression
de CD69 constituait une caractéristique des LyT du TA puisque trés peu de LyT CD4 du sang
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exprimaient CD69 (Damouche et al., 2017). Les mémes observations ont été retrouvées dans
une analyse encore non publiées sur les LyT CD8 du TA qu'il s'agisse du contexte VIH ou SIV.
Dans le contexte de I'infection par le SARS-CoV-2 a l'inverse, les LyT expriment peu CD69. Le
phénomeéne de résidence des LyT a initialement été identifié comme un stade ou les LyT sont
retenus dans les tissus et ne peuvent pas recirculer (Schenkel et al., 2013). Mais cette notion de
résidence stricte marquée par l|'expression de CD69 a été récemment rediscutée par
I'identification d'une recirculation des Trm des tissus non lymphoides. L'identification de ce
profil de migration/résidence a réadressé la pertinence du choix du récepteur CD69 comme
unique marqueur de résidence. Depuis, d'autres marqueurs de rétention lymphocytaire ont été
décrits, avec des particularités de rétention liées aux tissus. On trouve donc les marqueurs
CD103 (principalement retrouvé dans la rétention dans la peau (Floc'h et al., 2007)) ou encore
Hobbit, identifié comme marqueur de résidence dans les tissus non lymphoides, (Parga-Vidal
et al, 2021), Au cours de nos travaux, nous avons pu intégrer CD103 a notre panel de
cytométrie. Toutefois, aucune expression franche de CD103 n'a été retrouvée sur les LyT de TA
simien. Hobbit n'a pas pu étre analysé dans cette étude. En dehors du marqueur de résidence
CD69 qui donne une définition imparfaite de la résidence, il est également probable que la
résidence soit un phénomene partiel et ne permette qu'une résidence temporaire ce qui
pourrait favoriser 'immunosurveillance tissulaire tout en conservant une réponse immunitaire
de proximité via les ganglions lymphatiques drainants (Mueller et al., 2013). Cette hypothese
attribuerait un réle des Trm aux réponses systémiques qu'il faudrait davantage évaluer.

Mais le CD69 n’est pas qu'un marqueur de résidence, c'est aussi un marqueur d'activation
lymphocytaire tres largement utilisé pour décrire les réponses systémiques (Ziegler et al., 1994).
En effet, I'expression de CD69 est rapidement induite a la surface des LyT aprés engagement
du TCR ce qui concourt a la production de cytokines et la prolifération cellulaire. Dans les zones
inflammatoires, le CD69 est exprimé sur les LyT, ceci est démontré dans plusieurs contextes
inflammatoires chroniques tels que la polyarthrite rhumatoide ou I'asthme allergique (Afeltra
et al.,, 1993; Julius et al., 1999).

Dans un modele simien d'infection modérée a SARS-CoV-2, nous avons pu montrer un
effondrement de la proportion de LyT (CD4 et CD8) CD69" dans le TASC et dans le TAV, 7 jours
apres l'infection, chez les animaux infectés par comparaison aux animaux non infectés. En
revanche, dans le compartiment sanguin, la variation inverse éetait observée. Les voies de

régulation de I'expression de CD69, et la signalisation intracellulaire faisant intervenir le CD69
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n'est pas encore totalement comprise. Aussi, nous pouvons émettre plusieurs hypotheses face
a cette réduction drastique de l'expression de CD69 sur les LyT du TA. Cette observation
pourrait traduire un changement majeur du potentiel migratoire des LyT du TA ou les LyT du
TA pourraient contribuer, par remobilisation, a la restauration du nombre de cellules T dans le
sang et a une hyperactivation systémique. Ceci pourrait également participer a la pathogenese
de l'infection. En effet, le blocage de la signalisation CD69, démontrée dans un modele murin,
a permis de mettre en évidence que I'expression de CD69 pouvait moduler la sévérité de
différents contextes inflammatoires tels que I'asthme ou encore la clairance des pathogenes
(Martin et al,, 2010; Vega-Ramos et al.,, 2010). Enfin, la diminution des proportions de LyT
exprimant CD69 peut également refléter des altérations métaboliques des LyT, ce qui a toute
son importance dans le TA. Dans un modéle murin de colites induites, le CD69 est associé a la
régulation de la balance Th1/Treg au profit du phénotype immuno-régulateur (Radulovic et al.,
2012). Enfin un réle métabolique plus large est attribué au CD69 puisque la signalisation
intracellulaire de CD69 montre une implication de la voie de la rapamycine (mTOR) ou encore
le facteur HIF-Ta impliqué dans l'activation de I'angiogenese (Cibrian & Sanchez-Madrid,
2017). Les résultats observés dans le contexte de l'infection par le SARS-CoV-2 associés aux
implications variées du CD69, restent encore mal comprises, redonnent de |'importance a la
nécessité de comprendre la signalisation CD69 et son implication dans la fonctionnalité des

