N

N

RoOle de TREM-1 au cours de ’obésité et de ses
complications

Benjamin Brustolin

» To cite this version:

Benjamin Brustolin. Réle de TREM-1 au cours de ’obésité et de ses complications. Médecine humaine
et pathologie. Université de Lorraine, 2022. Francais. NNT: 2022LORR0374 . tel-04513324

HAL Id: tel-04513324
https://theses.hal.science/tel-04513324
Submitted on 20 Mar 2024

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


https://theses.hal.science/tel-04513324
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE | BIBLIOTHEQUES
DE LORRAINE | UNIVERSITAIRES

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de Il'ensemble de la
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de référencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite pénale.

Contact bibliothéque : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr
(Cette adresse ne permet pas de contacter les auteurs)

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm




UNIVERSITE
DE LORRAINE

Ecole Doctorale BioSE (Biologie-Santé-Environnement)

Thése

s (G 1 !nserm

Présentée et soutenue publiquement pour I'obtention du titre de

DOCTEUR DE L'UNIVERSITE DE LORRAINE
Mention : « Sciences de la Vie et de la Santé »
Par Benjamin BRUSTOLIN
Le 07/12/2022

R6le de TREM-1 au cours de I'obésité et de ses

Directeur(s) de these : Pr Sébastien GIBOT PU-PH, INSERM UMR 1116, Nancy
Présidente de jury : Pr Karine CLEMENT PU-PH, INSERM unité Nutriomique, Paris
Rapporteurs : Dr Cédric MORO Dr, INSERM UMR 1297, Toulouse

Pr Marie-pierre TEISSIER-
PU-PH, INSERM UMR 1094, Limoges

CLEMENT
Examinateur : Pr Fabienne TAMION PU-PH, INSERM UMR 1096, Rouen
Membre invité : Dr Marc DERIVE Dr, INOTREM, Nancy

UMR_S 1116, « Défaillance cardiovasculaire aigue et chronique », Faculté de Médecine de Nancy,

Université de Lorraine






Remerciements

Je tiens tout d’abord a remercier le docteur Cédric MORO et le professeur Marie-pierre TEISSIER-
CLEMENT pour avoir accepté d’étre rapporteurs de ce travail, pour I'analyse de ce manuscrit et
I’ensemble des conseils et commentaires apportés m’ayant permis de perfectionner mon travail et ma

réflexion.

Au professeur Karine CLEMENT pour m’avoir fait I’'honneur d’accepter de présider ma these. Je tiens
également a remercier professeur TAMION pour avoir accepté de faire partie de mon comité de suivi

de thése et d’avoir accepté d’examiner ce travail.

Merci au professeur Sébastien GIBOT, mon directeur de thése et mon mentor, de m’avoir
transmis votre passion pour les challenges scientifiques ainsi que pour la confiance et la liberté
intellectuelle que vous m’avez accordées dans la gestion de ce projet de recherche. Puissiez-

vous trouver dans ces quelques mots, un témoignage de toute mon estime.

Au Docteur Marc DERIVE, pour ton accueil au sein d'INOTREM et pour ton soutien sans faille
tout au long de ce projet. Tu as été pour moi une source de motivation et restera un modele

pour ma carriere professionnelle.

Je remercie le Dr Patrick LACOLLEY, directeur de recherche INSERM U1116 pour m’avoir
accueilli au sein de de son laboratoire. Je remercie également Véronique REGNAULT pour

avoir soutenu ma candidature au concours de I'école doctorale.

Je remercie chaleureusement le Dr Amir BOUFENZER pour tes nombreux conseils,
particulierement en expérimentation animale et le soutien que tu m’as accordé ces
nombreuses années. Merci également le temps consacré a la préparation du concours de

I’école doctorale.

Je remercie sincerement le Dr Kévin CARRASCO, a la fois un mentor mais avant tout un ami,
pour m’avoir soutenu toutes ces années. Tes conseils, ta disponibilité, ta bonne humeur et ta

bienveillance m’ont permis de dépasser mes limites et d’aller au bout de ce projet.

Je remercie le Dr Lucie JOLLY, bien que nous ayons tous les deux des caractéres bien trempés,
les choses n’auraient pas été les mémes sans toi. Merci pour tes précieux conseils notamment

en terme d’expérimentation animale et de biologie moléculaire.



Je remercie Nina TOULY, ma colléegue de bureau, mon amie et ma confidente pour tous ces
bons moments, pour ton aide dans ce projet, pour ton enseignement en biologie moléculaire

mais surtout pour toute ta bienveillance. Ce fut un véritable plaisir de travailler avec toi.

Merci a Julie VOISON CHRISTOPHE pour ton écoute et ta bienveillance. Nous avons commencé
ensemble et cela me chagrine que notre collaboration prenne fin. Tu as été une véritable amie

toutes ces années et j'espére que nous aurons encore I'occasion de travailler ensemble.

Je remercie trés chaleureusement Nelly COLNE. Je t’ai connu lors de ton stage de licence 3, tu
es aujourd’hui ingénieure d’étude : Sache que je suis trés fier du chemin parcouru. Nous avons

professionnellement grandi ensemble et ce fut un véritable plaisir de travailler avec toi.

Merci a Marine MAILLEFER ma collégue, mon amie, ma confidente et ma co-pilote. Merci pour
ton indéfectible soutien toutes ces années. Merci pour ces longues journées et soirées au
laboratoire, pour ta présence lors des moments difficiles mais également pour tous ces fous

rires. Ta présence et tes conseils ont grandement participé a la réussite de ce projet.

Merci au docteur Lucas Benoit pour ton soutien inconditionnel depuis notre rencontre en
master 1. Notre amitié est I'une des choses les plus précieuse a mes yeux. Merci pour ton

inspiration et pour toutes ces discussions fascinantes autour de nos projets scientifiques.

Je souhaite également remercier Marc Damien LOURENCO RODRIGUES et Pauline RENARD

pour votre bonne humeur et votre aide dans la réalisation des coupes histologiques.

Je souhaite remercier toute I'équipe de I'animalerie centrale de la faculté de médecine de
Nancy pour votre accueil et vos conseils avec une pensée toute particuliere a Sylvain

POUSSIER, le docteur Isabelle LARTAUD et Anne-Laure LEBLANC.

J'aimerais remercier les nombreuses personnes dont j’ai croisé le chemin ces derniére années,
qui ont fait de cette thése un moment agréable : Cassandra, Arthur, Mélie, Céline, Manon,

Djésia, Pauline, Matthieu...

Enfin, ce manuscrit n’aurait jamais pu voir le jour sans le soutien inconditionnel de mes
parents, mon frére Nicolas, ma belle soeur Emelyn, mon oncle Bertrand, ma tante Isabelle ainsi
gue de Claire, Pauline, Xavier, Stéphane, Rémi, Marion et AL qui ont cru en moi et ont toujours

été présents.



