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Résumé

La dérégulation de la balance énergétique et I'obésité sont des problemes de santé
publique conduisant au développement de pathologies métaboliques comme le diabéte de
type 2 (DT2) ou les maladies cardiovasculaires. Les études pangénomiques ont établi que la
région du géne suppresseur de tumeur CDKNZ2A (inhibiteur 2a de kinase dépendante des
cyclines) était associée a une augmentation du risque de DT2. Ce locus présente une double
fonction dans la régulation du cycle cellulaire et du métabolisme énergétique. L’expression de
CDKNZ2A est notamment augmentée dans le tissu adipeux (TA) des personnes obeses.

Nous avons montré précédemment que les souris globalement déficientes en CdknZ2a
nourries avec un régime hyperlipidique hypercalorique (DIO) sont résistantes a I'obésité et
présentent une augmentation de la thermogenése via le brunissement du TA sous-cutané et
une amélioration de la sensibilité a l'insuline. Afin d’établir si le brunissement est d0 a un
phénomeéne de transdifférenciation adipocytaire, nous avons étudié l'effet de I'invalidation de
Cdkn2a spécifiquement dans l'adipocyte différencié (Cdkn2a2d") chez la souris DIO en
établissant leur profil métabolique, hormonal et histologique. Les souris Cdkn2a2d" présentent
un meilleur profil métabolique que les souris sauvages avec une tolérance au glucose
ameliorée sans modification de la sensibilité a linsuline, une hypoleptinémie et une
hyporésistinémie, associées a un remodelage cellulaire des dépbts de TA et a une
augmentation de la dépense énergétique, sans brunissement visible. L’analyse
transcriptomique par séquencgage de I'ARN des différents dépots de TA a montré que seul le
TA épididymal présente une augmentation globale des voies métaboliques impliquées dans
l'utilisation des substrats énergétiques et I'activité oxydative, en particulier le métabolisme du
glucose. Ces résultats ont été validés par la méthode Seahorse et par mesure de la capture
du glucose aprés invalidation de I'expression de CdknZ2a par siRNA dans la lignée adipocytaire
3T3-L1. L’analyse de l'activité kinase a été également effectuée afin d’étudier les voies
impliquées.

Des données préliminaires ont montré que I'extinction de CDKNZ2A a I'aide de siARN lors
de la différenciation des cellules souches pluripotentes humaines engagées dans la lignée
adipocytaire brune (hiPSC-BAPs) entraine une augmentation des marqueurs de la
thermogeneése. En paralléle du modéle souris, des hiPSC-BAPs différenciés en sphéroides 3D
transfectés a I'aide de siARN ont été développés afin d’étudier I'implication de CDKNZ2A dans
linitiation d'un programme thermogénique au stade progéniteur. Des analyses du
transcriptome et de I'activité kinase ont montré que I'extinction de CDKNZ2A active les voies
impliquées dans l'adipogenése, le métabolisme oxydatif et potentialise le processus de



brunissement, entrainant une reprogrammation des hiPSC-BAPs différenciés en adipocytes
de type brun.

L’ensemble de ces données suggére que le brunissement observé lors de l'invalidation
globale de Cdkn2a chez la souris n’est pas dU a une transdifférenciation des adipocytes.
Cependant, l'extinction de Cdkn2a activerait les voies du métabolisme énergétique et
potentialiserait le brunissement de I'adipocyte par des voies indépendantes de celles utilisées
pour moduler le cycle cellulaire. De plus, I'extinction de CDKNZ2A dans les hiPSC-BAPs montre
que cet effet cellulaire est autonome. Ces deux approches combinées ont permis de mettre en
évidence des voies adipocytaires communes sous le contréle de CDKNZ2A (telles que 'TAMPK
et la p70S6K) associées au brunissement adipocytaire. La mise en évidence des voies
moléculaires contrélées par CDKN2A dans 'adipocyte impliquées dans le brunissement est
une premiere étape pour la mise en place d’approches thérapeutiques visant a activer le
brunissement afin d’atténuer les effets délétéres de I'obésité sur la résistance a l'insuline et de
DT2.



Abstract

Disorders of energy balance during obesity are a major health problem with
consequences on the development of metabolic pathologies such as type 2 diabetes (T2D) or
cardiovascular diseases. Genome-wide studies have established that the tumor suppressor
gene region CDKNZ2A (cyclin-dependent kinase 2a inhibitor) is associated with T2D risk. This
locus has a dual function in regulating the cell cycle and energy metabolism. In particular, the
expression of CDKNZ2A is increased in the adipose tissue (AT) of obese subjects.

We have previously shown that globally Cdkn2a-deficient mice fed a high-fat diet (DIO)
are resistant to obesity with increased thermogenesis via browning of subcutaneous TA and
improvement of insulin sensitivity. In order to assess whether browning is due to adipocyte
transdifferentiation, we studied the effects of the invalidation of CdknZ2a restricted to adipocyte
(Cdkn2a2d") in DIO mice by determining their metabolic, hormonal and histological profile.
Cdkn2a2®" mice exhibit a better metabolic profile than wild-type mice with improved glucose
tolerance without modification of insulin sensitivity, hypoleptinemia and hyporesistinemia. They
also display cellular remodeling of TA deposits associated with an increase in energy
expenditure without visible browning. Transcriptomic analysis by RNA sequencing of different
fat pads shows that only epididymal AT exhibits an overall increase in the metabolic pathways
involved in the utilization of energy substrates and oxidative activity, in particular glucose
metabolism. These findings have been validated by Seahorse and measurement of glucose
uptake in CDKNZ2A-deficient 3T3-L1 cells differentiated into adipocyte using siRNA
methodology. A global kinome analysis has also been carried out to investigate the pathways
involved.

Previous data have shown that the suppression of CDKN2A expression using siRNA
during differentiation of human induced pluripotent stem cells committed to the brown
adipogenic lineage (hiPSC-BAPSs) results in an increase in the thermogenic marker UCP1. In
parallel, hiPSC-BAPs cultured in 3D spheroids transfected with siRNAs were developed in
order to understand how CDKNZ2A mediates the initiation of a thermogenic program at the
progenitor stage. RNA sequencing and kinase activity profiling analyses have shown that
CDKNZ2A silencing enhances pathways involved in adipogenesis, oxidative metabolism, and
browning process, resulting in reprogramming of brown-like adipocytes by promoting the
expression of browning markers.

Overall, these data suggest that browning observed during global Cdkn2a knockdown
in mice is not due to adipocyte transdifferentiation. However, CDKN2A might control global

cellular oxydative metabolism in adipocyte via alternative pathways from those used for



regulating the cell to potentiate browning process. CDKN2A knockdown in hiPSC-BAPs
demonstrated that this locus plays an important role in brown-like adipogenic maturation in a
cell-autonomous manner. Both models have highlighted common pathways (i.e., TAMPK and
p70S6K) regulated by CDKNZ2A that are involved in adipocyte browning. Finding and targeting
new signaling pathways driving browning may constitute a great scientific breakthrough and

may help to develop therapeutic approach against obesity and T2D.
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Liste des abréviations

A:

ADN : Acide DésoxyriboNucléique
ADNc : Acide
complémentaire
AG : Acide gras
AGNE : Acide gras non estérifié
AKT/PKB : protéine kinase B

Alk : kinase du lymphome anaplasique

désoxyribonucléique

AMP : Adénosine monophosphate
AMPc :

cyclique

Adénosine monophosphate
AMPK : Adénosine monophosphate kinase
ANP: Atrial natriuretic peptide

ANRIL: Antisense Non-Coding RNA in the
INK4 locus

ARF: ADP Ribosylation Factor

ARN: Acide RiboNucléique

ARNmM: Acide RiboNucléique messager
ASC: adipose derived stem cells

ATGL : lipase des triglycérides adipeux
ATP : Adénosine Tri-Phosphate

AUR: Aurora Kinase

B:

BAP: Brown adipose progenitor

BAT: Brown adipose tissue

Bmi1: Polycomb Ring Finger

BMP : protéines morphogéniques osseuses
BNP : Brain natriuretic peptide

Brite: Brown in white

BSA: Bovine serum albumin

c:

C/EBP: CCAAT-enhancer-binding proteins
CD : Chow diet

CD8/ CD137 : cluster de différenciation 8/
137

CDK: Cyclins dependant kinase

CDK-L: CDK-Like

CDK2/4/ 6 : Cyclin dependant kinase 2 /4 /
6

CDKI : Inhibiteur de CDK

Cdkn1a/ b / c: Cyclin-Dependent Kinase
Inhibitor1a/b/c

Cdkn2a / b / c: Cyclin-Dependent Kinase
Inhibitor2a/b/

CE : Cellule endothéliale

Cip: CDK interacting protein

CL-316243: B3-adrenoceptor agonist
Cox8b: Cytochrome c oxidase subunit 8B
CREB : cAMP Response Element Binding
protein

CRP : protéine C-réactive

Ct: Cycle threshold

D:

DAPI: 4',6-DiAmidino-2-Phénylindole
DC : Cellule dendritique

DG : Diabéte gestationnel

DGM : Diabéte sucré gestationnel
DIO : Diet-induced obesity

DIP : Diabete pendant la grossesse
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DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s
medium

DNTB : Acide 5,5-dithiobis  2-
nitrobenzoique, acide 3,3'-dithiobis 6-
nitrobenzoique

dNTP : Désoxyribonucléotide triphosphate
quelconque

DPP-4 : Dipeptidyl peptidase-4

DT2/ T2D : Diabéte de type 2

DTT: Dithiothréitol

E:

E2F: E2 Factor

ECAR: Taux d'acidification extracellulaire
EGF: Epidermal Growth Factor

EGFR: Epithelial Growth Factor Receptor
EIF2 / 4: Eukaryotic Initiation Factor 2 / 4
En1: Engrailed Homeobox 1

Eph: Ephrine

ERK: Extracellular signal-regulated kinases
eWAT: Tissu adipeux blanc epididymal

ﬂ

FABP4: Fatty Acid Binding Protein 4
FAHFA: Fatty Acid esters of Hydroxyl Fatty
Acids

FCCP: Carbonyl
(trifluoromethoxy) phenylhydrazone

FGF: Fibroblast Growth Factor

FIGO : Fédération Internationale de

cyanide-4

Gynécologie et d'Obstétrique
FITC: Isothiocyanate de fluoresceine

Fak: Focal adhesion kinase

G:

GATA: Globin transcription factor

GCR: glucocorticoids

GH : Hormone de croissance

GLP-1 : Glucagon-like Peptide-1

GLUT 1/3/5 : Glucose Transporter 1/3/5
GPS2: G Protein Pathway Suppressor 2
GSIS: Glucose stimulated insulin secretion
GWAS: Genome-Wide Association Studies

H:

H&E : Hématoxyline et éosine

HFD : High Fat Diet — Régime riche en
graisse

HGF: Hepatocyte growth factor

HIF-1: Hypoxia inducible Factor 1

HIP : Hyperglycémie pendant la grossesse
hiPSC : Cellules souches pluripotentes
induites humaines
hiPSC-BAP
pluripotentes induites humaines de type

Cellules souches
brun

HLD: Hyperlipidémie

hMADS: Human multipotent adipose
derived stem

HRP : Horseradish peroxidase

HSL : Lipase sensible aux hormones

HTN : Hypertension

IBMX : 3-isobutyl-1-méthylxanthine

12



IDF : Fédération Internationale du Diabéte
IKK: inhibitor of nuclear factor kappa-B

IL : interleukine

ILC : cellule lymphoide innée

IMC: Indice de Masse Corporelle

INK4: INhibitors of CDK4

INSR: Insulin Receptor

IOTF: International Obesity Taskforce

IPA : Ingenuity pathway analysis

IpGTT : Test de tolérance au glucose en
intra-péritonéal

IRS: Insulin Receptor Substrate

ITT : Test de tolérance a I'insuline

iIWAT : Tissu adipeux blanc sous-cutané

J:

JNK : c-Jun N-terminal Kinase

K:

Kip: Kinase inhibitory protein

KLF: Kruppel Like Factor

KO: Knockout

KRPH: Krebs-Ringer-Phosphate-HEPES

L:

LXR: Liver X receptors

M1/M2: Macrophages
MAPK: Mitogen-Activated Protein kinase

MAPKAPK:  Mitogen-Activated  Protein
Kinase-Activated Protein Kinases

MCP-1: Monocyte Chemoattractant
Protein-1

MDM2 /HDM2:  Mouse/Human  Double

Minute 2 Homolog

MEC: Matrice extracellulaire

MODY: Maturity Onset Diabetes of the
Youth

mTOR C1 /C2: Mammalian target of
rapamycin complex | / complex Il

Myf5 : Myogenic Factor 5

MyoD : Myogenic differentiation

N:

NAFLD : Stéatose hépatique non alcoolique

NAPDH

dinucléotide phosphate

Nicotinamide adénine
NF k B: Nuclear factor-kappa B

NGS: Nest generation sequencing

NK: Cellules tueuses naturelles

O:

OCDE : Organisation de coopération et de
développement économiques

OCR : Taux de consommation d’oxygéne
OD : Densité optique

OMS : Organisation mondiale de la santé

ﬂ

p70S6K: Ribosomal protein S6 kinase beta-
1
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PA : Progéniteur adipeux

PAF/PFA : Paraformaldéhyde

PAXS3/7: protéine paired box 3 /7

PBS: Phosphate-buffered saline

PCR: polymerase chain reaction

PDGFR: Platelet-derived growth factor
receptor

PDK 1 : Pyruvate Déshydrogénase kinase
1

Pdn6 : Hexaméres aléatoires

PET-CT: Positron Emission Tomography
PGC1a: Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator 1-alpha

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

PIM: Proviral Integration site for Moloney
murine leukemia virus

PKA: Protéine Kinase A

PKAR2: Protein kinase, cAMP-dependent,
regulatory subunit type 2

PKC: Protéine Kinase C

PKG: Protéine Kinase G

PoMICS : sénescence cellulaire post-
mitotique

PPARYy: Peroxisome Proliferator-activated
Receptor gamma

PRDM16 : PR domain containing 16

PTK : Phosphotyrosine kinase

R:

RAS : p21

Rb : Protéine du rétinoblastome
RBP4 : Retinol Binding Protein 4
RER : Taux d’échange respiratoire
RIN : RNA integrity number

RT-PCR
Polymerase Chain Reaction
RXR : Retinoid X Receptor

Reverse Transcription -

S:
SA-b-gal : Senescence-associated beta-
galactosidase

SASP : phénotype sécrétoire associé a la
sénescence

SC : Syndrome de cachexie

SCAT : Tissu adipeux blanc sous cutané
SCC : Syndrome de cachexie cancéreux
SM22 : Transgelin

SMAD: Suppressor of Mothers against
Decapentaplegic

SNS : Systéme nerveux sympathique

Src: Non-Receptor Tyrosine Kinase
SREBP-1c: Sterol regulatory element-
binding protein

STAT: Signal transducer and activators of
transcription

STE7: Serine/threonine-protein kinase E7
STK : Sérine-thréonine kinase

SVF : Fraction stromale vasculaire

Syk: Spleen Associated Tyrosine Kinase

I:

T3 : Triiodothyronine

TA : Tissu Adipeux

TAB : Tissu adipeux blanc

TBS : Tris-buffer saline

TBX1 : T-box transcription factor 1
TG/TAG : TriGlycéride
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TGF B: Transforming Growth Factor-beta1
Th 1/2: Lymphocyte T helper 1/ 2

TH: Tyrosine hydroxylase

TMEM26: Transmembrane Protein 26
TNFa: tumor necrosis factor a

Treg : T régulateurs

Treg: Lymphocyte T régulateur

Trk: Tropomyosin receptor kinase

TWEAK: TNF-related weak inducer of

apoptosis
TZD : Thiazolidinediones

u:

UCP-1 : Uncoupling Protein 1

V:

VAT: Tissu adipeux perivisceral
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
VLDL : Triglycérides de faible densité

w:

WAT: White adipose tissue
Whnt: Wingless/Integrated

Autres:

2DG : 2-Deoxy-D-glucose

2DG6P : 2-deoxy-D-glucose-6-phosphate
B-AR: récepteur 3 adrénergique
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Introduction

[. L'obésité et ses comorbidités

A. Définition

De nos jours l'obésité, définie par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme
« une maladie multifactorielle complexe définie par I'accumulation excessive ou anormale de
graisse présentant un risque pour la santé » est considérée comme une véritable pandémie.
Une personne est considérée obese lorsque son indice de masse corporelle (IMC) est égal ou
supérieur a 30. Cette pandémie constitue un probléme économique, social et de santé
publique majeur. Cette accumulation excessive de graisse se localise au niveau du tissu
adipeux et est due a un déséquilibre de la balance énergétique avec, notamment, une
augmentation de I'apport énergétique (alimentation), associée a une diminution de la dépense
énergétique (activité physique) [1]. En effet, bien que la génétique puisse expliquer une partie
de la variation de la masse corporelle, les facteurs environnementaux tels que la surnutrition
et les aliments ultra-transformés, le mode de vie sédentaire, les xénobiotiques, ainsi que
I'exposition aux produits chimiques sont les principaux contributeurs [2]. L'expansion du tissu
adipeux blanc (TAB) sur le long terme est associée a I'apparition d’un profil inflammatoire
marqué, qui conduit ainsi a la dysfonction de celui-ci (i.e., altération de I'extensibilité et de la
plasticité) [3]. L'incapacité d'une expansion supplémentaire du TA accélére le transfert de
graisse du TA vers le muscle squelettique et le foie, entrainant un dépd6t de graisse ectopique
et une résistance a l'insuline dans ces tissus, qui jouent un rdle crucial dans la résistance
systémique a l'insuline et le DT2 [4,5]. Ces modifications qui contribuent fortement au
développement des comorbidités telles que le diabéte de type 2 (DT2), les maladies

cardiovasculaires et I'obésité [6,7], font du TA une nouvelle cible thérapeutique potentielle.

B. Prévalence

Durant la plus grande partie de I'évolution humaine, I'accés a la nourriture était limité et
sporadique. Pour la survie de 'lHomme, il fallait donc étre capable de stocker en prévision des
longs moments d’insécurité alimentaire. Cette capacité de stockage est réalisée par le tissu
adipeux. En effet, le tissu adipeux est défini comme le principal réservoir énergétique grace a

la capacité des adipocytes de stocker le surplus d’énergie [8]. Cependant de nos jours, pour
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la majorité de la population mondiale qui a un mode de vie sédentaire, I'accés a la nourriture
n’est plus un probléme. En revanche, la suralimentation chronique a engendré a travers le
monde une épidémie de I'obésité et de ses comorbidités. En effet, selon 'TOMS, depuis 1975,
le nombre de cas d’obésité a I'échelle mondiale aurait presque triplé. En 2016, plus de 1,9
milliard d'adultes étaient en surpoids dont 650 millions étaient obéses soit respectivement 39%
et 13% de la population mondiale (Figure 1). Ce chiffre devrait dépasser les 3 milliards d'ici
2030 [9]. La plupart de la population mondiale vit dans des pays ou le surpoids et I'obésité font
davantage de morts que l'insuffisance pondérale. L'OMS a reconnu le surpoids et I'obésité
comme la cinquiéme cause de mortalité dans le monde. Suite a la crise sanitaire du covid-19,
'obésité a multiplié par deux les risques d’entrée en réanimation des personnes atteintes du

covid-19 et par un facteur compris entre deux et trois les risques de décés [10].

Femme

Homme
* Body Mass Index 230 kg/m2
Prevalence (%)
<10.0
] 10.0-19.9
20.0-29.9 .
I =00 LRI
Data not available

| Not applicable

Figure 1. Prévalence de I'obésité mondiale chez I’adulte (18 ans et +) selon OMS 2017.

En France, le dernier rapport de I'étude OBEPI-ROCHE de 2020 [11] a mis en avant
une recrudescence des taux d’obésité nationale avec une augmentation de 2% depuis I'étude
de 2012, ce qui signifie qu’une personne sur deux est en état de surpoids ou d’obésité. En
effet, désormais le taux d’obésité national en France est de 17%, soit environ 8 567 128
d’individus, contre 15% en 2012. Parmi ces individus, 2% sont en situation d’obésité massive,
soit plus d’'un million de personnes. Cette étude a aussi démontré que I'obésité touche de fagon

inégale en fonction du sexe, des tranches d’age, du milieu socio-culturel et des régions (Figure
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2). Effectivement, comme a I'’échelle mondiale les femmes sont les plus touchés que les
hommes avec une progression de 1,7 points par rapport a 2012, avec notamment plus
d’obésité massive (1,8%).

En revanche, l'évolution de la prévalence de I'obésité s’accroit avec I'age
indépendamment du sexe, puisqu'on observe une augmentation de la sédentarité et une
diminution de I'activité physique avec I'age. Effectivement, les personnes agées de plus de 65
ans représentent la tranche d’age avec le taux de prévalence le plus élevé avec 19,9%. On
observe aussi une augmentation significative chez les 18-24 ans par rapport aux années
précédentes, tranche d’age a grand risque de développer une obésité.

Des différences significatives sont observées en fonction des différentes régions
frangaise, avec notamment une rupture nette entre les régions nord et sud de la France. En
effet, les trois régions ou la prévalence de I'obésité est largement plus importantes se trouve
dans la partie nord-est de la France avec les Hauts-de-France, ayant le taux d’obésité le plus
élevé avec 22,1%, suivi du Grand-Est 20,2% et la Normandie 19,8%.

De plus, selon 'OCDE, la durée de vie moyenne des francgais serait réduite de 2,3 ans
en raison du surpoids et I'obésité.

Evolution de la prévalence de I'obésité
Evolution de la prévalence de l'obésilé selon I'dge

selon le sexe

1997 2000 2003 2006 2008 2012 2020 1997 2000 2003 2006 2009 2012 2020

OBEPI-ROCHE 2012 OBEPI-ROCHE 2020

Bl de 18,6 a moins de 21,3 %
B de 15,4 a moins de 18,6 %
[0 de 13,8 amoins de 15,4 %
[0 de 11,6 amoins de 13,8 %

Figure 2. Prévalence de I'obésité en France selon I’étude OBEPI-ROCHE.
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Ce fléau qu’est I'obésité ne concerne pas que les adultes. En effet, les taux d’obésité
infantile augmentent fortement dans le monde et en France, avec une recrudescence suite au
confinement dd a la COVID-19.

Cette obésité infantile concerne de plus en plus les enfants et jeunes adultes. Selon
'OMS en 2016, plus de 340 millions d’enfants et d’adolescents agés de 5 a 19 ans étaient en
surpoids ou obéses, atteignant en 2019, 38 millions d’enfants de moins de 5.

En France, la prévalence du surpoids et de I'obésité pédiatrique atteint 34% des enfants
de 2 a 7 ans en 2020, avec 18% en situation d’'obésité (Obépi-roche2020). La prévalence la
plus élevée est observée chez les enfants entre 5-7 ans, 39% des enfants de ces ages sont
en surpoids ou obése (19%) (Figure 3). Chez les enfants de 8 a 17 ans, cette prévalence

diminue atteignant 21% en surpoids et/ou obésité dont 6% obéses (Obépi-roche2020).

39%
29% 29%
Surcharge pondérale
(surpoids + obésite)
) 20%
17% i 17%
Obésité
8%
5% 5%
2-4 ans 5-7 ans 8-10 ans 11-14 ans 15anset+

Figure 3. Evolution de la prévalence du surpoids et de I'obésité chez les enfants de 2 a 17 ans (selon les
seuils IOTF) d’apres I’étude Obépi-Roche 2020.

C. Traitements actuels

Actuellement, les traitements de premiére intention consistent en la réduction de I'apport
énergétique par modification des habitudes alimentaires et/ou de l'activité physique. Des
traitements pharmacologiques basés sur la diminution de la prise alimentaire ainsi que la
chirurgie bariatrique sont actuellement utilisés en seconde intention, mais ne sont pas adaptés
a tous les patients. |l est parfois utile d’associer aux mesures hygiénodiététiques, des
médicaments, un suivi psychologique, voire méme une prise en charge chirurgicale.
Néanmoins, ces approches thérapeutiques se sont avérées inefficaces a long terme, d’ou la
nécessité de trouver de nouvelles cibles de traitements.
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[I. Le diabete
A. Définition

La Fédération Internationale du Diabéete (IDF) définit le diabéte mellitus, plus
simplement appelé diabéte, comme « une affection grave a long terme (ou « chronique ») qui
se produit lorsque des niveaux élevés de glucose sont présents dans le sang parce que le
corps ne peut pas produire une partie ou une quantité suffisante de I'normone insuline ou ne
peut pas utiliser efficacement l'insuline qu'il produit. »

En effet, le diabéte est une maladie métabolique chronique qui se caractérise par la
présence d’'une hyperglycémie chronique. Il est avéré si le taux de glycémie a jeun est égal ou
supérieur a 1,26 g/l ou 7 mmol/l de sang lors de deux dosages successifs. Cette hyperglycémie
chronique est due a un défaut dans la fonction et de masse des cellules béta pancréatiques,
sécrétrices d’'insuline, et/ou par I'apparition d’'une résistance a l'insuline au niveau des autres
organes meétaboliques périphériques tels que le tissu adipeux, les muscles ou le foie (Figure
4). Cette maladie métabolique peut étre catégorisée en 4 grandes formes de diabéte : le
diabéte de type 1, le diabéte de type 2, le diabéte gestationnel et les diabetes monogéniques
avec des prévalences différentes[12,13].

llots de Langerhans

Parcréas - / ‘. .

| Glucagon

Capture du glucose Gluconéogenése Lipolyse
Muscle squelettiue Faie E::;z K’IIID:#

Figure 4.Schématisation du fonctionnement des organes métaboliques en condition normale.
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B. Prévalence

Le diabéte est 'une des maladies les plus répandu dans le monde, selon I'IDF le nombre
de diabétiques dans le monde ne cesse d’augmenter. En 2016, on estimait que 422 millions
de personnes souffraient de diabéte dans le monde, dont plus de 90 % souffraient de diabéte
de type 2, avec une tendance a 'augmentation. En 2019, le nombre de diabétiques dans le
monde a atteint les 463 millions soit 9,3% de la population mondiale. Il est prévu que cette
augmentation de 25% atteignant ainsi les 578 millions d’ici 2030, soit 10,2% de la population
mondiale. D’ici 2045, cette augmentation aura atteint les 51% avec 700 millions de diabétiques,
soit 10,9% de la population mondiale [14] (Tableau 1).

able 1 - World-age standardised prevalence (%) of diabetes among ages 20-79 years in IDF Regions, ranked by 2019 world-age standardised prevalence estimates.

2019 2030 2045
Rank IDF Region Number of people World-age Number of people World-age Number of people World-age
with diabetes, standardised with diabetes, standardised with diabetes, standardised
Million diabetes Million diabetes Million diabetes
prevalence, % prevalence, % prevalence, %
World 463.0 (368.7-600.6) 8.3 (6.2-11.8) 578.4 (456.5-747.6) 9.2 (6.8-12.9) 700.2 (540.7-904.6) 9.6 (7.1-13.4)
1 MENA 54.8 (30.7-75.1) 12.2 (8.3-16.1) 76.0 (43.0-104.1) 13.3 (9.1-17.6) 107.6 (60.6-147.4) 13.9 (9.5-18.3)
2 WP 162.6 (146.6-203.0) 11.4 (8.3-15.6) 196.5 (176.6-241.6) 12.4 (9.0-16.8) 212.2 (188.3-255.9) 12.8 (9.3-17.4)
3 SEA 87.6 (70.9-110.9) 11.3 (8.0-15.9) 115.1 (92.9-144.5) 12.2 (8.6-17.2) 152.8 (123.4-190.1) 12.6 (8.9-17.7)
4 NAC 47.6 (37.4-56.4) 11.1 (9.0-14.5) 56.0 (43.4-66.5) 12.3 (10.0-15.9) 63.2 (48.1-74.9) 13.0 (10.5-16.5)
5 SACA 31.6 (26.3-39.2) 8.5 (6.7-11.3) 40.2 (33.3-49.9) 9.5 (7.4-12.6) 49.1 (40.3-60.7) 9.9 (7.8-13.2)
6 EUR 59.3 (46.3-80.2) 6.3 (4.9-9.2) 66.0 (51.3-87.9) 7.3 (5.6-10.3) 68.1 (52.6-89.6) 7.8 (6.0-10.8)
7 AFR 19.4 (10.6-35.8) 4.7 (3.2-8.1) 28.6 (16.0-53.1) 5.1 (34-8.8) 47.1 (27.4-86.0) 5.2 (3.5-9.1)

IDF: International Diabetes Federation; AFR: Africa; EUR: Europe; MENA: Middle East and North Africa; NAC: North America and Caribbean; SACA: South and Central America; SEA: South-East Asia;
WP: Western Pacific.
! Confidence intervals are presented in brackets.

Tableau 1. Prévalence du diabéte dans le monde, et en Europe [14].

La France ne fait pas exception, en effet, la prévalence du diabéte traité
pharmacologiquement ne cesse d’augmenter puisqu'en 2016, plus de 3,3 millions de
personnes étaient traitées pour un diabéte (92% diabéte de type 2), soit 5% de la population.
Selon santé publique France en 2020, ce chiffre dépasse les 3,5 millions, soit 5,3 % de la
population (Figure 5) [15]. En plus des diabétiques dont le diabéte a été diagnostiqué, il y a
une partie de diabétique qui n'ont pas encore été diagnostiqué. On estime que 1 diabétique
sur 2 n’est pas encore diagnostique.

Tout comme pour I'obésité, on observe des variabilités en fonctions du sexe et de la
région. En effet, on peut observer une prévalence plus élevée chez les hommes que chez les
femmes, avec un pourcentage atteignant les 6% pour les hommes en 2020 et d’environ 4,5%
pour les femmes (Figure 5). La disparité territoriale est elle aussi trés marquée avec
notamment une prévalence plus élevée dans les départements d’Outre-mer et Seine Saint-

Denis. On retrouve aussi les départements du Nord-Est et du Val d’Oise (Figure 5).
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Taux brut de prévalence du diabéte traité pharmacologiquement
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Figure 5. Prévalence du diabéte en France (santé publique France).
C. Les différents types de diabetes

1. Lediabéte de type 1

Le diabéte de type 1, représente 10% des personnes diabétiques, il est causé par un
processus auto-immun dans lequel le systéme immunitaire de I'organisme attaque les cellules
béta productrices d'insuline du pancréas (Figure 6). En conséquence, le corps produit trés peu
ou pas d'insuline. Les causes de ce processus destructeur ne sont pas entierement comprises,
mais une explication probable est que la combinaison de la susceptibilité génétique (conférée
par un grand nombre de génes) et d'un déclencheur environnemental tel qu'une infection
virale, initie la réaction auto-immune [16,17]. La maladie peut se développer a tout age, bien
que le diabéte de type 1 survienne le plus souvent chez les enfants et les jeunes adultes. Le
diabéte de type 1 est 'une des maladies chroniques les plus courantes chez l'enfant [17]. Le
diabéte de type 2 est également observé chez les enfants plus agés et augmente dans certains

pays a mesure que le surpoids et I'obésité infantiles deviennent plus courants[17].
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Figure 6. Développement diabéte de type 1.
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2. Lediabéte de type 2

Le diabéte de type 2, anciennement appelé diabéte non insulino-dépendant ou diabéte
d’age adulte, est le type de diabéte le plus courant, représentant plus de 90 % de tous les
diabétes dans le monde. Cette catégorie de diabete englobe les personnes qui ont une
résistance a l'insuline, c’est-a-dire une désensibilisation du récepteur a l'insuline, associé
généralement a une carence relative en insuline, qui conduit a l'inhibition du transport de
glucose (Figure 7) engendrant une hyperglycémie. Les causes du diabéte de type 2 ne sont
pas complétement comprises, mais il existe un lien étroit avec le surpoids, I'obésité, I'age,
l'origine ethnique et les antécédents familiaux. Comme pour le diabéte de type 1, on pense
que les facteurs contribuant au risque de diabéte de type 2 incluent des déclencheurs

polygéniques et environnementaux.

Normo-glycémique Diabétique de type 2
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Figure 7. Action du récepteur a I'insuline lors du DT2.

A I'échelle mondiale, la prévalence du diabéte de type 2 est élevée et en augmentation
dans toutes les régions. Cette augmentation est due au vieillissement de la population, au
développement économique et a l'urbanisation croissante, entrainant des modes de vie plus
sédentaires et une plus grande consommation d’aliments liés a I'obésité [18]. Cependant, les
résultats bénéfiques d’un dépistage précoce, d’un traitement plus efficace et de la survie plus
longue qui en résulte contribuent également a la hausse de la prévalence. Le diabete de type
2 est également devenu une préoccupation chez les enfants et les jeunes en raison de la
prévalence croissante de I'obésité.

La premiére intention de traitement du diabéte de type 2 fait la promotion d’'un mode de
vie qui inclut une alimentation saine, activité physique réguliére, arrét du tabac et le maintien

d’'un poids corporel sain. Si des tentatives de changement de mode de vie sont insuffisantes
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pour contrdler la glycémie, une médication orale est généralement instaurée, la metformine
étant le médicament de premiére intention. Si le traitement avec un seul médicament
antidiabétique n’est pas suffisant, une gamme d'options thérapeutiques combinées est
désormais disponible (par exemple, les sulfonylurées, les inhibiteurs de l'alpha-glucosidase,
les thiazolidinediones, les inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase 4 [DPP-4], les agonistes du
glucagon-like peptide 1 [GLP-1] et le co-transporteur sodium glucose 2 inhibiteurs). Des
injections d’insuline peuvent étre nécessaires pour contréler I'hyperglycémie aux niveaux
recommandés si les médicaments autres que l'insuline ne parviennent pas a contrdler la

glycémie.

3. Le diabéte gestationnel

Selon 'OMS et la Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO),
I'hyperglycémie pendant la grossesse (HIP) peut étre classée comme diabéte prégestationnel,
diabéte sucré gestationnel (GDM) ou diabéte pendant la grossesse (DIP) [19,20]. Le diabéte
prégestationnel comprend les femmes atteintes de diabéte de type 1, de type 2 ou de formes
plus rares connues avant la grossesse. Le DG peut survenir a tout moment pendant la période
prénatale et ne devrait pas persister aprés I'accouchement [21]. Le DIP s’applique aux femmes
enceintes atteintes d’hyperglycémie qui ont été diagnostiquées pour la premiére fois pendant
la grossesse et qui répondent aux critéres de diabéte de 'OMS en dehors de la grossesse. Le
DIP est mieux détecté au cours du premier trimestre [22]. || a été estimé que la plupart (75 %
a 90 %) des cas de HIP sont des DGM [13].

4. Les diabétes monogéniques

Le diabéte monogénique que I'on appelait autrefois le « diabéte secondaire », résulte
d’'un seul géne plutdt que la contribution de plusieurs génes et facteurs environnementaux,
comme on le voit dans le diabéte de type 1 et de type 2. Le diabéte monogénique est beaucoup
moins courant et représente 1,5 a 2 % de tous les cas, bien que cela puisse étre une sous-
estimation car il est souvent diagnostiqué a tort comme un diabete de type 1 ou de type 2 [23].
Ces formes monogéniques présentent un large spectre, allant du diabete mellitus néonatal
(parfois appelé « diabéte monogénique de la petite enfance »), au diabéte de la maturité du
jeune (MODY) et aux maladies syndromiques rares associées au diabete [24].

D’un point de vue clinique, le diagnostic exact des formes monogéniques de diabéte est
important car, dans certains cas, le traitement peut étre adapté au défaut génétique spécifique
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[23]. Une distinction plus poussée entre les 14 sous-types différents de MODY conduit non
seulement a des différences dans la prise en charge clinique, mais également a des
prédictions différentes du risque de complication. Ces derniéres années, avec I'accumulation
d’études d’association a I'échelle du génome, un nombre croissant de formes monogéniques
de diabete ont été découvertes [24—-26]. Ainsi, la prévalence réelle de ces types peut étre sous-
estimée. Le diabéte peut également survenir a la suite d’autres conditions. Ces autres types
spécifiques de diabéte sont énumérés ci-dessous, selon la classification du diabéte la plus
récente de 'OMS [27].

D. Le développement du diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 pouvant étre asymptomatique, il se développe silencieusement
pendant de nombreuses années et il est donc difficile de déterminer le moment exact de son
apparition (Figure 8). En conséquence, il y a souvent une longue période de pré-diagnostic et
jusqu’a un tiers voire la moitié des personnes atteintes peuvent ne pas étre diagnostiqué. La
maladie est souvent découverte de fagon fortuite a 'occasion d’une prise de sang, ou en cas
de complication. En effet, si le diagnostic est retardé pendant une période prolongée, des
complications telles qu'une déficience visuelle, des ulcéres des membres inférieurs qui
guérissent mal, une maladie cardiaque ou un accident vasculaire cérébral peuvent conduire
au diagnostic [28,29].
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Pas de symptémes DT2 déclaré Diabéte aggravé

Figure 8. Développement du DT2.

Dans le diabéte de type 2, I'nyperglycémie est le résultat, initialement, de l'incapacité
des cellules de l'organisme a répondre pleinement a l'insuline, une condition appelée
résistance a l'insuline (Figure 9). Avec l'apparition de la résistance a l'insuline, I'hnormone est

moins efficace et, en temps voulu, provoque une augmentation de la production d'insuline. Au
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fil du temps, une production inadéquate d'insuline peut se développer en raison de l'incapacité
des cellules béta pancréatiques a répondre a la demande [30].

L'insuline est I'normone clé de la régulation de la glycémie et, généralement, la
normoglycémie est maintenue par linteraction équilibrée entre l'action de l'insuline et la
sécrétion d'insuline. La cellule pancréatique saine peut s'adapter aux modifications de I'action
de l'insuline, c'est-a-dire qu'une diminution de l'action de l'insuline s'accompagne d'une
régulation a la hausse de la sécrétion d'insuline (et vice versa). Ainsi, le dysfonctionnement
des cellules 3 est un élément clé dans la pathogenése du diabéte de type 2.

Lorsque l'action de l'insuline diminue (comme dans le cas d'une obésité croissante), le
systéme compense généralement en augmentant la fonction des cellules 3. Cependant, dans
le méme temps, les concentrations de glucose sanguin a jeun et 2 h aprés la charge de glucose
augmenteront Iégérement. Chez les sujets pré-diabétiques on va retrouver ce qu’'on appelle
une phase d’intolérance au glucose, elle va se définir par une résistance progressive a
l'insuline dans les tissus périphériques avec en premier le TA. Afin de pallier a cette résistance
au niveau des tissus périphériques les cellules 3 pancréatique vont surproduire de 'insuline. Il
va donc avoir d’abord une phase de prédiabétique insulinorésistant suivi d’'une phase
prédiabétique hyperinsulinémique (Figure 9). Cette augmentation pourrait bien étre faible,
mais avec le temps, elle devient dommageable en raison de la toxicité du glucose et constitue
en soi une cause de dysfonctionnement. Ainsi, méme avec une réserve cellulaire
théoriquement illimitée, la résistance a l'insuline ouvre la voie a I'hyperglycémie et au DT2.

On dit que la résistance a l'insuline est présente lorsque les effets biologiques de
l'insuline sont moindres que prévu a la fois pour l'utilisation du glucose dans le muscle
squelettique et la suppression de la production endogéne de glucose principalement dans le
foie. A jeun, cependant, le muscle ne représente qu'une petite proportion de I'utilisation du
glucose (moins de 20 %) alors que la production endogéne de glucose est responsable de tout
le glucose entrant dans le plasma. La production endogéne de glucose est accélérée chez les
patients atteints de DT2 ou d'une glycémie a jeun altérée. Etant donné que cette augmentation
se produit en présence d'hyperinsulinémie, au moins dans les stades précoces et
intermédiaires de la maladie, la résistance a linsuline hépatique est le moteur de
I'nyperglycémie de type 2 diabéte (Figure 9).

La résistance a l'insuline est fortement associée a l'obésité et a l'inactivité physique, et
plusieurs mécanismes médiant cette interaction ont été identifiés. Un certain nombre
d'hormones circulantes, de cytokines et de substrats énergétiques, tels que les acides gras
non estérifiés (libres) (AGNE) proviennent de I'adipocyte et modulent I'action de l'insuline. Une

masse accrue de triglycérides (TG) stockes, en particulier dans les dépsts adipeux viscéraux
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ou sous-cutanés profonds, conduit a des adipocytes hypertrophiés qui sont eux-mémes
résistants a la capacité de l'insuline a supprimer la lipolyse. Cela entraine une augmentation
de la libération et des niveaux circulants d'AGNE et de glycérol, qui aggravent tous deux la
résistance a l'insuline dans les muscles squelettiques et le foie (Figure 9).

Le stockage excessif des graisses non seulement dans les adipocytes mais «
ectopiquement » dans les cellules non adipeuses a également un réle important. Par exemple,
une augmentation des lipides intramyocellulaires est associée a une résistance a l'insuline du
muscle squelettique dans certaines circonstances Le couplage entre les lipides
intrahépatiques et la résistance hépatique a l'insuline est bien établie.
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Figure 9. Développement du diabéte de type 2, implication des organes métaboliques.

[ll. Les maladies métaboliques focus sur |la diabésité

La prévalence mondiale des maladies métaboliques a augmenté au cours des deux
dernieres décennies (Figure) [31]. Le terme générique « maladies métaboliques » comprend
I'nypertension (HTN), le DTZ2, I'hyperlipidémie (HLD), I'obésité et, plus récemment, la stéatose
hépatique non alcoolique (NAFLD). Les taux de mortalité ont diminué au fil du temps dans
I'nyperlipidémie, I'nypertension et la NAFLD, malgré une augmentation du nombre de cas, mais
pas dans le DT2 et I'obésité (Figure 10) [31]. Bon nombre de ces maladies survient en tandem,
partagant des facteurs de risque communs et est associé a des risques accrus d'invalidité, de

cancers et de décés prématures.
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Figure 10. Fardeau mondial des maladies métaboliques [31].

Les trajectoires des maladies métaboliques étant souvent étroitement liées, un nouveau
terme est apparu ces derniéres années : diabésite.

Le terme « diabésité » désigne la conjonction de I'obésité et du diabete de type 2. La
diabésité se définit comme une insulinorésistance sévére et un syndrome métabolique avec
excés d’adiposité viscérale, de dépbts graisseux dans les muscles, le foie et les ilots de
Langerhans et de dyslipidémie. De nombreuses zones d’ombre persistent dans la
compréhension des mécanismes impliqués. L'adipocyte du tissu adipeux viscéral semble étre
un élément clé du processus par des anomalies de fonctionnement liées a I'obésité et
l'insulinorésistance. Les principales complications de la diabésité sont les maladies
cardiovasculaires, pulmonaires, ostéoarticulaires, mais aussi les cancers (cOlon, sein,
prostate).

Le mode de vie des pays occidentaux, (associant régimes alimentaires hypercaloriques

déséquilibrés et sédentarité), des facteurs environnementaux, sociétaux ou génétiques sont
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identifiés comme des éléments dérégulateurs de la balance appétit/satiété dont la
conséquence peut étre le DT2.

Face a ces risques, I'objectif en termes de santé publique est de dépister les sujets
obéses exposés au syndrome métabolique et donc a la diabésité avec son cortége de

complications précoces.

V. Le tissu adipeux

A. Caractéristiques générales du tissu adipeux

Le tissu adipeux est un tissu complexe qui joue un rdle central dans la régulation de
'homéostasie énergétique, puisqu’il sert de site de stockage énergétique en condition
postprandiale (surplus) ou de substrat énergétique en cas de jeline ou d’exercice physique,
grace a la libération d’acides gras circulants par lipolyse. Il a été montré que le tissu adipeux
était impliqué dans différentes fonctions, notamment dans la régulation de la satiété, de la
réponse immunitaire, les fonctions thyroidiennes, etc...

Chez les mammiféres il existe deux grands types de tissus adipeux, les tissus adipeux
blanc et brun, qui se différencient de par leur origine, leur localisation et plus particuliérement

leur fonction [32].

B. Origine

Chez 'Homme, le tissu adipeux dérive du mésoderme au cours du développement
embryonnaire. Sa formation débute au milieu ou a la fin de la gestation, et a la naissance, les
dépbts viscéraux et sous-cutanés sont visibles [33]. Les adipocytes situés dans la région
craniofaciale proviennent du neuroectoderme [34]. En revanche, chez les rongeurs, le tissu
adipeux blanc (WAT) est indétectable a I'échelle macroscopique pendant I'embryogenése. Le
développement du tissu adipeux est un processus continu, présent tout au long de la vie de
I'individu et observable chez toutes les espéces de mammiféres.

Les adipocytes se développent a partir de cellules précurseurs appelées préadipocytes,
qui dérivent elles-mémes de progéniteurs mésenchymateux, c'est-a-dire des cellules souches
mésenchymateuses multipotentes, donnant naissance aux ostéoblastes, aux myoblastes et
aux adipoblastes (Figure 11). Ces cellules souches multipotentes constituent une source

illimitée de cellules différenciées, grace a leur capacité a s'auto-renouveler indéfiniment. On
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les retrouve dans la fraction stroma vasculaire (SVF) du tissu adipeux. Les adipoblastes se
différencient ensuite en préadipocytes, qui a leur tour se différencieront en adipocytes matures
[35] (Figure 11). Ce processus global est appelé adipogenése et peut se produire tout au long

de la vie de 'organisme ([36-38].