LyT du TA.

Immunité du tissu adipeux

L'ensemble de ces travaux visait a caractériser les réponses T CD8 du TA et s'intégrait dans un
objectif plus large de la compréhension du réle immunitaire du TA. Ce travail a permis de venir
compléter les données de la littérature et nous amene a discuter du potentiel anti-infectieux
et la nature exacte de I'activité immunitaire du TA.

Il est désormais admis que le TA est un acteur de la réponse inflammatoire dans un contexte
d'obésité. Mais au-dela de son implication dans l'inflammation métabolique, il est aussi
impliqué dans les réponses anti-infectieuses avec une susceptibilité accrue a certaines
infections dans le contexte d'obésité. L'apport de la composante cellulaire du TA, et en
particulier des LyT, au cours des processus infectieux est démontré avec une implication dans

une immunosurveillance sur site et de proximité (S.-J. Han et al., 2017; Masopust et al., 2001).
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Nos travaux ont permis |'étude des LyT CD8 du TA dans deux contextes infectieux : I'infection
chronique par le VIH et l'infection par le SARS-CoV-2.

Dans le modele de l'infection chronique par le VIH, le TA est décrit comme un réservoir viral
(Damouche et al., 2015). Mais le contexte de I'infection par le VIH ne se traduit pas uniquement
par une infection des LyT CD4 (et macrophages) du TA il se traduit également par un effet
délétere des protéines virales sur les cellules du TA, mais aussi a la toxicité directe des ARV,
notamment sur les adipocytes. Parmi les effets indirects liés a I'infection, et suspectés d'étre
déléteres sur le TA, l'inflammation a été évoquée. Toutefois, des données non publiées du
laboratoire obtenues dans un modele simien et visant a comparer le contexte de I'infection
chronique par le SIV a des animaux non infectés n'ont pas permis de montrer une inflammation
du tissu en se basant sur I'expression d'IL-6. Ces données sont assez surprenantes et viennent
réadresser la question d’'une inflammation du TA au cours de l'infection. L'ensemble de nos
données suggerent un effet délétere de l'infection par le SIV.

L'objectif de ce travail était davantage centré sur les LyT CD8. L'acces a un modeéle infecté traité
et infecté non traité n'a pas permis de montrer un effet bénéfique du traitement sur les LyT du
TA. L'atteinte de la composante lymphocytaire du TA semble donc persister malgré la mise en
place efficace du TARV. Ces données restent a compléter avant de pouvoir conclure a I'impact
respectif de I'infection, de I'inflammation systémique observée (méme si peu élevée dans les
modeles utilisés), et le TARV. Ces données mériteraient aussi d'étre complétées par un modele
d'infection aigué par le SIV, modéle auquel nous n'avions pas accés pour cette étude. Ces
données de phase aigué pourraient renseigner sur la temporalité des altérations
lymphocytaires observées. La persistance de ce défaut lymphocytaire dans le TA serait
également a mettre en regard des données en sang circulant : le compartiment T CD8 présente
également des défauts dans le sang, mais sont-ils comparables a ceux observés dans le TA ?
L'analyse en sang circulant ne minore-t-elle pas les défauts du compartiment lymphocytaire
T?