(= 0 L= o= 1 1= 1 S 1

Liste des fiSUIES ..cvvuuuiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiireeienireaeis e e treassssssanssssssensssssnesssssssssnssssssnnnnns 7
Liste des tableauX ......ccuiieieeeuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirrr e 9
LY VT 1 o T3 10
Contexte de EtUde .....uuueeeiiiiiiiiiicc e 12
Partie 1 : Revue de [ittérature ........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 13
Chapitre 1 : L'obésité, un enjeu majeur de santé publique.......cccccceeeeciiieeieeeeeicccrneee, 13

Lo DEFINIEION ettt b e e 13

| PR =3 o TTo 1=T 0 YT ] Fo =1 PRI 16

. Origine MUItIfACtOriElle .......eeeeieeeee e 17

1. Génétique de I'obésité : un exemple de facteur de risque individuel................. 18

1.1. Mise en évidence de la composante héréditaire de I'obésité...........ccceeurneennn. 18

1.2. L’obésité monogénique : mise en évidence de la Leptine........cccceecvvveeennne 19

1.3. L'ObESite POIYSENIQUE ...eeeee e e 20

2. Exemples de facteurs environNemMeNtaUX.....cccceeeeeceiiieieeee e e 22

2.1 Influence des facteurs environnementaux lors de la vie feetale................. 22

2.2. Influence de I'environnement pathogene ......cccceeveecciiiieee e, 22

Chapitre 2 : Le tissu adipeux : Organe cible de '0bésité ........cccveieveviiciivieeeeeieereee, 24

I.  Généralités : ROle du TisSU adiPEUX .ccuevriiiiieeeee ittt e et e e e e e ecebvrre e e e e 24

1. LetissuadipeUX BIANC ...ccooviiiiieeiee e 24

2. LetissuadipeUX BIrUN ...t e e e e e e e e e 25

3. Le tisSU adiPEUX DEIZE c.uviieiieiiiirieeie ettt e e e e e e e e s e 26

II.  Répartition anatomique du tissu adipeux blanc ........cccceeieeieciiiieeee e, 27

1. Larépartition des dépots adiPEUX ..ccoeeueeiiiiieeie e 27

1.1. Les tissus adipeux blancs SOUS CULANES..........eeeeeeeevieiierreeeeeeeeeeecirrreeeee e 27



1.2. Les tissus adipeux blancs VISCEIaUX .......cccevurrerieeeeriiiiiirereeeeeeeeiinrrreereeeeenns 28

2. Localisation et comorbidités aSSOCIEES.....cccviuuiiiiiriiiiie it e e 29
2.1 L'hypothése de [a Veine POrte.......ccoociieeeciiiiee e 30

2.2. Les différences de sécrétions métaboliques........cccceevviiieiiiniiieeiinciieeees 30
Chapitre 3 : Les mécanismes inflammatoires associés a I’'obésité ..........ccccceeeevrecnnnnnnenn. 32
I.  Facteurs déclencheurs de I'inflammation chronique au cours de I'obésité............. 32
1. Lacréation de dépOts ECLOPIGUES ...ccevuviiieieiiiieeeriitee et eee e e savre e e ieeeeeenaes 32

2. LerOle de 'NYPOXIE oottt e e e e e e e 34

S TR 0o 1 [N [ e o TTol o] o] [ ] < PR 37

II. Role du tissu adipeux blanc dans le développement et le maintien de I'inflammation

(o Ll o R = = o [P SPRPPN 40
1. Les adipocytes et les pré-adipoCytes ......cccccvveeeeiiiiieeeciieee e 40

2. Lafraction vasculaire stromale ..........cooceeiriiiiiiiinie e 45
2.1. Role des monocytes et des Macrophages .....ueeeeeeevvecciriieeeee e, 45

2.2. Les cellules dendritiqUeS........ccueiiiieeiee e 48

2.3. LES [YMPROCYLES ...ttt et e e e e e e et re e e e e e e 48

2.4. [T T o 1T VoY o] o 11 1= U S 49

2.5. LES NEULTOPRNIIES ...t e e e et re e e e e e e 49
Chapitre 4 : Comorbidités associées a '0béSité ..., 51
I.  Lastéatopathie MEtabOlIQUE ........cooieiiirieeeec e 51
II.  Larésistance al'insuline et le diabéte de type 2 ......eeeeveeiiiicciiieeee e, 52
lll. Remodelage et dysfonction CardiaqUe .........cceevieeiiuireeeeieeeeeicirreeee e eesrrreeee e e 55
Chapitre 5 : Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1 ........ccccvvveeeeeeeeicccnnnnneen. 58
I.  Lafamille des récepteurs TREM .......cccuiiiiiiiei et e e 58
[I. Lastructure de TREM-L.. ..o e e 60



|1 TR =T o Vot f oY 0 T LS 2 =AY o TP 61

IV. La modulation de TREM-1 : Une nouvelle approche thérapeutique.........ccccc.u...... 64
Partie 2 : Etude personnelle ......c.ccciiieeiiiiiiiiiiiiiiiiiiicieiiiniieeineresiesenssssssssssnns 66
Objectif du travail......cccceiiiieiiiiiiiiiiii e e s s s s s s e aassens 67
Matériels et MEthodes ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiinrr e 68

[ ERUA@ N VITIO oottt s 68

1. CUlUre CelIUIAINE .o s e 68
2.  Western blot : Analyse de I'expression protéique de TREM-1 .........ccccceecuvveeennee 69
3. Microscopie CONTOCAIE ...oiiiiiiiiii i 70
4. ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent ASSay).......cccecueeeeeiirieeeeeciieeeeecreee e e 70

[l ERUAE TN VIVO ittt sttt e sanee e 71

Lo ANIMAUX ittt e 71
2. Echographie CardiaqUe......ccccuieiiieiuiiieiciiiiee et eetee et e e e s svae e e s aar e e e eaes 73
3. Test de tolérance au GIUCOSE......uuiiiiiiie i e e e e neaaae s 73
A, RT-OPCR ettt et e sb e s b e st sbe e st e e be e e b e e sneeennean 73
5. WESTEIN BIOT .. i e 76
6. Etude hiStOIOZIQUE ..uuvieeeieeeeeee e e 76

LY =1 o £ o U =3P 76
RESUITALS ... 78

I.  Lerdle de TREM-1 au sein des (pré-)adipoCytes.....coveeieeeeeieciinrreeeeeeeeeeeicinrreeeeeeeen 78

1. TREM-1 est exprimé par les (pré)-adipocytes sous cutanés et omentaux .......... 78

2. TREM-1 est fonctionnel au sein des (pré)-adipocytes sous cutanés et omentaux

80
II. Ladélétion de Trem-1 réduit les conséquences de I'obésité.........c.cccoveerrinnnnennnn. 82
1. Ladélétion de Trem-1 limite la prise de poids chez la souris .......ccccccceeveevnrneenn. 82