Cellule souche . —’ '
mésenchymateuse .~ Auto-renouvellement
(Msc) | .

Différenciation
V4
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Préadipocyte
Y
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Figure 11. Capacité multiligne des cellules souches adipeuses.
Dérivées de la lignée germinale mésenchymateuse, les cellules souches adipeuses détiennent le multipotentiel pour se

différencier en adipocytes, chondrocytes, ostéoblastes ou cellules musculaires avec [l'ajout d'un facteur de croissance

approprié et dans des conditions de culture appropriées. (inspirée de Parra-Peralbo et al., 2021[33])

C. Ladipogenese

La reprogrammation génétique tres complexe qui se produit lors de I'adipogenése est
étroitement contrélée par des hormones, des cytokines, des nutriments et des molécules de
signalisation, qui modulent l'expression et/ou l'activité de divers facteurs de transcription,
régulant ainsi finement ce processus [39]. Il existe de nombreux facteurs de transcription pro
et anti-adipogéniques, dont I'expression dépend de la phase de l'adipogenése a laquelle se

trouve la cellule.
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Les hormones et les ligands régulent l'adipogenése en modulant les voies de
signalisation. Par exemple, l'insuline active la cascade de signalisation impliquant le substrat
du récepteur de linsuline (IRS), la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), I'AKT et la cible
meécaniste du complexe de rapamycine 1 (mMTORC1), favorisant ainsi I'absorption du glucose
par les préadipocytes en différenciation. Les glucocorticoides se lient au récepteur des
glucocorticoides (GCR) pour stimuler la transcription via les protéines CCAAT/enhancer-
binding (C/EBP) et le récepteur y activé par les proliféerateurs de peroxysomes (PPARYy), ce
qui améliore la signalisation de l'insuline nécessaire a l'adipogenese [40]. Les protéines
morphogéniques osseuses (BMP), en particulier BMP2 et BMP4, favorisent I'adipogenése en
partie en régulant positivement PPARy par lintermédiaire de SMAD4 [41]. La voie de
signalisation hedgehog, quant a elle, s'oppose a l'adipogenése en interférant avec la
signalisation BMP [42]. La signalisation canonique Wnt supprime I'adipogenése en stabilisant
la B-caténine, qui réprime le complexe PPARy-C/EBPa [38,43]. D'autres voies, telles que la
signalisation TGFB, FGF, ERK/MAPK, p38/MAPK et Notch, peuvent étre pro- ou anti-
adipogéniques en fonction du contexte expérimental, des ligands spécifiques utilisés, du type
de cellule et du stade de développement ou de différenciation [38,41,44,45].

L'adipogenése est un processus séquentiel divisé en deux grandes phases : une
premiére phase d'événements précoces correspondant a I'engagement des cellules souches
pluripotentes en préadipocytes, suivie d'une seconde phase d'événements tardifs comprenant
la différenciation terminale des préadipocytes en adipocytes matures (Figure 12).
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Figure 12. Représentation des 2 étapes de I’adipogenése : la détermination et la différenciation [34].
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1. Ladétermination

Au cours de I'étape de détermination, les cellules souches multipotentes s'orientent vers
différents types cellulaires, en particulier vers les adipoblastes, en réponse a des signaux
spécifiques (Figure 12). Cette phase de I'adipogenése est relativement peu documentée dans
la littérature. En effet, I'adipogenése a été principalement étudiée in vitro dans des lignées de
préadipocytes déja engagées dans la lignée adipocytaire, ce qui rend ces modeéles inadéquats
pour I'étude de I'engagement des préadipocytes, notamment chez les 3T3-L1 et 3T3-F442A
[39]. Cependant, l'obtention de cellules souches isolées de jeunes donneurs humains,
appelées hMADS (human multipotent adipose derived stem cells), a permis d'étudier les
mécanismes moléculaires impliqués dans la détermination adipocytaire [46].

Les cellules sont orientées vers leur destinée cellulaire par des signaux paracrines,
notamment ceux provenant des voies de signalisation telles que Wnt/B-caténine, hedgehog et
le facteur de croissance transformant béta (TGF-B). Les protéines morphogénétiques
osseuses (BMP) inhibent la voie adipogénique pour favoriser les voies ostéogénique et
myogénique [38].

Certaines études ont révéelé que Wnt10b et Wnt-5a sont réprimés pendant
l'adipogenese. La signalisation Wnt inhibe la différenciation des cellules adipeuses en
réduisant I'expression du récepteur y activé par le proliférateur de peroxysomes (PPARYy) et
du CCAAT-enhancer binding protein a (C/EBPa) dans les cellules 3T3-L1 et 3T3-F442A. Des
souris transgéniques exprimant le Wnt10b ectopique montrent une réduction de 50 % du tissu
adipeux blanc et une diminution drastique des adipocytes multiloculaires (MTS) [47]. D'autres
études ont montré que TGF-B1 induit la différenciation des progéniteurs adipeux en
myofibroblastes [48].

PPARYy est un régulateur transcriptionnel clé de l'adipogenése. Son rble dans ce
processus a été démontré en utilisant des modéles murins déficients en PPARYy, que ce soit
de maniére globale ou spécifiquement au niveau du tissu adipeux, entrainant une perte du
tissu adipeux blanc (WAT) [49,50]. De plus, PPARYy, associé a C/EBPa, peut induire la
transdifférenciation des myoblastes en adipocytes [51].

Durant cette premiére phase, on observe également le remodelage du cytosquelette et un
changement de la composition de la matrice extracellulaire (Figure 12). Ces événements sont
suivis d'une phase d'expansion clonale et d'un stade de réplication cellulaire [39]. Une fois
atteint le stade de préadipocyte, les cellules peuvent commencer la deuxiéme étape : la

différenciation.
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2. Ladifférenciation

Maintenant que la cellule est engagée dans la voie adipocytaire et est considérée
comme une cellule souche unipotente, elle va acquérir I'ensemble des propriétés spécifiques
de l'adipocyte au cours de ce que l'on appelle la différenciation terminale (acquisition des
enzymes de la lipogenése, de la lipolyse, augmentation de la sensibilité a l'insuline).

Le programme de différenciation adipocytaire est un continuum de phénomeénes
moléculaires superposés. |l comprend différents signaux ainsi qu'un remodelage
transcriptionnel menant a I'activation d'un certain nombre de génes de 'adipocyte nécessaires
a la conversion des préadipocytes en adipocytes.

Parmi ces régulateurs, on retrouve des membres de familles de protéines de liaison
telles que C/EBPs, SREBP-1c et PPARYy, dont I'expression varie en fonction de I'étape de la
différenciation. En effet, cette étape est elle-méme divisée en deux phases : une différenciation
précoce et une différenciation tardive.

Au cours de I'étape précoce de différenciation, une premiére vague de facteurs de
transcription est activée par des stimuli provenant d'un mélange d'hormones et d'agents
stimulant I'activité de I'adénylate cyclase [52], tels que l'insuline, les acides gras, I'hnormone de
croissance (GH) ainsi que la Triiodothyronine (T3), parmi d'autres.

Plusieurs familles de facteurs de transcription favorisent la différenciation des
adipocytes, y compris les membres des familles des protéines C/EBPs, les transducteurs de
signal et les activateurs de la transcription (STAT), ainsi que les protéines du facteur de type
Kruppel (KLF) [53]. Cependant, PPARYy est le facteur de transcription le plus crucial pour le
développement des cellules adipeuses. En effet, la plupart des inhibiteurs de I'adipogenése
modulent I'expression et/ou l'activitt de PPARy. Le développement des adipocytes peut
également étre régulé par des facteurs endocriniens, y compris le T3, les glucocorticoides, la
GH et les membres de la famille des cytokines gp130.

Deux membres de la famille des facteurs de transcription GATA (GATA-2 et GATA-3),
qui sont des protéines de liaison a I'ADN a doigts de zinc impliquées dans les processus de
développement, sont exprimés dans les pré-adipocytes et sont régulés a la baisse pendant la
maturation terminale. L'expression constante de GATA- 2 et GATA-3 inhibe la différenciation
des adipocytes et maintient les cellules au stade préadipocytaire. Cet effet inhibiteur sur
I'adipogenése pourrait étre médié par une activité réduite du promoteur PPARYy [39].
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D. Lerenouvellement des adipocytes

Les adipocytes ont une durée de vie limitée et sont constamment reconstitués avec de
nouveaux adipocytes issus du pool de cellules souches. La vitesse de ce processus est
intermédiaire entre les cellules épithéliales et les myocytes. Le renouvellement des adipocytes
est un phénomeéne trés lent, c’est pourquoi pendant trés longtemps il a été admis que les
adipocytes étaient des cellules qui ne renouvelaient pas.

Les premiéres études qui ont quantifié et révélé ce renouvellement ont été réaliser grace
a l'utilisation de la datation par carbone 14, elles ont démontré qu'en moyenne 10% des
adipocytes du tissu adipeux humain sous-cutané étaient remplacés tous les ans [54,55]. Chez
les jeunes souris adultes, environ 10 % a 15 % des adipocytes sont remplacés chaque mois
[56,57]. Des études ont montré que de nouveaux adipocytes se sont formés dans la graisse
viscérale de la souris aprés environ 8 semaines d'alimentation de régime riche en graisses
[50].

Dans des conditions homéostatiques, le processus est relativement constant, mais il est
sensible aux stimuli pharmacologiques, physiologiques et alimentaires. Par exemple, lI'exces
calorique accélére diverses étapes allant de la division des cellules souches a la mort des
adipocytes. Les cytokines, telles que le TNFa et linterleukine (IL)-6, et les agents
pharmacologiques semblent réguler le renouvellement des adipocytes. Notamment, PPARy
est une cible de la classe des thiazolidinediones (TZD) des traitements du diabete, et les TZD
augmentent la prolifération des cellules souches, l'auto-renouvellement des cellules souches
et la formation d'adipocytes, ce qui est cohérent avec l'expression de PPARy dans le
compartiment des cellules souches[57].

E. Différences entre les types de tissus adipeux : blanc, brun, beige

Il existe principalement trois types de tissu adipeux dans le corps humain, chacun ayant
des caractéristiques et des fonctions distinctes. Le tissu adipeux blanc est le type le plus
abondant chez les humains et les mammiféres. Il est spécialisé dans le stockage de I'énergie
sous forme de lipides, contribuant a la régulation de I'équilibre énergétique a long terme. Le
tissu adipeux brun, quant a lui, est principalement présent chez les nouveau-nés et diminue
avec l'age. Il a une couleur brunétre due a la présence de mitochondries riches en fer. Son
réle principal est de générer de la chaleur (thermogenese) en brdlant les acides gras, ce qui
est crucial pour la survie au froid. Le tissu adipeux beige, souvent considéré comme

intermédiaire entre les tissus adipeux blanc et brun, posseéde également des capacités
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thermogéniques, bien que moins marquées que le tissu adipeux brun. Il est généralement
dispersé dans le tissu adipeux blanc et sa présence peut augmenter en réponse a différents

stimulis tel que le froid ou I'exercice.

F. Distribution anatomique
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Figure 13. Répartition anatomique des tissus adipeux blanc et brun chez ’lHomme et la souris (adapté de
Zhang et al., 2018)[47]. WAT sont indiqués en bleu, les TA pouvant devenir beiges en jaune et les TA plus
classiques de type BAT en marron.

Le TA est un organe hétérogéne [58] complexe tant au niveau du corps, du tissu que
de la cellule. C’est un organe dynamique distribué dans tout le corps avec une capacité
presque illimitée a se développer pendant I'obésité. Plusieurs dépbts distincts peuvent étre
définis par leur emplacement, leur taille, leur composition cellulaire et leur fonction. Bien que
de nombreuses fonctions du TA soient conservées entre les modeéles murins et humains, leur
emplacement et leur abondance peuvent varier considérablement. En effet, chez les
mammiféres, deux grands types de tissus adipeux sont retrouvés en proportions variable a
travers le corps : blanc et brun (Figure 13).

Le TAB qui est le plus représenté dans I'organisme, peut étre retrouvé autour des
principaux organes et des vaisseaux sanguins dans la cavité abdominale (au niveau viscérale)
et sous-cutanée (Figure 13), avec des variations en fonctions du sexe, de I'age et de I'état
meétabolique. De par sa localisation, le tissu adipeux sous-cutané permet de former une
barriére contre les infections et joue un réle d’isolant thermique contre la perte de chaleur. Le
tissu adipeux viscéral sert principalement de lieu de stockage du surplus énergétique. Ces
dépdbts different de par leur composition mais aussi de par leur réle dans la régulation de

'homéostasie énergétique. L'expansion du TA sous-cutanée est associée a une meilleure
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sensibilité a l'insuline. En revanche, le TA viscéral est plus sensible aux stimuli inflammatoires
et joue donc un réle important dans la physiopathologie des maladies métaboliques. Dans la
catégorie des TABs les plus importants, on peut retrouver en sous cutanée (SCAT) le TA
fémoro-glutéale et abdominale, en périviscérale (VAT) le TA omentale et rétro-péritonéale, et
enfin en périgonadique le TA épididymaire et péri-ovarien (Figure 13). On retrouve aussi des
adipocytes blancs au niveau de la moelle osseuse et de la glande mammaire.

En ce qui concerne le BAT, contrairement au tissu adipeux blanc, il n’est pas toujours
représenté chez 'Homme. En effet, il ne représente qu'environ 4,3 % de tous les TA chez les
humains adultes et peut étre trouvé dans les dépdbts cervicaux, supraclaviculaires, axillaires,
paraspinaux, médiastinaux et abdominaux (Figure 13). En plus des adipocytes bruns
préformés par le développement, les souris et les humains ont également des adipocytes
bruns inductibles, appelés adipocytes beiges ou brites. Ces cellules graisseuses
multiloculaires proviennent d'une lignée de développement distincte et ont tendance a étre

dans le tissu adipeux blanc, mais expriment également UCP1.

G. Composition cellulaire

Le TA se compose de différents types cellulaires : adipocyte, cellules immunitaires,
cellules endothéliales, mésothéliales, des fibroblastes et des progéniteurs, présent en
pourcentage difféerents [59] (Figure 14). Ces types cellulaires sont classés en deux grandes
catégories la fraction adipocytaire et la fraction SVF. Ces cellules sont séparées par une fine
couche de matrice extracellulaire (MEC) qui est composée principalement par le collagene de
type |, Il et VI [60].
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Figure 14. Composition cellulaire du tissu adipeux [49] adaptée de Bourgeois et al., 2019
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Il est bien connu que les dépdts de TA ne contiennent pas de population cellulaire
homogene. |l est également entendu que les adipocytes au sein d'un seul dép6t adipeux
présentent une grande diversité morphologique et fonctionnelle.

Autrefois considéré comme un dépdét de stockage homogéne, les progrés récents ont
permis des caractérisations approfondies de la structure sous-jacente et de la composition des
dépbts de tissu adipeux. Au cours de la derniére décennie, la mise en ceuvre de techniques
modernes telles que le génie génétique, le tragcage de la lignée et les caractérisations
unicellulaires avec I'émergence du profilage cellulaire profond au niveau des tissus et, plus
récemment, des cellules individuelles (single-cell) a approfondi notre compréhension de la
dynamique complexe qui contribue a la fonction tissulaire et de leurs implications dans le
développement de la maladie. Désormais largement acceptée comme un organe hautement
hétérogéne jouant un réle majeur dans I'homéostasie métabolique, la signalisation
endocrinienne et la fonction immunitaire, I'étude de la dynamique du tissu adipeux a atteint
une nouvelle frontiére. Les types de cellules résidentes, y compris les adipocytes matures, les
cellules précurseurs des adipocytes et les cellules immunitaires sont des acteurs majeurs qui
contribuent a la fonction globale et au remodelage. L'hétérogénéité subsiste au-dela de
I'existence de types cellulaires divergents, car les cellules individuelles présentent des

caracteéristiques uniques indiquant des rdles fonctionnels distincts.

1. Fraction adipocytaire

L’adipocyte constitue la principale composante cellulaire du TA et constitue le principal
dépdt de stockage de I'énergie sous forme de gouttelettes lipidiques.

Les adipocytes matures constituent environ 70 a 90 % de la fraction totale des cellules
adipeuses en termes de volume. On retrouve trois types distincts d’adipocyte, le blanc, le brun
et le beige (Figure 15). Malgré leur distinction, ces adipocytes possédent des composantes
communes, avec notamment la présence de gouttelettes lipidiques, de mitochondries d'un
noyau et d'autres organites cellulaires, tels que l'appareil de Golgi et le réticulum

endoplasmique lisse et rugueux (Figure 15).
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Figure 15. Représentation schématique d’un adipocyte blanc, beige et brun.

Dans le TAB, un adipocyte est composé d’une large gouttelette lipidique uniloculaire qui
représente plus de 90% du volume, le reste étant constitué d’un fin cytoplasme et d’'un noyau,
ainsi que de quelques mitochondries et organites (Figure 15). La gouttelette lipidique est
recouverte de nombreuses protéines dont la périlipine qui a pour réle de maintenir les lipides
dans cette gouttelette. Selon les besoins énergétiques, la taille de cette cellule peut varier entre
20 a 200 uM de diametre. Dans le BAT les adipocytes ont un diamétre plus petit que les
adipocytes blancs (25 a 50 uM). Ces adipocytes sont composés de petites gouttelettes
lipidiques multiloculaires, un noyau central ainsi que d’'un grand nombre de mitochondries,
avec notamment la présence de la protéine UCP-1 (uncoupling protein 1) (Figure 15), qui agit
comme un canal a protons en dissipant le gradient électrochimique sous forme de chaleur en
bloquant 'ATP-synthase. La protéine UCP-1 procure ainsi au BAT la capacité d’oxyder les
lipides pour remplir sa fonction de régulateur thermique. La découverte de cette protéine chez
les rongeurs et ’'Homme adulte confirme que les mécanismes moléculaires nécessaires pour
la thermogenese sont présents chez I'adulte. Ces adipocytes bruns sont a la fois richement
vascularisés et innervés, principalement par le systéme nerveux sympathique qui agit via la
libération de noradrénaline.

L'hétérogénéité de la fonction WAT découle de la diversité des types de cellules qui
résident dans le tissu adipeux, y compris les adipocytes matures eux-mémes. De nouvelles
avancees révélent que les adipocytes matures ont des caractéristiques et des fonctions
distinctes les unes des autres.

Jusqu'a recemment, l'analyse des adipocytes matures était techniquement difficile en
raison des teneurs extrémes en lipides qui sont largement incompatibles avec le tri cellulaire
activé par fluorescence (FACS) et les stratégies d'analyse unicellulaire. Cependant, le
séquencage d'ARN a noyau unique (sn-RNAseq) et la transcriptomique spatiale ont créé une
voie pour explorer la complexité du statut et de la fonction des adipocytes in vivo. Alors que
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les connaissances actuelles ne cessent de s'étendre, il est maintenant clair que des
populations d'adipocytes distinctes existent au sein des dépbts WAT. Deux études
indépendantes caractérisant les sous-populations de WAT murin et humain ont décrit deux
types prédominants d'adipocytes matures. Le premier type comprend les adipocytes sensibles
a l'insuline et lipogéniques caractérisés par des niveaux élevés de marqueurs adipogénes
classiques tels que PPARG, PLIN et les enzymes de lipogenése de novo (appelées
populations LGA/AdipoPLIN) [61,62]. Au lieu de cela, la deuxieme sous-population distincte
est marquée par une forte expression de génes impliqués dans I'absorption et la manipulation
des lipides (c'est-a-dire les populations LSA/AdipoLEP), ce qui suggére que ce sous-type
d'adipocytes repose sur le piégeage des lipides plutét que sur la synthese des lipides de novo
[61,62]. Notamment, les deux études ont montré que cette derniére population de cellules
constitue la plus grande fraction d'adipocytes matures dans les dépdts viscéraux et sous-
cutanés chez les souris adultes et les humains [61,62]. Des études in vivo indiquent également
que cette sous-population est moins sensible a l'insuline chez I'homme par rapport a la plus
petite population lipogénique [62]. Des travaux récents ont confirmeé l'identification de ces deux
sous-classes au cours du développement postnatal de I''WAT dans les proportions décrites
précédemment [63]. Conformément a leurs signatures d'expression génique, ces deux
populations distinctes peuvent également avoir des profils de sécrétion d'adipokine distincts.
Une autre étude a également identifié deux types d'adipocytes ressemblant a ceux décrits ci-
dessus qui semblent exprimer préférentiellement I'adiponectine ou la leptine, respectivement
[64]. Par conséquent, les effets endocriniens de ces cellules graisseuses peuvent jouer des
réles distincts dans la coordination des réponses physiologiques. Bien que la majorité des
adipocytes matures semblent appartenir a la classe lipogénique ou piégeant les lipides, des
sous-types moins abondants ont également été décrits. Une population d'adipocytes avec un
profil transcriptionnel ressemblant a la sous-population piégeant les lipides, mais enrichie en
génes de réponse au stress a été identifié [61]. Au lieu de cela, une autre équipe a signalé un
groupe d'adipocytes rares qui ressemblent a la population adipogénique traditionnelle avec
une expression accrue des genes impliqués dans le métabolisme du rétinol [62]. Une étude
décrit une caractérisation unicellulaire étendue du WAT viscéral et sous-cutané stratifié par
espéce [65]. Cet « atlas unicellulaire » adipeux, en plus de s'appuyer sur la caractérisation des
sous-populations d'adipocytes, a réveélé que les adipocytes de souris, bien que distincts les
uns des autres au niveau transcriptionnel, ne correspondent pas clairement aux homologues
des adipocytes humains [65]. De plus, les adipocytes de souris ne présentent pas de
différences claires dans I'enrichissement des sous-populations spécifiquement en iIWAT ou
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eWAT dans un état sain et maigre, contrairement aux enrichissements d'adipocytes
spécifiques au dépbt trouvés dans les sSWAT et VWAT humains [65].

La production de chaleur des adipocytes bruns est largement attribuée a I'expression
de la protéine de découplage 1 (UCP1). Cependant, d'autres mécanismes indépendants
d'UCP-1 qui contribuent a la thermogenése du BAT, tels que le cycle futile de la créatine, ont
été découverts [66,67] et il est maintenant clair que la capacité thermogénique de ces cellules
s'étend au-dela de I'expression d'Ucp1 [68]. En fait, deux équipes ont rapporté une expression
inégale de Ucp1 dans les adipocytes bruns, fournissant un premier apergu de I'hétérogénéité
du BAT [69,70]. Ces observations ont été étayées par des données in vivo utilisant des souris
rapporteurs tracant la lignée des adipocytes qui ont confirmé I'existence de deux sous-
populations distinctes d'adipocytes bruns résidant dans le BAT interscapulaire (iBAT),
marqués par une expression élevée (BA-H) et faible (BA-L) d'adiponectine [71]. Une
caractérisation plus poussée a révélé que l'expression d'Ucp1 est directement corrélée aux
niveaux d'adiponectine et que les cellules BA-L ont un nombre réduit de mitochondries, un
faible taux de consommation basale d'oxygéne (OCR) et des gouttelettes lipidiques plus
grosses [71]. Le profilage transcriptionnel a mis en évidence I'absorption d'acides gras, plutét
que la synthése de novo, comme processus métabolique prédominant dans le sous-type BA-
L [71]. Fait intéressant, I'émergence de ces deux populations n'est pas liée a l'innervation
sympathique comme on pourrait s'y attendre, mais peut plutét étre due a des différences de
sensibilité a la stimulation adrénergique. Les cellules a haute teneur en adiponectine et a haute
teneur en Ucp1 (BA-H) présentent également une expression plus élevée d'Adrb3 et sont
caractérisées par un OCR basal et non couplé élevé en réponse a la noradrénaline par rapport
a leurs homologues BA-L [71]. Cependant, les cellules BA-H et BA-L présentent une
respiration maximale similaire, ce qui indique que les cellules BA-L possédent toujours un
potentiel mitochondrial élevé qui peut étre activé si nécessaire [71].

Une étude récente décrit une sous-population rare d'adipocytes bruns matures, trouvés
a la fois chez la souris et I'nomme, capables de réguler la thermogenése des cellules voisines
[72]. Marqués par une expression élevée de Cyp2e1 et Aldh1a1, ces adipocytes ont une
morphologie mitochondriale altérée, une expression plus faible de Ucp1 et Cidea et, comme
les adipocytes BA-L, une augmentation de I''BAT des souris hébergées en thermoneutralité.
Malgré la faible abondance, les cellules Cyp2e1+/Aldh1a1+ sont des contributeurs majeurs de
la capacité thermogénique de I'ensemble du dépbt de graisse. Les études de gain et de perte
de fonction manipulant Aldh1a1 ont montré que I'expression d'Ucp1 et I'OCR étaient

inversement corrélés a l'expression d'Aldh1a1 [72]. Enfin, les auteurs ont démontré que
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l'inhibition de I'activité thermogénique est médiée par une augmentation de la production et de
la sécrétion d'acétate, qui signale de maniére paracrine via Gprd3 [72,73].

Bien que moins comprises par rapport aux les adipocytes blancs, les cellules
graisseuses brite/beige présentent également un certain degré d'hétérogénéité. La marque
caractéristique des cellules brite/beige est la présence de niveaux détectables d'UCP1 [74—
77]. Cependant, une étude a montré que ces cellules peuvent avoir des signatures
transcriptionnelles distinctes en fonction du signal de brunissement qui a conduit a leur
recrutement/expansion [78], suggérant que les sous-types beiges peuvent provenir de
différentes origines. De plus, un autre sous-type de cellules beiges (appelé graisse g-beige)
marqué par une oxydation accrue du glucose et dérivé d'une lignée cellulaire distincte a
également été identifié [79]. Cependant, toutes les cellules brite/beige n'expriment pas Ucp1,
un mécanisme thermogénique indépendant d'Ucp1 qui repose sur le cycle Ca2+ dépendant
de I'ATP a travers le réticulum sarcoendoplasmique Ca2+-ATPase 2b (SERCAZ2Db) et le
récepteur 2 de la ryanodine (RyR2) [68], apportant la preuve d'une autre sous-population

distincte d'adipocytes beiges.

2. Fraction stroma vasculaire (SVF)

Bien que les adipocytes représentent plus de 90 % du volume du TA, ils représentent
moins de 50 % de son contenu cellulaire [80]. La SVF est composée des cellules immunitaires,
cellules endothéliales, mésothéliales, des fibroblastes et des progéniteurs. Ces différentes
cellules, qui n’ont pas pour réle de stocker les lipides, participent néanmoins au développement
du TA et également a son activité endocrine [81]. En fonction du dépdt de TA, la composition
et la capacité de la SVF seront différentes. En effet, la SVF du SCAT a une capacité
adipogénique supérieure a celle du VAT [82,83].

a) Préadipocytes

Les pré-adipocytes sont issues des cellules souches mésenchymateuses multipotentes
et sont le stade précoce avant la différenciation en adipocytes [46]. Du fait de leur engagement,
ils appartiennent a une population différente des cellules progénitrices mais sont
morphologiquement indifférenciables des fibroblastes [84]. L’adipocyte mature étant post-
mitotique, le renouvellement du TA se fait principalement par la différenciation des

préadipocytes. Ces préadipocytes permettent I'hyperplasie du TA, qui est un mécanisme non
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pathologique de I'expansion du TA, est ont donc un rdle important dans la plasticité et la

fonctionnalité de ce tissu.

b) Cellules souches

En plus des préadipocytes, la SVF du TA est composée d’autres cellules souches
mésenchymateuses multipotente qui elles ne sont pas engagé dans une lignée cellulaire. Ces
cellules vont pouvoir s’engager vers les voies ostéoblastique, myogénique et chondrogene
[85—-87]. Ces cellules que I'on appelle cellules souches adipeuses (ASC pour Adipose-derived
Stem Cells) sont retrouvées en quantité abondante dans le TA et constituent une source
illimitée de cellules différenciées, ce qui leur confere un intérét pharmacologique et médical.
Des ASC obtenu a partir de tissu adipeux de jeunes donneurs dénommeées hMADS (Human
Multipotent Adipose Derived Stem Cell) sont largement utilisées en recherche. Ces cellules
ont démontré leur intérét dans la thérapie cellulaire avec des résultats de régénération
tissulaire notamment dans le muscle. En effet, La transplantation de cellules hMADS dans la
souris mdx, un modéle animal de dystrophie musculaire de Duchenne, entraine une
expression substantielle de la dystrophine humaine dans le muscle tibial antérieur et
gastrocnémien adjacent. Les études de ces cellules montrent qu’une fois isolées et mises en
culture, ces cellules souches présentent une forte capacité de prolifération, des chromosomes
normaux ainsi qu’une absence de caractéristiques tumorigénes. Une méme cellule souche
hMADS est capable de se transformer in vitro en cellules de type musculaire, osseux, adipeux

ou cartilagineux, selon I'environnement [88].

c) Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales (CE) représentent la couche a parois épaisse (endothélium)
qui recouvrent la face interne des vaisseaux. Dans le TA, elles constituent une barriére
physique entre le compartiment sanguin et les adipocytes. Ces cellules ont un réle majeur
dans le contrble des échanges de cellules immunitaires et inflammatoires, d’hormones,
nutriments, d’oxygene qui vont varier en fonction du statut métabolique. Ces cellules vont
permettre 'angiogenése [89] qui nécessite un équilibre entre les molécules pro-angiogéniques
et anti-angiogéniques.

La vascularisation du TA est un élément important dans sa plasticitée et son

développement. En effet, le TA est un des organes les plus vascularisé puisque chaque
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adipocyte est entouré de capillaires. Il y a donc un lien étroit entre adipogenése et
angiogenése.

Les adipocytes peuvent sécréter a la fois des molécules pro-angiogéniques, par
exemple le facteur de nécrose tumorale-alpha (TNF-a), l'interleukine-6 (IL-6), ou le facteur de
croissance endothélial vasculaire (VEGF), et les facteurs anti-angiogéniques, par exemple les
serpines. Ces facteurs ne sont pas seulement sécrétés par les adipocytes mais par les autres
cellules du TA.

d) Cellules immunitaires

Un large spectre de cellules immunitaires est retrouvé au sein du TA, avec
principalement des macrophages et des lympocytes. Deux grands types de cellules
immunitaires sont retrouvés dans le TA, les innées et les adaptative. Les cellules immunitaires
innées présentes dans le TA sont les macrophages, les neutrophiles, les éosinophiles, les
cellules dendritiques (DC), les mastocytes, les cellules lymphoides innées (ILC) et les cellules
tueuses naturelles (NK) (Figure 16). Concernant les cellules immunitaires adaptatives, elles
se composent des lymphocytes T et B [90].

Le rdle de ces cellules immunitaires est trés important dans le maintien et le remodelage
du TA, notamment lors du développement de I'obésité. Dans le TA sain, ces composantes
fonctionnent en harmonie, avec des cellules immunitaires de nature anti-inflammatoire tel que
les macrophages M2, les lymphocytes T auxiliaires (Th2) et lymphocytes T régulateurs (T reg)
(Figure 16).

Les cellules immunitaires innées et adaptatives jouent un réle essentiel dans le maintien
et le renouvellement du tissu adipeux. Pour assurer I'noméostasie, les dépdts adipeux
subissent un remodelage et un renouvellement constant pour exécuter les fonctions
nécessaires lors d'un défi avec le stress di au froid et I'épuisement/I'enrichissement en
nutriments. Les cellules immunitaires jouent un réle important dans la préservation de la
flexibilité métabolique et structurelle du tissu adipeux. La diversité des cellules immunitaires
innées et adaptatives résidant dans le tissu adipeux est importante. Des études récentes de
sc-RNAseq [61,91-93] ont confirmé des rapports antérieurs [94,95] selon lesquels les
macrophages du tissu adipeux (ATM) sont I'un des types de cellules immunitaires dominants
en proportion et en fonction dans le tissu adipeux. Le profilage transcriptionnel des ATM
démontre qu'ils ont également des fonctions divergentes dans des niches spécialisées au sein
du tissu, comme l'ont rapporté plusieurs groupes [61,92,96-98]. Il s'agit notamment des
populations de macrophages périvasculaires (PVM), non périvasculaires (NPVM), associés
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aux lipides (LAM) et exprimant le collagéne (CEM) [61]. Généralement, les macrophages
equilibrent strictement les processus pro- et anti-inflammatoires dans le tissu pour maintenir
une structure spatiale appropriée. En modifiant la matrice extracellulaire, en éliminant les
débris et en agissant comme tampons du métabolisme des lipides pour empécher la
signalisation pathogéne ou l'accumulation ectopique [99], les ATM sont les principaux centres
de contrdle de la dynamique des dépdts. De plus, d'autres types de cellules immunitaires
innées résident dans le tissu adipeux [61,91-93]. Les cellules T innées servent de pont entre
les réponses immunitaires innées et adaptatives et régulent I'activité des cellules dans les deux
classes d'immunité par la libération de cytokines. Il a été démontré que les cellules tueuses
naturelles (NK), les cellules lymphoides innées (ILC) et les populations de cellules T innées, y
compris les cellules T invariantes associées aux muqueuses (MAIT), les cellules T tueuses
naturelles invariantes (iNKT) et les cellules T y9, résident dans des dépbts adipeux. De méme,
les cellules immunitaires adaptatives classiques résident également dans les dépbts adipeux,
notamment les cellules T auxiliaires CD4 + et les cellules T cytotoxiques CD8 +, ainsi que les
cellules B [61,91-93]. Cependant, la densité et I'activité de ces cellules dépendent fortement

des signaux environnementaux et de la présence / absence de physiopathologie.

TA en condition TA hypertrophique

physiologique (obésité)

. & Macrophage M2 ¥ .'. #——— Macrophage M1
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Figure 16. Réaction inflammatoire du TA en condition physiologique et d'obésité.

En revanche, lors d'un stress métabolique telle que la surnutrition cela induit une
production de cellules pro-inflammatoires tel que les macrophages M1, les lymphocytes Th1
et lymphocytes T CD8 (Figure 16) et une hypoxie du TA. Une inflammation chronique va
s’installer lors de lI'obésité par la sécrétion de cytokines et d’adipokines pro-inflammatoires
[100] (Figure 16). Parmi les adipokines pro-inflammatoires on retrouve la leptine dont les taux
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sériques augmentent proportionnellement a la masse du tissu adipeux et favorise la résistance
a l'insuline. D'autres adipokines telles que la résistine et la chimérine présentent également
des propriétés pro-inflammatoires. Concernant les cytokines, des quantités accrues de facteur
de nécrose tumorale (TNF), d'interleukine (IL)-6, de protéine chimioattractante des monocytes
1 (MCP-1), d'IL-1 et d'IL-8, activant et attirant ainsi les cellules immunitaires sont produites
dans le TA.

H. Fonctions adipocytaires

Le TA posséde plusieurs fonctions biologiques puisqu’il est notamment capable de
stoker sous forme de triglycérides, de sécréter des acides gras ainsi que des adipokines. Il a

également un réle crucial dans de nombreux autres processus physiologiques.

1. Régulation énergétique :

La fonction principale du tissu adipeux blanc est de stocker des lipides ou acides gras
(via la lipogenése) et de les libérer (via la lipolyse) selon les besoins, en fonction de la
disponibilité des ressources alimentaires. La dégradation ou I'hydrolyse des triglycérides
stockés est soigneusement régulée, mais la résistance a l'insuline dans I'obésité est associée
a une inhibition altérée de la lipolyse par l'insuline, ce qui entraine une libération accrue des
AG et de glyceérol. Le glycérol est un substrat important pour la gluconéogenése hépatique et
les AG sont des substrats énergétiques importants pour les tissus périphériques. Les lipides
en exces s'accumulent non seulement dans le tissu adipeux, mais aussi dans plusieurs autres
tissus et ils sont également convertis en triglycérides de trés faible densité (VLDL) et sécrétés
par le foie, ce qui entraine la dyslipidémie typique associée a l'obésité et a la T2D.
L'accumulation de lipides dans le foie, le muscle squelettique et d'autres tissus non SAT est
un mécanisme important pour le développement de la résistance a l'insuline dans ces tissus
[101,102].

2. Fonction endocrine :

En plus de réguler la libération et le stockage des lipides, le tissu adipeux fonctionne
comme un grand organe endocrinien. En effet, les adipocytes produisent et sécretent une
variété d'hormones, appelées adipokines, qui ont un impact sur diverses fonctions corporelles.

Dans I'obésité induisant une résistante a l'insuline (environ 70 % des Caucasiens obéses), le
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tissu adipeux sécréte des molécules qui antagonisent I'action de l'insuline, y compris les
cytokines et d'autres molécules pro-inflammatoires (par ex. Protéine de liaison au rétinol 4
(RBP4), TNFa, IL-6 et IL-1b) qui favorisent le tissu adipeux et l'inflammation systémique.
L'augmentation des niveaux de protéine C-réactive (CRP) est un marqueur de cet état
inflammatoire qui est également associé a d'autres anomalies métaboliques et
cardiovasculaires ou a des facteurs de risque, y compris la dyslipidémie, I'élévation de I'acide
urique et I'nypertension. Ces anomalies constituent le syndrome métabolique qui est défini sur
la base de la résistance a l'insuline et de ses conséquences métaboliques, ainsi que de
'augmentation de I'MC et du tour de taille. Le syndrome métabolique est un prédicteur du
risque de développer a la fois la T2D et les maladies cardiovasculaires [102]. Cependant, le
tissu adipeux peut également sécréter des molécules qui sont associées a une sensibilité
accrue a l'insuline telles que I'adiponectine et les esters d'acides gras ramifiés recemment
découverts des acides gras hydroxy (FAHFA). Les niveaux de ces molécules «
meétaboliquement favorables » sont diminués dans l'obésité associée a la résistance a
l'insuline.

Parmi les molécules sécrétées par le TA les plus étudiées sont la leptine et
I'adiponectine, qui ont été découverts presque simultanément (leptine en 1994 et adiponectine
en 1995).

La leptine est une hormone de satiété principalement sécrétée par les adipocytes qui
agit sur I'hypothalamus pour diminuer I'apport alimentaire et augmenter la dépense
énergétique entre autres fonctions. En tant que tel, les souris et les humains avec des
mutations de leptine ou ses récepteurs présentent une obésité marquée [103-105]. La
sécrétion de leptine est positivement corrélée a la masse grasse, et les personnes obéses
peuvent développer une résistance a la leptine en raison d’une adiposité accrue [106]. La
sécrétion de leptine semble dépendre du dépdt, les WAT sous-cutanés produisant des
quantités plus importantes que les viscéraux [107,108]. Cette hormone joue également un role
significatif au sein du systeme immunitaire, la leptine joue un réle essentiel dans 'immunité
adaptative, favorisant la différenciation des lymphocytes T vers le phénotype Th17 [109]. Des
expériences de perte de fonction de la leptine ont montré qu'elles entrainent une déficience
immunitaire. Ces conclusions correspondent aux niveaux réduits de leptine, associés a
l'immunosuppression observée chez les individus dénutris [110]. |l est aussi crucial de
mentionner que chez les individus obéses, les taux de leptine sont généralement élevés.
Cependant, cette élévation de la leptine n'est pas suffisante pour diminuer la consommation
alimentaire excessive observée chez ces sujets. Ce constat a mené a l'idée d'une résistance

hypothalamique a la leptine, qui est couramment associée a l'obésité [111]. De maniére
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autocrine et paracrine, la leptine a la capacité de modifier la signalisation de l'insuline dans les
adipocytes de souris [112,113], ainsi que d'induire la lipolyse [114,115].

En revanche, I'adiponectine est négativement corrélée a la masse graisseuse, bien
gu’elle soit elle aussi sécrétée en plus grandes quantités par les WAT sous-cutanés par rapport
aux visceraux [116,117]. L’adiponectine est une hormone anti-inflammatoire et sensibilisatrice
a I'insuline qui peut étre utilisée pour prédire le développement de la résistance a l'insuline et

du syndrome métabolique chez les patients en surpoids et obéses [118,119].

3. Régulation de la thermogenése :

Contrairement au TAB, le BAT est capable de convertir cet excés de graisse en énergie
sous forme de chaleur gréce, en partie, a la protéine mitochondriale UCP-1 (uncoupling protein
1) ce processus s’appelle thermogenése sans frissons. Cette thermogenése stimulée par le
froid dépend de I'expression et de la fonction intrinséques de la protéine UCP1, un transporteur
de membrane mitochondriale interne qui dissipe I'énergie stockée dans le gradient
électrochimique mitochondrial sous forme de chaleur [120]. Normalement, le processus de
production d'énergie dans les mitochondries est couplé, c'est-a-dire que la production d'ATP
est directement liée a la consommation d'oxygene et la production de dioxyde de carbone.
Cependant, dans certaines circonstances, ce processus peut étre découplé. Lors du
découplage, les protons sont autorisés a retourner dans la matrice mitochondriale sans passer
par la chaine de transport d'électrons qui produit normalement I'ATP. Cela entraine une
consommation accrue d'oxygéne et la production de chaleur, plutét que la production d'ATP.
Le découplage mitochondrial est un processus important dans la thermogenése. En I'absence
de stress thermique, on pense que l'adipocyte brun UCP1 est inhibé par les nucléotides
puriniques [121,122]. Pendant le stress au froid, la thermogenése des graisses brunes est
classiquement stimulée par la norépinéphrine libérée par le systéme nerveux sympathique
(SNS), qui active les récepteurs 3-adrénergiques sur les adipocytes bruns pour stimuler la
synthése intracellulaire du second messager cyclique AMP (AMPc), ce qui conduit a la
stimulation des processus de catabolisme lipidique tels que la lipolyse qui libére les acides
gras libres des TG, et augmente l'expression d'un programme d'expression génique
thermogénique qui comprend 'ARNm UCP1 [121-124]. Chez 'Homme, il a été démontré que
I'activité métabolique de thermogenese du BAT était augmentée aprés exposition au froid (14-
15°C). Cette augmentation s‘accompagne d’'une augmentation de la sensibilité a l'insuline chez
des patients diabétiques [125]. C’est pourquoi des stratégies visant a augmenter I'activité du
BAT dans un contexte d'obésité sont a I'étude afin de favoriser la perte de poids.
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4. Fonction immunitaire :

Les adipocytes sont impliqués dans la réponse immunitaire, en partie par la sécrétion
d'adipokines qui peuvent avoir des effets pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires. De plus,

le tissu adipeux contient une variété de cellules immunitaires.

5. Rbéle mécanique et de protection

Le tissu adipeux sous-cutané, fournis une protection physique pour protéger les

organes, et agit comme un isolant thermique pour aider a maintenir la température corporelle.

6. Réble dans la reproduction

Chez les femmes, le tissu adipeux est impliqué dans la régulation des hormones

sexuelles et peut jouer un réle dans la reproduction.

7. Roéle dans la régulation de I'hémostase :

Les adipocytes sécrétent plusieurs facteurs qui peuvent influencer la coagulation
sanguine, comme le facteur tissulaire et le PAI-1 (inhibiteur de I'activateur du plasminogéne
1), ce qui peut avoir un impact sur le risque de thrombose.

8. Rble dans le métabolisme du cholestérol :

Les adipocytes sont impliqués dans le stockage et la régulation du cholestérol dans le
corps :

Les adipocytes peuvent stocker une quantité significative de cholestérol, en particulier
du cholestérol esterifié, dans leurs gouttelettes lipidiques. Le cholestérol est une composante
clé des membranes cellulaires, et la capacité des adipocytes a stocker le cholestérol peut aider
a réguler la disponibilité du cholestérol pour la biosynthése des membranes cellulaires. La
lipoprotéine lipase (LPL) est une enzyme clé dans le métabolisme des lipoprotéines, les
molécules qui transportent le cholestérol et les triglycérides dans le sang. Les adipocytes
expriment et sécrétent la LPL, qui hydrolyse les triglycérides dans les lipoprotéines de tres
basse densité (VLDL) et les chylomicrons, produisant des acides gras libres et des
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lipoprotéines de densité plus élevée contenant du cholestérol. Par conséquent, les adipocytes
peuvent influencer le métabolisme des lipoprotéines et le taux de cholestérol dans le sang.
Bien que le foie soit le principal site de synthése de cholestérol dans le corps, les adipocytes
peuvent également synthétiser du cholestérol. De plus, ils peuvent libérer du cholestérol dans
la circulation sanguine, un processus appelé efflux de cholestérol. Le cholestérol est la
molécule précurseur des hormones stéroides. Les adipocytes sont capables de convertir le
cholestérol en hormones stéroides, notamment les glucocorticoides et les hormones
sexuelles. Les adipocytes peuvent influencer le métabolisme du cholestérol par leur interaction
avec l'insuline. En réponse a linsuline, les adipocytes augmentent leur synthése et leur
stockage de cholestérol.

En somme, les adipocytes jouent un réle important dans le métabolisme du cholestérol,
a la fois par la régulation directe du cholestérol et par l'interaction avec d'autres processus
meétaboliques.

9. Roéle dans le métabolisme du glucose :

Le tissu adipeux joue un rdle crucial dans la régulation du métabolisme du glucose.