Enfin, I'accumulation des LyT CD8 dans le TA dans le contexte de l'infection chronique doit
également étre évaluée en termes de répertoire clonal. Afin d'aborder le potentiel anti-
infectieux des LyT CD8 du TA, nous avons également pu caractériser le profil de spécificité des
LyT CD8 du TA. Dans ce travail préliminaire, ces données observées dans le TA humain nous
ont permis de mettre en évidence la présence de LyT CD8 spécifiques du VIH mis aussi ceux

d'autres virus tels que le CMV, EBV ou encore Influenza. Ces LyT CD8 ont une activité anti-
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infectieuse propre, évaluée par ELISPOT IFN-y. Dans le contexte de I'infection par le VIH/SIV,
I'équipe a précédemment observé la non-colocalisation des LyT CD4 et T CD8. Comprendre
pourquoi les LyT CD8 spécifiques peuvent colocaliser avec les LyT CD4 infectés ou non dans
un environnement non inflammatoire, restera a définir dans le futur. Une hypothése est
d'imaginer une organisation structurelle du TA conduisant a une distribution différente des LyT
CD4 et CD8, a l'image de ce qui est décrit dans les centres germinatifs des ganglions
lymphatiques. Dans cette hypothese, c'est la structure méme du tissu qui serait favorable a la
persistance du virus. La question du remodelage du TA dans les contextes d'obésité et leurs
éventuelles perturbations des mécanismes de migration et de localisation spécifique reste a
évaluer.

Dans le modele de l'infection chronique par le SARS-CoV-2, une étude préalable a pu montrer,
post-mortem, la présence du virus dans le TA de patients atteints d'une infection COVID sévere.
Notre étude a permis de montrer la présence du virus dans le TA d'animaux infectés et
présentant une forme non sévere de la COVID-19. Cette détection du virus a été observée 7
jours apres l'infection, aucun virus n'a été détecté dans un délai plus tardif (J43) ce qui suggére
une infection transitoire du TA. Ces résultats sont en défaveur de la notion de TA qui serait un
site réservoir, mais ces résultats ont été obtenus dans un contexte d'infection modérée sur des
animaux femelles, non obeéses. Il serait intéressant de poursuivre cette étude sur des animaux
obeses et/ou dans des formes plus séveres et de savoir si le virus présent et capable d'infecter
d'autres cellules, ce qui ferait du TA, un réservoir viral et qui pourrait expliquer le phénomene
de COVID long observé. De maniére assez intéressante, malgré une infection systémique peu
sévere et une infection transitoire du TA, nous avons observé une altération tres marquée des
réponses lymphocytaires. Cette diminution drastique de I'expression de CD69 sur les LyT du
TA questionne. S'agit-il d’'une atteinte in situ liée a la présence du virus ou bien d'une
contribution des LyT du TA a une réaction inflammatoire systémique ? S'agit-il d'un défaut
d'activation ? Quel impact cela a-t-il sur les réponses T ? Il est tentant de penser que le TA
vienne contribuer aux réponses systémiques par un mobilisation des réponses locales vers le
compartiment circulant.

Enfin de maniere plus générale, nos données concourent a renforcer les données sur
I'implication du TA dans la réponse immunitaire par sa composante inflammatoire et cellulaire.
Au cours de ce travail, nous avons a de nombreuses reprises comparé nos données de modeles

infectieux aux données de la littérature qui décrivent largement les réponses lymphocytaires
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dans le contexte de I'obésité. Au terme de ce travail, il convient de remettre en question cette
comparaison, qui @ mon sens, n'est pas totalement adaptée. En dehors de tout contexte
pathologique (obésité ou infection), le TA est décrit comme un environnement
immunomodulateur avec une prédominance des macrophages de type M2, un ratio CD4/CD8
en faveur des LyT CD4, et une inflammation limitée et contrélée. Dans le contexte de I'obésité,
le TA se caractérise par une infiltration de macrophages pro-inflammatoires de type M1, une
infiltration de LyT CD8 et une inflammation locale et systémique et enfin une atteinte de
I'architecture méme du TA avec le développement de fibrose. Enfin, le contexte de I'infection
par le SIV) se définit davantage par une infiltration limitée de macrophages de type M1, une
infiltration de LyT CD8, une inflammation présente mais limitée et le développement d'une
fibrose. Ces dernieres données suggerent une atteinte des réponses T CD8 du TA dans un

contexte infectieux.