2. LUinflammation de bas grade est réduite chez les souris n’exprimant pas TREM-1

85

3. Ladélétion de Trem1 protege de la résistance a l'insuline.........cccoccveeeieineeenns 89

4. Ladélétion de Trem1 protege les souris de la dysfonction myocardique............ 93

T o1 T3] T TN 95
Perspectives et limites de PEtUde.....ccccveeieuiirieiiieeierieiirieceteeereeneerenneeeenserenseerenseeesnsesees 101
000 T ol -1 o T 103
(231 o [T =4 =T o] 4 1[N 104
ANNEXES.ccuuuiiiiinniiiiiinatiiriinneiiieitaasititssssistteassistasssssstesssssstessssisssasssssssssssssssssnsssssssanssssses 124
I.  Article en cours de SOUMISSION......ccceeveicviiiieeeeeeee e, Erreur ! Signet non défini.

[ Bilan de formation. ... e 147

1.  Valorisation scientifiqUe.......cuuieeeiii i 147

2. Accompagnement alatheSe ...ouiiiiiiiiiiiice e 148

3. Préparation a I'apres thESe .......uuiiiiiiei i 149



Liste des figures

Figure 1 : Représentation de la balance énergétique et des facteurs pouvant l'influencer ... 21

Figure 2 : Les capacités endocriniennes du tissu adipeux blanc.........cccccceeeeviiieeeccciiee e, 25
Figure 3 : Répartition des principaux dépots adipeux blancs chez ’homme et la souris........ 28
Figure 4 : Conséquences de la création de dépots graisseux ectopiques........ccveeeeevreeeeenneen. 33
Figure 5 : L'expansion désordonnée du tissu adipeux induit la présence d’hypoxie .............. 36
Figure 6 : La dysbiose intestinale durant 'Obésité...........cccoovviieieiiiie e, 39

Figure 7 : Role des adipocytes dans la mise en place de I'inflammation chronique de bas grade

.................................................................................................................................................. 41
Figure 8 : Modification du tissu adipeux au cours de I'0bésité .........cccevveeiiricieeeciciieee e, 47
Figure 9 : Mécanismes d’évolutions de la stéatopathie métabolique........ccccoccvveviricvieeennnnen. 52
Figure 10 : Voie de signalisation de I'insuline dans les hépatocytes ........ccccceeeveeeeicieeeeennen. 53
Figure 11 : Mécanisme de mise en place du diabete de type 2......cccceeeveieeeiiviiiee v, 54
Figure 12 : Mécanismes de remodelage cardiaque au cours de I'obésité.........cccccerrecnnnnnenn. 57
Figure 13 : La famille des récepteurs TREM humains et MurinS.......ccccceeeevvciiiveeeeeeeeeeeecnneneen. 59
Figure 14 : Mécanisme d’association de TREM-1 et de DAP-12........cooeviieiiciiiiiieeeeee e, 60
Figure 15 : Voies de signalisation de TREM-1/DAP12........ccooieeieeeeiereeieeeecreeeereeeereeeeveeeennes 63
Figure 16 : Plan expérimental de I'étude in ViVo..............eeeeiiiiicccciiieeeee e 72
Figure 17 : TREM-1 est exprimé par les (pré)-adipocytes sous-cutanés et omentaux............ 79

Figure 18 : L'activation de TREM-1 amplifie I'inflammation induite par LPS dans les (pré-

)adipocytes sous-cutanés et omentaux hUMaiNSs.........cccoveiieiiiiie e 81

Figure 19 : La délétion de Trem1 limite la prise de poids chez les souris nourries avec un régime

(T o TR T T = = T Y SRR 83
Figure 20 : La délétion de Trem1 diminue I'inflammation chez les souris obéses .................. 86

Figure 21 : La délétion de Trem1 réduit l'infiltrat inflammatoire dans les tissus adipeux des

Yo 1SS I 0] o LTy <Ly 88



Figure 22 : La délétion de Trem1 préserve la sensibilité a I'insuline chez les souris obeses... 92

Figure 23 : La délétion de Trem1 préserve la fraction de raccourcissement chez les souris



Liste des tableaux

Tableau 1 : Classification du surpoids et de I'obésité par I'I[MC selon 'OMS.........cccceeevnnenn. 13
Tableau 2 : Méthode de mesure alternatives de la répartition de la masse corporelle ......... 15
Tableau 3 : Caractéristiques des adipocytes blancs, bruns et beiges.........ccoccvvevvvcieeiiiineennn. 27
Tableau 4 : Influence de la leptine sur les acteurs de I'immunité ...........ccccoecvveeiiiiieeecccieennn. 43

Tableau 5 : Sécrétions impliquées dans la mise en place et le maintien de I'inflammation de

bras grade par le tissu adipeux blanc au cours de I'0bésité ..........ccovevevciiiiiicciieee e, 44
Tableau 6 : Liste des amorces utilisées au cours de I'étude in Vivo........ccoceeeriieeniieenieennneen. 75
Tableau 7 : Poids (g) des souris a 12 semaines de régime..........ccccveeeeeiieeeececieee e e 84
Tableau 8 : Résultats des principaux parametres tUudiés ........cccccvvveeeeeieeicciiiieeeee e, 94



Abréviations

ACRP30 : Adipocyte Complement-Related Protein of
30 kDa

AGNE : Acides Gras Non Estérifiés

AMPc : Adénosine monophosphate cyclique
AMPK : 5’-AMP-activated protein Kinase

AP1 : Activator Protein 1

aP2 : Adipocyte Protein 2

ARPs : angiopoietin-related proteins

ATGL : Adipose triglyceride lipase

ATP : Adénosine TriPhosphate

BAD : BCL-2 Antagonist of Cell Death

BAT : Brown Adipose Tissue

BAX : BCL-2- Associated X-Protein

BID : BH3-Interacting Death Domain agonist
BSA : Bovine Serum Albumin

Cbl : Casitas B-lineage Lymphoma

CD : Cluster of Differentiation

CGI-58 : Comparative Gene ldentification-58
CLS : Crown Like Structure

COX-2 : Cyclooxygénase-2

CSF1 : Colony-Stimulating Factor 1

DAMPs : Damage Associated Molecular Pattern
DAP-12 : DNAX Activating Protein of 12 kDa
ELLA : Ella Automated Immunoassay Systems
ERK1/2 : Extracellular signal-Regulated Kinase %
FABP : Fatty Acid Binding Protein