En effet, lorsqu'il y a un exces de glucose dans le sang, par exemple aprés un repas, les
adipocytes utilisent ce glucose pour synthétiser des triglycérides. Cela aide a réduire la
concentration de glucose dans le sang. Les adipocytes sont l'une des principales cibles de
l'insuline. L'insuline stimule 'absorption du glucose par les adipocytes, ce qui aide a abaisser
la glycémie. Les adipocytes sécrétent une variété d'adipokines, qui peuvent affecter la
régulation du glucose. Par exemple, l'adiponectine améliore la sensibilité a l'insuline et
augmente l'absorption du glucose par les cellules, tandis que la leptine peut également
influencer la régulation du glucose, bien que son réle soit plus complexe. Bien que le foie soit
le principal organe responsable de la gluconéogenése, des recherches récentes suggérent
que le tissu adipeux peut également étre capable de gluconéogeneése, contribuant ainsi a la
production endogéne de glucose.
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V. Plasticité des tissus adipeux

A. Hypertrophie/hyperplasie

Le TA se développe par deux mécanismes connus sous le nom de I'hyperplasie et
I'hypertrophie. L’hyperplasie se définie par 'augmentation du nombre d’adipocytes dans le TA
et I'hypertrophie par une augmentation considérable de la taille des adipocytes du TA. Cette
croissance a lieu dans des conditions de développement normal ou anormal du TA. Chez
I'adulte, lors d’'une balance énergétique a I'équilibre, il est connu que le nombre d’adipocytes
est significativement stable [54]. Lors du développement de I'obésite, le tissu adipeux s’élargit
afin de pouvoir stocker I'excés d’apport énergétique engendré. Cette modification du TA lors
de I'obésité est médiée par différents facteurs, environnementaux, génétiques, mais aussi par
les interactions inter-organes [126—129].

L’hypertrophie apparait avant I'’hyperplasie pour répondre au besoin de capacité de
stockage supplémentaire des graisses dans la progression de I'obésité (Figure 17) [130].

L’accroissement du volume des adipocytes n’est pas infini, une fois une taille critique
atteint par I'adipocyte, celui-ci commence a sécréter des signaux induisant la prolifération et
différenciation des précurseurs adipeux [130].

Contrairement a I'’hypertrophie, I'hyperplasie est considérée comme un processus
d’expansion du tissu sain qui a lieu dans des conditions non pathologiques. En effet,
I'hyperplasie est un mécanisme de développement du TA qui a lieu a différentes périodes de
la vie : phase foetale, post-natale et adolescence.

Le remodelage du TA peut varier en fonction de sa localisation, en effet la formation et
le développement du SAT et du VAT sont différents, méme a I'dge adulte on peut observer
des différences significatives entre ces deux types de TA. Effectivement, il a était démontré
que l'accumulation de TA dans le VAT est un plus grand risque de développement une
insulino-résistance durant I'obésité, que I'accumulation dans le SAT [131].
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Figure 17. Expansion du tissu adipeux blanc dans I'obésité.

Le tissu adipeux blanc répond a I'excés calorique par une expansion saine ou malsaine. Une expansion saine par I'hyperplasie
des adipocytes protége contre les complications métaboliques de I'obésité. L'expansion malsaine par I'hypertrophie des
adipocytes favorise les complications métaboliques associées a I'obésité. WAT, tissu adipeux blanc ; T2D, diabéte de type 2
; NAFLD, stéatose hépatique non alcoolique ; MCD, maladie cardiovasculaire. (Longo et al., 2019)

B. Brunissement : brun dans blanc

La plasticité du TAB a été mis en évidence suite a la découverte de la présence de
cellules de type brunes dans le TAB, appelées adipocytes beiges (Figure 18) [132]. Ces études
princeps ont non seulement confirmé que ce tissu est une cible prometteuse pour lutter contre
'obésité en augmentant la dépense énergétique chez 'Homme et ont également stimulé les

recherches sur la découverte de nouveaux facteurs impliqués dans le brunissement du TA
[133].
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Figure 18. Origine des adipocytes beiges.
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Au départ ou pendant la thermoneutralité, les adipocytes beiges présentent un
phénotype plus blanc avec de grandes gouttelettes lipidiques et une faible expression des
génes thermogéniques [134]. Mais l'activation par une exposition au froid, une stimulation
béta-adrénergique ou en cas d’exercice entraine une activation d'un programme
thermogénique dans un processus communément appelé « brunissement ». Alors que ces
adipocytes bruns inductibles par le froid ont été décrits pour la premiére fois il y a pres de 40
ans [135], leur origine développementale, leurs propriétés moléculaires et leurs réles
physiologiques n'ont été étudiés que plus récemment [134,136,137]. Chez la souris, les
adipocytes beiges sont enrichis dans les dépéts de graisse sous-cutanée et sont rarement
détectés dans les dépbts viscéraux. Curieusement, en raison de leur plasticité dépendante de
la température, les adipocytes beiges ont également la capacité de « blanchir » dans un
environnement chaud [138].

Des études réalisées chez la souris ont mis en évidence la présence d’adipocytes
semblables aux adipocytes bruns au sein du TAB sous cutané suite a une exposition au froid
(brunissement du tissu adipeux). Ces adipocytes, nommés adipocytes brites (pour « brown in
white ») ou beiges, possedent la méme morphologie (nombreuses mitochondries, gouttelettes
lipidiques multiloculaires), phénotype (expression d’UCP1 et PGC1a) et fonctions
thermogéniques que les adipocytes bruns [133]. Malgré leur ressemblance, les adipocytes
beiges différent des bruns, notamment par I'expression d’UCP1 dans ces adipocytes beiges
qui n'est pas constitutive et qui résulte d’'une stimulation par la voie béta 3-adrénergique ou
d’agonistes pharmacologiques tel que ceux des PPARy [139], mais aussi de par I'expression
de leur marqueurs caractéristiques comme CD137, TMEM26, TBX1 [140]. Des études ont
montré que la stimulation des adipocytes beiges permet une amélioration des paramétre
meétaboliques chez les rongeurs [137,141], conférant ainsi un intérét a la découverte de
facteurs impliqués dans le brunissement du TA.

De nos jours de nombreux facteurs impliqués dans le brunissement du TA ont été
découverts notamment grace a des études réalisées essentiellement dans des modéles
animaux de rongeurs. La plupart de ces facteurs augmente le tonus sympathique au TAB et/ou
en augmentant la sensibilité du TAB a la stimulation adrénergique, en déclenchant une
expression accrue du récepteur 33-adrénergique (Figure 19). Certains semblent fonctionner
de maniére intracrine, agissant depuis lintérieur de la cellule sur des régulateurs
transcriptionnels clés. La plupart ont un double effet chez les rongeurs activant BAT et
induisant le brunissement du TAB. Certains d'entre eux semblent agir sélectivement, ou
surtout, sur le brunissement du BAT. Les mécanismes expliquant cette sélectivité sont

largement méconnus et méritent d'étre approfondis. De plus, pour beaucoup d'entre eux, il
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existe des preuves qu'ils peuvent réduire la graisse corporelle in vivo chez les rongeurs par un
mécanisme métabolique, indépendamment de la réduction de I'apport alimentaire.

Bien que des augmentations de la quantité d'UCP1 ne signifient pas nécessairement
une augmentation du découplage et de la dépense énergétique, il convient de noter que de
nombreux agents provoquent également des augmentations du métabolisme oxydatif dans les
adipocytes blancs.

Fait intéressant, les résultats chez les souris avec une expression ectopique d'UCP1
dans TAB ont suggéré que l'activité d'UCP1, par la dépression de la charge d'énergie cellulaire
et I'activation subséquente de I'AMPK, peut favoriser I'oxydation des acides gras et la genése
mitochondriale dans le tissu tout en réprimant la lipogenese. D'autre part, certains des
agents/conditions remodelent le TAB vers un métabolisme oxydatif accru sans induire
I'expression d'UCP1 (par exemple, n - 3 acides gras d'origine marine). Bien que cela ne puisse
pas étre exactement considéré comme un brunissement, ces agents représentent également
des stratégies potentielles pour réduire la graisse corporelle en exploitant la plasticité du
métabolisme du TAB [142].
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Figure 19. Stimuli qui ont été associés au brunissement du WAT [70,71].
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C. Activation TA brun par cachexie

Le syndrome de cachexie (SC) se définie comme un syndrome métabolique progressif
caractérisé par un état pathologique d’amaigrissement profond avec une déplétion en graisse,
muscle squelettique et une asthénie, qui ne sont pas attribuables uniquement a un apport
nutritionnel insuffisant, conduisant ainsi a un affaiblissement extréme [143]. Une cachexie
sévere survient chez la plupart des patients atteints d'un cancer avancé ou du SIDA. On
retrouve aussi cette cachexie lors de diabéte associé au cancer du pancréas (PCDM)
[144,145].

Le SC cancéreux (SCC) est directement impliqué comme cause de décés dans au moins 20
% a 30 % de tous les cancers. Le BAT semble impliqué dans la cachexie cancéreuse [146],
en effet cette cachexie est souvent associée a une forte activation du BAT. En effet, des études
ont démontré que l'activation du BAT (via une expression accrue de UCP1) contribuait au
développement de SCC chez des souris ayant regu des injections de lignées cellulaires de
cancer du cOlon cachectique [147]. Une autre étude chez 'lHomme a montré que I'activité du
BAT s’est avérée étre corrélée positivement avec le stade du cancer [147]. De plus, le
brunissement des dépbts de TAB a aussi été associé au SCC chez 'Homme et la souris [147].
Cette activation pourrait &tre une réponse permettant de combattre I'hypothermie résultant de

la diminution de la masse grasse et de la masse musculaire.

VI. Cdkn2a

A. Généralités sur le cycle cellulaire

Pour se reproduire les cellules ont un fonctionnement cyclique, rythmé par ce qu’on
appelle le cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire est 'ensemble des modifications qui constitue et délimite la vie d’'une
cellule. Il consiste en une succession immuable de différentes phases, régulées par différents
complexes, qui vont permettre a la cellule de se dupliquer et de se diviser.

Chez les eucaryotes, la réplication de I'ADN est limitée a une synthése discréte ou a
une phase S, et la ségrégation chromosomique se produit a la mitose ou a la phase M. Deux
phases de Gap séparent la phase S et la mitose, connues sous le nom de G1 et G2. Il ne s'agit
pas de périodes d'inactivité, mais plutot de périodes ou les cellules se développent, intégrent

des signaux de croissance, organisent un génome répliqué et se préparent a la ségrégation
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chromosomique. |l existe aussi une phase de sortie du cycle cellulaire GO qui est appelé phase
de quiescence puisque la cellule arréte de se diviser pour soit entrer en apoptose soit en
différenciation cellulaire (Figure 20).

Pour assurer la bonne progression a travers le cycle cellulaire, la cellule dispose de
systémes de régulation hautement perfectionnés qui opérent a différents niveaux.

La bonne exécution de chaque phase ainsi que la transition de phase du cycle
dépendent de la cellule qui passe par trois points de contréle du cycle cellulaire, de la transition
G1-S, de la transition G2 a M et du point de contrdle du fuseau mitotique M a G1(Figure 20).
Les points de contrdle du cycle cellulaire sont des mécanismes de surveillance qui surveillent
I'ordre, l'intégrité et la fidélité des événements majeurs du cycle cellulaire. Il s'agit notamment
de la croissance a la taille cellulaire appropriée, de la réplication et de l'intégrité des
chromosomes, et de leur ségrégation précise a la mitose. Certains de ces mécanismes
contrblent les devenirs cellulaires alternatifs avec un impact significatif sur la suppression des
tumeurs.

Le cycle cellulaire est aussi régulé par une machinerie moléculaire via le taux
d’expression variable de certaines protéines : les cyclines (Figure 20). Il y a 4 cyclines qui
régule le cycle cellulaire : Cycline A, B, D et E. En plus de leur niveau d’expression le cycle
cellulaire serra dépendant de leur formation en complexe avec des kinases dépendantes des

cyclines (CDK), dont il existe plus de 20 membres.
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Figure 20. Régulation du cycle cellulaire.
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Les principaux acteurs qui conduisent la progression du cycle cellulaire sont les CDK.
Ce sont des protéines sérine/thréonine kinases qui phosphorylent des substrats clés pour
favoriser la synthése de I'ADN et la progression mitotique. Les sous-unités catalytiques sont
en excés molaire, mais manquent d'activité jusqu'a ce qu'elles soient liées par leurs sous-

unités de cycline apparentées, qui sont étroitement régulées a la fois aux niveaux de synthése
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et de protéolyse dépendante de I'ubiquitine. La liaison a la cycline permet aux CDK inactives
d'adopter une configuration active similaire aux kinases monoméres et actives. En plus de
cette régulation, l'activité CDK peut également étre régulée négativement par la liaison de
petites protéines inhibitrices, les CKIl, ou par la phosphorylation inhibitrice de la tyrosine qui
bloque le transfert de phosphate vers les substrats.

Une coopération étroite entre ce trio : Cycline, CDK et CDKI, est nécessaire pour
assurer une progression ordonnée tout au long du cycle cellulaire.

Les CKI sont subdivisés en deux classes en fonction de leur structure et de leur
specificité CDK. Les membres de la famille Ink4 [p16INK4a (Cdkn2a), p15INK4b (Cdkn2b),
p18INK4c (Cdkn2c) et p19INK4d (Cdkn2d)] ciblent principalement Cdk4 et Cdk6. Inversement,
les membres de la famille Cip/Kip [p21Cip1 (Cdkn1a), p27Kip1 (Cdkn1b) et p57Kip2 (Cdkn1c)]
interférent largement avec les activités des complexes kinases dépendantes de la cycline D,
E, A

B. Les membres de la familles INK4 (pour INhibitor of CDK4)

La voie cycline D-Cdk4-6/INK4/Rb/E2F est essentielle pour contrbler la croissance

cellulaire, car elle integre divers mitogénes et stimuli antimitogénes. Les protéines INK4, dont
les membres comprennent p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c et p19INK4d, empéchent la
progression du cycle cellulaire en se liant a Cdk4 ou Cdk6 et en inhibant I'activité de la cycline
D. Ces protéines INK4 partagent une structure dominée par des répétitions multiples
d'ankyrine. Malgré leur apparente redondance structurelle et leur puissance inhibitrice
comparable, les protéines INK4 sont exprimées de fagon différenciée au cours du
développement de la souris. Cette variabilité d'expression suggére que ces inhibiteurs du cycle
cellulaire pourraient avoir des fonctions spécifiques a certaines lignées cellulaires ou tissus.
Ces protéines INK4 sont frequemment perdues ou inactivées par des mutations dans divers
types de cancers, ce qui en fait des suppressions de tumeurs potentielles ou avérées.
En plus de leur capacité a bloquer les cellules en phase G1 du cycle cellulaire, il a été prouve
que les protéines INK4 participent a un nombre croissant de processus cellulaires. Compte
tenu de leurs roles émergents dans des fonctions physiologiques fondamentales et des
processus pathologiques, il est nécessaire d'explorer les difféerents réles des membres
individuels de la famille INK4 au-dela de la régulation du cycle cellulaire.

Des études approfondies réveélent I'implication des protéines INK4 dans la sénescence,
I'apoptose, la réparation de I'ADN et plusieurs stades de I'oncogeneése.
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1. p19INK4d (Cdkn2d)

p19INK4d, également connu sous le nom de CDKN2D est situé sur le chromosome
19p13.2. p19INK4d humain est identique a 86 % au niveau des acides aminés au clone murin,
et il est identique a environ 44 % aux autres membres humain de la famille INK4 [148]. Son
expression oscille de maniere dépendante du cycle cellulaire, avec son expression la plus
basse étant observée a mi-G1 et son expression maximum étant observée pendant la phase
S [149]. La régulation de l'expression de p19INK4d se produit a la fois au niveau
transcriptionnel et post-transcriptionnel. Au niveau transcriptionnel, divers facteurs de
transcription régulent I'expression de p19INK4d dans certains processus biologiques, tel que
le facteur de transcription Msx1, AML-1(RUNX1), E2F1 ou encore les FOXOs [150]. Au niveau
post-transcriptionnel, I'expression p19INK4d est principalement modulé par les miARN et la
dégradation des protéines meédiée par le protéasome [150].

p19INK4d participe a de nombreuses fonctions biologiques tel que le contrdle du cycle
cellulaire, la réparation des dommages a I'ADN, la différenciation cellulaire et la sénescence.
En effet, en tant que membre de la famille INK4, de nombreuses études ont montré que
p19INK4d inhibe la prolifération cellulaire en arrétant le cycle cellulaire a la phase G1. Dans
les neuroblastomes amplifiés par MYCN [151], dans la lignée de cellules du cancer du poumon
H1299 [152], les cellules souches mésenchymateuses-microveésicule-miR-451a [153]. De plus,
p19INK4d peut étre phosphorylé par p38 et CDK1. Le complexe inhibiteur CDK6-p19INK4d
est dissocié, et donc CDKG6 déclenche I'entrée des cellules dans la phase S [154]. D’autre part,
la suppression de I'expression p19INK4d favorise la progression du cycle cellulaire, augmente
la prolifération et conduit a la tumorigenése [155,156]. Il a été rapporté que p19INK4d est induit
par E2F1 en réponse a la lumiére UV, ce qui favorise la réparation des dommages a ’ADN
[157]. Aprés un stimulus de sénescence, I'expression de p19INK4d est régulée vers le haut et
se transloque dans le noyau pour s’associer étroitement a la chromatine. Des niveaux réduits

de p19INK4d nuisent a I'hétérochromatinisation génomique globale liée a la sénescence [158].

2. pl8INK4c (Cdkn2c)

Le géne humain p18INK4c a été initialement découvert en 1994, isolé dans des cribles
de levure a deux hybrides congus pour rechercher des protéines qui interagissent avec CDK6
[159]. L’'homologue souris a été signalé I'année suivante par un autre groupe [160]. p18 et p19
sont approximativement 40% identiques et ont des degrés similaires d’homologie de protéine
avec p16 et p15. Comme il est caractéristique de la famille INK4, p18 est une protéine de 168
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acides aminés composés de quatre motifs tandem ankyrine, chacun d’environ 32 acides
aminés de longueur et une similitude substantielle avec Notch humain et I'inhibiteur de la levure
cdk PHOS8 [161].

p18 se lit spécifiquement aux sous-unités catalytiques dépendantes de la cycline D,
CDK4 et CDK®6, avec une association préférentielle avec CDKG6 [159,160], et est incapable
d’interagir avec d’autres CDK ou directement avec la cycline D [160].

[l'y a au moins trois transcriptions différentes de p 18 de 2,5, 1,9 et 1,1 ko. Celles-ci sont
exprimées difféeremment dans divers tissus [160]. Lors de I'entrée des cellules dans le cycle
cellulaire, TARNm p18 est induit avec des cinétiques similaires a celles de p19.

Les données des études sur la souris knock-out ont montré un rdle clair pour p18INK4c
dans la prolifération cellulaire, la taille des organes et le cancer. En effet, les souris déficientes
pour p18INK4c développent une gamme de néoplasmes spontanés, indiquant son réle dans
la suppression des tumeurs [162]. Malgré les premiers résultats négatifs dans les échantillons
de cancer humain, des études ont montré son implication dans une gamme de types de
tumeurs humaines, y compris I'adénocarcinome du sein, le myélome multiple, la leucémie
lymphoblastique aigué, I'oligodendrogliome et le méningiome [163—-167].

De nombreuses études ont impliqué p18INK4c en tant que suppresseur de tumeur dont
l'inactivation génétique joue un réle dans la pathogenése du glioblastome multiforme (GBM),
du myélome multiple et d’'une variété d’autres cancers courants. Les délétions de p18INK4c
sont nettement moins fréquentes que celles du locus p16INK4a/p14ARF/p15INK4b et
semblent montrer une hétérogénéité intratumorale importante. lls se produisent souvent dans
les tumeurs présentant également des délétions du locus p16INK4a/p14ARF/p15INK4b mais
se produisent probablement plus tard dans la tumorigenése, soulevant des questions
fondamentales sur les contributions relatives de ces deux loci a l'initiation et a la progression
de la néoplasie humaine.

Au-dela de la suppression des tumeurs, p18INK4c joue également un réle important
dans le maintien d’un état de repos chez les progéniteurs neuronaux [168], mais aussi dans le
contrble de I'adipogenése [169] et la régulation de la difféerenciation des lymphocytes T et de
I'alloimmunité [170].

3. pl15INK4b (Cdkn2b) et p16INK4a (Cdkn2a)

Le locus INK4a/ARF/INK4b aussi connu sous le nom de CDKN2a et CDKN2b, se

retrouve dans une petite portion de 35 kb du génome humain et code pour trois génes
apparentés : p14ARF/ p19ARF, p15INK4b et p16INK4a. CDKN2B réside a cb6té du gene
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CDKN2A et est transcrit dans la méme direction du centromére au télomére. Alors que
p15INK4b a son propre cadre de lecture ouvert qui est physiquement distinct, p16INK4a et
ARF ont des premiers exons différents qui sont épissés a un deuxiéme et un troisieme exon
commun. Bien que les exons 2 et 3 soient partagés par p16INK4a et ARF, les protéines sont
codées dans des cadres de lecture alternatifs. En conséquence, p16INK4a et ARF ne sont pas
des isoformes et ne partagent aucune homologie d'acides aminés.

Deux isoformes, p15 et p15.5 sont générés a partir de deux codons d'initiation alternatifs
: p15 est initié au premier codon AUG situé a 328 nucléotides de I'extrémité 5’ et p15.5 a un
codon GUG en position 289. Les deux isoformes semblaient étre fonctionnellement
indissociable [171]. Une forme épissée alternativement, p10, provient d'un site donneur 5
alternatif dans l'intron 1, conduisant a un codon d'arrét au sein méme du cadre du nouvel exon.
Par conséquent, la protéine p10 est identique a I'extrémité NH2 de p15 mais contient une
nouvelle extrémité COOH [172].

De plus, cette région comprend un ARN non codant, ANRIL, avec un premier exon situé
entre le promoteur de p14/p19 et p15 et chevauchant les deux exons de p15. Sa transcription
se produit dans le brin opposé au locus CDKN2A/B et co-clusters principalement avec p14/p19
[173].

p15 agit comme un effecteur du facteur de croissance transformant-b (TGF-b), induisant
un arrét du cycle cellulaire en phase G1 par inhibition de CDK4/6 [174]. En conséquence, la
protéine RB1 reste dans son état hypophosphorylé, empéchant les facteurs de transcription
E2F d’activer la transcription des genes nécessaires a I'entrée dans la phase S du cycle
cellulaire et a la synthése de I'ADN [175]. p15 joue également un réle important dans la
régulation de I'engagement cellulaire des cellules progénitrices hématopoiétiques et la
différenciation des cellules myéloides [176—179]. Le produit du géne ANRIL est une molécule
d’ARN fonctionnelle qui interagit avec le complexe répressif polycombien 1 (PRC1) et -2
(PRC2), ce qui entraine le silence épigénétique de p15 [180].

CDKNZ2B est important dans la prévention de la croissance incontrdlée des cellules, qui
peut conduire a la formation de tumeurs. En fait, une diminution de I'expression de CDKN2B
ou une mutation de son géne a été associée a un certain nombre de cancers humains, dont le
gliome, le mélanome et le cancer du poumon [181]. CDKN2B pourrait jouer un role dans la
régulation de la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires, qui est un élément clé
du développement de I'athérosclérose [182].

Une série d’études de liaison ont mis en évidence des polymorphismes nucléotidiques
uniques (SNP) dans une région de 120 kb autour du locus INK4b-ARF-INK4a associés a une
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susceptibilité accrue a la fragilité [183], maladies coronariennes [184,185], infarctus du
myocarde [182], diabéte de type 2 [186—188] et maladie d’Alzheimer [189].

C. Le Locus INK4a/ARF : Cdkn2a

Le locus CDKNZ2A se trouve sur le chromosome 9p21 chez ’'Homme et le chromosome
4 chez la souris (Figure 21). Le géne Cdkn2a code deux protéines, p16'NK4a et p19ARF  deux
régulateurs clés du cycle cellulaire possédant respectivement un rdle anti-prolifératif et

suppresseur de tumeur (Figure 21).
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Figure 21. Schéma du locus Cdkn2a et de ses actions cellulaires.

1. pl6INK4a

La protéine p16 est encodée par le variant transcrit 1 dans I'organisme humain et par le
variant transcrit 2 chez la souris. Ces deux variantes génétiques comportent respectivement
1267 et 850 paires de bases, menant a la production d'une protéine de 16 KDa. Celle-ci est
composeée de 156 acides aminés dans le cas de I'espéce humaine, et de 168 acides aminés
chez la souris. Notamment, la séquence de la protéine p16 est largement conservée a travers
différentes especes, démontrant une remarquable homologie de 90% entre les versions
humaine et murine de cette protéine.

En termes de structure, la protéine p16 est formée de quatre domaines ankyrines, qui
facilitent son attachement aux CDK4 et CDKG6. Le domaine minimal requis pour l'interaction
entre p16 et la CDK4 comprend les domaines ankyrines 3 et 4, les boucles 2 et 3, ainsi que la
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portion C-terminale adjacente [190]. Cette association de la protéine p16 avec les CDK4/6
provoque une modification de leur conformation allostérique. Cette transformation modifie a
son tour le site d'accueil de la Cycline D1 et réduit leur affinité pour I'ATP, des implications
cruciales pour la régulation du cycle cellulaire. La protéines p16 posséde d’autres partenaires
protéiques tel que la protéine p65 du complexe NF-KB dans des cellules Hela traitées au
TNFa [191], la protéine Band 3 [192,193], BRG1 [194], le facteur général de transcription TFIIH
[195] et 'ATP citrate lyase [196]. La protéine p16 peut également intervenir dans la
transcription de certains micro-ARN (miRNA) [197].

L’expression et I'activité de p16 sont régulé a différents niveaux. Au niveau épigénétique
p16 est régulée par méthylation, acétylation ou encore par es protéines du groupe polycomb.
Dans des cellules embryonnaires, le promoteur et 'exon 1 de la séquence codant pour p16
sont méthylés au niveau d’ilots CpG. En effet, des méthyltransférases de 'ADN ou DNMT
induisent la méthylation de ces ilots CpG [198]. Une étude a montré que dans des cellules
293T I'histone acétyltransférase p300 interagit avec le facteur de transcription SP1 afin de
stimuler l'activité du promoteur de p16 et son expression [199]. Bmi1 est un répresseur
transcriptionnelle appartenant aux protéines du groupe Polycomb qui régule négativement p16
[200]. Au niveau transcriptionnelle, I'expression de p16 est régulée positivement par différents
facteurs tel que le facteur de transcription SP1, les voies Ras et p38 MAPK, et PPARa
induisant 'augmentation de I'expression de p16 afin de bloquer le cycle cellulaire [201-204].
Elle est régulée négativement par les protéines ID1 et TAL1 qui ont la capacité de former un
hétérodimere avec la protéine E47 pour ensuite se lier aux sites dits "E-Box", bloquant ainsi la
transcription de p16 stimulée par E47 [205]. Par ailleurs, le promoteur de p16 comprend
également des composants connus sous le nom d'ITSE ou "INK4a Transcription Silence
Element", qui permettent une régulation négative de son expression. Ces composants ITSE
possédent un site de liaison pour le facteur de transcription B-MYB, qui joue un réle crucial
dans la survie cellulaire, la prolifération et la différenciation. Plus précisément, B-MYB exerce
une régulation négative de I'expression de p16 au sein des cellules embryonnaires [206].

L’activitt de p16 peut également étre modifié par des modifications post-
traductionnelles par phosphorylation et méthylation. La phosphorylation et la méthylation de
p16 sont trés lieées et opérent de concert pour réguler I'activité de p16. Effectivement, lorsqu'il
y a une mutation au niveau du résidu serine 140, on observe une augmentation de la
méthylation de p16. En revanche, lors d'une mutation de la serine 152, qui est phosphorylée
lorsque p16 interagit avec la CDK4, la méthylation de p16 est réduite, voire méme annulée
[207].
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2. pl4/p19ARF

ARF connu sous le nom de p14ARF chez I'hnomme et p19ARF chez la souris a été
identifié a I'origine comme un transcrit alternatif du locus INK4b-ARF-INK4a. Le transcrit ARF
est formé par les exons 1B, 2 et 3. La structure primaire de la protéine ARF souris est
composeée de 169 acides aminés et la protéine humaine de seulement 132 acides aminés. Les
deux protéines ne partagent qu'une homologie de séquence limitée (50 %) qui pourrait
expliquer certaines de leurs differences fonctionnelles. Néanmoins, ils sont tous deux
composes de plus de 20% de résidus d'arginine leur conférant une forte basicité et ayant des
propriétés hydrophobes. Fait intéressant, il n'y a pas de motifs structuraux reconnaissables
dans les protéines ARF et la protéine a probablement besoin de former des complexes avec
d'autres molécules, a la fois pour étre pliée et pour que sa charge soit neutralisée au pH
physiologique. Cela explique probablement le nombre croissant de partenaires ARF encore a
identifiés [208]. Chez la souris p19ARF ne contient qu'une seule lysine et p14ARF humain n'en
a pas. p19ARF et le p14ARF ne contiennent qu'un seul résidu de méthionine interne (Met45
et Met48, respectivement), qui est absent chez d'autres espéces (rat, opossum, porc et poulet).
L'initiation de la traduction a partir de ces résidus de méthionine produit a la fois chez la souris
et chez I'homme une forme courte de la protéine qui, lorsqu'elle est surexprimée, se localise
dans les mitochondries (smARF) [209]. Néanmoins, I'ARF de pleine longueur se localise
préférentiellement dans les nucléoles, grace aux signaux de localisation nucléolaire (NoLS ).
p19ARF contient un NoLS unique dans son exon 13 (aa 26-37) dont la délétion induit la
translocation nucléaire de la protéine [210]. La situation est plus complexe pour p14ARF
puisque deux NoLS ont été identifiés dans la protéine. Le premier localisé dans I'exon 13 joue
un réle clé dans la fonction antiproliférative de p14ARF car sa délétion inhibe la capacité de
p14ARF a arréter le cycle cellulaire et a se liera Mdm2 [211]. Le second se trouve dans I'exon
2 (aa 83—-101) et est impliqué dans la capacité de p14ARF a promouvoir la sumoylation de ses
partenaires de liaison [212].

Alors qu'une faible expression d'ARF est maintenue dans des conditions normales, une
expression d'ARF significativement accrue est induite par des signaux oncogéniques ou des
dommages a I'ADN dans des conditions de stress, provoquant par la suite I'activation du
programme de sécurité intégrée. Le réglage fin de I'expression de I'ARF par divers facteurs de
transcription indique que l'activité suppressive de tumeur de I'ARF peut étre manipulée sous
divers stress, en fonction de la nature des signaux de stress. Parmi les différents facteurs de
transcription clés dans la régulation de I'expression de 'ARNm de I'ARF on retrouve les
activateurs de la transcription d’ARF tel que MYC [213], une oncoprotéine qui régule la
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prolifération cellulaire, la différenciation, l'inflammation et le métabolisme [214]. Comme E2F
est régulé par MYC, il a lui aussi été identifié comme un régulateur de l'expression de I'ARF
meédiée par MYC, et plus particulierement E2F1 et E2F2 [215,216]. Au contraire, un autre
membre E2F, E2F3b, fonctionne comme un régulateur négatif de I'expression de I'ARF [217].
La DMP1, également appelée protéine de type Myb liant la cycline D, peut également induire
un arrét de la croissance cellulaire en induisant I'expression de I'ARF [218,219]. On retrouve
aussi FoxO, qui est un sous-type du facteur de transcription forkhead-box et a été identifié
comme un facteur de transcription ARF [220]. TGFB2 pourrait fonctionner comme un
régulateur positif de la transcription de I'ARF pendant I'embryogenése, en effet les embryons
déficients en Tgff32 présentaient un phénotype semblables aux embryons déficients en Arf
[221].

Contrairement au TGFB2, le TGFB1 participe a une voie de signalisation qui régule
négativement la transcription de I'ARF dans le lymphome a cellules B [222]. Comme pour p16
on retrouve le facteur de transcription du groupe polycomb Bmi1 comme répresseur
transcriptionnelle de ARF [200]. Une autre protéine du groupe polycomb, CBX7, a été identifiée
comme un répresseur transcriptionnel de I'ARF [223]. On retrouve aussi Polycomb-repressive
complex-2 (PRC2) qui réprime la transcription ARF en s'associant a Twist-1 [224], TBX2 [225]
et EGFR [226].

L'accumulation de preuves concernant la régulation post-traductionnelle de I'ARF
suggére que l'induction de I'ARF médiée par le stress oncogeéne peut étre associée a des
mécanismes moléculaires qui régulent les niveaux et les fonctions des protéines. En
particulier, I'implication de la phosphorylation [227-229], de l'ubiquitination [230-233] et des
voies dépendantes du protéasome [234-236] et du lysosome [237-239] dans la régulation
post-traductionnelle de I'ARF a récemment été observée.

D. Cdkn2a : Réle de régulateur du cycle cellulaire

Pour la premiére fois découvert en 1993 [240] p16 est le deuxiéme géne suppresseur
de tumeur le plus courant, aprés p53. Le géne suppresseur de tumeur p16 code les protéines
impliquées dans la régulation de deux voies fondamentales du cycle cellulaire, la p53 et la voie
RB1.

La protéine P16NK4a est majoritairement impliquée dans le contrdle de la voie
E2F/CDK4-6/pRb. En effet, cette protéine bloque le passage de la phase G1 a S en inhibant
la phosphorylation de pRb par le complexe CDK4/6-cyclinD et la libération du facteur de
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transcription E2F, ce qui aura pour conséquence de bloquer la transcription des genes cibles
de E2F nécessaires a la sortie de la phase G1 du cycle cellulaire.

En raison de leur capacité a inhiber les kinases CDK 4-6/cycD, les protéines INK4
contribuent a maintenir la protéine Rb et ses homologues associés, p107 et p130, dans leur
état non phosphorylé et suppresseur de croissance. Parmi toutes les voies possibles qui relient
ces protéines, celle formée par p16INK4a/CDK4/cycD1/Rb (Figure 21) et, dans une moindre
mesure, celle formée par p15INK4b/CDK4/cycD1/Rb semblent particulierement pertinentes
pour la tumorigenése. Il est important de noter que la voie p16INK4a/Rb se comporte comme
une seule cible mutagéne dans de nombreuses tumeurs humaines [241]. Par exemple,
l'inactivation de p16INK4a ou Rb est, en général, des altérations mutuellement exclusives.
Dans l'ensemble, la voie p16INK4a/Rb semble étre dérégulée dans la grande majorité des
tumeurs humaines, soit par perte de p16INK4a ou de Rb, soit par surexpression de CDK4 ou
de cycline D1.

Dans les situations ou p16 est supprimée, les autres membres de la famille des
inhibiteurs INK4 peuvent intervenir pour bloquer le cycle cellulaire, grace a une certaine
redondance existante entre les différents INK4. Par exemple, lors de situations de stress,
I'élimination de p16 dans des fibroblastes embryonnaires de souris conduit a une stabilisation
de la protéine p15, qui agit alors pour bloquer le cycle cellulaire. De méme, I'éradication de
p16 dans des astrocytes humains entraine une hausse de l'expression de p18, qui est
dépendante du facteur de transcription E2F [206].

La protéine p19ARF, elle est impliquée dans I'activation directe de la voie P53 par
inhibition de Mdm2/HDM2, bloquant les cellules en phase G1 et G2 [242] (Figure 21).

Le suppresseur de tumeur p53 est inactivé dans environ 50 % des cancers humains.
Les niveaux de protéines de p53 sont déterminés principalement par l'ubiquitination et la
dégradation protéolytique subséquente. La principale ubiquitine ligase pour p53 est 'oncogene
MDM2 [243]. En concordant avec le réle de MDM2 en tant que répresseur de la p53, les
tumeurs qui exprimant la MDM2 n'accumulent pas de niveaux de p53 détectables et ne portent
pas de mutations dans le géne p53 [244]. La protéine p19ARF s'associe a MDM2 et la
séquestre dans les nucléoles [210,245]. Ces deux fonctions, la liaison au MDM2 et a la
localisation nucléolaire, sont essentielles pour la stabilisation médiée par p19ARF de
p53[210,245]. On pense également que la voie p19ARF/p53 est dérégulée dans la grande
majorité des tumeurs humaines, soit par perte de p19ARF ou de p53, soit par surexpression
de MDM2.

Les voies décrites precédemment peuvent étre simultanément dérégulées par délétion

homozygote de I'ensemble du locus INK4/ARF, ou elles peuvent étre dérégulées par une
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combinaison d'événements mutagénes, tels que I'amplification de la cycline D1 et la perte de
p53. Récemment, un nouveau mécanisme de déréglementation a été identifié par rapport a
l'oncogéne Bmi1. Bmi1 appartient a la famille des silencieux de chromatine Polycomb, et
lorsqu'il est surexprimé, il est capable de réprimer simultanément l'activité transcriptionnelle
des promoteurs INK4a et ARF [200].

Il est important de souligner I'existence de plusieurs niveaux de diaphonie entre les
voies p16INK4a/Rb et p19ARF/p53. Par exemple, p53 active par transcription I'expression de
p21Cip1 qui, a son tour, inhibe les kinases CDK2/A-E empéchant la phosphorylation compléte
de Rb [246]. En outre, MDM2 peut interférer avec l'activité de suppression de croissance de
Rb [247]. Ces niveaux et d'autres niveaux supplémentaires de régulation compliquent
l'interprétation des effets que des altérations particulieres de ces voies peuvent avoir sur la
prolifération cellulaire et I'apoptose.

E. Cdkn2a : Rbles dans la sénescence

La sénescence cellulaire est un état d'arrét irréversible du cycle cellulaire provoqué par
un stress, caractérisé par des changements morphologiques et fonctionnels dans les cellules.
Ce phénoméne complexe présente des aspects bénéfiques et nuisibles [248]. D'une part, |l
agit comme un mécanisme de suppression des tumeurs en empéchant la prolifération des
cellules endommagées ou potentiellement cancéreuses. D'autre part, les cellules sénescentes
sécretent des facteurs connus sous le nom de phénotype associé a la sénescence (SASP),
qui peuvent entrainer a la fois une inflammation chronique et des altérations
tissulaires[249,250]. Toutefois, I'accumulation progressive de cellules sénescentes au fil du
temps peut contribuer au vieillissement et aux maladies liées a I'age [249,250]. Ces cellules
persistent dans les tissus en raison de mécanismes de dégradation altérés [249,250]. Les
facteurs SASP sécrétés par les cellules sénescentes favorisent l'inflammation chronique, la
dysfonction tissulaire et peuvent contribuer au développement de maladies liées a I'age telles
que le cancer, les maladies cardiovasculaires et les troubles neurodégénératifs [249-251]. Un
géne clé dans ce processus est Cdkn2a, qui joue un rble crucial en facilitant la sénescence
cellulaire grace a l'action de la protéine p16INK4a [251]. Cette protéine est étroitement
associée au vieillissement et a diverses conditions liees a I'age. L'expression accrue de
p16INK4a résulte des cycles de réplication et de dommages répétés subis par les cellules au
fil du temps, ainsi que de facteurs tels que les dommages a I'ADN, le stress oxydatif et les
signaux oncogéniques [249-251]. Les cellules sénescentes présentent un arrét définitif de leur

division cellulaire en réponse au stress, ce qui les améne a augmenter en taille sans se diviser.
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Elles deviennent tres actives métaboliquement et libérent divers facteurs biologiques qui
influencent les tissus environnants [249-251]. Cette accumulation progressive de cellules
sénescentes dans différents tissus peut jouer un réle essentiel dans le processus de
vieillissement [249-251]. Des études utilisant des souris transgéniques "INK-ATTAC" ont
démontré que la suppression des cellules "p16 positives" retarde 'apparition de tumeurs chez
les souris, réduit la dégradation liée a I'age de certains organes et augmente leur espérance
de vie [251-253]. D’autres études sur des souris BubR1"", présentant un faible niveau
d'expression de la protéine BubR1 impliquée dans le contréle de la mitose, ont également
permis de mieux comprendre le réle de p16 dans la sénescence[254]. Ces souris vieillissent
prématurément, avec une augmentation de I'expression de p16 dans certains tissus et une
augmentation de la sénescence [254]. La suppression de p16 chez ces souris a eu pour effet
de diminuer ces effets et d'accroitre partiellement leur espérance de vie, tout en réduisant la
sénescence dans ces tissus [254]. Dans le contexte du vieillissement, on observe une
augmentation de l'expression de p16 dans les ilots pancréatiques, associée a une diminution
de la prolifération de ces cellules [255]. Des souris transgéniques surexprimant p16 présentent
également une diminution de la prolifération des cellules B-pancréatiques chez les jeunes
souris. Cependant, I'absence de p16 empéche le déclin de la prolifération des cellules (-
pancréatiques au cours du vieillissement et améliore la régénération de ces cellules aprés un
traitement cytotoxique induisant le diabéte chez la souris [255]. Par ailleurs, I'absence de p16
a été demontrée pour restaurer la prolifération des cellules souches de I'épithélium de la glande
mammaire, contrecarrant ainsi leur déclin causé par une perte de fonction du géne Brca1[256].
Ces découvertes suggérent que la modulation de I'expression de p16 pourrait étre bénéfique
pour ralentir le vieillissement et traiter certaines pathologies telles que le diabéte. Toutefois,
des recherches supplémentaires sont nécessaires pour approfondir notre compréhension des
mécanismes impliqués et des applications potentielles de ces connaissances. |l est également
important de noter que le gene CDKN2A peut également réguler la sénescence par
l'intermédiaire de p14ARF/p19ARF. En effet, I'expression de p14ARF/p19ARF est induite en
réponse a des dommages a I'ADN et peut activer p53 pour induire la sénescence cellulaire
[257]. Contrairement a p16INK4a, qui agit en inhibant spécifiquement une kinase dépendante
des cyclines (CDK) impliquée dans le contrdle du cycle cellulaire, p14ARF/p19ARF régule
indirectement la sénescence cellulaire en ciblant le suppresseur de tumeur p53. Lorsque les
cellules subissent des dommages importants, tels que des lésions de I'ADN, des facteurs
oncogéniques ou du stress cellulaire p14ARF/p19ARF est activé pour stabiliser et activer p53.
Le suppresseur de tumeur p53 est une protéine clé qui régule plusieurs voies impliquées dans

la réparation de I'ADN, l'arrét du cycle cellulaire, 'apoptose et la sénescence. Une fois activée,

70



p53 induit I'expression de plusieurs génes qui contribuent a la sénescence cellulaire. Il agit
notamment en augmentant I'expression de p21CIP1, un inhibiteur des kinases dépendantes
des cyclines (CDK) qui bloque le cycle cellulaire, empéchant ainsi les cellules endommagées
de se diviser. Des études expérimentales ont montré que p14ARF/p19ARF est capable
d'induire la sénescence indépendamment de p16INK4a. Cela met en évidence le réle distinct
de p14ARF/p19ARF dans la régulation de la sénescence cellulaire et sa capacité a fonctionner
comme un activateur clé de p53. Une étude a démontré que I'activation de p14ARF entrainait
une stabilisation de p53 et une augmentation de la sénescence cellulaire [258].

Dans le TA I'activation de la voie p53 contribue a la résistance a l'insuline associée a
l'obésité. En effet, 'importance cruciale de p53 dans I'émergence de la résistance a l'insuline
a été illustré par une étude de I'équipe de Minamino [259]. Dans cette étude l'inhibition de
l'activité de p53 dans le tissu adipeux a nettement amélioré les changements de type
sénescence, diminué l'expression de cytokines pro-inflammatoires et amélioré la résistance a
linsuline chez les souris atteintes d'une maladie semblable au diabéte de type 2. A l'inverse,
la régulation a la hausse de p53 dans le tissu adipeux a provoqué une réponse inflammatoire
qui a conduit a une résistance a l'insuline [259]. Une autre étude a mis en avant que I'activation
de la voie p53 dans le TA était un événement précoce lors du développement de I'obésité chez
le rongeur et suggere que les dommages a ’ADN dus a I'augmentation des ROS pourraient
étre a l'origine de la stabilisation de p53 [260]. p53 semble aussi avoir une influence sur les
cellules stromales-vasculaires du tissu adipeux. Une recherche montre que l'activité de p53
dans les pré-adipocytes provoque leur sénescence en réponse a une concentration élevée
d'acides gras estérifies [261]. Les pré-adipocytes, lorsqu'ils deviennent sénescents, produisent
des cytokines pro-inflammatoires [262]. L'activation de p53 dans le pré-adipocyte, en induisant
sa sénescence, peut engendrer une inflammation du tissu adipeux [262].

Dans l'ensemble, ces études et d'autres soulignent l'importance de p19ARF dans la
sénescence cellulaire et la suppression de la tumorigenése chez la souris, principalement par

son réle dans l'activation du suppresseur de tumeur p53.

F. Cdkn2a : Rbles dans la différenciation cellulaire

La protéine p16 joue un réle crucial dans le contréle de la différenciation cellulaire, et
ses fonctions s'étendent a plusieurs processus de différenciation. Tout d'abord, p16 intervient
dans la différenciation des cellules érythroides [263] et des myocytes [264]. Son expression
est impliquée dans le déroulement de la différenciation des cellules érythroides et participe
également a la différenciation des myocytes en inhibant I'apoptose, le processus de mort
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cellulaire programmeée [263,264]. De plus, p16 est essentielle pour le maintien des cellules
souches de I'épiderme. L'absence de p16 permet a ces cellules de conserver leur caractéere
de cellules souches, tandis que son activation est nécessaire pour leur différenciation terminale
en kératinocytes, les cellules constituant la couche supérieure de I'épiderme [265]. Dans le
contexte de la chondrogenése, on observe une augmentation de I'expression de p16 [266]. La
surexpression de p16 dans des chondrocytes stimule leur différenciation, suggérant ainsi que
cette protéine joue un role essentiel dans la formation des os [266]. De maniere intéressante,
la méthylation du locus CDKN2A, est fortement associée au développement de la masse
osseuse [267].