Conclusion et perspectives

Le rble des LyT CD8 tissulaires, et en particulier du TA, au cours de pathologies infectieuses
bénéficie d'une attention croissante. Alors que leur caractérisation phénotypique et
fonctionnelle est surtout décrite dans le contexte de I'obésité, le role des LyT CD8 du TA au
cours d'infections reste a étudier de facon plus approfondie.

Si le réle immuno-protecteur des LyT CD8 du TA, décrit par Han et al dans le contexte de
I'infection létale a yersinia, est applicable a I'ensemble des contextes infectieux, alors le TA se
placerait comme un acteur indispensable de la réponse immunitaire quel que soit le contexte
infectieux. A ce jour, une vraie problématique se pose : comment expliquer la colocalisation
des LyT CD8 et des cellules infectées au sein du tissu ? Est-ce le signe d'une réponse
immunitaire défaillante localement ? Est-ce lié a un phénomeéne d'ignorance, qui pourrait étre
liée a la structure du TA, ne permettant pas ou peu d'interactions directes CD4/CD8 dans le TA
? Est-ce une caractéristique intrinseque des LyT CD8 du TA ? L'environnement adipeux semble
pouvoir moduler les propriétés des LyT CD8 par de multiples facteurs (cytokines, métabolites,
cellules environnantes), cependant celui n'est sans doute pas irrémédiablement
immunosuppresseur puisque certains LyT CD8 a capacités effectrices protectrices sont
observés dans le TA métaboliquement sain. La nature de la modulation que I'environnement
adipeux pourrait induire sur les voies métaboliques mériterait d'étre plus finement détaillée

(une étude en collaboration avec [I'équipe du Pr C Junot, spécialiste en
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métabolomique/lipidomique est initiée dans I'équipe). Est-ce un défaut de migration des LyT
CD8 du TA ? Nos résultats n'ont pas permis une analyse fine du potentiel de migration des LyT
CD8 du TA par comparaison aux LyT CD4. Nous avons pu analyser leur potentiel de migration
in vitro, a travers une analyse en Transwell pour laquelle nous avons bénéficié de |'expertise de
I'equipe d'Immunorégulation, Chimiokines et Persistance Virale du Dr F. Bachelerie, U996. Ces
tests pourront étre complétés par une analyse sur explants, ex vivo, de TASC, TAV et ganglions
de proximité par technologie de microscopie confocale. Cette technique a l'avantage de
pouvoir évaluer le profil migratoire de LyT marqués, dans leur environnement structurel, le TA.
Enfin, une étude de la dynamique de la mobilisation des LyT du TA avec I'impact de la fibrose
sur la mobilité des LyT CD8 du TA pourront étre envisagés.

En perspectives de ce travail, plusieurs ouvertures peuvent étre envisagées. Nous avons noté
en introduction que la SVF du TA comprend presque toutes les cellules immunitaires. C'est
pourquoi une caractérisation des autres sous-populations reste a poursuivre. Au cours de
I'infection par le SARS-CoV-2, une analyse des macrophages aurait été appréciée afin de
connaitre leur contribution dans l'inflammation systémique. Au cours de l'infection par le
VIH/SIV, le role de la lignée monocytaire macrophagique est fondamental, une caractérisation
des réponses phénotypiques mais surtout fonctionnelles aux sites de persistances virales et
leurs implications dans les comorbidités rend leur analyse pertinente.

Enfin, la diversité des altérations du TA touchant les fonctions métaboliques, régénératives et
immunitaires du TA amene a réfléchir aux stratégies thérapeutiques de complément qui

seraient susceptibles de restaurer les fonctions du TA.
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