FATP : Fatty Acid Transport Protein

FBS : Fetal Bovine Serum

Fiaf : Fasting-induced adipose factor

FoxO1 : Forkhead box protein O1

G3P : Glycérol-3-Phosphate

GRB2 : Growth Factor Receptor Binding Protein-2
HFD : High Fat Diet

HIF-1a : Hypoxia-Inductible Factor-1
HMGBL1 : high mobility group box 1

HSL : Hormone Sensitive Lipase

10

Ig : Immunoglobulin

IL : Interleukin

IMC : Indice de Masse Corporelle

IR : Insulin Receptor

ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-based Activation
Motif

JAK : Janus Kinase

I'IFNy : Interferony

LA : Left Atrium

LPL : Lipoprotéine Lipase

LPS : Lipopolysaccharide

LV : Left Ventricule

LYVE-1+ : Lymph Vessel Endothelial Hyaluronan
Receptor-1

MAPK : Mitogen-Activated Protein kinase

MCP-1 : Monocyte Chemoattractant Protein 1
MHO : Obese métaboliquement sain

MICI : Maladies Inflammatoires Chroniques de
I'Intestin

MIP-18 : Macrophage Inflammatory Proteins 13
MMP: matrix metalloproteinases

mTOR : mammalian Target Of Rapamycin

MUHO : Obése métaboliquement non sain

NAFLD : Non Alcoholic Fatty Liver Disease

NFAT : Nuclear Factor of Activated T cells

NF-kB : Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells

NK : Natural Killer

NLR : Nod Like Receptor

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PAI-1 : Plasminogen Activator Inhibitor-1

PAMP : Pathogen-Associated Molecular Patterns
PCR : Polymerase Chain Reaction

PGLYRP1 : Peptidoglycan Recognition Protein 1
PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

PKA : Protéine Kinase A



PLCy : Phospholipase Cy
PLIN1 : Perilipin 1
PPAR : Peroxisome proliferator-activated receptor

PRR : Pattern Recognition Receptor

ROS : Reactive Oxygen Species

RV : Right Ventricule

SAA : Sérum amyloide A ; CRP : C Reactive Protein

SOS : Son of Sevenless

STATs Signal Transducer and Activator of

Transcription proteins

SYK : Spleen Tyrosine Kinase

T2DM : Type 2 Diabetes Mellitus

11

TLR : Toll Like Receptor

TLT : TREM Like Transcript

TNFa : Tumor Necrosis Factor a

TREM : Triggering Receptors Expressed on Myeloid

cells

UCP-1 UnCoupling Protein-1

VCAM : Vascular Cell Adhesion Protein

VLDL : Very Low Density Lipoprotein

VLDL : Very Low Density Lipoprotein

WAT : White Adipose Tissue

Zap70 : Zeta-chain-Associated Protein kinase-7




12



Contexte de I’étude

L'obésité est considérée comme enjeu de santé publique majeur pouvant aboutir a de
nombreuses comorbidités telles que les maladies hépatiques non alcooliques, I'insulino-
résistance, le diabéte de type 2, les troubles musculosquelettiques (arthrose), certains cancers
(Sein, ovaire, prostate, colon...) et les maladies cardiovasculaires. Au cours I'obésité, il se
développe un mécanisme d’inflammation de bas grade qui joue un role important dans le
développement de ces comorbidités. Le tissu adipeux, qui a longtemps considéré comme un
organe inerte ayant pour seul rle le stockage énergétique, est en réalité est en grande partie
impliqué dans le développement et le maintien de cet état pro-inflammatoire via la
production de médiateurs de l'inflammation. De nombreuses études ont mis en évidence que
I'inhibition de cet état inflammatoire chronique permettrait de réduire les conséquences de

cette maladie.

Notre laboratoire travaille depuis de nombreuses années sur I'immuno-récepteur TREM-1 qui
a pour réle I'amplification de la réponse inflammatoire et qui est impliqué de facon délétere
dans de nombreuses maladies inflammatoires aigues (choc septique, infarctus du myocarde
etc.) ou chroniques (athérosclérose, maladies inflammatoires chroniques de I'intestin). TREM-
1 a précédemment fait I'objet de recherches dans le contexte de I'obésité et a notamment été

mis en évidence comme étant surexprimé les patients obéses et diabétiques.

L'objectif de cette these est d’analyser I'implication du récepteur TREM-1 dans |'obésité
comme cela a déja été étudié dans d’autres maladies inflammatoires. Plus spécifiquement les

objectifs visent a :

- Etudier I'expression in vitro de TREM-1 au sein des pré-adipocytes et adipocytes sous
cutanés et viscéraux humains.

- Moduler ce récepteur afin de déterminer sa fonctionnalité et son role dans la sécrétion
de médiateurs de 'inflammation.

- Observer l'effet de sa délétion dans un modele de souris obése afin d’évaluer son
impact sur les conséquences de I'obésité (prise de poids, tolérance au glucose,

développement des comorbidité).
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Partie 1 : Revue de littérature

Chapitre 1 : L'obésité, un enjeu majeur de santé publique
I Définition
D’apres I’Organisation mondiale de la Santé (OMS), le surpoids et I'obésité se définissent

comme une accumulation anormale ou excessive de masse grasse qui représente un risque

pour la santé et pouvant réduire I'espérance de vie.

En pratique clinique, la masse adipeuse peut étre définie par une simple estimation a partir
d’une formule combinant le poids et la taille. Elle se base sur I’hypothése que les principales
variations de poids chez une personne de méme taille sont dues a des variations de la masse
graisseuse. Cette estimation, principalement utilisée dans les études épidémiologiques, est
appelée Indice de Masse Corporelle (IMC). Il se calcule en divisant le poids (kg) par le carré de
la taille (m). A partir de cet indice, un ensemble d’experts de I'OMS a mis en place une
classification du surpoids et de I'obésité (Tableau 1) basée sur des corrélations entre I'lMC et

la mortalité (Nuttall, 2015).

Classification IMC (kg/m?)
Valeur de référence 18,5-24,9
Surpoids >25
Pré obésité 25-29,9
Obésité >30,0
Classe | : Modéré 30,0-34,9
Classe Il : Sévere 35-39,9
Classe Il : Morbide >40,0

Tableau 1 : Classification du surpoids et de I'obésité par I'|MC selon 'OMS

13



Cette technique de mesure est non invasive, simple, rapide et non onéreuse. En
épidémiologie, cet indice est un outil capable de donner des informations importantes telles
qgue l'augmentation ou la diminution de la masse graisseuse au niveau d’un individu,
I'identification des individus et groupes a risque de morbidités et d’identifier les priorités
d’interventions au niveau individuel et communautaire. Ce systeme de mesure est également

tres souvent utilisé comme critere d’inclusion en recherche clinique.