D’autres études ont montré que p19ARF joue un rdle crucial dans la différenciation des
cellules neurales, ou son activation est nécessaire pour la formation de neurones et d'autres
types de cellules du systéme nerveux central [268—270].

Ces différentes preuves suggerent que Cdkn2a est un acteur clé dans la régulation de
la différenciation cellulaire, et son implication dans divers processus de différenciation,
notamment dans la formation des tissus osseux et épidermiques, ouvre la voie a de nouvelles
pistes de recherche pour mieux comprendre son role dans le développement et la régénération

des tissus.

G. Cdkn2a : Roble de régulateur du métabolisme énergétique

En plus de son réle clé de régulateur du cycle cellulaire, dans la prolifération cellulaire
et le cancer, des fonctions métaboliques de Cdkn2a ont été identifiées dans les cellules 3
pancréatiques dans I'hépatocyte et dans le tissu adipeux [1].

Des études d’association a I'échelle du génome entier (GWAS) ont également mis en
évidence des polymorphismes du locus CDKNZ2A associés au risque geneétique de développer
différentes maladies métaboliques, telles que le DT2 [274].

Il est clairement établi que le locus CDKNZ2A joue de nombreux réles dans les fonctions
meétaboliques dans des conditions normales et pathologiques (Figure 22). Plusieurs études de
perte ou de gain de fonction de CDKNZ2A ont montré que ce locus est impliqué dans
I'hnoméostasie du glucose [275,276], les fonctions des cellules 3 (sécrétion d'insuline) et la
masse (prolifération) [277-279], la gluconéogenése [272], I'athérosclérose [280-283] et la
stéatose hépatique [284]. Quelques études ont également lié le locus INK4A/ARF a la
régulation du rythme circadien via la modulation de I'activité RAS [285], la neurogenése [268],
la transdifférenciation neuronale [269] et la régénération axonale [286,287]. Comme rapporté
dans le TA [141], I'activité PKA semble étre une cible clé de ce locus dans le foie et le pancréas.
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Les souris déficientes en p16INK4a améliorent la production de glucose hépatique induite par
le jelne gréce a l'activation de la voie de signalisation PKA-CREB-PGC1a par la
phosphorylation de ses sous-unités régulatrices (PKARZ2) indépendamment des changements
dans les niveaux intracellulaires d'AMPc [272]. L'inactivation de CDKNZ2A dans la lignée de
cellules 3 entraine une augmentation de la sécrétion d'insuline accompagnée d'une activité
élevée de la PKA [276]. L'athérosclérose prématurée dans le DT2 est associée a une altération
de I'hnoméostasie des cellules immunitaires (c'est-a-dire un état pro-inflammatoire associé au
sous-type de cellule T), a une diminution de I'expression de p16INK4a et d'ANRIL et a une
augmentation des taux de CDK4. Le traitement avec des médicaments entrainant une
inhibition de CDK4 via des médicaments mimétiques de p16INK4a est actuellement considéré
comme retardant I'athérosclérose [288,289]. Ogrodnik et al. ont démontré que I'élimination des
cellules sénescentes hépatiques via le ciblage du régulateur de sénescence p16INK4A peut
étre une nouvelle stratégie thérapeutique pour réduire la stéatose hépatique [284].

Pancreas Liver Muscle Brain

Figure 22. Le locus Cdkn2a : un acteur clé émergent des fonctions métaboliques. (Kahoul et al.,2020)

Dans le TA, plusieurs réles du locus Cdkn2a ont été décrits dans la littérature avec
notamment son implication dans la régulation de I'équilibre entre I'adipogenése et la
sénescence (Figure 23). En effet, la sénescence cellulaires est caractérisée par une
expression élevée de p16™42 or dans le modéle cellulaire 3T3-L1 il a été montré que la
diminution de I'expression de p16™4 par siRNA conduisait a une augmentation de
'adipogenése [290]. Son rdle dans le stockage des lipides sous forme de triglycérides et
I'nypertrophie des adipocytes via la voie de signalisation de I'insuline a aussi était décrit (Figure
23). Il a été décrit comme un interrupteur moléculaire de la conversion des adipocytes blancs

en beige et comme un déterminant clé du destin des adipocytes bruns, en plus des données

73



du laboratoire il a été montré que l'ablation inductible ou l'inhibition pharmacologique de p53
dans les adipocytes matures de souris restaure le brunissement induit par le froid et augmente
la dépense énergétique et la sensibilité a l'insuline (Figure 23) [141,291]. Il est également
impliqué dans le basculement entre le phénotype des macrophages et donc l'inflammation liée
a l'obésité (Figure 23). En effet, I'extinction de p16™“4a contribue a la polarisation des

macrophages associés au TA en induisant un passage des macrophages M1 vers M2 [292].

Un équilibre entre adipogenése et Un réle dans l'activité oxydative et le
sénescence brunissement du tissu adipeux
Adipocyte Blanc Adipocyte Beige
———p . \

Un réle dans la sensibilité a l'insuline des Un réle dans l'inflammation du tissu
adipocytes et le stockage des lipides adipeux

Figure 23. Réles de Cdkn2a dans le TA

Une revue détaillée concernant le role de CdknZ2a dans le TA est disponible en annexe
[273].
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Objectifs de la these

Compte tenu de l'implication des polymorphismes du locus CDKNZ2A dans le
développement de maladies métaboliques tel que le DT2, la mise en évidence du rdle de
CdknZ2a dans la régulation de 'homéostasie énergétique prend toute son importance.

|. Premiére partie : modéele murin

En effet, des données du laboratoire publiées ont montré que la délétion globale de
CdknZ2a protége les souris contre 'obésité induite par un régime riche en graisses en induisant
un brunissement du TAB inguinal [141]. Afin de déterminer si ces modifications métaboliques
sont liées a un effet direct de la délétion de CdknZ2a dans I'adipocyte mature, mes travaux de
these poursuivent deux objectifs principaux :

1. Etablir si le brunissement observé dans la délétion globale de Cdkn2a est di & un

phénomeéne de transdifférenciation de I'adipocyte mature.

2. Deéchiffrer les mécanismes meétaboliques et voies de signalisations controlées par

CdknZ2a dans I'adipocyte mature.

[I. Deuxiéme partie : hiPSC-BAP

De plus, des données additionnelles du laboratoire ont montré que les niveaux
d’expression dUCP1 sont augmentés dans les cellules souches pluripotentes induites
humaines de type brun (hiPSC-BAPs) différenciées délétées en CDKN2A. Ces cellules ont le
potentiel de se différencier en n'importe quel type de cellule, ce qui en fait un outil pertinent a
des fins thérapeutiques telles que les thérapies cellulaires. Cependant, le faible potentiel de
différenciation des adipocytes brun/beige dans les cultures 2D représente une forte limitation
pour une utilisation clinique. Ces données suggérent que la modulation de I'expression de
CDKNZ2A dans les hiPSC-BAPs pourrait présenter des effets métaboliques de potentialisation
de brunissement et donc pourrait représenter un modele pertinent dans le traitement de
'obésité et ses comorbidités.

Dans le but de déchiffrer la signature moléculaire induite par la délétion de CDKN2A
lors de la différenciation adipogénique dans les hiPSC-BAPs en culture 3D, nous avons dans
un premier temps étudié les voies de signalisations modulées par une approche
transcriptomique globale, puis dans un second temps nous avons analysé le kinome de ces

cellules.
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Matériel et méthodes

|. Expérimentation animale

Les expériences sont réalisées sur des souris males de méme portée, de génotype
Cdkn2a** et Cdkn2a??’- de fond génétique C57BI/6J dgées de 5 a 7 mois. Les animaux sont
hébergés dans des cages par 5 animaux dans une animalerie ou le rythme circadien est réglé
sur une alternance de phases de luminosité de 12h et d’'obscurité de 12h avec une température
contrélée de 23°C. Les expérimentations animales ont été approuvées par le comité d’éthique
et le Ministére de I'Education Nationale, de 'Enseignement Secondaire et de la Recherche, et
en accord avec les regles d’éthiques européennes (dossier Apafis#2915-2015113009231025
v4).

A. Génération des lignées transgéniques

Les souris Cdkn2a?d" ont été générées aprés croisement des souris AdipoQCre
provenant de chez Jax Laboratory (souris exprimant la cre-recombinase sous le contrdle du
promoteur de I'’Adiponectine) avec des souris dont le géne CdknZ2a est flanqué de sites LoxP
(Cdkn2a™) provenant de chez EUCOMM. Ces souris sont hétérozygotes pour le transgéne
AdipoQCre et homozygotes pour CdknZa. Les souris Tomato ont été obtenues de Jax
Laboratory, et possédent le géne codant la tomato, dont I'expression est bloquée par une
cassette stop flanquée de sites LoxP. Ces souris ont été croisées avec les souris AdipoQCre.
Les génotypes d’intérét ont été obtenus aprés génotypage par PCR.

B. Génotypage des lignées de souris

L’ADN des souris est extrait d’échantillons de queues digérés sous agitation a 55°C sur
la nuit avec 100 pyL de tampon de lyse Direct PCR (102-T, Viagen) supplémentés avec 1 uL
de protéinase K (A4392, PanReac). La réaction est stoppée par une incubation a 85°C pendant
40 min. La PCR est réalisée avec 1 yL d’ADN, 10 yL de Hot Start Phire Green 2X (F126,
Thermo Scientific) et les différents amorces (voir tableaux), la réaction est complétée avec de
I'eau pure jusqu’a 20 pL.
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Génotypage Séquence (5'-3') Concentration [Volume par réaction
ACG GACAGA AGCATT TTC CA
AdipoQCre GGA TGT GCCATG TGA GTCTG 20 UM 0,30l
CTA GGC CACAGA ATT GAA AGA TCT
GTA GGT GGA AAT TCT AGCATCATCC
TCGTGGTATCGTTATGCGCC

Cdkn2aFlox |[AGAGTGGATGGGGATTCAGG 10uM 1uL
CGGGAGCATAGACACACAGC
AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA
CCGAAAATCTGTGGGAAGTC
Tomato 20 uM 0,3uL
GGCATTAAAGCAGCGTATCC

CTGTTCCTGTACGGCATGG

Tableau 2. Liste des amorces de génotypage.

C. Régime alimentaire

Les régimes alimentaires Chow Diet (CD régime RM1, Special Diets Services), High Fat
Diet (HFD, 60% d’acides gras, 30% de glucides et 10 % de protéines, Research Diet,
D12492i)) et I'eau sont disponibles ad libitum. Dans le but d’évaluer le développement de
'obésité des souris et du phénotype diabétique, une mesure du poids des animaux a été
réalisée de fagon hebdomadaire durant les 12 semaines de régime ainsi que des tests
meétaboliques une fois par mois avec au moins 1 semaine d’intervalle entre chaque

expérimentation.

D. Test de tolérance a l'insuline (ITT)

Les souris sont mises a jeun pendant 5 heures. Une solution d’insuline (0,75U
d’insuline/Kg de souris) est injectée par voie intra péritonéale. La glycémie des souris est
mesurée sur une goutte de sang aprés incision sur la queue a I'aide d’'un glucométre (Accu-
Check, Roche) a difféerents temps avant et 15, 30, 45, 60, 90 et 120 minutes aprés injection

d’insuline.

E. Test de tolérance au glucose (IPGTT)

Afin de tester la capacité de nos souris a répondre correctement au glucose, les souris
sont mises a jeun pendant 16 heures. Une solution de glucose (2g/Kg de souris) est injectée
en intra péritonéale. Le glucose (G8769, Sigma) est préalablement dilué a 200 mg/mL dans
du NaCl 0,09%. La glycémie de ces souris est mesurée sur une goutte de sang aprés incision
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sur la queue a l'aide d’un glucométre Accucheck Performa a différents temps avant et 15, 30,

45, 60, 90, 120 et 150 minutes apres injection de glucose.

F. Dosage sanguin de l'insuline

Au cours de I'IlPGTT, le sang provenant de la queue est prélevé avant et 30 minutes
aprés injection du glucose, centrifugé 20 minutes a 4500 rpm a 4°C pour récupérer le sérum.
Le sérum est conservé a -80°C jusqu’a utilisation pour doser la sécrétion d’insuline par ELISA
(Mouse Insulin Kit Mercodia) est utilisé pour doser l'insuline sur 10 pyl de sérum selon le
protocole du fabricant.

G. Calorimétrie indirecte.

Les expériences réalisées avec les cages meétaboliques ont été effectuées au sein de
I'animalerie EOPS du pdle recherche de la Faculté de Médecine de Lille. Les souris Cdkn2a®®-
I et Cdkn2a?®*"* ont eu un temps d’acclimatation de 2 jours dans des cages TSE Systems
Phenomaster. La calorimétrie indirecte a été déterminée sur une période de 5 jours, durant
lesquels toutes les 15 minutes les données suivantes ont été enregistrées : consommation
d'eau, de nourriture, d'activité ambulatoire (axes X et Z) et échange gazeux (O2 et CO2). Les
animaux ont été pesés avant et aprés I'expérience. Les dépenses en vO2, vCO2 et énergie
ont été calculées conformément aux directives du fabricant (logiciel PhenoMaster, TSE
Systems). Le taux d'échange respiratoire (RER) a été estimé en calculant le rapport vCO2 /
vO2. Les valeurs ont été ajustées en fonction du poids corporel a la puissance de 0,75 (kg -
0,75). La dépense énergétique a été analysée aprés normalisation en fonction du poids
corporel. De plus, l'ingestion de nourriture et d’eau ont été déterminés en continu a l'aide de
capteurs de pesage fixés au sommet de la cage, a partir desquels les récipients pour aliments

et 'eau avaient été suspendus dans I'environnement de la cage métabolique.

H. Sacrifice et prélevement des organes

Aprés les 12 semaines de régime ainsi que la réalisation de I'ensemble des tests
métaboliques, les animaux ont été sacrifiés. Avant le sacrifice les animaux sont pesés puis mis
a jeun sur la nuit. Avant le début du sacrifice le poids, la glycémie et les corps cétoniques des
animaux sont mesurés. Les animaux sont anesthésiés par linjection d’une solution de

kétamine (100mg/kg de poids corporelle) /xylazine (10mg/kg de poids corporelle) afin de
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permettre de récupérer le sang en intra cardiaque pour le dosage des adipokines.
Immédiatement apres le sacrifice, les différents tissus : iIWAT, eWAT, pancréas, foie, cceur,
muscle gastrocnémien et BAT ont été prélevés. Chaque tissu a été en partie fixé dans de la
PAF (4%) pour une analyse histologique et en partie congelé dans de l'azote liquide et
conservé a -80°C.

[.  Immunohistochimie

Les tissus prélevés sur des souris sont fixés dans une solution de paraformaldéhyde
(PAF) a 4%. Une déshydratation des tissus est ensuite réalisée dans un bain d’éthanol a 70%
puis les tissus sont envoyés au service d’histologie de la Faculté de Médecine de Lille pour
étre inclus en bloc de paraffine. Les blocs sont ensuite coupés en sections de 5 ym qui sont
déposées sur des lames Superfrost. Pour la quantification de la taille et du nombre
d’adipocytes, une coloration a I'hématoxyline et I'éosine (H&E) a été réalisée apres
déparaffinage des lames. Apreés déshydratation et montage des lamelles, les lames sont
observées au microscope optique automatisé (Zeiss Axio scan. Z1) et les images sont
analysées a l'aide du logiciel ImageJ64® a l'aide d’'une macro ImageJ développée en
collaboration avec le plateau d’imagerie cellulaire du péle recherche de la Faculté de Médecine
de Lille (BICeL), permettant la quantification automatique du nombre et de la taille des

adipocytes.

J.  Extraction ARN et RT-gPCR

Les tissus adipeux ont été disséqués immédiatement aprés le sacrifice des souris et
rapidement transférés dans I'azote liquide. Les ARNSs issus des tissus de souris sont extraits
grace aux colonnes RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen) selon les recommandations du
fabricant puis dosés au Nanophotometer®. Pour la rétro-transcription (RT), 500 ng d’ARN sont
utilisés avec un mélange composé de Transcriptor Universal Reaction buffer et Transcriptor
Universal Reverse Transcriptase (Roche). Les échantillons sont ensuite incubés selon les
recommandations du fabricant : 5 minutes a 25°C, 10 minutes a 55°C et 5 minutes a 55°C.
Concernant la réaction de PCR quantitative (QPCR), un mélange composé de 0,5 pL
d’amorces sens et antisens ciblant les génes d’intérét (Tableau 1) d’'une concentration de
10uM, 7,5 pL de SYBrmix 2X (Roche), 2 uL d’H20 et 5 uL d’ADNc dilué au 1/10™e est préparé.
L’expression relative des ARNm des génes d’intérét est calculée par la méthode du delta-delta
Ct (« cycle threshold »), en comparant le cycle seuil du géne d’intérét a celui du géne de
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ménage qui est ici la cyclophiline. Les Ct sont obtenus sur un appareil Roche LightCycler®
480 I1.

Nom de la | Séquence sens Séquence anti-sens

séquence

P16 TTGGCCCAAGAGCGGGGACA GCGGGCTGAGGCCGGATTTA
P19 GAGCATGGGTCGCAGGTTCTTGG GCTACGTGAACGTTGCCCATCA

Tableau 3. Liste des amorces sens et antisens utilisées pour q-PCR.

K. Séquencage a haut débit de ’ARNm des différents dépots de tissu adipeux

Afin de réaliser le séquencage, la qualité des ARN a été vérifiee a 'aide des nanopuces
« RNA 6000 nanochips » et du BioAnalyzer 2100 de chez Agilent. Seul les ARN avec une
qualité suffisante, c’est a dire avec un RIN « RNA integrity Number » supérieur ou égal a 8 ont
étés utilisé pour les librairies (TruSeq stranded mRNA Library Preparation Kit, lllumina) et le
séquencage (HiSeq2500, llumina).

Une moyenne de 54 millions de « Reads » de 75 paires de bases a été générée pour
chaque échantillon. Aprées validation de la qualité des séquences, les « reads » ont été alignés
sur le génome de référence de la souris (mm10) a l'aide de TopHat2. La quantification et
'annotation des « reads » ont été réalisées a l'aide de « Bioconductor Rsubread ». Les
analyses d’expression génique différentielle ont été réalisées a 'aide du logiciel Bioconductor
DESeq2.

[I. Culture cellulaire

A. Modele cellulaire murin de préadipocytes: 3T3-L1

1. Différenciation des cellules 3T3-L1

Les cellules 3T3-L1 sont cultivées dans du milieu Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) contenant 4,5 g/l de glucose, supplémenté avec de la L-glutamine, 10% de sérum de
veau foetal et 1% de pénicilline—streptomycine a 37 °C dans une atmosphére humidifiée avec
5% de CO2. Elles sont ensemencées dans une plaque 12 puits a une densité de 40 000
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cellules/puits, apres 48h elles sont cultivées avec un cocktail pro-adipogénique contenant 0,5
mM d’isobutylméthylxanthine, 1uM de dexaméthasone et 10 pg/ml d’insuline. Au bout de 48h,
les cellules sont traitées avec le milieu supplémenté avec 10 yg/ml d’insuline, le milieu

supplémenté avec 10 pg/ml d’insuline est changé tous les 2 jours jusqu’a D8.

2. Traitement palmitate

Les cellules 3T3-L1 apres différenciation jusqu’a D8 ont été incubées avec 3mM de
palmitate pendant 48h. A la fin du traitement les cellules ont été stimulées avec +/- d’'insuline
a 100nM pendant 20min a 37°C. Les cellules sont ensuite lysées pour procéder a I'extraction
d’ARN et de protéines.

3. Coloration a I’huile rouge : Oil red O

Afin d’étudier 'accumulation de lipides intracellulaires, les cellules 3T3-L1 différenciées
en adipocytes sont colorées a I'huile rouge. Les cellules sont rincées 2 fois au PBS 1x, puis
fixées dans 4% de PFA pendant 1h a température ambiante. Aprés 2 lavages a I'eau ultra pure
les cellules sont incubées pendant 5 minutes avec 60% d’isopropanol. Les cellules sont ensuite
incubées avec une solution d’Oil Red O (6 volumes d’Oil Red O pour 4 volumes d’eau ultra
pure) (Sigma Aldrich), pendant 30 minutes. Trois lavages a l'eau sont réalisés avant
observation au microscope optique inversé. La quantification de la coloration a I'huile rouge se
fait par I'ajout de 250 pl (plaque 24 puits) -500(plaque 12 puits) d‘isopropanol 100% pendant
10 minutes sous agitation a température ambiante, avant de lire l'absorbance au

spectrophotométre a une longueur d’'onde de 500nm.

4. Transfection de siRNA

Les expériences de siRNA sont réalisées a D4. Avant la transfection, les antibiotiques
sont éliminés par deux ringages au PBS 1x. Les cellules sont ensuite transfectées avec des
siRNA contréles ou dirigés contre Cdkn2a (Dharmacon, Smartpool ON-TARGETplus siRNA,
Horizon Discovery) a une concentration de 25 nM a l'aide du DharmaFECT1 transfection
reagent (Dharmacon T-2001, Horizon Discovery) dans un milieu 3T3-L1 complet summplémenté
avec de l'insuline sans antibiotiques selon les instructions du fabricant. 48H apres la transfection
les cellules sont rincées deux fois avec du PBS 1x et remis dans du milieu complet avec

insuline jusqu’a D8.
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5. Extraction ARN et RT-gPCR

L'ARN total est extrait des cellules en utilisant le kit Nucleospin RNA (740955, Macherey
Nagel) selon les instructions du fabricant. L'ARN est rétrotranscrit avec les réactifs du kit
SuperScript Il (18080044, Invitrogen), des hexaméres aléatoires (10609275, Invitrogen) et
des ANTP (10520651, Thermo scientific). Plus précisément, 500 ng d’ARN sont dans un
premier temps utilisé avec un mix composé d’héxanucléotides Pdn6 et d’'un mix de dNTP a la
concentration de 10mM (Invitrogen), les échantillons sont incubés 5 minutes a 65°C. Dans un
second temps, un mélange composé de First stand buffer 5X, H20, DTT 0,1M et Super script
[l (18080044, Invitrogen) est ajouté. Les échantillons sont ensuite incubés 5 minutes a 25°C,
puis 60 minutes a 50°C et 15 minutes a 70°C selon les recommandations du fabricant.
L'expression de 'ARNm est quantifiee par gPCR en temps réel a l'aide d'oligonucléotides
spécifiques des génes d’intéréts et le FastStart SYBR Green Master Mix (4913914001,
Roche). Les résultats sont normalisés par I'expression de 'ARNm de la cyclophiline murine.

6. Extraction protéines et dosage

Les adipocytes 3T3-L1 ont été lysés dans un tampon M-PER (78503, Thermo fisher
scientific) avec un cocktail d'inhibiteurs de protéase (78437, Thermo fisher scientific) et de
phosphatase. (78428, Thermo fisher scientific). Aprés incubation pendant 20 minutes a 4°C,
le lysat cellulaire est centrifugé a 4500 RPM pendant 20 minutes a 4°C, puis aliquoté avec 15pl
dans différents tubes afin d’éviter les cycles de congélation et décongélation pouvant modifier
I'activité des kinases et placés a -80°C. Les protéines sont quantifiées a I'aide du kit de dosage
de protéines BCA « Pierce BCA protein assay » (Thermofischer, A53225).

7. Western blot

Trente pg de protéines totales sont déposés sur un Gel de SDS (Dodecylsulfate de
sodium) (Biorad) et migrent a un voltage constant de 110V. Aprés migration, le transfert sur
membrane de nitrocellulose s’effectue pendant 1h a 110V. Le blocage des sites non-
spécifiques s’effectue a l'aide d’'une solution de Tris-buffered saline (TBS)-Tween 0,05%
supplémenté avec 5% de BSA (Bovine serum albumin) pendant 1h. Les membranes sont
ensuite incubées a 4°C pendant la nuit avec les anticorps primaires dans du TBS-Tween
0,05% supplémenté avec 5% de BSA (Bovine serum albumin). Aprés 16 heures, les
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membranes sont lavées 3 fois 7 minutes dans une solution de TBS Tween 0,05%, puis
incubées pendant 1h avec les anticorps secondaires couplés a la Horseradish peroxidase
(HRP) diluées dans une solution de TBS-Tween 0,05% supplémenté avec 5% BSA. Aprés 1h,
les membranes sont a nouveau lavées 3 fois 7 minutes avec une solution de TBS-Tween
0,05%. La révélation des bandes luminescentes est réalisée a I'aide du kit « Pierce ECL
Western blotting substrate » ou « Supersignal West DURA extended duration subtrate »
(Thermofischer) a l'aide du Chemidox Xrs+ (Biorad). L’intensité du signal des bandes

observées est mesurée a I'aide du logiciel ImageJ.

8. Pamgene

Les kinases sont une famille de protéines jouant un role essentiel dans la transduction
du signal qui sous-tend de nombreux processus cellulaires. Le test de kinase fonctionnelle de
PamGene est basé sur la détection I'activité de la protéine kinase directement dans les lysats
cellulaires et tissulaires, en mesurant la phosphorylation des peptides par les protéines
kinases.

La technologie de PamGene utilise des puces et des réactifs a base de phosphotyrosine
kinase (PTK) ou de sérine-thréonine kinase (STK). La PamChip contient 4 puces peptidiques
identiques, chaque puce contenant 144 (STK) ou 196 (PTK) séquences peptidiques de 13
acides aminés. Les peptides hébergent des sites de phosphorylation dérivés de la littérature
ou des prédictions informatiques et sont corrélés avec une ou plusieurs kinases en amont. Des
anticorps anti-phospho marqués par fluorescence sont utilisés pour détecter Il'activité de
phosphorylation des kinases présentes dans I'échantillon. L'échantillon composé de protéines
et d'anticorps marqués est distribué sur la PamChip, qui est placée dans la PamStation. Une
fois a l'intérieur de l'instrument, I'échantillon est incubé a une température prédéterminée.
Pendant l'incubation, I'échantillon est pompé dans les deux sens a travers le matériau poreux
pour maximiser la cinétique de liaison et minimiser le temps de dosage. Les temps de réaction
sont généralement de quelques minutes a une heure. Lors du mouillage, le matériau de
surface des puces a ADN PamChip devient translucide, facilitant I'imagerie a l'aide d'un
systéme d'imagerie a LED. La ou les kinases présentes dans I'échantillon phosphorylent
activement les substrats sur la PamChip, en présence d'ATP. Un anticorps PY20 conjugué au
FITC, présent dans le mélange réactionnel, est utilisé pour détecter la Tyr phosphorylée afin
de quantifier le signal de phosphorylation. Des images sont prises toutes les 5 minutes pour
générer des données cinétiques en temps réel. Un mélange d'anticorps est utilisé pour
détecter le Ser/Thr phosphorylé, et un 2e anticorps conjugué au FITC est utilisé dans un
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mélange de détection pour quantifier le signal de phosphorylation. L’analyse des données

s’effectue via le logicile BioNavigator fourni par PamGene.

9. Glucose uptake (sigma MAK0O83)

Les préadipocytes 3T3-L1 ont été ensemencés a 1500 cellules/puits dans une plaque
96 puits, les cellules ont été difféerenciées comme décrit ci-dessus et une partie a été traitées
avec du palmitate pendant 48 h. Les cellules sont lavées 2x avec du PBS 1x, puis sont laissée
durant la nuit dans du milieu 3T3L-1 sans sérum. Les cellules sont ensuite lavées 3x avec du
PBS 1x, puis en « starvation » pendant 40 min avec 100yl de KRPH (20mM HEPES, 5mM
KH2PO4, 1mM MgS04, 1mM CaCl2, 136mM NacCl, 4,7 mM KCI et ph 7,4) buffer avec 2% de
BSA. Les cellules sont ensuite stimulées avec 1uM d’insuline pendant 20min, suivi d’une
stimulation de 10mM de 2-DG6P pendant 20 min. Les cellules sont ensuite lavées 3x avec du
PBS 1x et lyser avec 80ul d’extraction buffer et congeler/décongeler grace a un bain d’éthanol
et de neige carbonique. Les échantillons sont chauffés a 85°C pendant 40 min puis refroidit
sur glace pendant 5 minutes. La réaction est neutralisé par I'ajout de 10yl de tampon de
neutralisation, afin d’enlever le matériel insoluble les échantillons sont rapidement centrifugés
a 13000g.

10. Mesure des taux de consommation d’oxygéne (OCR) et d’acidification extracellulaire

(ECAR) par Seahorse

Les préadipocytes 3T3-L1 ont été ensemencés a 50 000 cellules/puits dans une
microplaque XFe24 recouverte de 2 % de gélatine, les cellules ont été différenciées comme
décrit ci-dessus et traitées avec du palmitate pendant 48 h. Les cellules ont été lavées deux
fois et le milieu a été remplacé par du milieu XF Assay contenant 4,5 g/L de glucose, 4,0 mM
de glutamine et 1,0 mM de pyruvate de sodium (ajuster le pH a 7,35 £ 0,05 en utilisant 1 mol/L
de NaOH). Les plaques ont été placées dans un incubateur a 37°C sans CO2 pendant une
heure avant le dosage. Les mesures OCR et ECAR ont été effectuées a I'aide de I'analyseur
Seahorse Biosciences XFe. Toutes les expériences ont été réalisées a 37°C. Aprés la mesure
de la respiration basale, glucose (20mM) l'cligomycine (1,0 uM), le FCCP (1,0 uM), la
roténone/antimycine A (0,5 pyM/0,5 uM) ont été ajoutés séquentiellement pour mesurer la
production d'ATP, la respiration maximale et la respiration non mitochondriale (RMN),

respectivement. Le taux d'acidification extracellulaire a été déterminé en surveillant la fonction
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glycolytique et exprimé en mpH/min. Ces paramétres respiratoires de la fonction

mitochondriale ont été calculés comme décrit par le fournisseur.

B. Modele cellulaire humain : hiPSC-BAP

Les hiPSC-BAP, dérivés de la lignée hiPSC NOK6 comme décrit précédemment [293]
ont été cultivés dans des conditions de culture tissulaire standard a 37 ° C avec 5% de CO2.
Le milieu de croissance est du DMEM a faible teneur en glucose additionné de L-glutamine (2
mM), pénicilline-streptomycine 5 000 Ul/mI-5 000 g/ml (Pen/Strep), 10 % de FBS et 2,5 ng/ml
de FGF2.

1. Formation de sphéroides et différenciation en adiposheres de type brun

Pour générer des sphéroides, une suspension de hiPSC-BAP a 0,5 ~ 1x 106 cellules /
ml a été préparée dans un milieu de croissance et 1 ml de la suspension cellulaire a été
ensemenceé dans un puits de 24 puits Ultra-Low Attachment (ULA) plaque (Corning 3473). La
plaque a été maintenue pendant 3 jours pour générer des sphéroides. Ensuite, pour
différencier les sphéroides, le milieu de croissance a été remplacé par un milieu de
différenciation composé d'EBM-2 (Lonza) additionné de 0,1% FCS, IBMX (0,5 mM),
dexaméthasone (0,25 uM), T3 (0,2 nM), insuline (170 nM ), rosiglitazone (1 uM), SB431542 (5
MM) et cocktail EGM-2 (Lonza, CC-3121) comprenant de I'acide ascorbique, de
I'nydrocortisone et de 'EGF. L'IBMX et la dexaméthasone ont été utilisés que pendant les 3
premiers jours de différenciation. SB431542 et EGF ont été retirés aprés les 9 premiers jours
de différenciation. Les sphéroides ont été maintenus dans un milieu de différenciation jusqu'a

20 a 30 jours, le milieu étant changé une fois par semaine.

2. Transfection siRNA

Les hiPSC-BAP ont été cultivés dans des conditions de croissance normale jusqu'a ce
qu'ils atteignent la confluence (généralement 37 °C et 5 % de CO2). 5 x 105 cellules ont été
étalées par puits d'une plaque ULA 24 puits dans 400 ul d'EBM contenant 0,5 % de sérum et
des antibiotiques. 750 ng d'ARNsi (Human CDKNZ2A siRNASMART pool, GEHealth Bio-
Sciences, Rosersberg, Suéde) ont été dilués dans 100 yl de milieu de transfection d'ARNSsi
contenant 60 % de DMEM a faible teneur en glucose, 40 % de MCDB-201, 1 x ITS,
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dexaméthasone (10-9 M), acide ascorbique de sodium (100 mM) qui a donné une
concentration finale en siARN de 100 nM. Six pl de réactif de transfection HiPerFect (Qiagen,
France) ont été ajoutés au siARN dilué et mélangés par pipetage. Les mélanges ont été
incubés pendant 5 a 10 min a température ambiante (15 a 25 ° C) pour permettre la formation
de complexes de transfection. Les complexes ont été ajoutés goutte a goutte sur les cellules.
Les cellules et les complexes de transfection ont été soigneusement mélangés délicatement
par pipetage. Les cellules ont ensuite été maintenues dans des conditions pour former des
sphéroides et induites a se différencier comme décrit précédemment.

3. Extraction ARN et séquencage a haut débit de 'ARNm

L'ARN total a été extrait des hiPSC-BAPs 3D a JO et J10 de différenciation a l'aide du
réactif TRIzolITM (Sigma). La qualité des ARN a été vérifiee avec des nanopuces d'ARN 6000
sur le bioanalyseur agilent 2100. L'ARN purifié (200 ng) a été utilisé pour la préparation de la
bibliotheque. En bref, les bibliothéques d'ARN ont été préparées a l'aide du kit de préparation
de bibliothéque d’ARNm TruSeq Stranded (lllumina, San Diego, CA, Etats-Unis) en suivant les
instructions du fabricant. Les bibliothéques ont été séquencées sur le systéme NextSeq
(Illumina), en utilisant un protocole apparié 2x75 bp. Trois répétitions biologiques par condition
ont été séquencées. Le numéro d'accés GEO pour les données de séquencage est
GSE223241.

4. Extraction des protéines et PamGene

Les sphéroides a JO et J10 ont été rincés avec du PBS et lysés dans un tampon d'arrét
contenant 50 mM d'Hepes, pH 7,2, 150 mM de NaCl, 10 mM d'EDTA, 10 mM de Na,P,0,, 2
mM de Na3VO4 et 1% de Triton X-100 additionné de Protease Inhibitor Cocktail (Roche).
L'activité des tyrosine (PTK) et sérine/thréonine kinases (STK) a été étudiée comme décrit
dans le paragraphe 1.A.8.
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[ll. Analyses bioinformatiques

A. RNA-seq

Pour le séquencage de I'ARN, le démultiplexage des données de séquence a été
effectué a l'aide du logiciel de conversion bcl2fastq (lllumina; bcl2fastq v2.19.1). Le
découpage des séquences d'adaptateurs a été effectué a I'aide du logiciel cutadapt (version
1.7.1). Le contrdle de la qualité des lectures a été évalué a l'aide de FastQC (v0.11.5). Par la
suite, les lectures de séquences des fichiers FASTQ ont été alignées sur le génome humain
GRCh38, téléchargé depuis Ensembl 108. L'alignement a été effectué a l'aide de I'aligneur
STAR (version 2.5.2b). Plus de 19 millions de lectures PE-reads de 75 paires de bases ont été
geénérées par échantillon. Les décomptes normalisés des différents génes et isoformes ont été
effectués a 'aide de RSEM (v1.2.31) en utilisant un GTF d'Ensembl 108. Enfin, I'expression
différentielle a été effectuée a l'aide de R version 3.6.3 et du package DESeq2 v1.24.0. Une
valeur p ajustée < 0,05, Log2FC>1 et LogFC<-1 ont été deéfinis comme seuil. Nous avons
ensuite effectué une analyse des voies a I'aide de la fonction d'analyse de base de I'analyse
Ingenuity Pathway (IPA) (Qiagen) et I'analyse de l'enrichissement de I'ensemble de génes
(GSEA) a été effectuée a l'aide de la version 4.3.2 du logiciel GSEA (GSEA;
http://software.broadinstitute. org/gsea/). Toutes les données GSEA présentées ont une valeur
p <0,05.

B. PamGene

La mesure des données PamGene, I'acquisition d'images et |'analyse des données ont été
effectuées conformément aux instructions du fabricant. Les données et I'analyse des kinases
en amont ont été réalisées a l'aide du logiciel Bionavigator v.6.3.67.0 développé par PamGene.
Les peptides et les kinases avec une valeur p ajustée <0, 05, LogFC> 1 et LogFC <-1 ont été

définis comme seuil.
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IV. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant un test t de Student (avec la
correction Mann Whitney), un test ANOVA bilatéral a I'aide du logiciel GraphPad Prism 9.0 en
fonction des expérimentations. L'’ensemble des données est présenté en moyenne + SEM
(erreur type de la moyenne). Les différences sont considérées comme significatives pour une
p<0,05 (*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001).
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Résultats

Partie | : étude de l'extinction de Cdkn2a dans

I‘adipocyte mature dans un modele de souris
Cdkn2a3d"
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[. Validation du modéle d’étude

A. Modele AdipoQCre Tomato

AdipoQCre
Tomato

+/+ Tomato

Figure 24. Validation du modéle AdipoQCre Tomato.

A : Immunofluorescence de coupes de BAT de souris AdipoQCre Tomato et +/+ Tomato sous CD, montrant les noyaux (DAPI,
bleue) et la Tomato (rouge). B : Immunofluorescence de coupes d’eWAT de souris AdipoQCre Tomato et +/+ Tomato sous
CD, montrant les noyaux (DAPI, bleue) et la Tomato (rouge). C : Immunofluorescence de coupes d’iWAT de souris AdipoQCre
Tomato et +/+ Tomato sous CD, montrant les noyaux (DAPI, bleue) et la Tomato (rouge). D : Immunofiuorescence de coupes
de foie de souris AdipoQCre Tomato et +/+ Tomato sous CD, montrant les noyaux (DAPI, bleue) et la Tomato (rouge).

Dans un premier temps, afin de valider notre modele de recombinaison homologue un
modéle de souris AdipoQCre Tomato a été développé. Lorsque la Cre sous le contrble du
promoteur de I'adiponectine est exprimée on observe la fluorescence en rouge de I'adipocyte
suite a l'activation de la cassette Tomato permettant ainsi de valider I'expression de la Cre
recombinase dans notre modéle (Figure 24). Comme nous pouvons observer dans la figure
ci-dessus (Figure 24), I'expression de la tomato est détectable dans nos 3 dépéts de tissus
adipeux (de gauche a droite : BAT, eWAT iWAT) dans notre modele AdipoQCre Tomato mais
aucune fluorescence rouge n’est observée dans le foie qui constitue un contréle négatif. De
plus, nous constatons que dans notre modéle n’exprimant pas I'AdipoQCre, aucune
recombinaison n’a eu lieu car nous n’observons pas de fluorescence rouge. Ces données nous
permettent ainsi de valider notre modéle de recombinaison homologue et la spécificité de la

Cre recombinase.

B. Diminution de I’'expression de '’ARNm de p16 et p19

En plus de la validation de la recombinaison de la Cre recombinase, nous avons étudié
le niveau d’expression de 'ARNm, gréace a la technique de RT-qPCR, des deux protéines
codées par le géne Cdkn2a dans 3 dépbts de tissu adipeux (BAT, eWAT iWAT), le foie et le
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muscle chez les animaux soumis a un régime riche en graisse (HFD). Ces deux protéines p16
et p19 ont une expression de leur ARNm réduite dans notre modele de délétion génique
Cdkn2a 2% dans les 3 différents dépodts de tissu adipeux mais pas dans les autres tissus
(Figure 25).
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Figure 25. Diminution de I’expression de ’ARNm des deux protéines codées par Cdkn2a.
A : Expression ARNm de p16 dans I''lWAT, eWAT, BAT et foie des souris Cdkn2a ad-/- et Cdkn2a +/+ sous régime HFD
(n=10/groupes). B : Expression ARNm de p19 dans I'ilWAT, eWAT, BAT et foie des souris Cdkn2a ad-/- et Cdkn2a +/+ sous

régime HFD (n=10/groupes). Les données sont exprimées sous formes de moyenne + SEM, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

Ces données nous ont donc permis de valider la délétion spécifique de CdknZ2a au sein de
I'adipocyte mature dans notre modéle Cdkn2a 2.

[I.  Caractérisation métabolique des animaux sous CD

Toutes les expériences in vivo de gPCR et d’étude histologique décrites dans la suite de
ce manuscrit ont été réalisées en parallele chez des souris en régime normal (CD). Ces souris
ne présentant aucune variation métabolique (poids corporel, métabolisme glucidique, dépense
énergétique, ...), nous avons décidé pour la suite de focaliser sur les souris sous régime riche

en graisse (HFD).

[Il. Caractérisation métaboligue des animaux sous HFD

Dans le but de développer une obésité engendrant le développement d'une
insulinorésistance mimant le développement du DT2 chez 'Homme [294], nous avons utilisé
un régime hyperlipidique hypercaloriques. Les souris contréle (Cdkn2a *'*) et délétées pour
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Cdkn2a adipocytaire (Cdkn2a®®'-) agés de 7-8 semaines ont été soumises a un régime riche
en graisses (60%) durant 12 semaines. Pendant cette période aucune différence de prise de
poids n'a été observée entre les animaux des deux groupes (Figure 26). En revanche une
augmentation du poids au cours du temps sous régime est observée dans les deux groupes,
avec un poids final a 12 semaines dépassant les 40g, montrant I'efficacité du HFD.
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Figure 26. Evolution du poids chez les souris Cdkn2a®®*"* et Cdkn2a®®,
Prise de poids des animaux sous régime riche en graisse (HFD) (n=10/groupes). Les données sont exprimées sous formes
de moyenne + SEM, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

A. Amélioration de la tolérance au glucose chez les souris Cdkn2a®/ aprés un régime HFD

Afin d’établir la capacité de I'animal a métaboliser le glucose, un test de tolérance au
glucose a été réalisé dans nos deux groupes de souris controle (Cdkn2a2*'*) et délétées pour
Cdkn2a adipocytaire (Cdkn2a?®'") suite a un régime riche en graisses de 12 semaines (HFD).
Les souris Cdkn2a®®’- présentent une glycémie significativement diminuée, a partir de 15
minutes et ce jusqu’a 1h aprés l'injection de glucose par voie intrapéritonéale, par rapport aux
souris Cdkn2a?™"* (Figure 27). Nos souris Cdkn2a®®’"- présentent une amélioration de leur

tolérance au glucose sous HFD.

Qu



-o- Cdkn2a2d--

700 - = Cdkn2gad*+
600 - o *kk

500 - *
400 -
300 -
200 -
100 -

0llllll
DN ST I R,

\

Glycémie (mg/dL)

Temps aprés injection de glucose (min)

Figure 27. Amélioration de la tolérance au glucose chez les souris Cdkn2a®®" suite a un régime HFD.

Glycémie des souris Cdkn2a®®" et Cdkn2a®®*"* sous régime HFD a différents temps (0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 et 150 min)
apres injection de glucose, exprimée en mg/dl (n=5/groupes). Les données sont exprimées sous formes de moyenne + SEM,
*0<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

B. Pas de modification de la sensibilité, ni de la sécrétion d’insuline

L’amélioration de la tolérance au glucose chez nos souris Cdkn2a®®’- est corrélée a une
absence d’augmentation du taux d’insuline circulante en réponse au glucose. En effet, nous
avons testé 'insulinémie de nos souris Cdkn2a?®*’* et Cdkn2a?d’- avant et 30 minutes aprés
injection de glucose (Figure 28). Malgré que nous observons une augmentation de
I'insulinémie en réponse a un bolus de glucose (30 min) dans les animaux Cdkn2a?*"* et
Cdkn2a?%', aucune différence significative n’est observable entre nos animaux Cdkn2a2®*'* et
Cdkn2a?®"- que ce soit avant (Omin) ou aprés l'injection de glucose (30min)

Dans le but de déterminer si 'amélioration de la tolérance au glucose chez nos souris
Cdkn2a?%", corrélée a une absence de modification de la sécrétion d’insuline, est due a une
modification de la sensibilité a I'insuline, nous avons donc réalisé un test de tolérance a
l'insuline. Apres injection de I'insuline, nous observons une réponse avec une diminution de la
glycémie, cependant le méme profil glycémique au cours du temps est observable chez nos

souris controles et Cdkn2a2®’- (Figure 28).
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Figure 28. Les souris Cdkn2a®® ne présentent aucun changement de leur profil insulinémique.

A : Taux d’insuline sanguin (ug/L) des souris Cdkn2a®® et Cdkn2a?®** sous régime HFD avant injection de glucose (T0) et
30 minutes apres injection de glucose (T30) (n=5/groupes). B : Glycémie des souris Cdkn2a?®" et Cdkn2a?®"* sous régime
HFD a différents temps ((0, 15, 30, 45, 60, 75, 90 et 120 min) apres injection d’insuline, exprimée en mg/dl (n=5/groupes). Les
données sont exprimées sous formes de moyenne + SEM, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

En conclusion I'amélioration de la tolérance au glucose chez nos animaux Cdkn2a2d-
n’est pas due a une modification de la sécrétion ni de la sensibilité a I'insuline. Donc I'absence
de Cdkn2a dans l'adipocyte mature n’affecte pas les mécanismes modulant I'insuline au
niveau globale.