Toutefois, cet outil de mesure ne permet pas de distinguer la masse dite « grasse » (tissus
adipeux sous cutané et viscéral) de la masse dite « maigre » (eau corporelle, organes,
muscles). De plus, il ne prend pas en compte la distribution anatomique de la graisse
corporelle qui peut se disposer de deux manieres différentes : au niveau des cuisses et des
hanches (obésité gynoide) ou dans la région abdominale (obésité androide). Il a pourtant été
mis en évidence que I'obésité androide est associée a une augmentation de la résistance a
I'insuline (Aucouturier et al., 2009) et des facteurs de risque associés aux maladies
cardiovasculaires chez I'enfant et I'adolescent (Latt et al., 2018). Bien qu’il existe d’autres
méthodes de mesure, I'IMC reste le principal outil prédictif utilisé au cours de I'obésité

(Tableau 2).
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METHODE

MESURE

AVANTAGE

INCONVENIENT

BIO-IMPEDANCE
ELECTRIQUE

ABSORPTIOMETRIE A
RAYONS X

RESONNANCE
MAGNETIQUE
QUANTITATIVE

SPECTROSCOPIE A
RESONNANCE
MAGNETIQUE

Eau corporelle totale
Masse des tissus
maigres, gras et
musculaires

Masse osseuse

Masse grasse viscérale
Masse maigre

Eau corporelle totale
Masse grasse

Tissu adipeux viscéral
et sous cutané
Muscle squelettique
Organes (foie, cceur,
reins, pancréas, rate)

Rapide
Peu onéreuse

Facile
d’utilisation
Bonne précision
Bonne
reproductibilité
Rapide
Facile
d’utilisation
Haute précision
Haute
reproductibilité

Risque d’erreurs en
fonction de la
déshydratation

Inclue une faible
quantité de radiation
Equipements
couteux
Equipements
couteux

Trés onéreuse

Tableau 2 : Méthode de mesure alternatives de la répartition de la masse

corporelle
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Il. Epidémiologie

En raison de I'augmentation rapide et mondiale de I'obésité, 'OMS a qualifié cette maladie
d’épidémie non infectieuse. L’'augmentation du surpoids et de I'obésité touche aussi bien les
pays développés comme les pays en voie de développement. Paradoxalement, la malnutrition
et 'obésité coexistent, bien que cette maladie touche préférentiellement les populations

urbaines et les régions économiquement avancées.

Selon I'OMS, I'obésité a presque triplé a I’échelle mondiale depuis les années 1975. En effet,
en 2016, plus de 1,9 milliard de personnes de plus de 18 ans étaient au moins en surpoids.
Parmi elles, plus de 650 millions étaient obéses, représentant respectivement 39% et 13% de
la population adulte mondiale. En 2019, I'OMS estimait que 38,2 millions d’enfants de moins

de 5 ans étaient en surpoids ou obéses.

L’édition 2020 de I'étude ObEpi a poursuivi les précédentes enquétes conduites en 1998,
2000, 2003, 2006, 2009 et 2012 dans le but, entre autre, d’évaluer I'évolution de la prévalence
du surpoids et de I'obésité. Cette enquéte réalisée par Roche impliquait 11827 individus
comprenant 9598 individus agés de 18 ans et plus et 2229 francgais de moins de 18 ans.
L'enquéte a révélé que presque un francgais sur deux étaient en situation de surpoids ou
d’obésité : 30,3 % étaient situation de surpoids et 17,0 % présentaient un IMC supérieur a 30.
L'augmentation du surpoids et de I'obésité s’est poursuivi sans relache en France depuis 1997
pour attendre un taux de 47,3 % en 2012. Les données de 2020 montrent que la prévalence
du surpoids et de I'obésité s’est stabilisée en France. Cependant cette stabilisation est due au
fait que I'on observe un recul du surpoids de 2 % depuis 2012 mais une augmentation de
I'obésité de 2 %. L'obésité massive a également augmenté de 0,8 % depuis 2012. Bien que les
femmes restent les plus touchées, la progression de I'obésité est la plus forte chez les hommes
avec notamment I'obésité massive qui a été multiplié par 3 depuis 2012 (0,6% a 1,8%). La
prévalence de I'obésité augmente dans toutes les catégories d’age a I’exception des 55-64 ans
qui diminue depuis 2009 (19,8 % a 19,2 %). La prévalence du surpoids et I'obésité augmente
également chez I'enfant : 19 % des enfants de 8 a 17 ans sont en situation de surpoids et 6%
présentent une obésité. La prévalence de I'obésité progresse dans I'ensemble des catégories
socioprofessionnelles mais est deux fois plus élevée chez les ouvriers et employés (18,0

%/17,8 %) que chez les cadres (9,9 %).
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lll.  Origine multifactorielle

Quel que soit le type de population concernée, le surpoids est d( avant tout a un déséquilibre
de la balance énergétique se traduisant par des apports supérieurs aux dépenses énergétiques

de maniére répétée pendant une période donnée.

L'apport énergétique est la quantité d’énergie produite par un individu a partir des
macronutriments consommés généralement mesuré en calories. La prise alimentaire est
régulée par des mécanismes complexes dont I'acteur principal est la leptine (Cf section 1.2.).
La consommation excessive d’aliments ou de boissons a haute densité énergétique est
responsable du déséquilibre de la balance énergétique : un écart énergétique régulier de
I'ordre de 1 a 2 % en faveur des apports est suffisant pour une augmentation de poids
significative sur le long terme (Hall et al., 2011). En effet, de I'ordre la consommation réguliere
d’aliments ayant une densité énergétique supérieure a 225 kcal/100g (941 kj/100g) est

associée a un risque accru de prise poids (Anderson et al., 2015).

Les dépenses énergétiques, quant a elles, font références a la quantité d’énergie qu’un
individu utilise pour maintenir ses fonctions corporelles (digestion, respiration, circulation) et
avoir une activité physique. Elles sont dépendantes de trois actions principales (Bergouignan

and Blanc, 2006) (Chen et al., 2020) :

e Le taux métabolique basal, c’est-a-dire la quantité d’énergie nécessaire pour que les
fonctions essentielles d’'un organisme puissent fonctionner a I'état de repos,
représente 60 a 75% des dépenses énergétiques au repos. Ces fonctions incluent
entre autres : La régulation du systeme cardio-respiratoire, des fonctions gastro-
intestinales et rénales ainsi que la thermorégulation. Le taux métabolique basal varie

selon le sexe et I'dge.

e La thermogéneése post-prandiale est responsable de 8 a 12 % des dépenses
énergétiques. Elle est le résultat de la digestion, de I'absorption et du transport de
nutriment. Il existe un autre processus possible : La thermogénése adaptative qui est
une augmentation temporaire des dépenses énergétiques lorsqu’il y a nécessité de

maintenir la température corporelle stable.
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e ['activité physique représente en moyenne entre 15 et 30% des dépenses
énergétiques mais peut varier de maniére considérable. Elle fait référence a I'énergie
dépensée lors de I'exécution des taches quotidiennes et de I'exercice physique

réalisé.