Nous posons I'hypothése que cette amélioration de la tolérance au glucose corrélée a
une absence de modification de la sécrétion et de la sensibilité de I'insuline au niveau globale
pourrait étre due a une augmentation de la sensibilité de I'insuline au niveau adipocytaire

spécifiquement (voir paragraphe analyse du transcriptome par RNA-seq).

C. Parameétres physiologiques et calorimétrie indirecte

Afin d’étudier si la délétion en CdknZ2a adipocytaire affecte le métabolisme énergétique,
des analyses par calorimétrie indirecte ont été réalisées chez nos souris contréles et souris
Cdkn2a2®-",

L’apport énergétique et la dépense énergétique, qui sont fortement influencés par des
parameétres internes (activité locomotrice, ...) et externes (température ambiante, ...), ont été
analysés a l'aide d'un systeme de calorimétrie indirect TSE System. Les conditions
environnementales sont régulées et parfaitement contrblées par des cages climatiques
spécialement congues. Cette méthode repose sur I'équivalence entre I'énergie consommée
par 'organisme et celle convertie a partir de I'oxydation des nutriments. Il est donc possible

d’utiliser la consommation globale d’oxygéne comme témoin de la dépense énergétique. La
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Prise alimentaire (g)

mesure des échanges gazeux respiratoires (consommation d’oxygene et production de gaz
carbonique) peut étre réalisée en cages métaboliques, dans des conditions ou I'animal pourra
reproduire ses activités quotidiennes.

Les études réalisées ont mis en évidence un certain nombre de différences entre le
groupe contrdle et Cdkn2a®®". Bien que aucune différence dans la prise alimentaire (Figure
29) ou le poids corporel ne soit observée entre les souris Cdkn2a®®** et Cdkn2a2®", on
remarque une dépense énergétique significativement plus élevée chez les souris Cadkn2a2®"
(Figure 29).

L’analyse du RER utilisée pour calculer les débits d’oxydation lipidique (RER =0,7) et
glucidique (RER =1) est basée sur I'hypothése que VO2 et VCO2 mesurées au niveau de la
bouche reflete la consommation d’O2 et la production de CO2 au niveau des tissus. Ainsi, le
RER mesuré au niveau de la bouche équivaudrait au RER cellulaire [295]. Enfin, le RER des
souris Cdkn2a?¥’- présente une tendance a la diminution. En effet, le RER des souris Cdkn2a®*
- présente une pvalue de 0,0559 en phase sombre ce qui semble indiquer une activité plus
importante de I'oxydation lipidiques (Figure 29).
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Figure 29. Les souris Cdkn2a®® présentent une augmentation de la dépense énergétique.

A : Prise alimentaire des souris Cdkn2a®® et Cdkn2a®** (n=4/groupes). B : Dépense énergétique des souris Cdkn2a®® et
Cdkn2a?®** (n=4/groupes). C : Rapport d'échange respiratoire (RER) des souris Cdkn2a?®" et Cdkn2a®®*"* (n=4/groupes). Les

données sont exprimées sous formes de moyenne + SEM, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

Les souris Cdkn2a®d sous HFD présentent donc une balance énergétique négative
(Figure 29).
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D. Conclusion

L’ensemble de ces données métaboliques permet de conclure que l'extinction de
Cdkn2a dans I'adipocyte mature suite a un régime HFD affecte ’homéostasie énergétique,
notamment par I'amélioration de la tolérance au glucose sans modification des parameétres
insulinémiques. De plus, cette amélioration de la tolérance du glucose est corrélée a une
balance énergétique négative qui n’affecte pas le poids corporel mais qui semble étre corrélée
a une augmentation de I'oxydation lipidique.

IV. Hypoléptinémie et hyporésistinémie des souris Cdkn2a2d/" suite a un régime HFD

Le tissu adipeux est un organe endocrine qui a un réle majeur dans la régulation de la
balance énergétique et les complications métaboliques. En effet, parmi les nombreuses
substances sécrétées par le TA, on retrouve, entre autres les adipokines. Il est connu qu’en
réponse a un régime HFD des modifications des sécrétions du TA sont observables et que
celles-ci ont des conséquences significatives sur 'homéostasie glucidique. Nous avons donc
réalisé I'analyse des profils plasmatiques des adipokines par la technologie Luminex®.

Nous avons pu observer une diminution des taux de leptine et de résistine chez les
souris Cdkn2a?d" sous HFD (Figure 30) sans modification des taux d’adiponectine (Figure 30)
suggérant un profil métabolique amélioré.

Effectivement, la leptine est connue pour étre une adipokine pro-inflammatoire qui est
augmenté en corrélation avec la masse de TA et qui a pour conséquence de perturber
I’'homéostasie gluco-lipidique en inhibant les voies de réponse a I'insuline [296]. Concernant la
résistine, les données de la littérature associent cette adipokine a la résistance a I'insuline et
l'inflammation [297].

En conclusion, l'extinction de Cdkn2a dans l'adipocyte mature conduit a une
amelioration des sécrétions du TA suite a un régime HFD, conduisant a un profil métabolique

amélioré.
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Figure 30. Les souris Cdkn2a®@" présentent une hypoleptinémie et un taux réduit de résistine.

A : Taux circulant d’adiponectine des souris Cdkn2a?® et Cdkn2a?®"* sous HFD (n=5/groupes). B : Taux circulant de leptine
des souris Cdkn2a®" et Cdkn2a®** sous HFD (n=5/groupes). C : Taux circulant de résistine des souris Cdkn2a®® et
Cdkn2a?®** sous HFD (n=5/groupes). Les données sont exprimées sous formes de moyenne + SEM, Cdkn2a®®’ et
Cdkn2a?**: *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001; ****p<0,0001.

V. Caractérisation histologique des dépots de tissus adipeux suite a I'extinction de Cdkn2a
dans I"adipocyte mature et a un régime HFD.

A. Poids des tissus adipeux
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Figure 31. Masse des différents dépéts de tissus adipeux des souris Cdkn2a®?’- et Cdkn2a®?*"* 4 12 semaines de HFD.
A : masse en gramme de I'lWAT (n=7/groupes). B : masse en gramme de 'eWAT (n=7/groupes). C : masse en gramme du
BAT (n=7/groupes). D : masse en pourcentage de poids de corps de I'lWAT (n=7/groupes). E : masse en pourcentage de
poids de corps de 'eWAT (n=7/groupes). F : masse en pourcentage de poids de corps du BAT (n=7/groupes). Les données
sont exprimées sous formes de moyenne + SEM, Cdkn2a?®" et Cdkn2a®®**: *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Lors du sacrifice des animaux, les tissus ont été pesés afin de déterminer leur masse.
Comme le montre la figure 31, bien qu’'une tendance a la diminution soit visible, aucune
différence significative de masse de tissus adipeux entre les souris Cdkn2a?*"* et Cdkn2a2%-"
n’est observée (Figure 31). Cette tendance a la diminution est cohérente avec I'’hypoleptinémie

observée chez ces animaux.

B. Hypertrophie de I'eWAT et hypoplasie de I'lWAT des souris Cdkn2a®?”/" suite a un régime

HFD
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Figure 32. Hypertrophie de I’eWAT et hypoplasie de I'lWAT chez les souris Cdkn2a®®" suite a un HFD
A : Quantification de la taille des adipocytes en um dans 'eWAT(n=7/groupes). B : Quantification du nombre d’adipocytes
dans I'eWAT (n=7/groupes). C : Quantification de la taille des adipocytes en um dans I''lWAT (n=7/groupes). D : Quantification
du nombre d’adipocytes dans I''WAT (n=7/groupes). Les données sont exprimées sous formes de moyenne + SEM, *p<0,05
; ¥*p<0,01 ; ***p<0,001.

L’expansion du WAT se fait par I'élargissement des adipocytes préexistants par
accumulation de lipides (hypertrophie) ou par 'augmentation du nombre d’adipocytes par le
recrutement de pré-adipocytes dans le pool de cellules progénitrices résidant dans le tissu
adipeux (hyperplasie). L'hypertrophie des adipocytes est associée a des altérations
métaboliques telles que l'intolérance au glucose et I'hyperinsulinémie chez I'Homme (obeses
et non obéses), qui augmentent le risque de développer un DT2 indépendamment de la masse
grasse totale [298]. L'équilibre entre les tissus adipeux hyperplasiques et hypertrophiques est
dicté par des modifications du métabolisme des adipocytes, notamment la lipogenese, le

catabolisme des lipides et I'adipogenése.
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Afin de déterminer si et comment l'extinction de Cdkn2a affecte I'expansion des
différents tissu adipeux lors d’une alimentation riche en graisse, nous avons analysé la taille
des adipocytes dans 'eWAT et I''WAT des souris controles et Cdkn2a?®’- grace a des coupes
de paraffine colorée en H&E. Les souris Cdkn2a?®’- présentent une augmentation significative
de la taille des adipocytes dans 'eWAT (Figure 32 A) et une diminution du nombre d’adipocytes

dans INWAT (Figure 32 D) par rapport aux souris controles Cdkn2a®3*"*.

Le tissu adipeux blanc étant composé, d’adipocytes blancs (dont la gouttelette lipidique
peut contenir des contenus variables de triglycérides), de fibroblastes, de macrophages, de
cellules sanguines et endothéliales et de préadipocytes, I'absence de changement significatif
de masse des dépdts de tissus adipeux associée a I'hypertrophie de 'eWAT et I'hypoplasie de
'\WAT peut étre expliquée par des changements dans la composition de celui-ci (Figure 33).
Etant donné que I'extinction de CdknZ2a pourrait moduler le niveau d’inflammation dans ces

tissus, il serait donc intéressant de caractériser les autres composants cellulaires de ces

dépbts.
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Figure 33. L’extinction spécifique du géne Cdkn2a dans I'adipocyte mature semble diminuer I'inflammation dans

I'eWAT.

Images de microscopie représentatives de sections incluses en paraffine avec une coloration a I'hématoxyline et a I'éosine
(H&E) dans eWAT et iWAT chez des souris Cdkn2a®® et Cdkn2a?®"* nourries avec HFD.

C. Conclusion

L’ensemble de ces données suggere que l'extinction de Cdkn2a dans l'adipocyte
mature suite a un régime HFD modifie la cellularité du WAT montrant une hyperplasie dans
'eWAT et une hypoplasie dans I''WAT.
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VI. Caractérisation transcriptomique des dépots de tissus adipeux suite a I'extinction de
Cdkn2a dans I'adipocyte mature et a un régime HFD.

Afin d’établir les voies modulées par Cdkn2a dans l'adipocyte, une analyse du
transcriptome par séquengage de seconde génération NGS (illumina) des 3 différents dépbts
de tissus adipeux a été effectuée a la suite des différentes caractérisation métaboliques de
notre modéle Cdkn2a2-"-.

L'analyse transcriptomique a révélé 3555 génes exprimés de maniére significativement
différentielle dans 'eWAT (3444 régulés a la hausse et 111 régulés a la baisse), 496 dans le
BAT et 11 dans I'i'WAT (Figure 34). Aucune variation significative n’est observable dans I'lWAT,
c’est pourquoi nous n’avons pas poursuivi I'étude de ce dépdt. Concernant 'eWAT et le BAT,

les données ont étaient analysées via le logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Qiagen).
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Figure 34. Volcano-plots de I’analyse transcriptomique des dépéts de TA des souris Cdkn2a®®-",

A : Volcano-plot de I'analyse transcriptomique des souris Cdkn2a®® dans 'eWAT (n=5/groupes). B : Volcano-plot de I'analyse
transcriptomique des souris Cdkn2a@" dans le BAT (n=5/groupes). C : Volcano-plot de I'analyse transcriptomique des souris
Cdkn2a?®" dans I''WAT (n=5/groupes). En gris : les génes avec une pvalue ajustée de Padj>0,05, en noir : les génes avec
une pvalue ajustée de Padj<0,05 et >-1Log2FC<1, en vert : les genes avec une pvalue ajustée de Padj<0,05 et Log2FC>1 et
en rouge : les génes avec une pvalue ajustée de Padj<0,05 et Log2FC<-1.
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L’analyse des données transcriptomiques issues du BAT ont mis principalement en
avant une diminution de la voie de la réponse inflammatoire (Figure 35), effectivement dans
les voies principalement diminuées, on peut retrouver la voie de signalisation d'extravasation
leucocytaire, de signalisation des récepteurs des cellules B. Une caractéristique de I'obésité
est une inflammation de bas grade, probablement originaire de I'expansion du tissu adipeux
par hypertrophie. Cela implique l'attraction chimiotactique des cellules du systeme immunitaire
inné dans le tissu adipeux illustré par l'infiltration de cellules immunitaires, y compris les
macrophages, les lymphocytes et les leucocytes [299]. A ce moment, les cellules immunitaires
pro-inflammatoires surpassent les cellules anti-inflammatoires [90]. Les cytokines pro-
inflammatoires libérées par les cellules immunitaires activées et les adipocytes peuvent altérer
la signalisation de l'insuline dans les organes sensibles a l'insuline, favorisant la résistance
systémique a l'insuline, ce qui augmente le risque de développer un diabéte de type 2 (T2D)
[300].

Dans les voies augmentées (Figure 35), on observe une augmentation de I'apoptose
avec notamment la voie de signalisation de I'apoptose et du facteur de nécrose tumorale
inducteur faible de I'apoptose (TWEAK, TNF-like weak inducer of apoptosis), une cytokine de
la superfamille de la nécrose tumorale (TNF). Cette cytokine est multifonctionnelle, en effet,
plusieurs rdles lui sont attribuée dans la littérature tel que la régulation de la prolifération, la
migration, la différenciation, la survie et la mort cellulaires, ainsi que I'angiogenese et
'inflammation [301]. Mais aussi une augmentation des voies pro-adipogenique (Figure 35)
avec notamment les voies de signalisation des facteurs de transcription (PPAR, LXR/RXR,
PPARa/RXRa), qui sont les maitres régulateurs de 'adipogenése. Il a aussi été démontré que
PPARa/RXRa jouent un réle important dans la régulation de I'expression de I'UCP1 et du
métabolisme lipidique dans les adipocytes bruns [302].

Dans notre modéle, il semble que l'extinction de Cdkn2a dans I'adipocyte mature brun
réduit la réponse inflammatoire suite a un développement d’obésité et active 'apoptose et

I'activité métabolique de ce tissu suggeérant une amélioration de I'état métabolique (Figure 35).
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Figure 35. Profil transcriptomique des souris Cdkn2a*?’- et Cdkn2a®®** dans le BAT.
A : Profil transcriptomique des souris Cdkn2a?®" diminué dans le BAT (n=5/groupes). B : Profil transcriptomique des souris
Cdkn2a?®" augmenté dans le BAT (n=5/groupes).

Les résultats obtenus dans I'eWAT mettent en avant un tonus noradrénergique
augmenté, puisqu’'on peut observer entre autres une activation significative des voies de
signalisations de biosynthése des catécholamines, du systeme endocannabinoides et de
rétroaction de la dopamine-DARPP32 dans la signalisation de 'AMPc (Figure 36). Il est connu
qu'une stimulation chronique par la noradrénaline augmente [l'utilisation de glucose
indépendamment de linsuline par le tissu adipeux blanc [303]. Cette action se fait via
I'activation des récepteurs 3 adrénergique qui agiraient sur les transporteurs du glucose [304].
Nous observons aussi une augmentation du métabolisme des glucides notamment via
I'activation des voies de la dégradation du glycérol et de la glycolyse associée a une meilleure
capture du glucose (Figure 36). Ceci pourrait étre associée a une amélioration de la sensibilité
a l'insuline puisqu’on observe diminution de la voie de de la signalisation p70S6K, avec
notamment la diminution des voies suivantes « regulation of eif4 and p70S6K signaling,
PISK/AKT, EIF2, mTOR signaling » (Figure 36), qui se trouve en aval de la voie de l'insuline.

En effet, I'activation de la signalisation mTORC1/p70S6K engendre une régulation de
la voie PI3K/Akt via la phosphorylation et la dégradation de I' « insulin receptor substrate »
(IRS1), engendrant une résistance a linsuline. Ces voies sont aussi connues pour étre
impliquées dans le contréle de la traduction. Effectivement, le facteur d'initiation de la
traduction eucaryote 4 (elF4) et p70S6K jouent un rdle critique dans la régulation
translationnelle. Plusieurs stimuli, y compris les facteurs de croissance et les cytokines,

régulent le complexe elF4 et p70S6K en initiant une cascade de phosphorylation impliquant
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I'activation séquentielle de PI3K, PDK1, AKT et mTOR conduisant ainsi a une augmentation
de la synthése protéique particulierement impliqué dans la survie cellulaire.

De plus, l'activation de voies de dégradation des triacylglycérols met en avant une
activité oxydative augmentée (Figure 36). De fagon cohérente avec ce que nous observons
dans les coupes histologiques, il semble aussi que la délétion de Cdkn2a engendre une
diminution des voies de l'inflammation, avec notamment NF-kB signaling et STAT3 pathway,

et des voies HGF et VEGF qui sont connues pour étre augmenté en cas de formation de

tumeur.
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Figure 36. Les souris Cdkn2a®®" présentent un profil transcriptomique dans ’eWAT avec des expressions diminuées
pour la voie de régulation eif4 et P7T0S6K et augmentées pour la capture de glucose ainsi que pour sa capacité
A : Profil transcriptomique des souris Cdkn2a®® diminué dans 'eWAT (n=5/groupes). B : Profil transcriptomique des souris
Cdkn2a?®" augmenté dans le eWAT (n=5/groupes).

L’ensemble des résultats obtenus dans 'eWAT semble indiquer que la délétion de
Cdkn2a dans ce tissu engendre une amélioration de I'activité métabolique de I'adipocyte et de
I'utilisation des substrats énergétique ; en particulier, une amélioration de la capture du glucose
et de son métabolisme possiblement associée a une meilleure sensibilité a I'insuline au niveau
de l'adipocyte ainsi qu’'une amélioration de sa capacité oxydative mettant en avant une

prédisposition au brunissement de ce tissu méme si aucun brunissement n’est observable.
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VII.  Etude de I'extinction de Cdkn2a dans un modéle d’adipocyte blanc in vitro : Les 3T3-L1.

Afin de valider les hypothéses issues de I'étude de notre modele murin d’extinction de
Cdkn2a dans I'adipocyte (Cdkn2a®®'"), nous avons décidé d'utiliser un modéle d'adipocytes
blancs largement utilisée in vitro dans I'étude de la biologie des adipocytes, les cellules 3T3-
L1. Les adipocytes différenciés a partir des cellules fibroblastes 3T3-L1 sont un modéle
d'adipocytes blancs largement utilisée in vitro dans I'étude de la biologie des adipocytes. Les
cellules 3T3-L1 ont été isolées et développées a partir de cellules Swiss 3T3 pour leur capacité
a accumuler les lipides. La différenciation de cette lignée cellulaire préadipocytaire en
adipocytes matures est simple et implique un traitement avec un certain nombre d'agents de
pro-différenciation aprés arrét de croissance. Le protocole de différenciation le plus
couramment utilisé dans la littérature utilise une combinaison de 3 agents que sont l'insuline,
la dexaméthasone et I''BMX. De plus, ce modéle a déja été utilisé dans la littérature pour
etudier CdknZ2a [290], ainsi que démontrer les effets des catécholamines (noradrénaline), du
browning (avec notamment I'expression d’'UCP1) et I'étude de la capture du glucose dans les
adipocytes blancs [305].

A. Différenciation des 3T3-L1 en adipocyte mature

Dans un premier temps, afin de valider notre protocole de différenciation nous avons
visualisé et mesuré la présence de triglycérides grace a une coloration a I'huile rouge (Oil Red-
O) (Figure). En effet, cette coloration permet de visualiser et de mesurer par un marquage
rouge les lipides contenus dans les gouttelettes lipidiques des adipocytes. La teneur en lipides
des cellules 3T3-L1 différenciés est largement augmentée par rapport au cellules non
différencié (Figure 37), avec une augmentation d’environs 4 fois. Nous avons aussi étudié les
niveaux d’expression d’ARNm de certains marqueurs de [l'adipocyte mature tel que
I'adiponectine qui est bien augmentée dans nos cellules différenciées.

L’ensemble de ces données, nous permet d’affirmer la validité de notre modele

d’adipocyte mature.
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Figure 37. Validation du protocole de différenciation des cellules 3T3-L1.
A: Morphologie des cellules 3T3-L1 avant et apres différenciation en adipocytes matures. B : Absorbance fold change oil Red-
O. Les données sont exprimées sous formes de moyenne + SEM, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

Puis, nous avons étudié les niveaux d’expression de 'ARNm de p16 (Figure 38), p19
(Figure 38) et de I'adiponectine (Figure 38) au cours de la différenciation. Comme on peut le
voir dans la figure 38, I'expression de p16 et p19 est variable au cours de la différenciation
adipocytaire avec globalement une diminution de I'expression de leur ARNm jusqu’a D8 ce qui
est considéré comme le terme pour obtenir un adipocyte mature. Concernant I'expression de
’ARNmM de I'adiponectine au cours de la différenciation, il commence a étre exprimé a partir
de D4 lorsqu’'on commence a observer I'apparition des premieres gouttelettes lipidiques et
atteint un seuil maximal a D8. Ces analyses nous ont permis de déterminer le meilleur moment
pour réaliser notre siRNA Cdkn2a, afin d’étre dans les conditions les plus proches de celles
de notre modeéle souris Cdkn2a®-. Nous avons donc décider de réaliser notre siRNA a D4 de
différenciation puisque c’est a ce moment que I'adiponectine commence a étre exprimée dans

nos cellules et que I'expression de TARNm de p16 et p19 est aussi visible a D4.
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Figure 38. Expression de Cdkn2a et de I’adiponectine au cours de la différenciation des cellules 3T3-L1.
A : Expression relative ARNm p16. B : Expression relative ARNm p19. C : Expression relative ARNm Adiponectine. Les

données sont exprimées sous formes de moyenne + SEM, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.
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B. Efficacité du siRNA

Nous avons d’abord validé I'efficacité d’extinction de notre géne cible par I'utilisation du
siRNA pendant 24h, 48h et 72h. Nous avons déterminé que I'extinction la plus satisfaisante se
produit aprés 48h d’exposition au siRNA Cdkn2a (Figure 39) avec un taux d’extinction
d’environs 70% de p16 et p19.
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Figure 39. Validation du protocole d’extinction siRNA Cdkn2a a 48h.

A : Expression relative ARNm p16. B : Expression relative ARNm p19. Les données sont exprimées sous formes de moyenne
+ SEM, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

C. Teneur en lipides

L’effet de I'extinction de CdknZ2a sur la teneur en lipides des 3T3-L1 différenciées a été
observé par coloration a I'Oil Red-O des cellules stimulées ou non avec de l'insuline 100nM
comme cela sera utilisé dans les expériences suivantes (capture du glucose).

Les colorations a I'Oil Red-O étaient similaires, en effet aucune différence
d’accumulation des gouttelettes lipidiques n’est observable entre les conditions contréles et
inhibées en CdknZ2a adipocytaire (Figure 40), ce qui suggére que Cdkn2a n’as pas de role

dans 'accumulation lipidique.
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Figure 40. Effet de la délétion de Cdkn2a sur la teneur en triglycérides des cellules 3T3-L1 différenci€es.
A : microscopie cellules siContréle vs siCdkn2a. B : Absorbance fold change oil Red-O. Les données sont exprimées sous
formes de moyenne + SEM, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

D. Etude de la respiration mitochondriale

Afin de mesurer les effets de I'extinction de CdknZ2a sur la respiration mitochondriale, le
taux de consommation d’'oxygene (OCR) et le taux d’acidification extracellulaire (ECAR), qui
représente en grande partie la glycolyse, ont été mesurés grace a la plateforme XF24e de
Seahorse Biosciences. Des cellules 3T3-L1 ont été cultivées et différenciées dans une plaque
seahorse V7. Apres 4 jours de différenciation, nous avons réalisé le siRNA pendant 48h, puis
a 8 jours de différenciation, le milieu de croissance des 3T3L-L1 a été remplacé par du DMEM
fourni par Seahorse pendant 1h a 37°C sans CO2 afin de réaliser une « starvation » et un
équilibre des parameétres de respiration et de pH. Les mesures sont réalisées a 37°C et pH 7
en utilisant des intervalles de 3 minutes. La respiration basale a été mesurée, puis nous
ajoutons 20mM de glucose et ensuite la respiration découplée (en bloquant 'activité de I'ATP
synthase avec l'oligomycine) et maximale (en stimulant le processus de découplage avec le
FCCP) ont été déterminées a l'aide de I'oligomycine (1uM) et du cyanure de carbonyle p-
trifluorométhoxyphénylhydrazone (FCCP, 1uM). La respiration dépendant du complexe | et Ill
est inhibée par I'utilisation de roténone et d'antimycine A (0,5uM) (Figure 41).
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Figure 41. Mito Stress Test Assay Seahorse utilisé pour déterminer la fonction mitochondriale cellulaire.

A : Le profil du test de stress Seahorse XF Cell Mitro illustrait les paramétres clés de la fonction mitochondriale, a savoir la
respiration basale, la production d’ATP, la fuite de protons, la respiration maximale et la capacité respiratoire de réserve. B :
illustration des complexes de la chaine de transport d'électrons et indique la cible d'action pour tous les modulateurs inclus

dans le kit de test de stress Seahorse XF Cell Mito.

Les cellules sicontrol ont montré un profil bioénergétique typique (Figure 42). Le taux
d’OCR diminue aprés l'injection d'oligomycine, ce qui révéle la quantité d'O2 consommée par
la fuite de H+, la synthese d'ATP et d'autres oxydases. L'ajout de I'agent découplant FCCP a
force la capacité respiratoire maximale des cellules. Enfin, le mélange de roténone et
d'antimycine A bloque complétement la consommation mitochondriale d'O2. En revanche, les
cellules siCdknZ2a ont présentent une respiration basale, une capacité respiratoire maximale
et une production d’ATP significativement plus élevée, corrélé avec un ECAR Ilui aussi
significativement augmenté. L'inhibition des complexes respiratoires de la chaine de transport

d'électrons I, Il et V a réussi a réduire la consommation d'O2(Figure 42).
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Figure 42. La respiration mitochondriale est améliorée dans les cellules 3T3-L1 siCdkn2a.

A : Représente les courbes OCR mitochondriales obtenues dans différentes conditions. B : Représente les courbes ECAR
obtenues dans différentes conditions. Les données sont représentées sous forme de moyenne + SEM. +p < 0,05 #+p < 0,01

*#+#p < 0,001 #++#p < 0,0001 versus groupe témoin.
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E. Capture du glucose

Nous avons ensuite étudié I'effet de I'extinction de Cdkn2a sur 'absorption basale de
glucose des adipocytes 3T3-L1 matures. Les résultats montrent une augmentation significative
de l'absorption basale de glucose en I'absence de CdknZ2a par rapport aux témoins. De plus,
dans nos conditions expérimentales, I'extinction de Cdkn2a n'a pas affecté I'absorption de
glucose stimulée par l'insuline (Figure 43). Cette absence de réponse a l'insuline peut étre due
au fait que les cellules présentant I'extinction de CdknZ2a ont atteint le seuil de détection du kit.

Nous pouvons donc pour linstant conclure que I'extinction de Cdkn2a améliore la
capture du glucose sans stimulation a I'insuline 'effet de l'insuline reste encore a déterminer

avec des expériences complémentaires.
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Figure 43. La capture du glucose est améliorée dans les cellules 3T3-L1 siCdkn2a.

A : Les taux d’absorption de 2DG dans les cellules 3T3-L1 différenciés en adipocytes avec une extinction partielle de Cdkn2a
vs Contréles (n = 10 /conditions). B : Les taux d’absorption de 2DG dans les cellules 3T3-L1 différenciés en adipocytes avec
une extinction partielle de Cdkn2a vs Contréles et stimulée a l'insuline (100nM) (n = 10 /conditions) Les données sont
représentées sous forme de moyenne + SEM. »p < 0,05 »#p < 0,01 »+#p < 0,001 »xx#p < 0,0001 versus groupe témoin.

F. Analyse du kinome

Les kinases étant une famille de protéines jouant un réle essentiel dans la transduction
du signal qui sous-tend de nombreux processus cellulaires, et étant donné que les produits de
Cdkn2a p16'NK4a et p19ARF sont des régulateurs clés de I'activité des kinases impliquées dans
la prolifération cellulaire et la sénescence [141], nous avons donc décidé d'étudier le kinome
de ces cellules. Nous avons donc réalisé une analyse globale du kinome via la technologie

Pamgene.
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Le test de kinase fonctionnelle de PamGene est basé sur la détection I'activité de la
protéine kinase directement dans les lysats cellulaires et tissulaires, en mesurant la
phosphorylation des peptides par les protéines kinases.

La technologie de PamGene utilise des puces et des réactifs a base de phosphotyrosine
kinase (PTK) ou de sérine-thréonine kinase (STK). La PamChip contient 4 puces peptidiques
identiques, chaque puce contenant 144 (STK) ou 196 (PTK) séquences peptidiques de 13
acides aminés (Figure 44). Les peptides hébergent des sites de phosphorylation dérivés de la
littérature ou des prédictions informatiques et sont corrélés avec une ou plusieurs kinases en
amont.

Des anticorps anti-phospho marqués par fluorescence sont utilisés pour détecter
I'activité de phosphorylation des kinases présentes dans I'échantillon. L'échantillon composé
de protéines et d'anticorps marqués est distribué sur la PamChip, qui est placée dans la
PamStation. Une fois a l'intérieur de l'instrument, I'échantillon est incubé a une température
prédéterminée. Pendant l'incubation, I'échantillon est pompé dans les deux sens a travers le
matériau poreux pour maximiser la cinétique de liaison et minimiser le temps de dosage. Les
temps de réaction sont généralement de quelques minutes a une heure. Lors du mouillage, le
matériau de surface des puces a ADN PamChip devient translucide, facilitant I'imagerie a I'aide
d'un systéme d'imagerie a LED (Figure 44).

La ou les kinases présentes dans I'échantillon phosphorylent activement les substrats
sur la PamChip, en présence d'ATP. Un anticorps PY20 conjugué au FITC, présent dans le
meélange réactionnel, est utilisé pour détecter la Tyr phosphorylée afin de quantifier le signal
de phosphorylation. Des images sont prises toutes les 5 minutes pour générer des données
cinétiques en temps réel. Un meélange d'anticorps est utilisé pour détecter le Ser/Thr
phosphorylé, et un 2e anticorps conjugué au FITC est utilisé dans un mélange de détection
pour quantifier le signal de phosphorylation. L’analyse des données, s’effectue via le logiciel
BioNavigator fourni par Pamgene.
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PamStation®12 PamChip®4 Array Spot Porous membrane

(4 arrays) (144 or 196 spots) (1 phosphosite) (~300,000 pores)
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Figure 44. Présentation de la technologie PamGene et principe du test PamChip.

Nous pouvons voir que I'extinction de CdknZ2a dans les 3T3-L1 différenciées module de
maniére significative la phosphorylation de plusieurs sites de phosphorylation STK et PTK
(Figure 45). Sur les 144 peptides STK sur la puce, 8 peptides sont modulés de maniére
significative. Pour la puce PTK, 36 peptides sur 196 sont significativement modulés. Lorsque
I'on stimule ces cellules avec de 'insuline on observe la modulation significative de 3 peptides
en PTK et 51 peptides en STK.
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Figure 45. Analyse du kinome des cellules 3T3-L1 différenciées et déficientes en CDKN2A versus

contréles.
A : Volacano-plot de la phosphorylation peptidique STK dans les cellules 3T3-L1 différenciés en adipocytes avec une
extinction partielle de Cdkn2a (n = 3 /conditions). B : Volacano-plot de la phosphorylation peptidique STK dans les cellules
3T3-L1 différenciés en adipocytes avec une extinction partielle de Cdkn2a et stimulée a l'insuline (100nM) (n = 3 /conditions).
C : Volacano-plot de la phosphorylation peptidique PTK dans les cellules 3T3-L1 différenciés en adipocytes avec une
extinction partielle de Cdkn2a (n = 3 /conditions). D : Volacano-plot de la phosphorylation peptidique PTK dans les cellules
3T3-L1 différenciés en adipocytes avec une extinction partielle de CdknZ2a et stimulée a l'insuline (100nM) (n = 3 /conditions).
En noir : les peptides non significativement modulés, en vert: les peptides significativement modulés avec un -
Log10(pvalue)=1,3 et hyperphosphorylés avec Log2FC positif et en rouge : les peptides significativement modulés avec un -
Log10(pvalue)=1,3 et hypophosphorylés avec Log2FC négatif.
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Ces sites de phosphorylation sont liés a des kinases putatives STK et PTK en amont
par la technologie Pamgene (Tableau 4). Dans les kinases PTK significativement modulées,
on observe que I'ensemble d’entre elles ont une activité diminuée chez les cellules présentant
une extinction de Cdkn2a adipocytaire. Les familles de kinases PTK majoritairement
représentées sont les Alk (kinase du lymphome anaplasique), Fak (Focal adhesion kinase),
PDGFR (Platelet-Derived Growth Factor), Src et Trk (tropomyosin receptor kinase). La majorité
des kinases en STK est significativement diminuée et fait partie principalement des familles de
kinases CDK kinase dépendante des cyclines (CDK5, CDC2/CDK1, PCTAIREZ2, CDK9, CDK4
et CDK3), CDKL (CDK-like) (CDKL2 et CDKL5) et MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)
(ERK5, KNK1, ERK2 et JNK3). Les kinases dont 'activité est augmentée sont PKA (alpha),
qui est associé au brunissement du tissu adipeux et a l'utilisation du glucose [306,307], et
PKG2. On observe aussi une diminution de GSK3 qui est connu pour étre impliqué dans le
transport du glucose dans les 3T3L-1 différenciées. En effet, I'inhibition de GSK3 stimule la
glycogéne synthase et le transport du glucose dans des 3T3-L1 différenciées en adipocytes
[308,309].

PTK STK

Rank | Kinase Name Kinase Score Kinase Statistic Kinase Name Kinase Score Kinase Statistic

1 CTK 242 -1.60 CDK5 291 -0.60
2 LTK 212 -1.51 GSK3[alpha] 2.56 -0.87
3 Fgr 2.1 -1.70 CDC2/CDK1 243 -0.43
4 Ros 2.06 -1.93 DYRK1A 222 -1.00
5 Src 1.95 -1.46 ROCK1 2.21 -0.95
6 Syk 1.92 -1.36 ADCK3 2.1 -0.61
7 ALK 1.92 -1.40 PCTAIRE2 1.95 -0.95
8 FAK1 1.90 -1.46 CDKL2 1.95 -0.87
9 FAK2 1.82 -1.41 ERKS5 1.92 -0.36
10 TRKC 1.82 -1.51 DAPK1 1.92 -0.75
11 Fyn 1.74 -1.45 CDK9 1.90 -0.53
12 Yes 1.72 -1.53 CDK4 1.89 -0.64
13 | PDGFR[alpha] 1.72 -1.71 CDK3 1.73 -0.37
14 TRKB 1.64 -1.42 CDKL5 1.71 -0.47
15 PDGFR[beta] 1.59 -1.44 RAF1 1.62 -0.36
16 FGFR1 1.55 -1.41 PKA[alpha] 1.54 0.16
17 Arg 1.50 -1.33 PKG2 1.53 0.23
18 RORT1 1.49 -1.47 JNK1 1.50 -0.27
19 CHK1 1.48 -1.43 ERK2 1.49 -0.29
20 KDR 143 -1.34 JNK3 1.47 -0.27

Tableau 4. Analyse du kinome des cellules 3T3-L1 différenciées et déficientes en CDKN2A versus contréles.
Prédiction des kinases les plus modulées dans les cellules Cdkn2a?®". La partie droite du tableau affiche les PTK en amont
prédits classés par leur Kinase score. La partie gauche du tableau affiche les STK en amont prédits classés par leur Kinase
score. La statistique de kinase (kinase statistic) reflete la différence d'activité apres traitement (par exemple, des valeurs
négatives représentent une activité de kinase inhibée). Le score de kinase (kinase score) indique la spécificité de la norme
statistique de kinase par rapport au nombre de peptides utilisés pour prédire la kinase correspondante, il classe les kinases
en fonction de leur importance et de leur spécificité. Les kinases en amont ont été identifiées a l'aide de la base de données
de référence des protéines humaines. Les constituants de la statistique de kinase : Kinase Score et Kinase Statistic sont
affichés sous forme de colonnes et les kinases les mieux classées sont présentées en gras dans les rangées (Kinase score
>1,19). Le classement final des kinases était basé sur le score final médian.
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Lors d’une stimulation a I'insuline, on observe une modification dans le profil de I'activité
kinase. On observe notamment une augmentation de I'activité des kinases de la famille des
Eph et STE7 et une diminution de I'activité des kinases de la familles Src pour les kinases
PTK. Concernant les kinases STK, on observe une augmentation de l'activité de I'ensemble
des kinases avec notamment I'activité des familles CAMKL, IKK, MAPK et MAPKAPK qui est
significativement augmenté dans les cellules inhibées en CdknZ2a et stimulées a I'insuline.

L’'une des kinases les plus activée par I'extinction partielle de Cdkn2a on retrouve
DAPK2. DAPK2, également connue sous le nom de protéine kinase 2 associée a la mort , est
une enzyme qui fait partie de la famille des protéines kinases impliquées dans la régulation de
divers processus cellulaires, y compris I'apoptose et la migration cellulaire[310]. Bien que la
majorité des recherches sur DAPK2 se soient concentrées sur son réle dans le cancer et la
fonction neuronale, il y a des preuves émergentes suggérant son implication dans la biologie
et le métabolisme du tissu adipeux. Des études transcriptomiques ont identifié¢ DAPK2 parmi
les génes du tissu adipeux les plus fortement réprimés chez les personnes obéses[311].
Plusieurs études ont montré que DAPK2 régule I'autophagie dans différents types cellulaires,
y compris les adipocytes. En effet, DAPK2 participe a la régulation de I'autophagie médiée par
les lysosomes dans I'obésité [312]. Ainsi, les adipocytes isolés de sujets obéses montrent une
diminution marquée des niveaux de protéine DAPK2, ainsi qu'une réduction du flux
d'autophagie[312].

Parmi ces kinases, on trouve aussi de fagon intéressante une augmentation de I'activité
kinase de p38B3 et AMPKa (Tableau 5) qui sont des régulateurs clé dans les processus
d’activation de I'oxydation des acides gras. L’activation de la protéine kinase activée par I'AMP
(AMPK) conduit a la phosphorylation d’'un certain nombre de protéines et module la
transcription des génes impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique pour activer
les voies cataboliques qui produisent de I'ATP et désactiver les voies anaboliques qui
consomment de I'ATP. L'activation de 'AMPK dans I'adipocytes entraine une diminution du
flux lipogene, de la synthése des triglycérides et de I'adipogenése du tissu adipeux blanc et
augmente I'oxydation des acides gras et le transport du glucose [313]. Plusieurs études ont
montré l'importances des membres de la famille de p38 dans la régulation du métabolisme
dans différents organes métaboliques avec notamment dans le tissu adipeux des effets sur le
processus de brunissement et de thermogenese. On observe aussi dans les cellules
présentant une extinction de CdknZ2a et stimulée a l'insuline une augmentation de I'activité de
la p70S6K est une kinase clés dans la cascade de signalisation de l'insuline et dont le role
dans la voie de rétrocontrole de l'insuline est trés important. En effet, une voie de signalisation

majeure qui est activée aprés la stimulation de l'insuline est la voie IRS1-PI3K-Akt dans
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laquelle on retrouve p70S6K (Tableau 5). Une fois activé par l'insuline, mTOR/p70S6K

phosphoryle le substrat du récepteur de l'insuline-1 (IRS-1) sur les résidus de sérine, ce qui

entraine son inhibition et sa réduction de la signalisation de 'insuline. p70S6K est connus pour

réguler une variété de processus en plus du rétrocontrdle de la voie de I'insuline , y compris

'apoptose, la prolifération, l'organisation cytosquelettique, la synthése des protéines,

I'épissage de 'ARNm, la transcription et le métabolisme.

Rank | Kinase Name

PTK

Kinase Score Kinase Statistic | Kinase Name Kinase Score Kinase Statistic

STK

Src
EphA5
CHK1
EphB1

MEK1/MAP2K1

BLK

Lyn

KDR
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Tableau 5. Analyse du kinome des cellules 3T3-L1 différenciées stimulées a I'insuline et déficientes en

Cdkn2a versus contréles.

297
2.34
2.29
1.95
1.64
1.37
1.35
1.31
1.20

-0.32
0.69
-0.81
0.61

0.41

-0.28
-0.24
-0.27
-0.25

DAPK2
ERK7
ANPJalpha]
p38[beta]
AlphaK1
TBK1
p70S6K
IKK[epsilon]
SGK2
AMPK{alpha]1
AurB/Aur1
DCAMKLA1
CK1[alpha]
MAPKAPK3
JNK2
PKClzeta]
MAPKAPK2
ROCK1
CHK1
JNK3

2.94
277
272
2.64
2.63
2.63
244
242
242
2.39
2.20
2.10
2.02
1.99
1.97
1.94
1.91
1.90
1.87
1.87

4.88
4.85
3.02
3.94
4.84
4.92
3.15
3.45
2.99
3.21
3.79
3.82
2.82
243
2.70
2.94
248
3.45
2.84
2.51

Prédiction des kinases les plus modulées dans les cellules Cdkn2a?®" et stimulée avec 100nM d’insuline. La partie droite du

tableau affiche les PTK en amont prédits classés par leur Kinase score. La partie gauche du tableau affiche les STK en

amont prédits classés par leur Kinase score. La statistique de kinase (kinase statistic) reflete la différence d'activité aprés

traitement (par exemple, des valeurs négatives représentent une activité de kinase inhibée). Le score de kinase (kinase
score) indique la spécificité de la norme statistique de kinase par rapport au nombre de peptides utilisés pour prédire la

kinase correspondante, il classe les kinases en fonction de leur importance et de leur spécificité. Les kinases en amont ont

été identifiées a I'aide de la base de données de référence des protéines humaines. Les constituants de la statistique de
kinase : Kinase Score et Kinase Statistic sont affichés sous forme de colonnes et les kinases les mieux classées sont
présentées en gras dans les rangées (Kinase score >1,19). Le classement final des kinases était basé sur le score final

médian.
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VIIl.  Etude de I'extinction de Cdkn2a dans un modéle d’adipocyte blanc in vitro : Les 3T3-L1

sous traitement palmitate.

Afin de mimer l'effet de stress métabolique induit par la mise sous régime HFD, nous
avons mis en place I'utilisation d’'un acide gras saturé utilisé dans la littérature, le palmitate. En
effet lors d’'une I'hyperglycémie chronique induite dans le DT2, le taux élevé d’acide gras libres
est connu pour provoquer une insulinorésistance des tissus périphériques.

Dans un premier temps, nous avons tenté de déterminer les concentrations et temps
d’exposition les plus adéquats pour obtenir I'insulinorésistance des cellules 3T3-L1 différencié.
Nous nous sommes basées sur les différentes concentrations et temps d’exposition décrits
dans la littérature et avons utilisé la phosphorylation d’AKT en Western-blot comme témoins
de l'induction de l'insulino-résistance. Les concentrations que nous avons utilisées sont les
suivantes : 1mM, 1,5mM et 3mM pendant 48h d’expositions des 3T3-L1 différencié en
adipocytes. Ensuite, les cellules ont été stimulées ou non avec 100nM d’insuline pendant 20
minutes avant I'extraction des protéines (Figure 46).

Aprés une exposition a une concentration de 3mM de palmitate pendant 48h avec une
stimulation a l'insuline, une diminution de la p-AKT (d’environs 50%) est observable reflétant
la mise en place d’une insulino-résistance. C’est pourquoi nous réaliserons la suite des
expériences en exposants les cellules siControl vs siCdkn2a a une concentration de 3mM de

palmitate pendant 48h.

A 1mM palm 1,5mM palm B 3mM palm sans palm

-ins +ins -ins +ins -ins +ins -ins +ins

AKT/p-AKT

Figure 46. Effet du palmitate sur la sensibilité a I'insuline par mesure de la phosphorylation d’AKT.

A : Test Western blot montrant les niveaux de protéine p-AKT (Ser473, Cell Signaling 9271 dilution au 1/1000) (en vert) et
AKT (Cell Signaling 9272 dilution au 1/1000) (rouge en haut) dans 3T3-L1 différenciées en phase terminale traité avec
différentes concentrations de palmitate (1mM et 1,5mM). La (B-Actin (Santa Cruz sc-47778 dilution au 1/500) (en rouge en
bas) a été utilisée comme témoin de chargement. La différenciation a été induite dans des conditions standard. Les cellules
différenciées en phase terminale (jour 12) ont été laissées non traitées (-ins) ou incubées pendant 20min avec 100nM
d’insuline(+ins). B : Test Western blot montrant les niveaux de protéine p-AKT (Ser473, Cell Signaling 9271 dilution au 1/1000)
(en vert) et AKT (Cell Signaling 9272 dilution au 1/1000) (rouge en haut) dans 3T3-L1 différenciées en phase terminale traité
avec 3mM de palmitate ou non (sans palm). ). La B-Actin (Santa Cruz sc-47778 dilution au 1/500) a été utilisée comme témoin
de chargement. La différenciation a été induite dans des conditions standard. Les cellules différenciées en phase terminale
(jour 12) ont été laissées non traitées (-ins) ou incubées pendant 20min avec 100nM d’insuline(+ins).
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A. Teneur en lipides

Afin de valider l'effet du palmitate et de I'extinction de Cdkn2a sur I'accumulation
lipidique dans les cellules 3T3-L1 différenciées, une coloration a I'Oil Red-O des cellules
stimulées ou non avec de l'insuline 100nM a été réalisée. L’Oil Red O étant un composé
chimique avec un pic d'absorbance de 515 nm cela permet de visualiser et de mesurer
I'accumulation des lipides. En outre, I'accumulation de lipides dans les cellules a été quantifiée
en éluant la coloration Oil Red O a l'aide de l'isopropanol et la densité optique (OD) a été
mesuree.