L'apport énergétique doit correspondre a la dépense énergétique pour assurer un bilan
énergétique nul. Il y a gain de poids si 'apport énergétique dépasse la dépense par la
suralimentation et/ou par un comportement sédentaire. La cause principale de I'obésité est
liée au régime alimentaire, a la qualité des aliments consommés et a la sédentarité. Cependant
le manque d’activité physique et I'ingestion excessive de macronutriments ne sont pas les

seuls facteurs pouvant influer sur la prévalence de cette maladie (Mozaffarian et al., 2011).
1. Génétique de I'obésité : un exemple de facteur de risque individuel

1.1. Mise en évidence de la composante héréditaire de I'obésité

L'hypothése selon laquelle le développement du surpoids et de I'obésité peut provenir de
causes endogenes a été de nombreuses fois étudiée. Le risque d’obésité chez I'enfant et
I’'adolescent est plus élevé si l’'un des parents est obése. Ce risque est accru si les deux parents
sont obeses (Reilly et al., 2005). Afin de déterminer le role des facteurs génétiques dans le
développement de I'obésité indépendamment de I’environnement, plusieurs études sur des
jumeaux adoptés ont été réalisées et ont montré que les variations de poids sont similaires
lors d’un changement de la balance énergétique chez les jumeaux monozygotes (Bouchard et
al.,, 1990). De plus, une étude de la masse graisseuse menée chez 540 jumeaux Danois
monozygotes adoptés a montré que leurs poids d’adulte était proche de leurs parents
biologiques malgré le fait d’avoir été élevés dans une famille adoptive et donc dans des
environnements différents (Stunkard et al.,, 1986). Ces études mettent en évidence la
composante héréditaire de I'obésité. En revanche cette composante génétique ne peut étre
considérée comme causale indépendamment de I'environnement car il a été souligné que
I'activité physique permet de prévenir le développement de I'obésité quelle que soit la

prédisposition génétique a devenir obése (Samaras et al., 1999).
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1.2. L'obésité monogénique : mise en évidence de la Leptine

Certaines formes d’obésité ont pour origine une mutation unique sur un géne majeur. Ces
formes d’obésité monogéniques restent rares chez I’humain mais sont généralement
extrémement sévéeres, trés précoces et associées a des déficits endocriniens. Les mutations
surviennent généralement sur des génes dont I’expression est fortement impliquées dans les
dépenses énergétiques et la prise alimentaire. Parmi ces mutations on peut citer celle du géne
ob codant pour la leptine ou du géne db codant pour son récepteur (Montague et al., 1997)

(Clément et al., 1998).

La leptine, principalement produite par les tissus adipeux, est une hormone clé dans la
régulation de la prise alimentaire par son réle essentiel dans la communication entre le
systéme nerveux central et le tissu adipeux (Zhang and Chua, 2017). Elle a été identifiée en
1994 chez la souris possédant une mutation du gene ob (Zhang et al., 1994) et chez 'Homme
en 1995 (Pelleymounter et al., 1995) (Halaas et al., 1995). Plusieurs populations de neurones
présentes dans I'hypothalamus sont particulierement sensibles a la leptine. Ces mémes
populations de neurones expriment des peptides orexigénes tels que le peptide apparenté a
I'agouti (AgRP) et le neuropeptide Y (NPY) (Ahima and Flier, 2000)(Cone, 2005). La fixation de
la leptine sur les récepteurs de ces neurones va entrainer une inhibition de ces voies
orexigénes (Coll, Faroogi and O’Rahilly, 2007). On peut observer chez les souris dépourvues
de leptine (ob/ob), des comportement hyperphagiques et de ce fait, un développement rapide
de I'obésité. Ce modele permet également d’observer une hyper-insulinémie, une
hyperglycémie et une hyperlipidémie (Lindstrém, 2007). Chez les souris sauvages, les cellules
R possedent des récepteurs pour la leptine qui ont pour action d’inhiber la libération
d’insuline. Les souris ob/ob étant dépourvu de leptine, elles sont caractérisées par
I’augmentation massive du volume des ilots pancréatiques (10 fois plus élevé que les souris
sauvages) de la population de cellules B et donc de la sécrétion d’insuline (Gepts, Christophe
and Mayer, 1960). Ce modéle est trés largement utilisé pour les études de I'obésité et du

diabéte de type 2.

Les patients développent une obésité sévere dans les premiers mois de la vie, une hyperphagie
et des troubles endocriniens. Dans le cas d’'une mutation du géne ob, I'injection quotidienne
de leptine en sous cutanée permet une amélioration significative des symptomes: La

diminution de I'hyperphagie et 'augmentation des dépenses énergétiques conduisant a une
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perte significative de la masse adipeuse ainsi qu’'une meilleure sensibilité a l'insuline.
Cependant I'injection de leptine n’a pas d’effet chez les individus ayant une mutation du géne

db (Faroogqi et al., 2002).

1.3. L'obésité polygénique

Dans les population adultes, I'apparition de I'obésité ne peut étre expliquée par la survenue
de mutations génétiques. Cependant il existe de nombreux genes de susceptibilités qui, pris
indépendamment, ont une réle faible sur la croissance pondérale. C'est la contribution
accumulative de ces variants génétiques associés a des facteurs environnementaux qui
entrainent leur expression au niveau phénotypique (Loos and Yeo, 2022). Ce phénomeéne
explique la complexité de la recherche sur I'obésité polygénique. Cependant, ces derniére
années, le développement des techniques de séguencages a permis de mettre en évidence de
nombreuses mutations de genes associées a des formes d’obésité polygénique (Hinney et al.,
2010). Ces variants génétiques sont impliqués dans des voies de régulations de la prise
alimentaire ou de la dépense énergétique. Les études de I'obésité polygénique ont permis
I'identification de 127 genes candidats (Yang et al., 2007). Parmi eux on trouve des génes
impliqués dans la voie de la mélanocortine qui joue un réle clé dans la prise alimentaire tels
les geénes codants pour les récepteurs de la mélanocortine et de la proprotéine convertase

(PCSK1) (Yang et al., 2007).