On observe une augmentation dans la teneur en triglycérides des cellules traitées au
palmitate (Figure 47) comparée aux cellules non traitées au palmitate (Figure 47). En Effet, les
cellules traitées au palmitate présentent une absorbance d’environs 1,4 et d’environs 0,6 pour
les cellules non traitées au palmitate.

Aucune différence d’accumulation des gouttelettes lipidiques n’est observable entre les
conditions contréles et inhibées en Cdkn2a adipocytaire (Figure 47), ce qui suggere que

CdknZ2a n’as pas de réle dans I'accumulation lipidique suite a une stimulation au palmitate.
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Figure 47. Effet de I'extinction de Cdkn2a sur la teneur en triglycérides des cellules 3T3-L1 différenciées.

A : microscopie cellules siContréle vs siCdkn2a Des cellules 3T3-L1 en croissance ont été transfectées avec un siRNA Cdkn2a
pendant 48h. La différenciation a été induite dans des conditions standard. Les cellules différenciées en phase terminale (jour
12) ont été laissées non traitées (basales) ou incubées pendant 20min avec 100nM d’insuline. B : Absorbance fold change oil

Red-O. Les données sont exprimées sous formes de moyenne + SEM, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

B. Etude de la respiration mitochondriale

Malgré un traitement au palmitate, les cellules 3T3-L1 présentant une extinction en
CdknZ2a présentent une meilleure respiration mitochondriale que les cellules témoins, avec

principalement une augmentation significative de leur respiration maximale. Corrélée a cette

117



augmentation de la respiration mitochondriale on observe une augmentation de 'lECAR de ces

cellules, c’est a dire une augmentation de I'acidité du milieu qui peut refléter une augmentation

de la glycolyse dans ces cellules (Figure 48).
En conclusion, le traitement au palmitate ne modifie pas le profil bioénergétique active

des cellules présentant une extinction de CdknZ2a au niveau adipocytaire (Figure 48).

A Gl B
ucose Rotenone/
20mM *  Antimycin FCCP Rotenone/
600 - 0,5uM 150 71 Glucose 1“M Antimycin
Oligomycin _ 20mM 0,5uM
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Figure 48. La respiration mitochondriale est améliorée dans les cellules 3T3-L1 siCdkn2a suite a une

stimulation au palmitate.
A : Représente les courbes OCR mitochondriales obtenues dans différentes conditions. B : Représente les courbes ECAR

obtenues dans différentes conditions. Les données sont représentées sous forme de moyenne £+ SEM. +p < 0,05 #+p < 0,01
*xxxp < 0,001 »xxxp < 0,0001 versus groupe témoin.

C. Capture du glucose

En corrélation avec 'augmentation de 'TECAR observé dans les cellules présentant une
extinction de Cdkn2a, on observe une augmentation significative de I'absorption basale de
glucose des adipocytes 3T3-L1 matures (Figure 49), mais pas de changement lors d’'une
stimulation a l'insuline dans nos conditions expérimentales (Figure 49). Il semble que I'effet de
I'extinction de CdknZ2a dans I'adipocyte sur I'absorbation de glucose n’est pas inhibé par I'ajout
du palmitate. Concernant l'effet de linsuline sur cette absorption de glucose d’autres

expériences doivent étre réalisées avant de pouvoir conclure.
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Figure 49. La capture du glucose est améliorée dans les cellules 3T3-L1 siCdkn2a.

A : Les taux d’absorption de 2DG dans les cellules 3T3-L1 différenciés en adipocytes avec une extinction partielle de Cdkn2a
vs Contréles avec un traitement palmitate (3mM) (n = 10 /conditions). B : Les taux d’absorption de 2DG dans les cellules 3T3-
L1 différenciés en adipocytes avec une extinction partielle de Cdkn2a vs Contrbles avec un traitement palmitate (3mM) et
stimulée a l'insuline (100nM) (n = 10 /conditions) Les données sont représentées sous forme de moyenne + SEM. #p < 0,05
*#p < 0,01 »xxp < 0,001 #+++p < 0,0001 versus groupe témoin.

D. Analyse du kinome

Suite a une stimulation au palmitate, I'extinction de Cdkn2a dans les 3T3-L1
différenciées module de maniére significative la phosphorylation de plusieurs sites de
phosphorylation STK et PTK (Figure 50). Sur les 144 peptides STK sur la puce, 12 peptides
sont modulés de maniére significative. Pour la puce PTK, 26 peptides sur 196 sont
significativement modulés. Lorsque 'on stimule ces cellules avec de l'insuline, on observe la
modulation significative de 1 peptides en PTK et 31 peptides en STK (Figure 50).

119



2.04

o
1

N
h

—~log10 (pvalue)
—~ log10 (pvalue)

So
o
07 °° 8 o
®
o
o o 8 89 o
% ° g% 2, °
1 o
0.5 3° 2 ° 00
o o @ @ ® o
o ®g o o
& 0
o8
% o
0.0- 0- Q)
T TTrrrrrrr TTrrrrrrr TTTrrrrorrr 1 T TTrrrrrrr TTrrrrrrr TTTrrrrorrT 1
2 1 0 1 2 -2 1 0 1 2
log2 fc log2 fc
C 34 D 1.5+
4 O O
o
o
o
00
o
o o
24 0© 1.0 o O
o)
T % T °
s 4 o O T o
£] o ) o
5 0 ;
T o ©%o 2 oo o
Q)O o o _© o©
o &
le) © ® o °© P
o o 8
1 &) 0.5 o o
(o Xy o
o o o) ) (e]
o o o. & © o
o o 0%
o O
2 ° o] o
Q 00 o
00 o o)
o)
o o
o
0 e e L  Ema , 0.0-
4 2 0 2 4 1.5 1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

log2 fc log2 fc
Figure 50. Analyse du kinome des cellules 3T3-L1 différenciées déficientes en CDKN2A versus contréles
apres stimulation au palmitate.
A : Volacano-plot de la phosphorylation peptidique STK dans les cellules 3T3-L1 différenciés en adipocytes avec une
extinction partielle de Cdkn2a et une stimulation au palmitate (3mM) (n = 3 /conditions). B : Volacano-plot de la
phosphorylation peptidique STK dans les cellules 3T3-L1 différenciés en adipocytes avec une extinction partielle de Cdkn2a
et une stimulation au palmitate (3mM) et a l'insuline (100nM) (n = 3 /conditions). C : Volacano-plot de la phosphorylation
peptidique PTK dans les cellules 3T3-L1 différenciés en adipocytes avec une extinction partielle de CdknZ2a et une
stimulation au palmitate (3mM) (n = 3 /conditions). D : Volacano-plot de la phosphorylation peptidique PTK dans les cellules
3T3-L1 différenciés en adipocytes avec une extinction partielle de Cdkn2a CdknZ2a et une stimulation au palmitate (3mM) et
a l'insuline (100nM) (n = 3 /conditions). En noir : les peptides non significativement modulés, en vert : les peptides
significativement modulés avec un -Log10(pvalue)=1,3 et hyperphosphorylés avec Log2FC positif et en rouge : les peptides
significativement modulés avec un -Log10(pvalue)=1,3 et hypophosphorylés avec Log2FC négatif.
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L’analyse des kinases associées a mis en avant la modulation d’un certains de nombres
de kinases qui sont notamment associées aux familles de kinases Alk, EGFR, Src, STE7 et
Syk qui présentent une activité PTK diminuée dans les cellules siCdkn2a (Tableau 6).
Concernant les Kinases STK I'ensemble des kinases présente une activité augmentée
(Tableau 6). Ces kinases font principalement partie des familles AKT, CDK, PIM, PKA, PKC et
PKG.

De facon intéressante, I'implication de la voie de la PKA a été associée de nombreuses
fois a I'action de CdknZ2a dans différents tissus avec notamment son action dans le I''WAT lors
de I'extinction global de CdknZ2a induisant un brunissement de ce tissu. En effet, les adipocytes
issues de la SVF différenciées de I''WAT ont affiché une activité oxydative élevée avec une
régulation positive du géne spécifique de la graisse brune et une augmentation de l'activité
PKA et des voies de signalisation des récepteurs adrénergiques[141]. D’autres études ont
démontré I'action de la PKA dans les processus de brunissement du TA, avec notamment
I'activation de la signalisation de la PKA dans l'induction du brunissement du TA par une
écorce de pin maritime frangais, le Pycnogenol[306].

On observe aussi une augmentation de l'activité de p70S6K et une diminution de
I'activité du récepteur a I'insuline INSR (Tableau 6) ce qui semble indiqué une modulation de
la voie de rétrocontréle de I'insuline par I'extinction de CdknZ2a puisqu’on observe également
une augmentation d’autres acteur de cette voie tel que AKT et mTOR (Tableau 6). Cela est
intéressant puisque cette modification a lieu seulement suite a une stimulation au palmitate or
il est connu qu’'une stimulation au palmitate va induire une résistance a linsuline avec
notamment une diminution de la phosphorylation de AKT (comme vu en Western-Blot Figure
46).
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PTK

Rank | Kinase Name Kinase Score Kinase Statistic

Kinase Name

STK

Kinase Score Kinase Statistic

1 LTK 2.92
2 MKK3/MAP2K3 2.85
3 MKK6/MAP2K6 2.85
4 ALK 2.80
5 Ros 2.14
6 HER2 2.03
7 Yes 2.02
8 SEK1/MAP2K4 1.93
9 JAK2 1.87
10 Syk 1.86
11 EphA1 1.81
12 Brk 1.70
13 ZAP70 1.66
14 FAK1 1.40
15 Ret 1.35
16 FmS/CSFR 1.30
17 CTK 1.23
18 FGFR3 1.22
19 InSR 1.21

Tableau 6. Analyse du kinome des cellules 3T3-L1 différenciées stimulées au palmitate et déficientes en

Cdkn2a versus contréles.

-1.13
-3.09
-3.09
-0.66
-1.82
-0.61
-0.81
-1.28

1.06

-0.45

1.32

-0.44
-0.44
-0.45

0.66
0.73

-0.54

0.86

-0.55

Pim1
Pim3
PKG2
PKG1
AMPK[alpha]1
Pim2
DAPK3
Akt1/PKB[alpha]
ROCK2
CDK10
PKA[alpha]
Akt2/PKB[beta]
PFTAIRE2
PKClalpha]
mTOR/FRAP
PKCJzeta]
PKCltheta]
PRKX
PKCleta]
p70S6K[beta]

3.67
3.67
3.41
3.41
3.07
3.07
2.90
2.56
2.53
2.47
2.32
2.20
1.93
1.92
1.91
1.87
1.85
1.76
1.75
1.73

0.94
0.94
1.08
1.03
1.37
0.98
1.80
1.03
1.62
1.42
0.88
0.92
1.26
0.90
1.29
1.04
0.89
0.91
0.97
0.89

Prédiction des kinases les plus modulées dans les cellules Cdkn2a?®" stimulées avec 3mM de palmitate. La partie droite du

tableau affiche les PTK en amont prédits classés par leur Kinase score. La partie gauche du tableau affiche les STK en

amont prédits classés par leur Kinase score. La statistique de kinase (kinase statistic) reflete la différence d'activité aprés

traitement (par exemple, des valeurs négatives représentent une activité de kinase inhibée). Le score de kinase (kinase
score) indique la spécificité de la norme statistique de kinase par rapport au nombre de peptides utilisés pour prédire la

kinase correspondante, il classe les kinases en fonction de leur importance et de leur spécificité. Les kinases en amont ont

été identifiées a I'aide de la base de données de référence des protéines humaines. Les constituants de la statistique de
kinase : Kinase Score et Kinase Statistic sont affichés sous forme de colonnes et les kinases les mieux classées sont
présentées en gras dans les rangées (Kinase score >1,19). Le classement final des kinases était basé sur le score final

médian.

L’ensemble des kinases PTK associées présentent une diminution de leur activité dans

les cellules siCdkn2a stimulées a l'insuline (Tableau 7). On retrouve parmi ces kinases les
familles Alk, CAMKL, EGFR, PDGFR er Src. A linverse, 'ensemble des kinases STK
associées présentent une activité augmentée dans les cellules siCdknZ2a stimulées a l'insuline
(Tableau 7) avec notamment les kinases des familles AUR, CAMKL, CDK, IKK, MAPKAPK et

PKA.

Comme observé dans les cellules avec traitement palmitate présentant une extinction

de Cdkn2a une augmentation de l'activité de 'AMPK et de la PKA est aussi observé dans les

cellules traitées au palmitate et présentant une extinction de Cdkn2a stimulées a l'insuline.

Ces données suggérent donc une stimulation des processus de brunissement dans les cellules

présentant une extinction de CdknZ2a et stimulée au palmitate et a I'insuline.
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PTK STK

Rank = Kinase Name Kinase Score Kinase Statistic| Kinase Name Kinase Score Kinase Statistic

1 Yes 2.21 -0.44 CHK1 2.83 222
2 Fyn 2.03 -0.47 DCAMKLA1 2.78 2.92
3 HER3 1.79 -0.37 ICK 2.67 2.96
4 ALK 1.53 -0.36 Nek2 2.53 2.80
5 Lyn 1.52 -0.40 MAPKAPK2 2.28 1.65
6 Ros 1.29 -0.53 AurA/Aur2 2.26 2.10
7 PFTAIRE2 2.07 1.92
8 ATR 2.06 1.87
9 CDK10 2.06 1.91
10 CDK9 2.04 1.79
11 AMPK{[alpha]1 1.88 1.67
12 AurB/Aur1 1.84 1.78
13 IKK[alpha] 1.74 1.69
14 PKA[alpha] 1.74 1.48
15 MAPKAPK3 1.72 1.50
16 CK1[alpha] 1.70 1.59
17 CDK5 1.69 1.58
18 PRKY 1.65 1.53
19 RSKL1 1.62 1.66
20 IKK[beta] 1.55 1.57

Tableau 7. Analyse du kinome des cellules 3T3-L1 différenciées stimulées au palmitate, a I'insuline et

déficientes en Cdkn2a versus contréles.

Prédiction des kinases les plus modulées dans les cellules Cdkn2a?®" stimulées avec 3mM de palmitate et 100nM
d’insuline. La partie droite du tableau affiche les PTK en amont prédits classés par leur Kinase score. La partie gauche du
tableau affiche les STK en amont prédits classés par leur Kinase score. La statistique de kinase (kinase statistic) reflete la
différence d'activité apres traitement (par exemple, des valeurs négatives représentent une activité de kinase inhibée). Le
score de kinase (kinase score) indique la spécificité de la norme statistique de kinase par rapport au nombre de peptides
utilisés pour prédire la kinase correspondante, il classe les kinases en fonction de leur importance et de leur spécificité. Les
kinases en amont ont été identifiées a l'aide de la base de données de référence des protéines humaines. Les constituants
de la statistique de kinase : Kinase Score et Kinase Statistic sont affichés sous forme de colonnes et les kinases les mieux
classées sont présentées en gras dans les rangées (Kinase score >1,19). Le classement final des kinases était basé sur le
score final médian.

IX. Conclusion

Dans un premier temps, I'étude de I'extinction spécifique de CdknZ2a dans I'adipocyte
chez la souris a mis en évidence I'effet métabolique de cette délétion suite a la mise sous HFD
des animaux. En effet, les souris Cdkn2a??’- présentent un profil métabolique amélioré avec
une meilleure tolérance au glucose sans modification des paramétres insulinémiques, une
hypoleptinémie et hyporésistinémie associées a une augmentation de la dépense énergétique.

L’étude histologique des tissus n’a montré aucun brunissement des tissus adipeux
blancs, mettant en avant que I'extinction spécifique de Cdkn2a dans I'adipocyte mature ne soit
pas suffisante. Nous émettons I'hypothése que le brunissement du tissu adipeux inguinale

observé dans le KO global n’est pas adipocyte spécifique mais qu’il est probablement di a des
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effets de la communication inter-organes ou d0 a une action au niveau des précurseurs
adipocytaires.

De plus, I'étude des mécanismes transcriptomiques régulés par Cdkn2a dans
I'adipocyte mature montre une diminution de la réponse inflammatoire, une augmentation des
voies pro-adipogéniques et de I'apoptose dans le BAT associée a une augmentation globale
des voies métaboliques impliquées dans I'utilisation des substrats énergétiques, en particulier
le métabolisme du glucose et I'activité oxydative dans 'eWAT.

L’étude de ces processus dans un modele in vitro de 3T3-L1 a validé ces données avec
notamment une augmentation de la respiration mitochondriale et de la capture du glucose en
basal, suggérant un effet de Cdkn2a en basal probablement médié via, au moins en partie,
par I'activité de ’TAMPK, ou encore la PKA et la voie de p70S6K.

Malgré I'absence de brunissement dans notre modele adipocyte spécifique, les
différents résultats obtenus nous ont permis de montrer I'action de Cdkn2a au niveau de
I'adipocyte mature dans le contrble de 'homéostasie énergétique et lipidique par des voies
différentes que celles utilisées pour réguler le cycle cellulaire, ainsi que son implication dans
la régulation de la plasticité du tissu adipeux au cours de I'obésité.
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Partie Il : étude de l'extinction de CDKN2A
dans les hiPSC-BAP 3D
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Les données publiées précédemment par le laboratoire renforcent I'hypothése que
CDKNZ2A est une cible potentielle dans le traitement de I'obésité et le diabéte de type 2 [141].
La modulation de la signalisation CDKNZ2A dans les adipocytes pourrait donc représenter une
nouvelle stratégie thérapeutique. Il est donc intéressant de comprendre la modulation des
cascades de signalisation régulées par CDKN2A. Les cellules souches pluripotentes induites
humaines (hiPSC) ont le potentiel d'étre différenciées en n'importe quel type de cellules, faisant
de ces cellules une source illimitée de cellules pour étudier la thérapie cellulaire de I'obésité.
Plusieurs études ont établi le potentiel thérapeutique de différencier les hiPSC en adipocytes
bruns (hiPSC-BAP). Mais malheureusement, il est bien connu qu'une limitation de I'utilisation
des adipocytes bruns dérivés des hiPSCs dans les conditions 2D est due a leur faible capacité
de différenciation adipocytaire et a leur faible niveau d’expression d'UCP-1 [314]. Afin de
s’affranchir de cette limite, I'utilisation de nouvelle méthode de culture pour améliorer la
pertinence physiologique et I'efficacité du modéle comme le développement de la culture 3D,
qui permet la formation d'une structure de type organoide, semble intéressante [315].

C’est pourquoi, nous avons étudié en collaboration avec I'équipe du Dr Christian Dani
I'effet de I'extinction de CDKNZ2A dans les hiPSC-BAP 3D avant (DO) et aprés différenciation
(D10).

Dans un premier temps, nous avons utilisé une approche génomique afin de déterminer
les voies de signalisation modulées par CDKN2A. Ensuite, nous avons étudié le kinome de
ces cellules, les kinases sont une famille de protéines jouant un rble essentiel dans la
transduction du signal et impliquées de nombreux processus cellulaires. En effet, les deux
protéines pour lesquelles CDKN2A code p16'NK42 (inhibitor of kinase a) et p14ARF (alternatif
reading frame) sont des régulateurs clé de l'activité kinase. Nous avons donc réalisé une
analyse globale du kinome dans des hiPSC-BAP non différencié (DO0) et différencié (D10) via
la technologie Pamgene.

Dans cette étude, nous avons démontré que CDKNZ2A joue un réle important dans le
recrutement et la maturation adipocytaire de type brun d'une maniére cellulaire autonome. Nos
données soulignent les effets potentiels de ce locus dans les cellules progénitrices sur le
processus de brunissement, en utilisant des voies alternatives a celles utilisées pour réguler
le cycle cellulaire. En particulier, nous avons montré que les voies de signalisation AMPK, p38
MAPK et Gas/cAMP/PKA sont des cibles clés suite a I'extinction de CDKN2A. Des études
supplémentaires sont nécessaires pour mieux délimiter les contributions de ces kinases et
pour identifier les activateurs directs et indirects sous-jacents a l'induction du processus de
brunissement dans les cellules souches déficientes en CDKN2A. Ainsi, cibler des voies de

signalisation alternatives CDKNZ2A qui ne sont pas impliquées dans les effets suppresseurs et
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anti-prolifératifs des tumeurs, mais qui sont a l'origine du processus de brunissement des PA,
peut représenter une nouvelle stratégie pour reprogrammer la réponse cellulaire et développer

des approches thérapeutiques contre l'obésité et le DT2.
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Abstract: Human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) have the potential to be differentiated into
any cell type, making them a relevant tool for therapeutic purposes such as cell-based therapies.
In particular, they show great promise for obesity treatment as they represent an unlimited source
of brown/beige adipose progenitors (hiPSC-BAPs). However, the low brown/beige adipocyte
differentiation potential in 2D cultures represents a strong limitation for clinical use. In adipose
tissue, besides its cell cycle regulator functions, the cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A)
locus modulates the commitment of stem cells to the brown-like type fate, mature adipocyte energy
metabolism and the browning of adipose tissue. Here, using a new method of hiPSC-BAPs 3D culture,
via the formation of an organoid-like structure, we silenced CDKN2A expression during hiPSC-BAP
adipogenic differentiation and observed that knocking down CDKN2A potentiates adipogenesis,
oxidative metabolism and the browning process, resulting in brown-like adipocytes by promoting
UCP1 expression and beiging markers. Our results suggest that modulating CDKN2A levels could be
relevant for hiPSC-BAPs cell-based therapies.

Keywords: human induced pluripotent stem cells; adipocytes; brown adipose progenitor; browning;
3D culture; CDKN2A; UCP1; thermogenesis

1. Introduction

Obesity is considered the main risk factor for type 2 diabetes (T2D), mainly due to the
excessive accumulation of adipose tissue (AT) [1]. The expansion of AT in obese individuals
is a direct cause of the comorbidities, due to the excessive accumulation of triglycerides
(TG) within adipocytes, leading to inflammation and insulin resistance. In mammals, there
are two major types of AT that are anatomically and functionally distinct: white (WAT)
and brown (BAT). White adipocytes store excess energy as TG and release free fatty acids
as energy substrate during periods of negative energy balance. BAT differs from WAT by
its cellular origin, and is specialized in energy expenditure and the production of heat,
mainly through active fat oxidation [2]. Elevated energy expenditure in BAT is correlated
with high expression levels of a specific mitochondrial protein named uncoupling protein 1
(UCP1). More recently, the presence of a subtype of thermogenic adipocytes within WAT
that also expresses UCP1 has been reported. These inducible adipocytes, named beige, are
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distinct from white and brown adipocytes. They mainly arise from noradrenergic stimu-
lation or cold exposure. The conversion of white adipocytes into brown-like adipocytes
is called browning [3]. Obese individuals are characterized by increased WAT mass and
decreased brown and beige AT mass and activity [4]. Increasing energy expenditure by
BAT activation or by promoting the browning of WAT may represent a new therapeutic
avenue to prevent insulin resistance in obesity and T2D [5]. In humans, cold exposure
enhances metabolic activity and thermogenesis in BAT. This increase is accompanied by
increased insulin sensitivity in diabetic patients [6]. The transplantation of BAT or brown
adipocytes isolated from human adipose progenitors (APs) into the visceral cavity of mice
reverses metabolic syndrome and T2D, constituting a potential translatable therapeutic
tool to improve metabolic health [7]. Since beige adipocytes can arise through de novo
differentiation from undifferentiated APs or via the conversion of mature white adipocytes
into UCP1-positive cells, referred to as transdifferentiation [8-10], the identification of
selective molecular pathways and underlying mechanisms involved in beige adipocyte
biogenesis may represent a first step towards innovative therapeutic options.
Genome-wide association studies have established that several single nucleotide poly-
morphisms, including loss-of function mutations in the cyclin-dependent kinase inhibitor
2A (CDKN2A) locus, affect glycemia, insulin values and T2D risk, implying a role in glucose
and insulin sensitivity regulation [11,12]. The human CDKN2A locus encodes two proteins,
the Cyclin Dependent Kinase inhibitory (CDKI) p16INK4a protein and the p53 regulatory
protein p14ARF (p19ARF in mice). The p16INK4a protein is a potent CDKI preventing
the binding of CDK4/6 to Cyclin D, controlling the CDK4-pRB-E2F1 pathway; whereas
p14ARF mainly exerts its activity via the inhibition of MDM2, a ubiquitin-ligase that pro-
motes the degradation of p53 [11,12]. In AT, besides its cell cycle regulator functions (i.e.,
anti-proliferative and tumor suppressor), the CDKN2A locus also controls the commitment
of stem cells to the brown-like type fate and mature adipocyte energy metabolism [13-15].
We have shown that mice with a germline disruption of the Cdkn2a gene (Cdkn2a~/~) fed
a high-fat diet are protected against diet induced obesity (DIO) by increasing thermogen-
esis via inguinal (ing) WAT beiging, resulting in improved insulin sensitivity associated
with the activation of the PKA pathway [16]. In this study, we have also observed that
CDKN2A expression is increased in adipocytes from obese, compared to lean, subjects [16].
Consistent with these findings, a recent study reported that silencing Cdkn2a expression in
cold-inducible beige APs results in a rejuvenation of beige adipocyte formation, restoring
cold-induced thermogenesis in old mice [13]. The authors also showed that silencing
Cdkn2a expression in UCP1+ cells within ingWAT that display progenitor-like characteris-
tics stimulates new beige fat formation through cell proliferation via a cell-autonomous
role [17]. Overall, these data indicate the existence of an inverse correlation between the
expression level of CDKN2A and beige adipocyte activity, further supporting the notion that
cell-cycle genes may be involved in controlling a white-to-beige /brown fat transition that
involves APs, beige adipocyte expansion and their activity in a cell-autonomous manner.
Human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) have the potential to be differentiated
into any cell type, making these cells an unlimited source for studying cell-based therapy. In
particular, several studies have established the therapeutic potential of hiPSCs differentiated
into brown adipocytes progenitors (hiPSC-BAP) against obesity and associated metabolic
disorders [18]. However, the limitation of the use of hiPSC-BAPs in 2D cultures is due
to their low adipocyte capacity and their low expression levels of UCP1 [18]. Here, to
overcome this limit, we report a new method of 3D culture, via the formation of an organoid-
like structure, which enhances the capacity for differentiation and the browning process of
hiPSC-BAPs [19]. We have previously reported that silencing CDKN2A expression during
hiPSC-BAP adipogenic differentiation in 2D cultures promotes UCP1 expression [16]. In
this study, we investigated the effects of CDKN2A silencing in hiPSC-BAP in improved
3D cultures. Understanding how Cdkn2a can relay to initiate a thermogenic program in
hiPSC-BAPs is a first step to envisage activating beiging as a new putative therapy to
alleviate the effects of obesity and to prevent insulin resistance and T2D. RNA-sequencing
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(RNA-seq) analysis and kinase activity profiling of hiPSC-BAP further demonstrate that
CDKN?2A silencing enhances pathways involved in adipogenesis, oxidative metabolism
and the browning process, resulting in the reprogramming of brown-like adipocytes by
promoting UCP1 expression and beiging markers.

2. Materials and Methods
2.1. Cell Culture and siRNA Experiments

hiPSC-BAPs, derived from the hiPSC line NOK6 were grown in standard tissue culture
conditions at 37 °C with 5% CO; as previously described [20]. The growth medium was
DMEM low glucose supplemented with L-glutamine (2 mM), penicillin—streptomycin
5000 IU/mL-5000 g/mL (Pen/Strep), 10% FBS and 2.5 ng/mL FGF2.

2.1.1. Generation of hiPSC-Derived Brown-like Adipospheres

The generation of spheroids and their adipogenic differentiation was performed as we
recently described in detail [21]. Briefly, 1 x 10° hiPSC-BAPs were seeded per well of 24 well
Ultra-Low Attachment (ULA) plate (Corning 3473, Fischer scientific, Illkirch-Graffenstaden,
France) for three days for spheroid formation. Then, to differentiate spheroids, the growth
medium was changed to a differentiation medium composed of EBM-2 (Lonza, Colmar,
France) supplemented with 0.1% FCS, IBMX (0.5 mM), dexamethasone (0.25 uM), T3
(0.2 nM), insulin (170 nM), rosiglitazone (1 uM), SB431542 (5 uM), and a EGM-2 cocktail
(Lonza, CC-3121) including ascorbic acid, hy-drocortisone and EGF. IBMX and dexam-
ethasone were maintained only for the first 3 days of differentiation. SB431542 and EGF
were removed after the first 9 days of differentiation. Spheroids were maintained in the
differentiation medium for up to 20 days, with the medium changed once a week.

2.1.2. siRNA Transfection

siRNAs (Human CDKN2A siRNASMART pool, GEHealth Bio-Sciences, Rosersberg,
Sweden) were transfected at the time when hiPSC-BAPs were in suspension for spheroid
formation. One hundred nM siRNAs were transfected in a medium containing 60% DMEM
low glucose, 40% MCDB-201, 1x ITS, dexamethasone (10’9 M), and ascorbic sodium acid
(100 mM) using HiPerFect (Qiagen, Courtaboeuf, France) transfection reagent as described
by the supplier. Cells were then maintained in conditions to form spheroids and were
induced to differentiate as described above.

2.2. RNA Extraction and RNA-Sequencing

Total RNA was extracted from the hiPSC-BAP 3D at D0 and D10 of differentiation
using TRIzolTM Reagent (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). The quality
of the RNAs was verified with RNA 6000 nanochips on the agilent 2100 bioanalyser.
Purified RNA (200 ng) was used for the library preparation. Briefly, RNA libraries were
prepared using the TruSeq Stranded mRNA Library Preparation Kit (Illumina, San Diego,
CA, USA) following the manufacturer’s instructions. The libraries were sequenced on
the NextSeq system (Illumina) using a paired-end 2x75 bp protocol. Three biological
replicates per condition were sequenced. The GEO accession number for the sequencing
data was GSE223241.

2.3. Proteins Extraction and PamGene Kinase Assay

Proteins from spheroids and adipospheres were extracted for PamGene kinase assay
as previously described [16]. Tyrosine (PTK) and serine/threonine kinase (STK) activity
was investigated with PTK and STK microarrays purchased from PamGene (PamGene
International BV, ’s-Hertogenbosch, The Netherlands). The experiments were performed as
described in the manufacturer’s instructions.
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2.4. Bioinformatic Analysis

For RNA sequencing, the demultiplexing of the sequence data was performed using
bcl2fastq Conversion Software (Illumina; bcl2fastq v2.19.1). The trimming of adapter
sequences was performed using cutadapt software (version 1.7.1). Reads quality control
was assessed using FastQC (v0.11.5). Subsequently, sequence reads from FASTQ files
were aligned to the human genome GRCh38, downloaded from Ensembl 108. Alignment
was performed using STAR aligner (version 2.5.2b). Over 19 millions of 75 base pairs
PE-reads reads were generated per sample. The normalized counts of the different genes
and isoforms were performed using RSEM (v1.2.31) using a GTF from Ensembl 108. Finally
differential expression was performed using R version 3.6.3 and DESeq?2 package v1.24.0.
An adjusted p-value < 0.05, Log2FC > 1 and LogFC < —1 were set as thresholds. We
then performed pathway analysis using the core analysis function of Ingenuity Pathway
analysis (IPA) (Qiagen) and the Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) was done using
GSEA software version 4.3.2 (GSEA; http:/ /software.broadinstitute.org/gsea/ (accessed
on 3 October 2022)). All GSEA data showed had a p-value < 0.05.

For Pamgene analysis, image acquisition and data analysis were performed according
to the manufacturer’s instructions as previously described [16]. Data and upstream kinase
analysis were conducted using the Bionavigator software v.6.3.67.0 developed by PamGene.
Peptides and kinases with an adjusted p-value < 0.05, LogFC > 1 and LogFC < —1 were set
as thresholds.

2.5. Statistical Analysis

Data are presented as mean +=SEM. Statistical analyses were performed using unpaired
two-tailed Student’s t-test, using GraphPad Prism software. Differences were considered
statistically significant at p < 0.05 (* p < 0.05; ** p < 0.01 and ** p < 0.001).

3. Results

3.1. Characterization of the Differentiation Process of hiPSC-BAPs into Adipocytes in 3D Culture
Adipogenic differentiation of hiPSC-BAPs was performed as summarized in Figure 1.

Briefly, hiPSC-BAPs were plated, transfected with siRNA, and differentiation was triggered

3 days later, for 10 days. RNA-seq and Pamgene experiments were performed before (at
DO0) and after (at D10) differentiation.

hiPSC-BAPs in ULA plates

Spheroid formation  Differentiation of spheroids into adipospheres

D-3 DO D10
siRNA transfection RNA-Seq RNA-Seq
Pamgene Pamgene

Spheroid Adiposphere

Figure 1. Protocol of hiPSC-BAP differentiation into adipospheres. hiPSC-BAPs were plated
into low adherent plates (ULA) and transfected with the control siRNA or the CDKN2A siRNA.
Three days (D-3) after, spheroids formed and then were induced to undergo differentiation into
adipospheres. Confoncal images are shown. Blue: DAPI for nuclei staining. Red: Oil Red O for lipid
droplets staining. Scale: 50 um. RNA-Seq and Pamgene analyses were performed at day 0 (D0) and
day 10 (D10).
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3.1.1. Transcriptome Analysis of the Adipogenic Differentiation of hiPSC-BAPs in
3D Culture

Expression profile differences in the transcriptome of spheroids before differentiation
(DO0) vs. adipospheres after differentiation (D10) were determined by RNA-seq analysis.
The 3D culture markedly affects the hiPSC-BAP mRNA expression levels. Transcriptomic
analysis revealed 3484 significantly differentially expressed genes (1644 up-regulated and
1840 down-regulated) between D0 and D10 groups (Figure 2A). Overall, RNA-seq analysis
revealed that adipogenesis (i.e., upregulation of PPARy and CEBP«; downregulation of
DIO2), markers of mature adipocytes (i.e., upregulation of ADIPOQ and PLIN1), oxida-
tive metabolism pathways and browning adipocyte capacity (i.e., upregulation of FABP4,
CIDEA, PGCla and UCP1) are markedly activated in 10 days-differentiated 3D adipo-
spheres (Figure S1). We also found that mRNA expression levels of DIO2, an enzyme that
catalyzes T4 to T3 conversion [22], were markedly downregulated. Given that T3 is present
in the differentiation medium of hiPSC-BAPs, the reduction of DIO2 may reflect active
adipocyte differentiation which already adopts a brown-like phenotype [23].

After IPA and GSEA analysis, we found that several pro-adipogenic pathways were
markedly modified in the D10 vs. DO groups. We observed the activation of the cholesterol
biosynthesis, LXR/RXR and PPAR signaling pathways (Figures 2C and S3); and the repres-
sion of the sirtuin, matrix metalloprotease, acute phase response, osteoarthritis, hepatic
fibrosis and TGFf signaling pathways (Figures 2B and S3). Rosiglitazone, CEBPs, IL4 and
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) are major upstream regulators of up-regulated
pathways (Figure S2). Other over-expressed pathways were those involved in cellular
oxidative metabolism such as oxidative phosphorylation, fatty acid oxidation, ketogenesis,
as well as amino acid and noradrenaline degradation pathways (Figures 2C and S3) which
are essential for adipogenesis and browning adipocyte capacity [24,25].

3.1.2. Kinome Profiling of the Adipogenic Differentiation of hiPSC-BAPs in 3D Culture

Then, we used Pamgene arrays containing serine/threonine (STK) and phosphotyro-
sine (PTK) peptides that were incubated with protein lysates of hiPSC-BAP adipospheres
before (D0) and after differentiation (D10), as previously described [16].

A global decrease in phosphorylation of both phosphorylation sites was observed at
D10 vs. DO (Figure 3A,B). Significant differences in phosphorylation for 5 out of 144 peptides
(STK, Figure 3A and Table S2) and for 14 out of 196 peptides (PTK, Figure 3B and Table S2)
were evidenced. Using a combined Bionavigator and IPA analysis to identify po-
tential upstream kinases, we found several kinases that displayed differential STK
(Figure 3C and Table S1) and PTK (Figure 3D and Table S1) phosphorylation at D10 vs. DO.

In line with RNA-seq analysis, global pro-adipogenic pathways whose phosphoryla-
tion levels were modified were identified, such as cell cycle regulation, adipogenesis, VEGEF,
fibroblast growth factor (FGF), as well as PTEN and JAK2/STAT3 signaling pathways (STK,
Figure 4A and PTK, Figure 4B), which are implicated in proliferation/differentiation during
the early stages of adipogenesis [24,25]. Among them, the intracellular mitogen-activated
protein kinase (MAPK) and the three pathways: extracellular signal-regulated kinases
(ERK1, 2, 5 and 7), Jun N-terminal kinases (JNKs) and p38 (Figure 3C and Table S1), as
well as the FGF receptor family (FGFR 1, 2, 3 and 4) (Figure 3D and Table S1), involved in
proliferative activity during adipogenesis [24], displayed lower phosphorylation.
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Figure 2. Transcriptomic analysis of 10 days-differentiated 3D adipospheres (D10 vs. D0). (A) A
volcano-plot of differentially regulated gene expression. UCP1 is indicated in black. Enrichment of IPA
biological process terms for down-regulated (B) and up-regulated (C) genes following differentiation.
IPA terms are plotted against the negative log of corrected p-values. Most down-regulated (B) and
up-regulated (C) enriched pathways.

3.2. Knock-Down of Cdkn2a Potentiates the Capacity of Adipogenic Differentiation of Spheroids
at DO

Given that Cdkn2a might be required in the APs-specific browning process, we decided
to assess selective molecular pathways and the underlying mechanisms involved in this
process in CDKN2A-deficient hiPSC-BAPs. Expression profile differences in spheroid
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transcriptome at spheroid stages of differentiation (D0, progenitor stage) between CDKN2A-
deficient and control spheroids were determined by RNA-seq. Transcriptomic analysis
revealed 245 significantly differentially expressed genes (121 up-regulated and 124 down-
regulated) between both groups (Figure 5A). The reduction in CDKN2A mRNA expression
levels was validated in spheroids at DO (Figure S4). Overall, RN A-seq analysis showed that
CDKN2A-deficient spheroids exhibit greater adipogenic potential (i.e., downregulation of
DIO2) with an anti-inflammatory profile (Figure S4). Computational analysis indicated
that pro-adipogenic pathways such as LXR/RXR, PPAR and CXCR4 (chemokine receptor)
are activated (Figures 5C and S5); whereas pathways involved in inflammatory response
and TGEFf signaling pathways were repressed (Figures 5B and S5) in CDKN2A-deficient vs.
control spheroids [24]. Pro-adipogenic factors such as PTGER2 (prostaglandin receptor),
VEGEF, AREG (retinoic acid signaling) andFOXM1 (Forkhead Box M1) are major upstream
regulators of up-regulated pathways (Figure S5), and pro-inflammatory signaling pathways
(IL6, IL1«, IL17, NFkB, IL1$3, TNF) are major upstream regulators of down-regulated
pathways (Figures S5 and S6) [24]. Up-regulation of the molecular pathways involved
in oxidative activity was also observed (Figure S6); whereas no significant change was
evidenced in UCP1 RNA expression levels at the DO progenitor stage (Figure S4).
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Figure 3. Kinome analysis in 10 days-differentiated 3D adipospheres (D10 vs. D0). Volcano-plots
of STK (A), PTK (B)-modulated peptides and STK (C), PTK (D)-modulated kinases. Green circle:
hyperphosphorylated peptide (A). Red circle: hypophosphorylated peptide (A,B) and kinase (C,D).
Dark circle: unmodulated peptide (A,B) and kinase (C,D).

The CDKN2A products p16INK4a and p19ARF are key regulators of the activity of
kinases involved in cell proliferation and senescence [16]. We postulated that modified
kinase activity may be involved in the browning process and we performed a global kinome
analysis in CDKN2A-deficient hiPSC-BAPs. Significant differences in phosphorylation
levels for 1 out of 144 peptides (STK, Figure 6A and Table S4) and for 10 out of 196 peptides
(PTK, Figure 6B and Table 54) were evidenced between CDKN2A-deficient and control
spheroids. Using a combined Bionavigator and IPA analysis, we identified several potential
modulated signaling pathways and upstream kinases (STK, Figure 6C; PTK, Figure 6D
and Table S3). Among them, glucocorticoid (GC) receptor (GR) signaling pathways (STK,
Figure 7A), immune pathways (CD28 signaling in T-helper cells, IL15 production, CTA4
signaling in cytotoxic T lymphocyte), as well as FGF, NGF, Focal Adhesion Kinase (FAK)
and insulin receptor signaling (PTK, Figure 7B and Table S3), which are implicated in
proliferation/differentiation during the early stages of adipogenesis [24], were evidenced.
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Figure 5. Transcriptomic analysis at spheroid stages of differentiation (D0) between CDKN2A-
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CDKN2A-deficient DO spheroids. IPA terms are plotted against the negative log of corrected p-values.
Most down-regulated (B) and up-regulated (C) enriched pathways.
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Figure 6. Kinome analysis at spheroid stages of differentiation (D0) between CDKN2A-deficient
and control hiPSC-BAPs. Volcano-plots of STK (A), PTK (B)-modulated peptides and STK (C), PTK
(D)-modulated kinases. Green circle: hyperphosphorylated peptide (B) and kinase (C,D). Red circle:
hypophosphorylated peptide (A,B). Dark circle: unmodulated peptide (A,B) and kinase (C,D).
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Figure 7. Enrichment of IPA biological process terms for kinome analysis at spheroid stages of
differentiation (D0) between CDKN2A-deficient and control hiPSC-BAPs. IPA terms are plotted
against the negative log of corrected p-values. Most modulated enriched pathways in STK (A) and in
PTK (B).
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3.3. CDKN2A Invalidation Potentiates Cellular Oxidative Metabolism and Browning Process of
Adipospheres at D10

The silencing of CDKN2A significantly affects the adiposphere mRNA expression
levels at D10 (Figure S7). Transcriptomic analysis revealed 610 significantly differentially
expressed genes (406 up-regulated and 204 down-regulated) between CDKN2A-deficient
and control adipospheres (Figure 8A). The reduction of CDKN2A mRNA expression levels
was validated in spheroids at D10 (Figure S7). Overall, RNA-seq analysis revealed that
adipogenesis (i.e., upregulation of PPARy and CEBP«), markers of mature adipocyte
(i.e., upregulation of ADIPOQ and PLIN1), oxidative metabolism and browning process
pathways (i.e., upregulation of FABP4, SREBF1, CIDEA, PGCla, UCP1) are markedly
activated in 10 days-differentiated CDKN2A-deficient 3D adipospheres (Figure S7).

Computational analysis revealed that, in addition to pro-adipogenic pathways already
highlighted at DO, global cellular oxidative metabolism (glycolysis, oxidative phosphoryla-
tion, TCA cycle, fatty acid 3 oxidation, ketogenesis, leucine and valine degradation) and the
browning process (white adipose tissue browning pathway, AMPK signaling) are markedly
activated [25] (Figures 8C and S9). PPARy and Sterol Regulatory Element Binding Tran-
scription Factor (SREBF 1 and 2) are major upstream regulators of up-regulated pathways
(Figure S8). Several kinase pathways such as p70S6K and PI3K/AKT signaling and sirtuin
signaling pathway, which affect the proliferation and differentiation of pre-adipocytes, are
repressed [24] (Figure 8B).

45
(e}
40+ o
35
Downregulated © © Upregulated

301 Ppadj<0.05 © Padj<0.05
£ Log2FC<-1 Oco Log2FC>1
8 55| 204 genes 406 genes
=3 o
o
o
_Il 20

154

104

5_

[0}
0_
-8 6 -4 -2 0 2 4 6 8
Log2 FC
(A)

Figure 8. Cont.