L'obésité est donc une maladie complexe mettant en jeu de nombreux facteurs génétiques,

environnementaux, psychologiques et socio-économiques (Figure 1).
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Facteurs psychologiques
Trouble du comportement
alimentaire
Dépression

Balance énergétique

§ Apports énergétiques Dépenses énergétiques Y
3 Prise alimentaire Taux métabolique basal -_ ..
Facteurs économiques Satiété Thermogénése post prandiale ' Fal:‘rtelurrs geneflc!ues
Revenu Lo Absorption des Thermogénése adaptative - Obersnfermonog,erlnque
Catégorie sociale nutriments Activité physique i Obésité po{lnge.mc!ue
: : Facteurs héréditaires

Facteurs environnementaux
Accessibilité des aliments
Environnement stressant

Environnement in utero

Figure 1 : Représentation de la balance énergétique et des facteurs pouvant
I'influencer
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2. Exemples de facteurs environnementaux

2.1. Influence des facteurs environnementaux lors de la vie foetale

Les prédispositions a I'obésité et aux maladies métaboliques associées peuvent résulter de
I'influence de facteurs environnementaux lors du développement foetal : une cohorte
humaine a permis la mise en évidence le lien entre un faible poids a la naissance et un risque
accru du développement de maladies cardiovasculaires, de diabéte de type 2 et du syndrome
métabolique chez I'adulte (Osmond and Barker, 2000). Ces observations ont été confirmée
chez le rat : En effet une restriction calorique de 50 % lors de la derniére semaine de gestation
entraine une déficience de la formation des cellules (Garofano et al., 1997). Ce phénomeéne
est amplifié lorsque cette restriction durant la lactation (Garofano et al., 1998). Chez le rat,
une restriction calorique de 80% chez la mere entraine une hypertension systolique,
I'augmentation des concentrations d’insulines a jeun, des comportements hyperphagiques et

I'obésité des progénitures (Vickers et al., 2000).

La surnutrition maternelle quant a elle, peut également avoir des effets similaires sur le
développement de la progéniture : Chez les méres souffrant d’obésité et/ou de diabéte
gestationnel important, le foetus est exposé a des concentrations importantes de glucose,
lipides et d’acides aminé entrainant une surstimulation du pancréas ayant pour conséquence
le développement d’une hyperinsulinémie ainsi qu’une croissance exacerbée du foetus (Fall
and Kumaran, 2019) (Huda et al., 2010). Des études ont confirmées que ces effets pouvaient
avoir des conséquence a long terme pour le foetus, méme lors de sa vie adulte. En effet les
foetus issues de meres souffrant d’obésité ont un risque accrue de développer un syndrome

métabolique lors de leur vie adulte (Godfrey et al., 2017) (Gaillard et al., 2016).

2.2. Influence de I'environnement pathogene

De plus en plus d’études montrent l'influence de I'environnement pathogéne comme

potentiel cause du développement de I'obésité chez I’humain et I’'animal.

Le virus responsable de la maladie de carré fut le premier agent pathogene mis en évidence
comme pouvant étre responsable du développement de I'obésité chez la souris (Lyons et al.,
1982). En plus du développement de I'obésité, on observe chez les souris infectées la mise en

place d’une inflammation au niveau de I’hypothalamus ainsi qu’une diminution de
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I’expression des récepteur de la leptine au niveau de celui-ci ce qui a pour conséquence un
déséquilibre de la prise alimentaire et donc de la balance énergétique (Bernard et al., 1999).
Il a été également observé une hyperplasie des flots pancréatiques ainsi qu’'une augmentation

des niveaux des triglycérides et du glucose sanguin (Mitra and Clarke, 2010).

Par la suite, d’autres virus ont été mis en évidence comme capable de promouvoir I'obésité.
Parmi eux les adénovirus humains Ad-36, Ad-5 et Ad-37 provoquent une augmentation de
I'adipogénése chez le rat, la souris et le poulet respectivement comparé aux groupes controles

malgré une prise énergétique similaire (Whigham et al., 2006).

Pour étudier plus en détail I'influence de ces virus sur le développement de I'obésité, plusieurs
études in vitro ont été réalisées notamment sur I'adénovirus humain 36. Ces études montrent
une accélération de la prolifération et de la différenciation des pré-adipocytes de la lignée

3T3-L1 humaine en adipocyte (Dhurandhar et al., 2000).

Pour des raisons évidentes d’éthique, les études humaines sur réle des adénovirus comme
vecteurs de I'obésité restent limitées. Cependant plusieurs études ont montré une corrélation
entre la présence d’anticorps anti Ad-36 et le développement de |'obésité (Ponterio and

Gnessi, 2015).
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Chapitre 2 : Le tissu adipeux : Organe cible de I'obésité

l. Généralités : Réle du Tissu adipeux

Le tissu adipeux est un tissu conjonctif lache constitué a 90% de lipides. De maniére
traditionnelle ce tissu est réparti en deux catégories : Le tissu adipeux blanc constituant la
majorité du tissu adipeux, et le tissu adipeux brun composé de cellules hautement spécialisées
impliquées dans la thermorégulation. Ces tissus sont caractérisés par leurs morphologie,

développements et fonctions (Tableau 2).

1. Le tissu adipeux blanc

Historiquement, le tissu adipeux blanc a longtemps été considéré comme un organe peu
complexe et inerte. Ces derniéres années, il fut 'objet d’un regain d’intérét notamment en
raison de I'augmentation de I'obésité dans les populations des pays industrialisés et de I'enjeu
majeur de santé publique qui en découle. Il a pour réle principal la régulation de la balance
énergétique et I’homéostasie nutritionnelle. Cela se traduit par le stockage de I'énergie sous
forme de triglycérides dans de larges et uniques gouttelettes lipidiques au sein des adipocytes
de type blanc (La lipogenése) mais également par I'utilisation de cette méme réserve en cas
de demande énergétique (La lipolyse). Il offre également une isolation thermique et posséde
d’'importantes propriétés mécaniques servant a protéger les organes les plus fragiles mais

également a amortir les parties du corps ayant des niveaux élevés de contraintes mécaniques.

De maniére plus récente, il est considéré comme un tissu endocrinien (Figure 2). En effet, c’est
un tissu trés hétérogene capable de sécréter de nombreuses hormones, cytokines et
chimiokines appelées adipokines (Leptine, adiponectine etc.). De ce fait ce tissu régule de
nombreuses fonctions de I'organisme telles que la prise alimentaire (Harris, 2014), la réponse
immunitaire (Ferrante, 2013), les fonctions thyroidiennes (Obregon, 2014), la pression
sanguine (Engeli et al., 2004) ou encore les fonctions de reproduction (Reverchon et al., 2014).
Au cours de I'obésité, le tissu adipeux blanc va avoir un réle majeur dans la genése et la

perpétuation de I'inflammation de bas grade (Cf : chapitre 3, Il).
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Proteins involved in angiogenesis and Regulators of glucose metabolism
vascular homeostasis Resistin

VEGF Omentina

PAI-1 Visfatin

Hormones
Leptin
Adiponectin

Cytokines
TNFq; IL-6
IL-16; 1L-8
IL-18

Growth Factors acute inflammation proteins

TGF-p Haptoglobin
PCR
Regulators of lipid
metabolism . complement factors
RBP Chemokine Adipsina
MCP-1

Lipocalin-2 Complement Factor-B

CXCL5

Figure 2 : Les capacités endocriniennes du tissu adipeux blanc
(Divella et al., 2016)

2. Letissu adipeux brun

Le tissu adipeux brun possede une fonction de thermogénése : En cas d’exposition au froid, la
stimulation des récepteurs B3-adrenergiques par la noradrénaline a la surface des adipocytes
bruns provoque la lipolyse des triglycérides aboutissant a la libération d’acides gras
permettant d’alimenter la chaine respiratoire. Les adipocytes bruns expriment la protéine
Uncoupling Protein-1 (UCP-1) qui est capable de créer une alternative au gradient de proton
de la chaine respiratoire pour dissiper I’énergie sous forme de chaleur. (Betz and Enerback,

2018) (Jung et al., 2019).