Cells 2023, 12, 870

14 of 22

Ingenuity canonical pathway

Sirtuin Signaling Pathway - [ EEEEERRR Superpathway of Cholesterol Biosynthesis - _
LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR Function - [N Oxidative Phosphorylation - [N
Antioxidant Action of Vitamin C - [l Cholesterol Biosynthesis Ill (via Desmosterol) - _
Tumor Microenvironment Pathway - [l Cholesterol Biosynthesis Il (via 24,25-dihydrolanosterol) - [N
RhoGDI Signaling -] - Cholesterol Biosynthesis | - _
ERK/MAPK Signaling | [l TCA Cycle Il (Eukaryotic) - [
A ignaling >
ne-1-f ST o g Mevalonate Pathway | | [N
Myc Mediated A is Signaling £
ve pop gnaling - [ - Fatty Acid p-oxidation | - [
PAK Signaling 4 [l o . .
E Isoleucine Degradation | - -
Acute Myeloid Leukemia Signaling + [l c Superpathway of Geranylgeranyldiphosphate | -
Induction of Apoptosis by HIV1 -] - g Biosynthesis | (via Mevalonate)
3 Ketogenesis - -
Antiproliferative Role of Somatostatin Receptor2 4 [l >
Wt in Sianali - £ LXR/RXR Activation - [
nt/B-catenin Signaling 5 White A_dipose Tissue | -
FAT10 Cancer Signaling Pathway - . g’ Browning Pathway
Type Il Diabetes Mellitus Signaling - . Glycogen Degradation Il -
PI3K/AKT Signaling - . Valine Degradation | - -
Actin Cytoskeleton Signaling 4 [l Glutaryl-CoA Degradation - [
BEX2 Signaling Pathway 4 [l PPARG/RXRa Activation -| [l
Regulation of Actin-based Motility by Rho 4 [li] Oleate Biosynthesis Il (Animals) 4 [
liobl Multiforme Signaling 4 il Glycogen Degradation Il 4 [
p70S6K Signaling - l Triacylglycerol Biosynthesis - -
| B E— E— r—rrrrrrr1
0 2 4 6 8 0 2 46 8101214
- log(pvalue) —log(pvalue)

Figure 8. Transcriptomic analysis in 10 days-differentiated (D10) 3D adipospheres following
siCDKN2A silencing performed at the progenitor stage 3 days before differentiation. (A) A
volcano-plot of differentially regulated gene expression. UCP1 is indicated in black. Enrichment
of IPA biological process terms for down-regulated (B) and up-regulated (C) genes of CDKN2A-
deficient D10 adipospheres. IPA terms are plotted against the negative log of corrected p-values.
Most down-regulated (B) and up-regulated (C) enriched pathways.

We then analyzed the effect of the knock-down of CDKN2A on the kinome of adipo-
spheres. Significant differences in phosphorylation for 6 out of 144 peptides (STK, Figure 9A
and Table S6) and for 8 out of 196 peptides (PTK, Figure 9B and Table S6) were evidenced.
Using the Bionavigator analysis to identify potential upstream kinases, we identified sev-
eral signaling pathways that displayed modified STK (Figure 9C and Table S5) and PTK
(Figure 9D and Table S5) phosphorylation. Following combined computional analysis, we
observed that, in addition to pro-adipogenic and kinase pathways already highlighted by
RNA-seq, AMPK and p38 MAPK which are key players of the browning process [25], are
markedly modulated. Differences in phosphorylation linked to the modulation of Gag- and
Gas-coupled G protein-coupled receptors (GPCR) (STK, Figure 10A) and pro-inflammatory
signaling pathways (IL15, IL7) (PTK, Figure 10B) are also modulated [24].
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Figure 9. Kinome analysis in 10 days-differentiated (D10) 3D adipospheres following siCDKN2A
silencing performed at the progenitor stage 3 days before differentiation. Volcano-plots illustrat-
ing STK (A), PTK (B)-modulated peptides and STK (C), PTK (D)-modulated kinases. Green circle:
hyperphosphorylated peptide (A,B) and kinase (C,D). Red circle: hypophosphorylated peptide (B).
Dark circle: unmodulated peptide (A,B) and kinase (C,D).
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Figure 10. Enrichment of IPA biological process terms for kinome analysis in 10 days-
differentiated (D10) 3D adipospheres following siCDKN2A silencing performed at the progen-
itor stage 3 days before differentiation. IPA terms are plotted against the negative log of corrected
p-values. Most modulated enriched pathways in STK (A) and in PTK (B).
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4. Discussion

Several studies have pointed out the therapeutic potential of hiPSC-BAP as a promising
novel therapy to alleviate the effects of obesity and T2D [18,19]. However, their low capacity
for differentiation in brown-like adipocytes in 2D cultures hampers their use for further
therapeutic approaches [19]. In recent years, 3D cell culture techniques have received much
attention, as these might provide more accurate models of tissues. Indeed, 3D cultures
generate changes in lipid accumulation and gene expression, which may lead to a better
and closer in vivo differentiation [26]. In order to improve the differentiation capacity of 2D
cultures, we developed a novel and more efficient method of using 3D cultures of hiPSC-
BAPs, via the formation of an organoid-like structure [19]. Our data confirm previous
experiments showing that differentiation into adipospheres improves adipogenesis and
browning process capacities compared to conventional monolayer BAP differentiation [16].

Fate decisions of multipotent progenitor cells to differentiate into adipocytes are
driven by specific signaling pathways. In particular, the adipogenic process occurs in two
major phases: commitment to APs and terminal differentiation, which are determined by
modified transcriptional, epigenomic and metabolic activities [24]. Here, we showed that
the differentiation of hiPSC-BAP from spheroids to adipospheres in a 3D culture results
in marked transcriptomic and phosphorylation changes. Comparative transcriptome and
kinome analyses of spheroids before differentiation (DO0) vs. adipospheres after differen-
tiation (D10) revealed that adipogenesis, oxidative metabolism pathways and browning
adipocyte capacity are markedly activated in 10 days-differentiated 3D adipospheres.

RNA-seq analysis revealed the dynamic expression changes that occur during the
commitment of APs toward adipocyte differentiation (i.e., repression of osteoarthritis and
hepatic fibrosis pathways). TGFf and sirtuin signaling pathways, which have emerged
as critical anti-adipogenic players, were downregulated. TGF( 1 and 2 and SIRT1 inhibit
PPARy and CEBPx expression [27,28]. TGF-f 1 inhibition suppresses the proliferation and
induces the differentiation of hiPSC [19]. By contrast, transcription factor signaling path-
ways (LXR/RXR, CEBPs and PPARYy), which are the master regulators of adipogenesis [29],
were activated. These events are required to promote the growth arrest and differentiation
of pre-adipocytes and the progressive expression of a lipogenic transcriptional program
(activation of glycolysis, oxidative phosphorylation, fatty acid oxidation and ketogenesis
pathways). In line with these findings, the decrease in levels of phosphorylation of MAPK
and ERK, JNK, p38 signal-regulated kinases as well as the FGF pathway, which are key
regulators of early adipogenic events [24], was evidenced by Pamgene. This might reflect
the terminal differentiation of 3D adipospheres into mature adipocytes. In basal 3D culture
conditions, the increase in UCP1 [25], IL4 [30] and VEGEF [31] expression levels, which
is key to the brown adipocyte lineage, suggests that adipocytes already adopt a brown-
like phenotype. Indeed, IL-4 enhances the differentiation of APs into committed beige
adipogenic precursors [32], and VEGF is synthesized and promotes the angiogenesis in
BAT [33]. The activation of cholesterol biosynthesis [34] and angiogenesis (i.e., upregulation
of VEGF) [33], and the repression of matrix metalloprotease [35] and hypoxia/inflammation
(i.e., dowregulation of HIF1« [36] and acute phase response (APR)) enriched pathways,
might reflect an active adipocyte-like remodeling and expansion of the adiposphere. The
APR is an early response to inflammation which hampers lipid and glucose utilization in
adipocytes [37].

In line with its canonical role in cell-cycle progression and differentiation, the CDKN2A
locus is well known to promote adipogenesis [15]. It might also be a key determinant of
brown adipocyte fate, although underlying mechanisms and cellular pathways remain
elusive [13,15]. Thus, we next assessed molecular pathways involved in the browning
process in CDKN2A-deficient hiPSC-BAPs. CDKN2A-deficient spheroids at DO exhibit
greater adipogenic potential with an anti-inflammatory profile (Figure 11). However, no
increase in the browning process was evidenced at this stage. In addition to repressed
TGEFf and activated adipogenic pathways already highlighted in basal conditions, the most
striking observations were the identification of additional modulated signaling pathways,
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namely the activation of the CXCR4 and the repression of multiple pro-inflammatory sig-
naling pathways. GR and insulin signaling pathways also displayed significant differences
in phosphorylation levels. GCs, present in most adipogenic differentiation cocktails, are
potent inducers of adipogenesis in vitro. Pre-adipocytes from humans express GR through
which GCs stimulate the expression of PPARy and C/EBPa during adipogenesis [38,39].
Activation of GR decreases pro-inflammatory cytokine expression [40] which is known
to inhibit adipogenesis through various pathways, thus constraining the hyperplastic ex-
pandability of AT [41]. Insulin is also a powerful inducer of stem cell commitment to
adipogenesis via the activation of the PI3K/ Akt and MAPK signaling pathways to promote
pro-adipogenic transcription [42]. CXCR4 promotes proliferation of APs and is required for
the acquisition of brown adipocyte features. It also prevents inflammation [43,44].

Spheroids (D0) Adipospheres(D10)
(D-3)

CDKN2A silencing

\ ' Differentiation

l’ TGFp signaling ¢ Proliferation
(Sirtuin, ERK/MAPK, FAK, PI3K, P70s6k, 1L15)

T Adipogenesis T Oxydative metabolism (oxidative phosphorylation,
(LXR/RXR, PPARY, GR, AREG, CXCR4, glycolysis, TCA cycle, fatty acid oxydation)
FOXM1)

Brown fat cell differentiation (white adipose tissue

" Inflammation (IL6, IL1, TNF, NFkB, browning, UCP1, AMPK, p38 MAPK, Gots)
acute phase response)

Figure 11. Effects on silencing CDKN2A expression during hiPSC-BAP adipogenic differentia-
tion in a 3D model: from spheroids (D0) to adipospheres (D10).

Strikingly, a marked enrichment of oxidative metabolism and browning process
pathways was observed in 10 days-differentiated CDKN2A-deficient 3D adipospheres
(Figure 11). Although a global increase in adipogenesis and cellular oxidative pathways
was already evidenced in basal conditions, the silencing of CDKN2A potentiates these
pathways along with WAT browning pathways at adiposphere stages of differentiation.
The findings of SREBF1 and PPARy/RXR as major upstream regulators of up-regulated
pathways might reflect their dual role in regulating adipogenic and lipogenic pathways [45].
The marked transcriptional activation of AMPK and p38 MAPK and the modulation of
the levels of phosphorylation of AMPK and G« signaling pathways reinforce the idea that
adipospheres are fully committed to differentiate into mature brown-like adipocytes [25].
In line with these findings, most of the molecular pathways (i.e., sirtuin, ERK/MAPK, FAK,
PI3K, p70S6K) that control pre-adipocyte proliferation [24] were down-regulated, suggest-
ing the terminal differentiation of mature adipocytes (Figure 11). IL15, whose production
pathway displays differential phosphorylation, is also known to lower the proliferation
rate of pre-adipocytes [46]. On the one hand, AMPK inhibits adipogenesis via blocking
the early mitotic clonal expansion. AMPK has a dual role in adipogenesis. AMPK blocks
the early mitotic clonal expansion, and later activates the differentiation of pre-adipocytes
into mature brown adipocytes [47]. Several studies have reported that AMPK signaling is
instrumental in the browning as well as in the energy expenditure of beige adipocytes [48].
Activating intracellular AMPK increases intracellular cAMP and phosphorylates PKA
resulting in induced intracellular lipolysis in BAT [48]. p38 MAPK signaling is also a key
player in browning [49]. p38 MAPK is a downstream effector kinase of cAMP/PKA signal-



Cells 2023, 12, 870

19 of 22

ing in brown adipocytes [50]. During the early phase of adipogenesis, both cAMP and GC
signalling pathways promote transcriptional activation, resulting in the commitment of
APs to a pre-adipocyte fate and the differentiation of pre-adipocytes [51]. Gas signaling
via GPCRs that activate cAMP /PKA signalling and UCP1-dependent thermogenesis also
regulates brown/beige adipocytes [52].

One limitation of our study is the lack of functional tests to further investigate the
brown fat properties of CDKN2A-deficient adipospheres at the cellular level. Additional
experiments to compare phenotypic differences in control and CDKN2A-deficient adipo-
spheres are also needed to better appreciate whether CDKN2A contributes to increased
BAT functions and/or morphology. Moreover, at this stage, we cannot rule out that
knocking-down CDKN2A in hiPSC-BAPs could stimulate cell proliferation. However, no
difference in size or cell phenotype was observed microscopically between control and
CDKN2A-deficient adipospheres throughout the differentiation process and up to 21 days of
culture (data not shown). In addition, the RNA-seq data of control and CDKN2A-deficient
spheroids and adipospheres did not reveal marked modifications in the expression levels
of genes involved in signaling pathways that control proliferation. Thus, it suggests that
modulating CDKN2A expression in hiPSC-BAPs does not lead to uncontrolled proliferation
of adipospheres. Given that silencing CDKN2A expression in hiPSC-BAPs has limited effect
on cell proliferation, it is tempting to speculate that this locus indeed drives alternative
pathways from those used for regulating the cell cycle to potentiate the browning process
in a 3D system.

Here, we demonstrated that CDKN2A plays an important role in brown-like adi-
pogenic recruitment and maturation in a cell-autonomous manner. Our data emphasize the
potential effects of this locus in progenitor cells on the browning process, using alternative
pathways from those used for regulating the cell cycle. In particular, we showed that AMPK,
p38 MAPK and Gas/cAMP /PKA signaling pathways are key targets of CDKN2A silencing
(Figure 11). Thus, additional studies are needed to further delineate the contributions of
these kinases and to identify both direct and indirect activators underlying the induction of
the browning process in CDKN2A-deficient stem cells. Thus, targeting alternative CDKN2A
signaling pathways that may not be involved in tumor suppressive and anti-proliferative
effects, but which are driving the browning process in APs, may represent a new strategy
to reprogram the cellular response and develop therapeutic approaches against obesity
and T2D.

5. Conclusions

In conclusion, our results suggest that the CDKN2A locus is an important regulator of
adipogenesis, oxidative metabolism and the browning process in a cell-autonomous manner.
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Conclusion générale

L’ensemble des données obtenues au cours de cette thése ont mis en évidence une
action de CdknZ2a dans I'adipocyte.

La premiére partie de cette étude c’est intéressé a comprendre I'action de CdknZ2a sur
la capacité de brunissement, les mécanismes métaboliques et voies de signalisations
impliquées dans I'adipocyte mature a I'aide d’'un modéle de souris déficiente pour Cdkn2a dans
I'adipocyte mature (Cdkn2a 23-). Nos résultats ont permis de démontrer I'effet métabolique de
I'extinction de CdknZ2a suite a la mise sous HFD des animaux. En effet, les souris Cdkn2a2%-"-
présentent un profil métabolique amélioré avec une meilleure tolérance au glucose sans
modification des parameétres insulinémiques, une hypoleptinémie et hyporésistinémie
associées a une augmentation de la dépense énergétique, sans brunissement. De plus, I'étude
des mécanismes transcriptomiques régulés par Cdkn2a dans I'adipocyte mature montre une
action dépét-spécifique de Cdkn2a. En effet, on observe une diminution de la réponse
inflammatoire, une augmentation des voies pro-adipogéniques et de I'apoptose dans le BAT.
En revanche, dans 'eWAT l'extinction de Cdkn2a conduit a une augmentation globale des
voies métaboliques impliquées dans l'utilisation des substrats énergétiques, en particulier le
métabolisme du glucose et I'activité oxydative avec aussi une diminution de la réponse
inflammatoire. L'étude de ces processus dans un modele in vitro de 3T3-L1 a validé ces
données avec notamment une augmentation de la respiration mitochondriale et de la capture
du glucose en basal, suggérant un effet de CdknZ2a en basal probablement médié via, au moins
en partie, par I'activité de 'AMPK, ou encore la PKA et la voie de p70S6K.Malgré I'absence de
brunissement dans notre modéle adipocyte spécifique, les différents résultats obtenus nous
ont permis de montrer I'action de Cdkn2a au niveau de I'adipocyte mature, avec des effets
dépbts spécifique, dans le controle de 'homéostasie énergétique et lipidique par des voies
différentes que celles utilisées pour réguler le cycle cellulaire, ainsi que son implication dans
la régulation de la plasticité du tissu adipeux au cours de I'obésité.

Dans la seconde partie de cette étude, en parallele du modéle souris, nous avons
examiné I'implication de CDKNZ2A dans l'initiation d’'un programme thermogénique au stade
progéniteur grace a l'utilisation d’'un modele hiPSC-BAPs différenciés en sphéroides 3D. Les
analyses du transcriptome et de 'activité kinase ont montré que I'extinction de CDKNZ2A active
les voies impliquées dans l'adipogenése, le métabolisme oxydatif et potentialise le processus
de brunissement, entrainant une reprogrammation des hiPSC-BAPs différenciés en
adipocytes de type brun.
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L’ensemble de ces données suggére que le brunissement observé lors de l'invalidation
globale de Cdkn2a chez la souris n’est pas dU a une transdifférenciation des adipocytes.
Cependant, l'extinction Cdkn2a activerait les voies du métabolisme énergétique et
potentialiserait le brunissement de I'adipocyte par des voies indépendantes de celles utilisées
pour moduler le cycle cellulaire. De plus, I'extinction de CDKNZ2A dans les hiPSC-BAPs montre
que cet effet cellulaire est autonome. La combinaison des différentes approches utilisées lors
de cette thése ont permis de mettre en évidence, que malgré une action dépdts spécifique,
des voies adipocytaires communes sous le controle de CDKNZ2A (telles que 'AMPK, PKA et
la p70S6K) associées au brunissement adipocytaire. La mise en évidence des voies
moléculaires contrélées par CDKN2A dans 'adipocyte impliquées dans le brunissement est
une premiere étape pour la mise en place d’approches thérapeutiques visant a activer le
brunissement afin d’atténuer les effets délétéres de 'obésité sur la résistance a l'insuline et de
DT2.
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Figure 52. Représentation schématique de la conclusion de cette étude.
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Discussion

Cette these avait pour objectif de déterminer si les modifications métaboliques
observées dans le KO global de CdknZ2a sont liées a un effet direct de la délétion de CdknZ2a
dans l'adipocyte mature, ainsi que son impact sur l'obésité et sur les conséquences
meétaboliques de [I'obésité mais aussi d’étudier l'implication de CDKNZ2A dans le
développement et la fonction de I'adipocyte.

Pour ce faire, nous avons dans un premier temps utilisé un modéle murin dans lequel

le locus Cdkn2a est inactivée spécifiquement dans I'adipocyte mature (Cdkn2a %),

L’un des premiers objectifs de cette thése était de caractériser phénotypiquement notre
modeéle de délétion de Cdkn2a dans l'adipocyte mature. Nous avons mis en évidence que
'absence de Cdkn2a au sein de l'adipocyte mature engendre des modifications des
parametres métaboliques suite a un stress métabolique. En effet, lors de test de tolérance au
glucose, nous avons constaté une amélioration de la tolérance au glucose chez les souris
Cdkn2a 3%~ sous régime HFD sans modifications des paramétres insulinémiques
(concentration plasmatique et sensibilité). De plus, ces résultats sont opposés de ceux publiés
par notre équipe dans le modéle de délétion globale de CdknZ2a. En effet, la délétion globale
de CdknZ2a engendre une améelioration de la sensibilité a l'insuline chez les souris sous HFD
sans modifier la tolérance au glucose. L’ensemble de ces résultats semble démontrer que la
délétion de Cdkn2a dans I'adipocyte mature ne conduit pas a 'amélioration de la sensibilité a
l'insuline, reste a savoir par quels mécanismes I'absence de CdknZ2a conduit a une meilleure
tolérance au glucose chez les souris Cdkn2a 2.

Dans le modéle de délétion globale de CdknZ2a, en plus d’'une amélioration de la
sensibilité a I'insuline une protection des souris sous HFD contre 'obésité a été observée ainsi
qu’une augmentation de la dépense énergétique. En revanche, dans le modéle de délétion
spécifique de CdknZ2a dans les adipocytes matures, nous n'observons aucune modification de
la prise de poids chez les souris sous HFD. Les souris CdknZ2a 2%~ présentent également une

augmentation de la dépense énergétique corrélée a une prise alimentaire inchangée.

On observe aussi chez ces souris Cdkn2a 2%~ une hypoléptinémie et hyporésistinémie
associée a une diminution de I'expression ARNm de ces adipokines (données non présentées)
dans les différents dépbts de tissu adipeux. Il est connu que les taux de leptine et résistine
sont élevés chez les souris ou une obésité a été induite par un régime riche en graisse. De

plus, la sécrétion excessive de résistine dans le modéle murin représente un lien
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physiopathologique entre obésité et diabéte de type 2. La diminution des niveaux plasmatiques
de résistine chez les souris Cdkn2a 29/~ est cohérente avec le profil métabolique amélioré
observé chez ces animaux. Il en est de méme pour la diminution des niveaux plasmatique de
la leptine. En effet, la leptine module la réponse pro-inflammatoire en augmentant la production
de cytokines pro-inflammatoires or il semble que les souris Cdkn2a 2% présentent une
diminution de la réponse inflammatoire notamment observées dans les données RNA-seq de
'eWAT et du BAT mais aussi lorsque nous observons les coupes histologiques de 'eWAT en
coloration a I’hématoxyline et a I'éosine. En revanche ce qui est surprenant ici c’est que malgré
une diminution des taux de leptine et une balance énergétique augmentée nous n’observons

aucun changement dans la prise alimentaire ni méme dans le poids des tissus adipeux.

Nous avons également étudié la masse et la composition, plus précisément la taille et
le nombre des adipocytes présent au sein des deux dépots de WAT puisqu’il est connu que
I'hypertrophie des adipocytes est un déclencheur et un marqueur de la dysfonction du tissu
adipeux chez les personnes obéses ou non [316]. Nos résultats montrent que la perte de
CdknZ2a dans I'adipocyte mature est suffisante pour engendrer une augmentation significative
de la taille des adipocytes (hypertrophie) dans I'eWAT ainsi qu’'une diminution du nombre
d’adipocytes dans I''WAT (hypoplasie). Néanmoins aucune différence du poids des dépbts de

tissu adipeux n’a été observée entre les controles et les Cdkn2a a4,

Afin de caractériser au niveau moléculaire notre modeéle, nous avons étudié I'expression
de différents genes cibles de I'adipocyte et du brunissement. En effet, dans le modéle murin
de délétion globale de CdknZ2a, un brunissement du tissu adipeux inguinal a été observé en
corrélation avec une augmentation significative de certains génes du brunissement tel que
UCP1, PPARy ou encore Prdm16 (données non présentées). Dans notre modéle de délétion
de Cdkn2a spécifique de [l'adipocyte mature, nous n’observons aucune modification
significative du taux d’expression d’ARNm de ces marqueurs du brunissement au niveau des
WAT, suggérant ainsi que la délétion de Cdkn2a au niveau de I'adipocyte mature n’est pas
suffisante pour induire le brunissement du tissu adipeux. Ces données moléculaires sont
cohérentes avec les données d’'immunohistochimie dans les différents dépots de TA ou on
n’observe aucune différence d’'UCP1 (données non présentées).

L’analyse plus approfondie des mécanismes moléculaire régulée par Cdkn2a dans

'adipocyte par analyse du transcriptome par séquencage de seconde génération NGS
(ilumina) des 3 différents dépbts de tissus adipeux a été effectuée. Ces résultats ont confirmeé
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'absence d’action significative de [I'extinction de Cdkn2a dans [I'iWAT au niveau
transcriptomique puisque seulement 11 génes sont modulés de fagon significative dans ce
tissu. Concernant le BAT, leffet principal observé est une diminution de la réponse
inflammatoire. A la suite de I'analyse de ces résultats nous avons décidé de concentrer I'étude
sur 'eWAT qui semble étre le TA le plus impacté par I'extinction de Cdkn2a au niveau
transcriptomique. L’ensemble des résultats obtenus dans 'eWAT semble indiquer que la
délétion de Cdkn2a dans ce tissu engendre une amélioration de I'activité métabolique de
I'adipocyte et de I'utilisation des substrats énergétiques ; en particulier, une amélioration de la
capture du glucose et de son métabolisme possiblement associé a une meilleure sensibilité a
l'insuline au niveau de l'adipocyte, mais que cette amélioration n’est pas visible au niveau
globale car pas assez prononcée. En effet, aucunes différences des paramétres insulinémique
au niveau globale n’as était observé mais en revanche dans 'eWAT une diminution possible
de la voie de rétrocontrdle de I'insuline semble avoir lieu lors de I'extinction de Cdkn2a puisque
lors de I'étude transcriptomique de ce tissu nous observons la diminution de la voie « regulation
of elF4 and p70S6K signalisation». De plus, plusieurs études ont montré que l'inhibition
pharmacologique de CDK4 (p16'Nk42 se lie 8 CDK4/6, inhibant la formation du complexe cycline
D-CDK4/6 et la phosphorylation médiée par CDK4/6 des membres de la famille Rb) dans les
adipocytes 3T3-L1 entierement différenciés diminue la sensibilité a l'insuline et réduit le
transport du glucose [169,317,318]. Une analyse globale du kinome de souris déficientes en
CDK4 suite a une stimulation a l'insuline a révélé que la signalisation de l'insuline est altérée
chez ces animaux [319]. L'ensemble de ces études semble suggérer une action de la voie de
p16 dans la sensibilité insuline au niveau de I'adipocyte. On observe aussi une amélioration
de sa capacité oxydative mettant en avant une prédisposition au brunissement de ce tissu

méme si aucun brunissement n’est observable.

Afin de mesurer les effets de la délétion de CdknZ2a sur la respiration mitochondriale, le
taux de consommation d’oxygene (OCR) et le taux d’acidification extracellulaire (ECAR), qui
représente en grande partie la glycolyse, ont été mesurés grace a la plateform XF24e de
Seahorse Biosciences. Les cellules siCdkn2a présentent une respiration basale, une capacité
respiratoire maximale et une production d’ATP significativement plus élevée avec une
stimulation au palmitate ou non, corrélée avec un ECAR lui aussi significativement augmenté.
Associée a 'augmentation de 'ECAR, on observe une augmentation de la capture du glucose
sans stimulation a l'insuline suggérant que Cdkn2a modulerait la capture de glucose en basale.
En effet, on observe dans 'eWAT une augmentation de I'expression de ’ARNm de certains

membres de la famille des facilitateurs du transport du glucose les GLUT, qui régule le
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transport du glucose et d'autres monosaccharides dans et hors des cellules des mammiféres
et jouent donc un rble central dans le maintien des concentrations de glucose dans le sang.
Slc2a3 (solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 3), aussi connu sous
le nom de GLUTS, et Slc2a5 ou GLUTS ont tous les deux une augmentation de I'expression
de leur ARNm dans 'eWAT des souris Cdkn2a 24, GLUT 3 et GLUT 5 sont connu pour avoir
une activité insulino-indépendante sur la capture de glucose et fructose respectivement avec
une forte affinité de GLUT3 pour le glucose[320-322].

Dans un second modéle d’étude nous avons étudier les effets de CDKNZ2A dans les
progéniteurs adipeux ainsi que sur la potentialisation de I'activité BAT.

Nous avons dans un premier temps démontré I'efficacité de notre modele d’étude, en
effet la différenciation en adiposphéres améliore les capacités d'adipogénése et de
brunissement des cellules hiPSC-BAP en 3D.

L’étude de I'extinction de CDKNZ2A au stade de progéniteurs dans les hiPSC-BAPs a
mis en évidence l'importance de CDKNZ2A dans l'adipogenése, le métabolisme oxidatif et

I'activité de brunissement.

Notre étude pose un certain nombre de questions :

1) Pourquoi la souris Cdkn2a 29/ présente-t-elle un profil métabolique et une
homéostasie glucidique différente de la souris présentant une invalidation
globale ?

L’'une des hypothéses est que cette modification dans le modéle d’invalidation globale
est la résultante d’'une communication inter-organes, notamment entre les organes
meétaboliques et plus précisément le tissu adipeux et le pancréas. En effet, dans le modéle
d’invalidation global 'ensemble des organes subissent I'extinction de Cdkn2a notamment le
pancréas or plusieurs études de perte ou de gain de fonction de CDKNZ2A ont montré que ce
locus est impliqué dans les fonctions des cellules B [277-279], I'étude de l'inactivation de
CDKNZ2A dans la lignée de cellules B EndoC-BH1 entraine une augmentation de la sécrétion
d'insuline. Le pancréas et le TA sont tous les deux des organes endocrines sécréteurs et sont
connus pour interagir ensemble dans la régulation de I'homéostasie métabolique.

Effectivement, la sécrétion d’insuline par le pancréas est connue pour induire une
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augmentation de la capture du glucose mais aussi du stockage des TG dans le TA. Cette
interaction est aussi effective dans I'autre sens avec notamment une régulation négative des
fonctions des cellules B par la production entre autres de la leptine et TNFa, en revanche la
production de visfatine et d’adiponectine améliore les fonctions de ces cellules. Effectivement,
dans des ilots isolés de souris sous HFD l'adiponectine stimule la sécrétion d’insuline en
réponse au glucose (GSIS)[323], en revanche la leptine elle est connu pour inhiber la sécrétion
d’insuline par les cellules B du pancréas in vivo et in vitro[324]. Il a aussi été montré que la
Visfatin augmente la sécrétion d’insuline dans les cellules B et BTC6[325,326] et que TNFa
induit I'apoptose des cellules B[327].

Une autre hypothése serait en lien avec I'effet de la délétion de Cdkn2a au niveau des
précurseurs adipocytaires, qui, dans notre modéle Cdkn2a 2%, ne sont pas ciblés et expriment
donc CdknZ2a. En effet, le réle et le niveau d’expression de ce locus semble étre différents
entre les précurseurs adipocytaires et I'adipocyte mature. Dans les précurseurs CdknZ2a
semble étre plus exprimé que dans I'adipocyte mature[328] et va jouer sur la prolifération et la
différenciation de ces précurseurs[317,329]. Or dans l'adipocyte mature Cdkn2a ne semble
pas avoir d’effet sur la prolifération dans notre modéle Cdkn2a 2. |l se peut donc que comme
ces effets sur la prolifération, ces effets métaboliques soient différents entre les précurseurs
adipocytaires et I'adipocyte mature. De plus, I'étude de l'inhibition de CDK4/6 a montré des
différences d’effets de cette inhibition sur la SVF et les adipocytes matures. Effectivement,
dans la SVF cette inhibition va réduire le nombre de précurseurs adipeux beige ainsi que le
potentiel de brunissement de cette SVF, alors que dans 'adipocyte mature cette inhibition va
réduire le pourcentage d’expression d’'UCP1 et le profil thermogénique de ces adipocytes[330].

En plus d’'une action probable sur les cellules progénitrices du tissu adipeux, il est
possible que le brunissement de I''WAT observé dans le modéle de délétion globale provienne
d’'une communication inter-organes, notamment le coeur, qui présente une hypertrophie dans
ce modéle (données non publiées). En effet, les oreillettes cardiaques sont connues pour
produire les peptides natriurétiques ANP (Atrial Natriuretic Peptide) et BNP (Brain Natriuretic
Peptide) impliqués dans le brunissement du tissu adipeux [331].

2) L’extinction de CDKN2A au niveau du précurseur adipocytaire et de I’adipocyte
mature a-t-elle les mémes conséquences ? Quelles sont les mécanismes

cellulaires impliqués ?
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L’ensemble des données obtenues au cours de cette theése a permis de mettre en
evidence les réles de CdknZ2a dans I'adipocyte mature mais aussi dans les hiPSC-BAPs. Nos
résultats démontrent que les produits du géne CDKN2A p16'NK4A et p19-ARF sont, en plus de
leur réle connu de protéines régulatrices du cycle cellulaire, des régulateurs cruciaux de la
fonction des adipocytes et de I'adaptation au stress métabolique. Les données obtenues dans
le modéle Cdkn2a?d’- suggérent que Cdkn2a peut ne pas contréler la plasticité du TA par
transdifférenciation dans des adipocytes entiérement différenciées, soulevant I'hypothese
d'effets potentiels sur les cellules progénitrices.

Une des limites de notre modéle Cdkn2a2®’- est qu'il ne cible que les adipocytes
matures, il serait donc intéressant d’étudier I'effet de la délétion de Cdkn2a au niveau des
précurseurs adipocytaires.

Pour ce faire, une premiére option est que, suite aux prélevements des tissus adipeux
de nos souris Cdkn2a?®** et Cdkn2a?®", un fractionnement cellulaire sera effectué afin de
séparer les adipocytes matures de la fraction stromale vasculaire, ou se trouve les
précurseurs. Nous inhiberons I'expression de CdknZ2a par siRNA ou encore par la technique
de CRISPR/Cas9. Nous pourrons ensuite, réaliser une culture primaire de ces précurseurs,
pour notamment étudier les différents génes cibles du brunissement.

La seconde option, serait de développer un modéle murin de délétion génique
spécifique des précurseurs adipocytaires en utilisant le systeme Cre/LoxP. Pour ce faire
I'utilisation de Cre spécifique des précurseurs serra nécessaire, avec notamment l'utilisation
de promoteur de la Cre SM22 ou encore Pdgfr, qui sont des marqueurs embryonnaires
précoces du tissu adipeux, [332] modeéles de souris disponible sur le marché.

3) Pourquoi la souris Cdkn2a 2%~ présente des effets spécifiques a chaque dépét de

tissu adipeux sans brunissement visible?

Les modifications de la taille et du nombre d’adipocytes observé indépendamment d’une
modification de poids peuvent étre justifiées par I'expression de facteurs pro-inflammatoires
exprimés en cas d’obésité, comme observé chez les souris GPS2 AKO ou la perte de GPS2
adipocytaire suffit a provoquer une hypertrophie du WAT sans changement de la prise de poids
[333]. Dans ce modéle GPS2 AKO cette hypertrophie est justifiée par I'activation incontrolée
du facteur de transcription HIF 1a suite a la perte de GPS2 [333]. De plus, 'analyse des coupes
histologiques en coloration a 'hématoxyline et a I'éosine dans notre modéle semble confirmer

cette hypothése dans I'eWAT. Dans ce contexte, I'étude des facteurs pro-inflammatoires
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devrait nous permettre de mieux appréhender ces variations de cellularité au niveau du tissu
adipeux des souris Cdkn2a -/,

De plus, les modulations que nous observons dans notre modéle Cdkn2a 29 se réalise
principalement au niveau du eWAT et non dans I''WAT comme dans le modéle d’invalidation
globale. Il est bien connu que ces deux tissus sont distincts tant dans leur localisation, fonctions
et implications dans le développements de maladies métaboliques [334,335] que leur profil
transcriptomique [328,336] ce qui peut expliquer I'absence de brunissement dans le modéle
Cdkn2a 2%/, Une étude récente a mis en avant que I'exposition au froid des souris induit un
profil transcriptomique différents entre les dépbts d’eWAT et iIWAT. En effet, dans cette étude
le froid induit une augmentation des niveau d’expression de I'ensemble des genes impliqué
dans la thermogenése et de la mitochondrie dans I''WAT mais pas dans 'eWAT ou on observe
quand méme l'augmentation de UCP1, Prdm16 et Cox8b[330]. De nombreuses études ont
démontré la capacité de 'eWAT et de I''WAT a brunir mais dans la plupart des études un seul
des dépbts présente un brunissement [141,337-339].

4) Quels sont les mécanismes cellulaires conduisant a ’augmentation globale des
voies controlant I'activité du métabolisme oxydatif dans I’adipocyte présentant
une extinction de CDKN2A ?

Malgré les différences que nous avons pu observer entre les différents dépbts de tissu
adipeux ou les différents modeles présentés dans ce manuscrit, il semble que I'extinction de
CDKNZ2A cible des voies communes dans I'ensemble de ces modéles, ce qui suggérer une
action conservée dans les différents modeles. En effet, dans un premier temps nous avons pu
observer une diminution de la réponse immunitaire autant dans les hiPSC-BAP présentant
I'extinction de CDKN2A que dans 'eWAT et le BAT des souris Cdkn2a 29/, Dans la littérature
il a déja été démontré l'effet de p53 et p16 sur le développement de l'inflammation du TA et
notamment leur action sur la polarisation des macrophages [292,340—342]. De plus, il semble
que l'action de l'extinction de CDKNZ2A dans les différents modeéles va activer I'activité du
meétabolisme oxydatif dans I'adipocyte. |l est probable que cette activation est lieu au moins en
partie grace a 'action de 'AMPK. En effet, on retrouve une augmentation de I'activit¢ AMPK
dans les données hiPSC-BAPs mais aussi dans l'analyse du kinome des cellules 3T3-L1
présentant une extinction de Cdkn2a. L’action de 'AMPK sur I'activité du métabolisme oxydatif
a été proposé de nombreuses fois dans la littérature. Effectivement, I'activation de 'AMPK
dans I'adipocytes entraine une diminution du flux lipogene, de la synthése des triglycérides et

de I'adipogenése du tissu adipeux blanc et augmente I'oxydation des acides gras et le transport
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du glucose [142,313]. Une autre voie qui semble étre commune a 'ensemble des modéles
étudié ici mais aussi lors du KO global est la voie de la PKA. L’activité de la PKA a été de
nombreuses fois associé a I'action de CdknZ2a et ceux dans différents tissus, notamment dans
le foie [141,272]. La PKA est aussi associée a une augmentation sur I'activité du métabolisme
oxydatif avec notamment un effet sur le brunissement du TA [141,306]. L’activité d’'une autre
kinase la p70S6K qui est une kinase clés dans la cascade de signalisation de l'insuline et dont
le réle dans la voie de rétrocontrdle de l'insuline est trés important est modulé dans les données
hiPSC-BAP et dans 'analyse du kinome des cellules 3T3-L1 présentant une extinction de
Cdkn2a. En plus de son action sur la voie de l'insuline cette kinase a un réle clé dasn la
régulation de nombreux processus, y compris l'apoptose, la prolifération, l'organisation
cytosquelettique, la synthése des protéines, I'épissage de I'ARNm, la transcription et le
meétabolisme[343,343,344]. De plus, son action sur la résistance a l'insuline dans le tissu
adipeux a elle aussi été démontré [343]. Il serait donc intéressant de définir par quel
mécanisme CDKNZ2A régule 'activité de TAMPK, la PKA et la p70S6K, notamment en essayant
de déchiffrer les mécanismes de phosphorylation qui peuvent interagir. Les deux protéines
pour lesquelles CDKN2A code p16'NK4a et p14/p192RF sont des régulateurs clé de I'activité
kinase, il n’est donc pas surprenant qu’il puisse interagir sur ces kinases une kinase par des

actions d’inhibitions ou d’activation des cascades de phosphorylation.

5) L’augmentation de la capture du glucose et de I'activité oxydative est-elle
dépendante de l'action de l'insuline ? Quelles sont les voies cellulaires

impliquées ?

Nous supposons que malgré I'absence de modification au niveau global des paramétres
insulinémiques, la délétion de Cdkn2a dans I'adipocyte mature de 'eWAT module I'action de
la voie de régulation de la p70S6K sur la voie de rétrocontréle de I'insuline. p70S6K est une
des kinases clés impliquée dans la cascade de signalisation de l'insuline et est connue pour
réguler une variété de processus, y compris l'apoptose, la prolifération, I'organisation du
cytosquelette, la synthése des protéines, I'épissage de I'ARNm, la transcription, le
métabolisme et le rétrocontrdle dans la voie de l'insuline. Afin de valider cette hypothese il
serait intéressant de valider la modulation de cette voie spécifiquement sur le rétrocontrdle de
l'insuline. Dans un premier temps, la validation par Western-Blot de I'activation de cette voie,
en étudiant notamment la phosphorylation des molécules de signalisation sensibles a l'insuline
qui comprennent les substrats des récepteurs de l'insuline (IRS) -1 et -2, la phosphoinositide

3-kinase (PI3K) et la protéine kinase B (PKB; également connue sous le nom d'Akt) serait
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intéressante. De plus, comme décrit précédemment des études ont mis en avant 'action de
Cdk4 sur la sensibilité a I'insuline et la voie de signalisation de I'insuline [169,317-319].

Nous pouvons aussi envisager que I'adipocyte mature délété en Cdkn2a a développé
des mécanismes qui ne sont pas dépendant de la voie de I'insuline notamment en modulant
les voies en avales des récepteurs £ adrénergique (mTORC2) [345], favorisant ainsi la capture
du glucose sans amélioration de la sensibilité a I'insuline.

Nous avons pu constater lors de I'analyse RNA-seq du eWAT que les souris Cdkn2a 3%
I présentent notamment une augmentation du tonus noradrénergique et augmentation des
enzymes de synthése des catécholamines, avec notamment une augmentation de la tyrosine
hydroxylase (TH) observée dans les coupes histologiques de I'eWAT (données non
présentées), suggérant la possibilité d’'une action des voies  adrénergiques sur 'amélioration
de la capture de glucose observée. En effet, la perfusion chronique de noradrénaline imite
I'effet de I'exposition au froid sur la stimulation de I'absorption du glucose dans le BAT et le
WAT [303,346]. Il semble qu’une partie de la cascade impliquée dans cette augmentation de
la capture de glucose soit commune avec la voie insulinodépendante. En effet, il a été suggéré
que l'activation des voies B adrénergique dans le muscle et le BAT est une activité
concomitante avec celle de l'insuline dans la capture du glucose avec notamment une action
de mTORC2. En effet il est suggéré que I'activation de mTORC2 pourrait avoir lieu par I'action
des voies £ adrénergique et de l'insuline et que mTORC2 a son tour agirait sur la voie de
l'insuline en ciblant la phosphorylation d’AKT. Il serait donc intéressant d’étudier plus en détail
ces voies dans notre modele avec notamment [utilisation d’activateur et d’inhibiteurs
spécifiques et d’observer en Western-blot I'activation ou non des différents acteurs de ces
voies. En effet, il est possible d’inhiber la voie des récepteur f adrénergique en provoquant
une désensibilisation homologue du récepteur par traitement au CL-316243 un agoniste -3
thermogénique [347], ce qui produit une résistance aux catécholamines et inhiberait cette voie
nous permettant d’étudier spécifiquement I'effet de Cdkn2a spécifiquement sur un mécanisme
insulino-dépendant. L'utilisation d’inhibiteur tel que la wortmannine qui cible spécifiquement la
PI3K ou rapamycine qui inhibe mTOR permettrait aussi de mieux comprendre I'action de
I'absence de CdknZ2a sur cette voie.

GLUT3 est connu pour étre présent dans des cellules ayant des besoins énergétiques
trés spécifiques et élevés. Comme décrit précédemment nous observons une augmentation
de I'expression de '’ARNm de GLUT3 et GLUT5 dans I'eWAT des souris Cdkn2a 2%, Dans les
cellules souches adipeuses (ASC), il a été observé que I'hypoxie augmentait significativement
I'absorption de glucose dans les ASC et que I'expression des transporteurs de glucose GLUT1

et GLUT3 était régulée positivement en cas d’hypoxie. L'inhibition pharmacologique des voies
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de signalisation HIF-1a atténue également l'expression de GLUT1 et GLUT3 induite par
I'nypoxie. Ces résultats indiquent que I'hypoxie augmente l'absorption de glucose via la
régulation a la hausse de GLUT1 et GLUT3 [348]. GLUT 5 lui est un transporteur spécifique
du fructose, une étude a démontré que le tissu adipeux blanc épidymal a été réduit chez les
souris GluT5-/- par rapport aux souris contrdle [321] montrant ainsi I'importance de ce
transporteur dans ce tissu. L’absence de réponse a la stimulation a l'insuline des cellules avec
I'extinction de CdknZ2a peut étre expliqué par plusieurs hypothéses, la premiére est que cette
amelioration de la capture de glucose utilise principalement GLUT 3 qui n’a pas besoin de
stimulation de I'insuline pour son action et qui est induit par la voie de TAMPK [349]. En effet,
lors de I'étude du kinome des cellules présentant I'extinction de Cdkn2a nous avons pu
observer une augmentation de I'activité kinasique de 'AMPK. L’étude de la capture du glucose
avec l'utilisation d’'inhibiteurs de 'AMPK tel que le composé C et I'extinction de GLUT3 par
siRNA prends ici tout son sens afin de pouvoir valider une action de ces voies sur
'augmentation de la capture de glucose observé dans notre modéle. La seconde, est que nous
avons atteint le seuil de détection du kit colorimétrique que nous utilisons actuellement et qu’il
faudrait utiliser le kit fluorimétrique dont la sensibilité de détection supérieure. Effectivement,
la capture de glucose est mesurée a l'aide de I'analogue du glucose, le 2-désoxyglucose (2-
DG), qui est absorbé par les cellules et phosphorylé par I'hexokinase en 2-DG6P. Le 2-DG6P
ne peut plus étre métabolisé et s'accumule dans les cellules, directement proportionnellement
a l'absorption de glucose par les cellules. Dans ce test, I'absorption de 2-DG est déterminée
par un test enzymatique couplé dans lequel le 2-DG6P est oxydé, entrainant la génération de
NADPH, qui est ensuite déterminée par une réaction d'amplification de recyclage dans laquelle
le NADPH est utilisé par la glutathion réductase dans une réaction enzymatique couplée qui
produit du glutathion. Le glutathion réagit avec le DTNB pour produire du TNB, qui est détecté
a 412 nm. L'utilisation de la réaction d'amplification de recyclage dans le test colorimétrique
entraine une limite de détection 10 fois inférieure (20-100 pmole) par rapport au test de
fluorescence (200-1 000 pmole, MAKO84). La derniere, est que notre stimulation a I'insuline
n‘est pas efficace dans les cellules ou I'extinction de Cdkn2a est réalisée, nous sommes
actuellement en train d’étudier l'efficacité de cette stimulation par Western-blot avec
notamment I'activation de la phosphorylation d’AKT. Nous ne pouvons donc pour l'instant pas

conclure concernant I'action de I'insuline sur cette augmentation de la capture du glucose.

6) Quels sont les effets de I’extinction de Cdkn2a sur I’adipogenése et I’homéostasie
lipidique ?
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Nous ne pouvons pas exclure que I'extinction de ce locus entraine une augmentation
de la prolifération cellulaire. En effet l'initiation de la différenciation des préadipocytes en
adipocyte est caractérisée par une phase d’expansion clonale mitotique, dont le blocage peut
inhiber l'adipogenése [350]. Cette phase est marquée par I'expression de facteurs
adipogéniques et de régulateurs du cycle cellulaire, qui vont interagir les uns avec les autres
afin d’inhiber la prolifération et d’activer la différenciation. Cdkn2a étant impliqué dans la
régulation du cycle cellulaire il se peut que son extinction modifie 'adipogénése. En effet, des
études sur les 3T3-L1 et notamment notre étude dans les hiPSC-BAPs ont démontré I'effet de
p16 et p53 sur I'adipogénése [317,329,351]. Conformément a cette notion, I'analyse RT-gPCR
dans les hiPSC-BAPs a montré que I'expression du géne KI67 (un marqueur cellulaire clé de
la prolifération) était stimulée environ par deux dans les sphéroides 2 jours aprés l'inactivation
de Cdkn2a. Cependant, aucune différence de taille ni de phénotype cellulaire n'a été observée
au microscope entre les adipospheres témoins et déficientes en CDKNZ2A tout au long du
processus de différenciation et jusqu'a 21 jours de culture. De plus, I'analyse RNA-seq des
sphéroides ou adiposphéres témoins et déficients en CDKNZ2A n'a pas révélé de modulation
marquée de l'expression des génes impliqués dans la prolifération cellulaire. De fagon
intéressante, les données obtenues dans les souris Cdkn2a 24-semblent suggérer que la
suppression de Cdkn2a dans l'adipocyte mature n’a elle aussi pas induit une prolifération
exacerbée des adipocytes puisque nous observons notamment une diminution du nombre
d’adipocytes dans I''WAT et pas de changement dans 'eWAT. Ainsi, nos données suggérent
que la modulation de I'expression de CDKNZ2A dans les hiPSC-BAP ne conduit pas une
prolifération incontrélée des adiposphéres tout comme dans le modéle souris Cdkn2a 24, De
plus, les données récentes démontrent également que I'absence de CdknZ2a dans les cellules
beiges positives pour UCP1 ne modifie pas les capacités d’adipogénese [352]. Cela peut
s’expliquer par le moment ou I'extinction de ce locus est réalisée en effet dans notre modele
de souris et celui des cellules beiges positives pour UCP1, nous ciblons des adipocytes qui
ont déja passé le stade d’expansion clonale or dans les hiPSC-BAPs et I'article de Wouters et
al I'extinction est réalisée avant cette phase d’expansion clonale. Ces données mettent donc
en avant un réle différent de CdknZ2a dans les adipocytes et les progéniteurs [317,329,352]

Etant donné que I'extinction de I'expression de CDKN2A dans les hiPSC-BAPs et dans
le modéle Cdkn2a 2% a un effet limité sur la prolifération cellulaire, il est tentant de supposer
que ce locus entraine en effet des voies alternatives a celles classiquement utilisées pour
réguler le cycle cellulaire afin de potentialiser le processus de brunissement dans un systeme
3D et I'hnoméostasie énergétique dans les souris Cdkn2a 3¢,
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La lipolyse et la lipogenese étant deux mécanismes importants dans I'homéostasie
lipidique du tissu adipeux, il serait intéressant d’aller examiner I'effet de I'extinction de CdknZ2a
plus en profondeur dans ces phénomenes puisque I'analyse des données RNA-seq de 'eWAT
semble démontré une augmentation du métabolisme catabolique. De plus, des données de la
littérature démontre I'effet de p53 et de p16 sur ces processus [273,353]. En effet, le glucose
est un élément important dans la lipogenése de novo qui permet la production d’acide gras.
Dans les adipocytes, le glucose va étre utilisé dans deux voies principales, soit produire du
G3-P pour la synthése de triglycéride, soit étre utilisé dans la glycolyse puis dans la lipogenése
de novo pour former des acides gras qui vont s’estérifier au G3-P pour former des triglycérides.
Les données obtenues avec la coloration oil-red-O et 'immunohistochimie de la périlipine 1
semble indiqué qu'’il N’y a pas d’'effet de I'extinction de Cdkn2a sur ce processus. La lipolyse,
elle, aboutit a la formation de glycérol et d’acides gras. Les acides gras subiront la -oxydation
au sein des mitochondries et le cycle de Krebs ce qui conduira in fine a la production d’'ATP.
Les catécholamines sont des effecteurs essentiels de la lipolyse. D’apres notre analyse RNA-
seq , 'ensemble de ces processus, qui sont activé durant la lipolyse et la lipogenése, semble
étre modulés par l'extinction de Cdkn2a dans l'adipocyte mature avec notamment une
augmentation des voies de « triacylglycerol degradation », « glycerol degradation | » et
« glycolysis | » mais aussi «catécholamine biosynthesis ».En effet, on pourrait penser que
'augmentation de la synthése des catécholamines dans notre modele pourrais engendrer une
augmentation de la lipolyse, mais aussi que 'augmentation de la capture de glucose activerais
le processus de lipogenése. L’étude des principales lipases impliquées dans la lipolyse telles
que la lipase de triglycéride adipeux (ATGL) et la lipase sensible aux hormones (HSL).
L’utilisation d’un kit de lipolyse serait un bon moyen de déterminer I'effet de CdknZ2a sur la

lipolyse.

7) Est-ce que l'extinction de Cdkn2a dans l'adipocyte mature a un effet sur la

régulation du cycle cellulaire ?

Le locus Cdkn2a étant impliqué dans la régulation du cycle cellulaire et le fait que la
sénescence soit définie comme un état d'arrét permanent du cycle cellulaire a conduit a
I'hypothése d’un role de ce locus dans I'établissement de la sénescence. De plus, il est connu
que p16 et p19 sont exprimés a des niveaux élevés dans les cellules cultivées sénescentes.

La sénescence cellulaire, dans les cellules mitotiques et post-mitotiques, peut étre déclenchée

142



par divers stimuli exogenes et endogénes tels que les dommages a I'ADN, l'activation des
oncogénes, le stress oxydatif, le dysfonctionnement des téloméres et les médicaments
chimiothérapeutiques. Alors que la sénescence cellulaire empéche la prolifération des cellules
mitotiques endommagées, des preuves récentes suggérent un réle potentiel de la sénescence
cellulaire post-mitotique (PoMiCS) dans la santé et la maladie. L'induction de POMiCS, comme
la sénescence cellulaire déclenchée dans les cellules mitotiques, engage de nombreux
suppresseurs de tumeurs impliqués dans les voies p53/p21 et p16INK4A/Rb. De la méme
maniére que les cellules mitotiques en cours de sénescence, les cellules du POMICS sécretent
une combinaison de métalloprotéases matricielles, de facteurs de croissance et de cytokines
pro-inflammatoires, un phénoméne appelé phénotype sécrétoire associé a la sénescence
(SASP). Les cellules sénescentes favorisent la reprogrammation cellulaire des cellules
voisines a la fois in vitro et in vivo et pourraient donc, par le biais de PoOMICS, jouer un réle
essentiel dans le maintien de l'intégrité des tissus postmitotiques en réponse au stress. Les
PoMIiCS peuvent également influencer les syndromes métaboliques via les adipocytes post-
mitotiques. La prévalence des troubles métaboliques, comme le diabéte de type 2, augmente
avec l'age [354]. Les adipocytes matures sont post-mitotiques, tandis que les nouveaux
adipocytes sont dérivés de cellules précurseurs d'adipocytes qui résident dans le stroma du
tissu adipeux blanc (TA) [355]. L'augmentation de la sénescence dans le TAB de souris dgées
a était démontré par 'augmentation du marqueur de sénescence SA-b-gal par rapport au TAB
de souris jeunes [356]. De méme, les souris Ay, qui présentent des perturbations dans leur
voie centrale de mélanocortine (devenant par conséquent obéses et diabétiques, secondaires
a un apport calorique excessif [259]), ont une expression accrue de marqueurs de sénescence
a la fois dans la fraction vasculaire stromale et dans la fraction riche en graisse de leur TA,
suggérant que les macrophages et les adipocytes post-mitotiques subissent une sénescence
cellulaire [259]. Il est possible que l'induction de la sénescence cellulaire dans le TA des souris
Ay se produit par p53, puisque les animaux Ay tp53+/ présentent des niveaux significativement
inférieurs de marqueurs de sénescence. Par conséquent, les souris Ay tp53 + / ont une
tolérance au glucose et une sensibilité a l'insuline améliorées par rapport a leurs homologues
Ay tp53 + / + [259], indiquant que la sénescence cellulaire, et probablement POMICS, ont des
effets néfastes sur I'obésité et le diabéte de type 2.

Il serait intéressant de tester I'effet de I'extinction de CdknZ2a sur la sénescence dans
notre modéle via SA-b-gal, le biomarqueur le plus largement utilisé pour les cellules
sénescentes et vieillissantes, car il est facile a détecter et fiable a la fois in situ et in vitro.

8) Quelles sont les limites de cette étude ?
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Une des limitations notre étude est le manque de tests fonctionnels dans le modele
hiPSC-BAPs. Ainsi, d'autres expériences sont nécessaires pour étudier les propriétés brunes
des adiposphéres déficientes en CDKNZ2A au niveau cellulaire. Tel que la mesure de la
respiration mitochondriale par Seahorse ou encore la caractérisation des mitochondries
(nombre, taille, forme, ...). Il serait aussi intéressant de réaliser des études histologiques
permettant de mettre en avant l'effet de I'extinction de CDKNZ2A sur la taille, le nombre
d’adipocyte mais aussi sur I'expression d’'UCP1.

Une autre des limites de cette étude est I'utilisation uniquement de I'extinction globale
du locus CDKN2A c’est a dire que I'extinction cible les deux produits de ce locus p16'NK4A et
p19ARF En effet, dans ces conditions il nous est impossible de savoir si les résultats que nous
observons sont la résultante de I'absence de la régulation de la voie de p16'NK4A ou de la voie
de p19RF || se peut aussi que les données obtenues soient le produit d'un mécanisme de
compensation mis en place par la cellule suite a la perte de ces deux protéines. Il serait donc
intéressant d’étudier de maniére spécifique I'effet de I'extinction de p16 seul et de p19 seul
dans I'adipocyte mature et de croiser ces données avec celle obtenue dans notre modéle de
souris Cdkn2a 2%, De plus, d’autres études ont déja montré I'implication séparé de ces deux
protéines dans I'adipocyte. Effectivement, I'implication de la protéine p53 dans l'adipogénése
du TAB, la lipolyse, la différenciation du BAT et son action sur le brunissement du TAB ont
déja été démontré[273,351]. Les études concernant p16 ont étayé le réle de cette protéine sur
la régulation de I'adipogénese, I'inflammation, la sensibilité a l'insuline et le brunissement du
TAB [273]. Bien que différentes études aient démontré le réle de p53 et p16 dans I'adipocyte
et sa fonction, I'analyse transcriptionnelle et I'action moléculaire détaillé de p53 et p16 au cours
de ces processus n'a pas été suffisamment étudiée.

Le manque de validation des processus cellulaires spécifique par lesquels I'extinction
de CDKNZ2A module le métabolisme énergétique est une autre des limitations de cette étude.
En effet, il serait notamment intéressant de déterminer dans le modéle souris Cdkn2a 2%
précisément I'action de I'insuline, de la voie de l'insuline (P70S6K) et de la voie des récepteurs
B adrénergique sur 'augmentation de la tolérance au glucose et la capture de glucose (Figure
53).

L'utilisation de la culture primaire d’adipocyte issue de la SVF des souris Cdkn2a 29+*
et Cdkn2a 2% plutdt que le modeéle d’étude 3T3-L1 serait lui aussi pertinent. En effet, malgré
un profil semblable a celui d’'un adipocyte blanc suite a leurs différenciation les 3T3-L1
présentent des variations par rapport aux adipocytes issue de la SVF, avec notamment une
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expression de Mdm2 plus importante [357]. Il serait donc intéressant de réaliser une étude du
transcriptome de ces cellules 3T3-L1 présentant une extinction de Cdkn2a.

Nous avons conscience que la modification d’'un géne suppresseur de tumeur et anti-
prolifératif ne peut étre considéré comme cible thérapeutique. C’est pourquoi la stratégie
thérapeutique envisagé n’est pas I'extinction de ce locus mais de cibler d'autres voies de
signalisation CDKNZ2A impliquées dans le processus de brunissement et non dans le contrdle
du cycle cellulaire, comme identifié ici. En effet, le potentiel thérapeutique du brunissement
des adipocytes contre I'obésité et le DT2 est actuellement limité car les origines des adipocytes
beiges ainsi que les mécanismes sous-jacents et les voies cellulaires restent a déterminer,
tant chez la souris que chez I'Homme. Il est donc intéressant de poursuivre cette étude en
développant une approche pharmacologique avec notamment ['utilisation d’inhibiteurs et
d’activateurs des voies identifié dans ce manuscrit avec notamment la voie de 'AMPK, p70S6K
ou encore des récepteurs B-adrénergiques.
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Figure 53. Mécanismes d'action possible de I'extinction de Cdkn2a dans I'adipocyte mature.
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Abstract: Besides its role as a cell cycle and proliferation regulator, the INK4a/ARF (CDKN2A)
locus and its associated pathways are thought to play additional functions in the control of energy
homeostasis. Genome-wide association studies in humans and rodents have revealed that single
nucleotide polymorphisms in this locus are risk factors for obesity and related metabolic diseases
including cardiovascular complications and type-2 diabetes (T2D). Recent studies showed that both
p16™NK4a_.CDK4-E2F1/pRB and p194RF-P53 (p14ARF in humans) related pathways regulate adipose
tissue (AT) physiology and adipocyte functions such as lipid storage, inflammation, oxidative activity,
and cellular plasticity (browning). Targeting these metabolic pathways in AT emerged as a new
putative therapy to alleviate the effects of obesity and prevent T2D. This review aims to provide an
overview of the literature linking the INK4a/ARF locus with AT functions, focusing on its mechanisms
of action in the regulation of energy homeostasis.

Keywords: adipogenesis; insulin sensitivity; inflammation; obesity; oxidative activity; senescence;
type 2 diabetes

1. Introduction

The global epidemic of obesity and associated metabolic diseases have increased substantially
over the past decades. Obesity is defined as an increased body weight characterized by an excessive
accumulation of fat in adipose tissue (AT) mainly because of an imbalance between energy intake and
energy expenditure [1]. Indeed, although genetics may explain parts of the variation in body mass,
environmental factors such as overnutrition and ultra-processed foods, sedentary lifestyle, xenobiotics,
as well as chemical exposure are the major contributors to the rapidly increasing prevalence [2].
Energy balance regulation depends on extremely complex processes that integrate multiple interacting
hypothalamic neural pathways and metabolic signaling mechanisms (i.e., hormones, nutrients, sensory,
and nerve inputs) typically referred to as the homeostatic regulation but also engage most other
parts of the brain referred to as non-homeostatic regulation. It also depends on key cellular energy
sensors (such as AMP kinase) which act as an integrator of regulatory signals monitoring systemic and
cellular energy balance [3]. The long-term excessive AT mass, progressively leads to the appearance
of a marked inflammatory profile and to its secondary dysfunction (i.e., impaired expandability and
plasticity) [4]. The inability of further AT expansion accelerates fat spillover from AT to skeletal muscle
and liver, resulting in ectopic fat deposition and insulin resistance in these tissues, which play vital
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roles in systemic insulin resistance and T2D [5,6]. These modifications that strongly contribute to T2D
and obesity comorbidity development [7,8], makes AT a putative new therapeutic target.

Two anatomically and functionally distinct types of AT exist in mammals: the white (WAT) and
brown (BAT) AT. The AT cellular content is heterogeneous and includes adipocytes, preadipocytes,
fibroblasts, immune cells, and endothelial cells [9]. White adipocytes are characterized by the presence
of a wide single (unilocular) lipid droplet. They store energy excess as triglycerides (TG) and
release free fatty acids as energy substrate during period of negative energy balance. WAT exists in
multiple locations in the body with two major subtypes: visceral and subcutaneous [10]. Adipose
depots are composed of adipocytes that derive from distinct precursor populations and contain
progenitors through distinct lineages [11]. In normal growth throughout life and during obesity,
the renewal/expansion of AT relies on both hyperplasia (increase in number via adipogenesis) and
hypertrophy (increase in size via TG storage) which contribute to maintaining AT in a healthy state [10].
Unlike visceral WAT (vWAT), the metabolic adaptability of subcutaneous WAT (sWAT) to changes in
its environment, a process called plasticity, has been associated with increased insulin sensitivity and
decreased rates of T2D [12].

BAT specializes in energy expenditure and production of heat, mainly via active fat oxidation.
In contrast to white adipocytes, brown adipocytes contain numerous (multilocular) smaller lipid
droplets and a much higher number of mitochondria. Brown adipocytes are characterized by a high
expression of the thermogenic uncoupling protein 1 (UCP1), a BAT-specific marker. BAT differs from
WAT by its cellular origin, sharing a common progenitor with skeletal muscles, both expressing
the myogenic regulatory factor Myf5 [13]. Recent studies have revealed a new distinct type of
thermogenic adipocyte—named beige cells (also known as brite cells for brown in white)—intermingled
within WAT [14-16]. Beige adipocytes might arise via de novo differentiation from undifferentiated
adipocyte-derived stem cells or via a transdifferentiation of existing mature white adipocytes.
Beige adipocytes also express UCP1 and mainly develop under cold exposure or in response to
noradrenergic stimulation through the 33 adrenergic stimulation. This adaptive AT plasticity is called
WAT beiging or browning [17]. In adult humans, the abundance of brown/beige fat is reduced with
obesity and the challenge is to prevent its loss with aging or to reactivate existing depots or both.
Beige fat has the largest potential as a therapeutic target in the prevention of obesity and T2D because
it can be present in many white depots as clusters of pre-adipocytes that then can be recruited [11,12].

Genome-wide association studies (GWAS) have established the cyclin-dependent kinase inhibitor
(CDKN)2a locus, also called INK4a/ARF, as a hotspot influencing genetic risk for cardiovascular and
metabolic diseases including T2D. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) and loss-of-function
mutations in CDKN2A locus affect glucose values, insulin sensitivity, and T2D risk [18-21]. Epigenetic
modifications are also likely to play an important role in regulating this locus. Epigenetics is defined
as heritable changes in gene expression that do not involve changes to the underlying DNA sequence.
Epigenetics relate to chromatin modifications, including DNA methylation and histone modification [22].
In particular, decreased DNA methylation within the promoter of ANRIL (Antisens Noncoding RNA
in the INK4 Locus), a 3.8 kb non-coding RNA transcribed from the genomic INK4b-ARF-INK4a locus,
is associated with a higher risk for a child to develop obesity during adulthood [23]. Consistently,
deletion of a region of mouse chromosome 4, orthologous to the human 9p21 metabolic disease risk
interval, results in increased body weight, linking the region with obesity and metabolic syndrome [24].

The human CDKN2A locus spans around 35 kilobases on chromosome 9p21 (Figure 1). It encodes
for two proteins, p16INK4a, the principal member of the INK4 family of cyclin-dependent kinase
inhibitors (CDKI) and the p53 regulatory protein p14ARFE. While p14ARF is transcribed from exon
1b and exon 2, pl6INK4a is transcribed from exon 1la localized 20 kb downstream of 1b and
exons 2 and 3. pl6INK4a binds to CDK4/6, inhibiting cyclin D-CDK4/6 complex formation and
CDK4/6-mediated phosphorylation of Rb family members (pRB). Expression of p16INK4a maintains
PRB in a hypophosphorylated state, which promotes binding to the transcription factor E2F1 and
blocks the progression of the cell-division cycle. p14ARF (p19ARF in mice), which is an alternate
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reading frame protein product of the CDKN2A locus, mainly exerts its anti-proliferative activity via
the inhibition of the mouse double minute 2 homolog (MDM?2), an ubiquitin-ligase that hampers the
activity of the transcription factor p53, acting as a tumor suppressor [18,19] (Figure 1).
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Figure 1. The INK4a/ARF locus. The INK4a/ARF locus is located on chromosome 9p21 in humans
and chromosome 4 in rodents. It encodes for two proteins, p16INK4a the principal member of the
INK4 family of cyclin-dependent kinase inhibitors (CDKI) and the p53 regulatory protein p14ARF
(p19AREF in mice). Both are key regulators of the cell cycle machinery with an anti-proliferative and
tumor suppressor role. p16INK4a binds to CDK4/6, inhibiting cyclin D-CDK4/6 complex formation and
CDK4/6-mediated phosphorylation of Rb family members (pRB). Expression of p16INK4a maintains
PRB in a hypophosphorylated state, which promotes binding to the transcription factors E2F and blocks
the passage of the G1 to S phase. p14ARF (p19ARF in mice) mainly exerts its anti-proliferative activity
via the inhibition of the mouse double minute 2 homolog (MDM2), an ubiquitin-ligase that hampers the
activity of the transcription factor p53, acting as a tumor suppressor, blocking cells in G1 and G2 phase.

In line with its canonical role in cell-cycle progression and differentiation, several studies showed
that the INK4a/ARF locus promotes AT development [25-28]. Two main adipogenesis phases are
described: the first phase, called commitment, results in the conversion of the progenitor proliferating
cells into preadipocytes [29]. This phase is then followed by terminal differentiation, during which
specified preadipocytes take on the characteristics of the mature adipocyte [30]. Adipogenesis
involves a complex orchestrated gene expression program under the control of the transcription factors
CCAAT-enhancer-binding proteins (CEBPs) and peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)y
that induces mature adipocyte formation [31-33].

First, p16INK4a knock-down in 3T3-L1 increases adipogenesis [34]. pl6INK4a-deficient
mouse developed more epicardial AT in response to the adipogenic PPARy agonist rosiglitazone,
providing a potential mechanistic link between the genetic association of the INK4a/ARF locus and
cardiovascular disease risk [34,35]. CDK4 also directly phosphorylates PPARy, thus promoting
terminal differentiation [36]. Second, E2F1 promotes preadipocyte differentiation by activating
inhibitor of 3-catenin and TCF4 (ICAT), therefore repressing Wnt/[3-catenin activity in 3T3-L1 cells [37].
E2F1 complex-dependent transcription repression by physical association of C/EBP« inhibits the
proliferation of progenitors and induce adipocyte terminal differentiation [38,39]. It activates the
PPARy promoter triggering PPARy expression during adipogenesis [38]. Accordingly, E2F1-deficient
primary embryonic fibroblasts (MEF) have a reduced capacity to differentiate into adipocytes and
E2F1-deficient mice are resistant to diet-induced obesity (DIO) [38]. Third, pRB deletion in MEFs results
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in enhanced number of committed preadipocytes. During the early stages of adipogenesis, pRB interacts
with PPARy to inhibit adipocyte differentiation [40]. Thereafter, pRB activates adipogenesis for
terminal differentiation through association with C/EBP« [41,42]. pRB deletion in 3T3-L1 cells fails to
undergo terminal differentiation [42] whereas overexpression of pRB promotes terminal adipocyte
differentiation [43]. Four, p53 inhibits adipogenic differentiation [44]. p53-deficient MEFs undergo
spontaneous commitment to the adipogenic program and ectopic re-expression of p53 inhibits their
spontaneous differentiation [45,46]. Nutlin-3a-mediated p53 accumulation (by destabilization of the
p53/MDM2 complex) in MEFs leads to decreased PPARY [47] whereas the knockdown of p53 in 3T3-L1
results in enhanced PPARy and differentiation [46—48]. The p53-deficient mice high sensibility to
DIO may rely on the regulatory role of p53 as an inhibitor in the process of white versus brown fat
accumulation [46].

Alternatively, INK4a/ARF locus is thought to regulate additional functions in adipocyte. In this
review, we will present data supporting the role of the INK4a/ARF locus as a key regulatory hub to
maintain AT in a healthy state. As indicated in Figure 2, this locus regulates the balance between
adipogenesis and senescence [49-53] and plays a role in adipocyte insulin sensitivity and lipid
storage [34,36,54,55], inflammation [56-58] as well as oxidative activity and browning [59-61]. Targeting
these metabolic pathways have recently emerged as a new putative therapy to alleviate the effects of
obesity and prevent insulin resistance and T2D [62].

A balance between adipogenesis

and senescence A role in adipocyte insulin

sensitivity and lipid storage

Arole in adipose tissue A role in adipose tissue
oxidative activity and browning inflammation

Figure 2. The INK4a/ARF locus as a key regulatory hub to maintain adipose tissue in a healthy state.
The INK4A/ARF locus regulates the balance between adipogenesis and senescence and promotes lipid
storage as triglycerides and adipocyte hypertrophy via the insulin-signaling pathway. It has been
described as a molecular switch of white-to-beige adipocyte conversion and as a key determinant of
brown adipocyte fate, being an alternative way to increase energy expenditure. It is also involved in
the switch between macrophage phenotype and thus obesity-related inflammation.

2. The INK4a/ARF Locus: A Balance between Adipogenesis and Senescence

Emerging evidence from human and animal studies suggests that the INK44/ARF locus controls
the balance between adipocyte differentiation and senescence [49-53] (Figure 2). Like aging, obesity
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can be seen as an accelerated form of AT senescence [63]. In both cases, cell senescence characterized
by elevated p16INK4a/p53 expression appears to be a key mechanism for reduced regenerative
potential of adipose progenitor cells and impaired adipocyte replacement. However, unlike aging,
MDM2 expression is paradoxically increased in obese AT, indicating that the pathways leading to p53
activation in aged and obese AT may be distinct [63]. In addition to defective adipogenesis, in both
obesity and aging, the immune profile dramatically alters to inflammatory status and associates with
number of senescent cells, aberrant adipocytokines production, leading to local (AT) and systemic
insulin resistance and T2D [49-53,64].

Indeed, the differentiation of new adipocytes is associated with marked improvement of insulin
sensitivity, mostly through increased fatty acid buffering capacity, modification of adipokine repertoire,
and possibly through increases in the amount of cellular membranes that act as a buffering system for
cholesterol esters and other lipid signaling molecules [65]. Although metabolic insults (such as high
glucose and saturated fatty acid) directly up-regulate p16INK4a/p53 expression, yet the underlying
mechanisms are still unclear. In addition, it remains elusive whether the cell cycle changes are
causative or resultant of AT dysfunction [63]. In short, the defective adipogenesis is mainly due to
poor-differentiating ability of senescent progenitor cells and senescent microenvironment within AT in
obesity and aging. The mechanistic basis for aging or obesity-associated adipose stem cell decline linked
to elevated p16INK4a/p53 expression is not completely understood. However, increasing evidence
suggests that epigenetic dysregulation is an important mechanistic driver of stem cell fate during these
processes [66]. Thus, it is tempting to speculate that epigenetic mechanisms regulating differentiation
transcriptional program may account for the adipose stem cell fate decision between senescence and
differentiation in obese individuals. These findings are in line with the AT expandability theory
which proposes that the inability of further AT expansion in obese individuals is a key determinant
of dysfunctional AT, inflammation, and insulin resistance [65]. During obesity, the enlargement of
the vascular network is not sufficient to supply enough oxygen to hypertrophic adipocytes in obese
individuals resulting in local hypoxia. This hypoxia could be a key trigger of AT dysfunction (i.e.,
fibrosis) and inflammation by induction of gene expression in adipocytes and macrophages [67].

A recent study by Gustafson et al. shed light on the involvement of this locus in reduced
adipogenesis in AT of obese patients [49]. They reported that individuals with hypertrophic obesity
and insulin resistance displayed a dysfunctional AT with inappropriate expansion of the adipose
cells in sSWAT. Interestingly, progenitors undergoing poor differentiation have elevated p16INK4a/p53
expression which is a characteristic of senescent cells. Diminishing senescence and P53 activity
in dysfunctional AT may constitute an alternative method to prevent insulin resistance and T2D.
Indeed, reducing senescence either genetically or with senolytic agents in obese mouse models with
T2D restores adipogenesis in sSWAT and alleviates metabolic and AT dysfunction (i.e. reduction of
inflammation and enhanced insulin sensitivity) [50,51]. Increased p53 has also been reported in AT
from individuals with T2D and overexpression of p53 in AT in rodent models triggers insulin resistance
and inflammation [52,53,64]. Like senescence, inhibition of p53 activity in AT protects obese mice from
insulin resistance and reduce AT inflammation [53].

3. The INK4a/ARF Locus: A Role in Adipocyte Insulin Sensitivity and Lipid Storage

Several studies showed that the INK4a/ARF promotes TG accumulation and adipocyte hypertrophy
via the insulin-signaling pathway (Figure 2). In particular, the cyclin-dependent kinase 4 (CDK4)
which mediates the phosphorylation of pRB resulting in the dissociation of E2F1 and activation of the
cell-cycle progression from G1 to S phase (Figure 1) is a key molecule involved in adipocyte insulin
sensitivity. CDK4 acts independently of E2F1 in a cell-cycle-independent manner to regulate lipid
storage in mature adipocyte [34,36,54,55].

CDK4 is expressed in fully differentiated adipocytes in both human and mouse AT under
physiological conditions [36]. CDK4 activity in AT is positively correlated with fat mass, lipogenesis,
and insulin sensitivity. Pharmacological inhibition of CDK4 in fully differentiated 3T3-L1 adipocytes
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decreased insulin sensitivity, reduced glucose transport and lipogenesis resulting in smaller lipid
droplets [34,36,54,55]. In line with these observations, CDK4-deficient mice have less fat mass
and smaller adipocytes [68]. They also exhibit impaired insulin signaling and lipogenesis in
addition to insulin deficiency, the latter being due to reduction of the pancreatic 3-cell number [69].
CDK4 re-expression in 3-cells does not rescue body weight reduction and still displays hypotrophic
adipocyte suggesting cell-autonomous contribution for CDK4 in AT [70]. Consistently, mice expressing
a hyperactive CDK4 mutant have increased body weight, fat mass, and larger adipocytes [68]. As strong
evidence of its cell-autonomous action, CDK4 was shown to activate the insulin-signaling pathway
through phosphorylation of insulin receptor substrate 2 (IRS2) at Ser388 upon insulin stimulation,
thus maintaining insulin action in adipocytes ([55], Figure 3). Interestingly, IRS2-Ser388 phosphorylation
in human vWAT is positively correlated with BMI and negatively correlates with blood glucose levels
in patients [55].

hsulin receptor ml Tm

@ Glicose

Figure 3. The INK4a/ARF locus modulates the insulin-signaling pathway in adipocyte. Insulin attaches
to insulin receptor triggering intracellular autophosphorylation of their tyrosine residues, which
constitutes an attachment for insulin receptor substrate (IRS) proteins. These molecules undergo
phosphorylation and form a complex with PI3K. PI3K phosphorylates PIP2, which results in PIP3
formation and activation of PDK1. AKT gets phosphorylated and activated by PDK1. The latter is
responsible for GLUT4 translocation to cellular membrane and glucose inflow. CDK4 was shown
to activate the insulin-signaling pathway through phosphorylation of IRS2 at Ser388 upon insulin
stimulation, thus maintaining insulin action in adipocytes. Although E2F1 and p53 are thought to
interact with the insulin-signaling pathway to modulate AT insulin sensitivity, yet the underlying
mechanisms are still unclear.

In addition, elevated E2F1 contents in adipocytes of vVWAT from obese patients are positively
correlated with insulin resistance. Besides its role in cell-cycle progression, E2F1 also activates promoter
activity of several autophagy genes [71,72]. Thus, E2F1 adipocyte levels might play a role in linking
obesity with AT insulin sensitivity by upregulating autophagy gene expression and by sensitizing cells
to inflammation [71,72]. In agreement with this notion, MEFs-derived adipocytes from E2F1-deficient
mice exhibited increased insulin sensitivity with lower inflammation and autophagy [72]. Finally,
treatment of 3T3-L1 and human adipocytes with p53-inducers doxorubicin (a DNA damage-inducing
drug) and nutlin-3a reduces insulin-stimulated glucose uptake by lowering GLUT4 glucose transporter
translocation. This adipocyte cell-autonomous effect occurs independently of inflammation [64].
Although E2F1 and p53 are thought to interact with the insulin-signaling pathway to modulate AT
insulin sensitivity, yet the underlying mechanisms are still unclear.
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4. The INK4a/ARF Locus: A Role in Adipose Tissue Inflammation

Obesity provides a plethora of intrinsic and extrinsic signals capable of triggering an inflammatory
response in AT resulting in low-grade chronic AT inflammation. These mechanisms are commonly
considered the link between chronic caloric excess and AT meta-inflammation. Some of these
mechanisms include dysregulation of fatty acid homeostasis, increased adipocyte size and death,
local hypoxia, mitochondrial dysfunction, increased reactive oxygen species production, endoplasmic
reticulum, and mechanical stress leading to extracellular matrix remodeling and fibrosis [5,6]. These
triggers converge on the activation of the c-Jun N-terminal kinase (JNK) and nuclear factor-kappa B
(NF-kB) pathways, commonly considered signaling hubs. The activation of these pathways increases
the production of pro-inflammatory cytokines and promotes the recruitment of a variety of immune
cells, including macrophages, T cells, B cells, neutrophils, and others. These immune cells produce a
large number of type 1 inflammatory molecules and also interact directly with each other to induce
a type 1 inflammatory environment in AT resulting in local (AT) and systemic insulin resistance
and T2D [5,6]. Therefore, inflamed AT is characterized by the combination of an increase in total
macrophages and an increased ratio of «classically-activated» proinflammatory M1 phenotype versus
«alternatively-activated» anti-inflammatory M2 phenotype macrophages [4,73] that is typical of lean
individuals [74]. Emerging evidence suggests that the INK4a/ARF locus is involved in macrophage
phenotype and thus obesity-related inflammation [57,75] (Figure 2).

Although p16INK4a deficiency does not affect macrophage proliferation or maturation,
its anti-inflammatory effects contribute to the polarization of macrophage by inducing a
shift of AT-associated M1 macrophages toward the M2 state. Thus, bone-marrow-derived
macrophages (BMDMs) isolated from pl6NK4a-deficient mice exhibit a phenotype resembling
«alternatively-activated» anti-inflammatory M2 with low expression levels and secretion of
inflammatory cytokines [56,57]. In line with these observations, AT macrophages from overweight
patients express higher levels of p16INK4a. The silencing of p16NK4a in macrophages from these
patients mediated by siRNA increases the expression of M2 marker genes to give a phenotype
resembling that of macrophages from healthy donors [57].

Several studies have also highlighted a role for p53/MDM2 complex as a physiological “brake” on
M2 polarization. By using BMDMs, p53 activity increased when macrophages were polarized to the
M2 state facilitating expression of M2 genes. However, forcing further activation of p53 using nutlin-3a
downregulated M2 gene expression [58]. In agreement with these findings, M2-polarized macrophages
from p53-deficient mice showed increased expression of M2 genes [58]. In addition, p53 induces
upregulation of semaphorin, which acts as a chemoattractant for macrophages in vVWAT [76]. Although
upregulation of both p53 activity and inflammation is commonly observed in WAT of obese rodents
and humans, the causal relationship remains unclear [44]. It is tempting to speculate that the age-
and obesity-related increase in p16INK4a and P53 levels in AT [49,52,53,64], not only facilitates the
recruitment of macrophages in AT, but also hampers macrophage M2 polarization and contributes to
T2D risk.

5. The INK4a/ARF Locus: A Role in Adipose Tissue Oxidative Activity and Browning

Originally, data highlighted the importance of silencing the INK44/ARF locus to allow for
proliferation and reprogramming [77]. This locus is considered as a general suppressor of differentiation
in embryonic stem cells and of reprogramming in induced pluripotent stem cells (iPSCs), controlling
cell fate determination and plasticity [78].

Recently, the INK4a/ARF locus has been suggested to play a major role in the molecular switch of
white-to-beige adipocyte conversion and thus is a key determinant of brown adipocyte fate (Figure 2).
In support of this notion, we showed that CDKN2A-deficient mice were protected against DIO exhibiting
sWAT browning and increased thermogenesis and insulin sensitivity [60]. Differentiated SVF cells
from sWAT displayed elevated oxidative activity with upregulation of brown fat-specific gene and
increase in PKA activity and adrenergic receptor signaling pathways. This suggests a cell-autonomous
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requirement of CDKN2A to the browning process. Consistent with these findings, silencing CDKN2A
expression during human iPSCs adipogenic differentiation promotes UCP1 expression and browning
markers [60]. We also observed that CDKN2A expression was increased in adipocytes from obese
patients. Whether p16INK4a and p19ARF pathways modulate AT plasticity through transdifferentiation
of fully differentiated adipocytes remains elusive. However, inducible ablation or pharmacological
inhibition of p53 in mature adipocytes of mice restore cold-induced beiging and increase energy
expenditure and insulin sensitivity [79].

These data raise the hypothesis of potential effects of CDKN2A ablation in adipocyte progenitor
cells. In line with these findings, blocking these pathways, either genetically (deletion of the INK4a/ARF
locus) or pharmacologically, in aged mouse or human beige dysfunctional progenitor cells, reverses
the senescence-like process and restores their potential to form cold-induced beige adipocytes leading
to increased insulin sensitivity [80]. In this respect, COKN2A-deficient mice restricted to adipocyte
precursors should assess the contribution of CDKN2A in modulating adipose stem cells beiging.

Somatic mutations in CDKN2A or dysregulation of its functional activity are frequently detected in
various types of human cancer. Studies in rodents and humans reported that cancer-associated cachexia
triggers SWAT browning and may contribute to increased oxidative activity, energy expenditure and
weight loss [81,82]. Therefore, we cannot rule out the fact that the inactivation of CDKN2A in cancer
cells may indirectly account for AT browning (at least partly via 33-adrenergic activation) participating
in the development of cachexia.

The E2F1/pRB repressor complex was proposed to act as a molecular switch of cellular utilization
from glycolytic to oxidative metabolisms, hence in the adaptation to energy demand. On the one
hand, chromatin immunoprecipitation has demonstrated binding of E2F1 and pRB to gene promoters
involved in oxidative metabolism. On the other hand, an E2F1 and pRB complex is required for the
repression of the transcription of these genes. For instance, pRB was observed to bind the promoter of
PGC-1«, the mitochondrial biogenesis master regulator, to repress transcription [59,83]. As reported
for CDKN2A-deficient mice [60], E2f1- and adipocyte-specific pRB-deficient animals [59,61] displayed
resistance to DIO associated with a marked mitochondrial oxidative activity with enhanced fatty acid
oxidation-related genes, thermogenesis and insulin sensitivity. Browning induction of sWAT and
elevated energy expenditure may account for the resistance to DIO with improved insulin sensitivity
in both CDKN2A- and pRB-deficient mice [60,61]. Consistent with these findings, pRB-deficient MEFs
exhibited BAT characteristics, with activation of BAT-specific genes and an increase in mitochondria
activity [61].

Discordant findings have been reported in the literature regarding the implication of P53 in BAT
differentiation and activity [44]. On the one hand, Molchadsky et al. showed that, although p53
suppresses white adipogenic differentiation, it seems to be required for brown adipogenic differentiation.
Indeed, BAT from adult obesity-prone p53-deficient mice displayed abnormal morphology and
reduction in expression levels of key genes for brown adipocyte function suggesting that p53 might
be involved, not only in brown fat differentiation and development, but also in maintaining the full
integrity of a brown fat phenotype [46]. On the other hand, p53 has emerged as a negative regulator
of brown adipogenic differentiation from progenitor cells. Indeed, Hallenborg et al. reported that
brown differentiation efficiency of MEFs and primary adipocytes, both deriving from p53-deficient
mice, was enhanced, evidenced by higher expression of UCP1 mRNA levels [45]. p53 impairs
oxidative metabolism through inhibition of PGCle activity [45,84]. Accordingly, mice bearing a
global invalidation or having a reduced activity of p53 were resistant to DIO with browning of
sWAT [45] or increased oxidative activity [85], respectively, resulting in increased thermogenesis
and insulin sensitivity. However, in these studies, no differences in BAT morphology or activity
were observed [45,85]. Overall, although P53 seems to be required in sustaining a proper brown
adipocyte phenotype, the difference of p53-deficient mice phenotype regarding DIO sensitivity and
BAT phenotype [45,46] may rely on differences in mouse strains and housing temperatures.
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6. The INK4a/ARF Locus: An Emerging Key Actor in Metabolic Functions

In addition to AT, the INK4A/ARF (CDKN2A) locus is thought to play a variety of roles
in metabolic functions under normal and pathological conditions (Figure 4). Several CDKN2A
loss- or gain-of-function studies showed that this locus is involved in glucose homeostasis [86,87],
B-cell functions (insulin secretion) and mass (proliferation) [88-90], gluconeogenesis [91],
atherosclerosis [92-95], and hepatic steatosis [96]. A few studies also linked the INK4A/ARF locus to
the regulation of the circadian rhythm via the modulation of RAS activity [97], neurogenesis [98],
neuronal transdifferentiation [99], and axonal regeneration [100,101]. As reported in AT [60], the PKA
activity appears to be a key target of this locus in liver and pancreas. pl6INK4a-deficient mice
enhanced fasting-induced hepatic glucose production through the activation of PKA-CREB-PGC1x
signaling pathway by the phosphorylation of its regulatory subunits (PKAR2) independent of changes
in intracellular cAMP levels [91]. CDKN2A knockdown in 3-cell line results in an increase in insulin
secretion accompanied by elevated PKA activity [87]. Premature atherosclerosis in T2D associates with
altered immune cell homeostasis (i.e., T-cell subtype-associated proinflammatory state), diminished
pl6INK4a and ANRIL expression, and increased CDK4 levels. Treatment with drugs resulting in CDK4
inhibition via p16INK4a mimetic drugs are currently considered to delay atherosclerosis [102,103].
Ogrodnik et al. demonstrated that elimination of hepatic senescent cells via targeting the p16INK4A
senescence regulator may be a novel therapeutic strategy to reduce hepatic steatosis [96].
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Figure 4. The INK4a/ARF locus: an emerging key actor in metabolic functions. In addition to AT,
the INK4A/ARF (CDKN2A) locus is thought to play a variety of role in metabolic functions under
normal and physiopathological conditions in other organs (pancreas, liver, muscle, heart, and brain).
This locus affects glucose homeostasis, 3-cell functions and mass, hepatic gluconeogenesis and lipid
storage as well as cardiovascular functions. It also regulates the circadian rhythm, neurogenesis,
and axonal regeneration.

ANRIL, also known as cyclin-dependent kinase inhibitor 2b-antisens RNA 1 (CDKN2b-AS1),
also emerges as an actor in several metabolic diseases. CDKN2b-AS1 is transcribed under the
influence of different transcription factors (e.g., E2F1 [104], SOX2 [105]) depending on the cell type and
pathological conditions. SNPs within CDKN2b-AS1 locus are also associated with risks for several
cancers [106]. From a functional point of view, CDKN2b-AS]1 is directly involved in the regulation of
gene expression in both cis and trans through its interaction with polycomb repressive complexes 1
and 2 (PRC-1 and PRC-2) [107,108]. CDKN2b-AS1 also possesses miRNA "sponge" functions [109].
Lillycrop et al. proposed that ERx could directly regulate the expression of CDKN2b-AS1 [23]
suggesting that the well-known effects of ERx on glucose tolerance and insulin sensitivity in AT could
be partly modulated by CDKN2b-AS1. Furthermore, given the important role of miRNAs in adipocyte
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functionality and modulation of their expression under certain pathological conditions [110], the fact
that CDKN2b-AS1 plays a role with respect to its miRNA "sponge" function cannot be ruled out.

7. Discussion

The INK4a/ARF locus regulates adipocyte and AT functions, positioning this locus as an essential
regulatory hub that participates in maintaining AT in a healthy state. As summarized in Figure 2,
this locus is involved in the balance between adipogenesis and senescence and plays a role in adipocyte
insulin sensitivity and lipid storage, inflammation, as well as oxidative activity and browning.
Given that upregulation of the INK4a/ARF locus activity is commonly observed in dysregulated WAT
of obese rodents and humans, downregulation and/or pharmacological inactivation of its activity may
represent an alternative way to restore healthy AT. However, since p16INK4a, p14/p19ARF, and P53
are the anti-tumor pillars of the cell, their inactivation is challenging. On the other hand, the recent
observations reporting that the INK4a/ARF locus plays a role in WAT browning raise the question of the
pathways involved in the regulation of AT plasticity [17]. This alternative role is particularly interesting
because increasing energy expenditure by promoting browning of WAT has recently emerged as a new
putative therapy to alleviate the effects of obesity and prevent insulin resistance and T2D [11,12,111].
Indeed, the engraftment of BAT and beige/brown adipocytes, isolated from human adipocyte precursors
and transplanted into mouse recipients, results in substantial weight loss, improvements in glucose
tolerance, and insulin sensitivity, representing a clinically translatable model [112,113]. Therefore, it is
challenging to identify the responsible cellular pathways and intermediates involved in browning
independent of the cell cycle regulation. It might open up novel therapeutic options to protect against
obesity consequences, insulin resistance and T2D. In particular, specific inhibitors, which have no
effects on cell cycle progression but retain their ability to induce beiging, could be used to alleviate
metabolic syndrome.
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