Une étude a mis en évidence la capacité des adipocytes bruns a se trans-différencier de
maniére réversible en adipocytes blancs. Ce phénomene s’accompagne par une inhibition
progressive de UCP-1 et une augmentation de I’expression de la leptine (Cancello et al., 1998).
A linverse il semblerait que les adipocytes blancs soient également capables de
transdifférenciation en adipocytes de type brun notamment lors de stimulation de ces cellules
par un agoniste des récepteurs B3-adrenergiques (Jimenez et al., 2003) (Himms-Hagen et al.,

2000).
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3. Le tissu adipeux beige

Il existe un second type de tissu adipeux qui contient des adipocytes exprimant UCP-1: Le
tissu adipeux beige. Il est considéré comme une forme de tissu adipeux brun inductible car il
partage de nombreuses caractéristiques morphologiques et biochimiques avec le tissu
adipeux brun. Il est présent au sein du tissu adipeux blanc et plus particulierement dans les

dépots sous cutanés.

Trois processus principaux sont responsables de l'apparition des adipocytes beiges : La
prolifération et la différenciation de précurseurs présents dans le tissu adipeux blanc, la
transdifférenciation d’adipocytes blancs en adipocytes beiges en cas de stimulation par le
froid ou par les récepteurs PB3-adrenergiques et l'activation d’adipocytes beiges dit

« dormants » (Min et al., 2016) (Rosenwald et al., 2013) (Shao et al., 2019).

Le recrutement d’adipocytes beiges pourrait étre une piste de traitement contre I'obésité et
le diabéte de type 2 car ils sont également impliqués dans la régulation de la balance
énergétique et du métabolisme lipidique. En effet, le recrutement des adipocytes beiges
accélére I'absorption du glucose et des lipides circulants permettant I'augmentation des

dépenses énergétiques par la thermogéneése (Yao et al., 2017).

Il existe un lien entre la réponse immunitaire, la thermorégulation et les dépenses
énergétiques. L’activation des macrophages de type M2 au sein du tissu adipeux blanc conduit
a la sécrétion de catécholamines provoquant I'augmentation de I'expression des genes

impliqués dans la thermorégulation et la lipolyse des adipocytes blancs (Nguyen et al., 2011).
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Morphologie

Exprassion d’'UCP1

Densité mitochondriale

Fonctions primaires

Adipocyte Blanc

Uniloculaire/

Réserve

gouttelettes

Large gouttelette Basse ou Basse énergétique
% lipidique indétectable
Adipocyte brun Multiloculaire/ Thermogénése,
multiples petites Haute Haute dépense
O gouttelettes énergétique
lipidiques
Adipocyte beige Multiloculaire/ Thermogénése,
multiples petites Moyenne Moyenne dépense

énergétique

lipidiques

Tableau 3 : Caractéristiques des adipocytes blancs, bruns et beiges
Il. Répartition anatomique du tissu adipeux blanc
1. La répartition des dépots adipeux

1.1. Les tissus adipeux blancs sous cutanés

Chez 'Homme on dissocie le tissu sous cutané constituant la partie supérieure du corps de la
partie inférieure. Dans la partie supérieure du corps, on distingue deux couches graisseuses
sous cutanées séparée par le fascia : Les couches superficielles métaboliquement peu actives
et les couches profondes qui possedent une activité métabolique plus importante. Dans la
partie inférieure du corps la graisse sous cutanée est principalement répartie au niveau des

fessiers et du fémur.

Chez la souris, il est divisé en deux régions (Figure 3): Les régions antérieures et postérieures.

La région antérieure est subdivisée en quatre compartiments: Cervical, axillaire,
interscapulaire et subscapulaire. La partie postérieure est subdivisée en 3 régions : Les régions
dorsolombaires, inguinales et glutéales. Ces régions sont cependant principalement

constituées de tissus adipeux bruns (Zhang et al., 2018).
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1.2. Les tissus adipeux blancs viscéraux

Par définition le tissu adipeux blanc viscéral constitue la partie profonde des dépot graisseux
localisés autour des organes. Chez I’'Homme les dépots adipeux blancs viscéraux majeurs sont :

L’'omental, le rétro péritonéal, le périrénal, le mésentérique et le péri-cardiaque (Figure 3).

La souris posséde une répartition des graisses viscérales similaire a I'exception du tissu
omental qui est absent. La souris possede également un tissu adipeux périgonadal tres

développé alors que celui-ci est absent chez I’humain.

Bien que la compréhension de I'obésité humaine flt possible par de nombreuses études
basées sur des modeles de rongeurs nourris avec un régime riche en graisse, des études
comparatives montrent que la structure des dép6ts adipeux blancs différent fortement entre
les Hommes et les rongeurs. Notamment en termes de vascularisation, de proportion des
adipocytes et d’hétérogénéité des tissus. Ces parametres sont a prendre en compte dans le

cas d’une extrapolation des observations chez la souris a ’'Homme (Blackshear et al., 2018).

HUMANS MICE
Subcutaneous WAT Internal WAT

Men

Abdo\q %

Intra-thoracic 1% Subcutaneous Other sites
Mediastinal

Bone marrow

Lumbar

Intra-abdominal

Intra-abdominal Retroperitoneal

Omental Perirenal

Mesenteric

Perigonadal

Intermuscula

Interglandular

Gluteal

Figure 3 : Répartition des principaux dépo6ts adipeux blancs chez 'homme et la
souris

WAT : White Adipose Tissue ; BAT : Brown Adipose Tissue (D’aprés Gesta and Kahn, 2017)
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2. Localisation et comorbidités associées

Il existe deux formes d’obésité: L'obésité métaboliqguement saine (MHO) et I'obésité

métaboliquement non saine (MUHO).

Les patients souffrant d’'une MHO ont un IMC les caractérisant comme obéses mais présentent
des profils métaboliques et hormonaux normaux (Naukkarinen et al., 2014). Ces patients ont
une sensibilité a I'insuline plus importante comparée aux patients MUHO. Par conséquent ils
présentent un plus faible risque de développer des comorbidités (Karelis et al., 2005). Le dépot
adipeux majoritaire des patients qui souffrent d’'une MHO est préférentiellement localisé au
niveau sous cutané. L'accumulation de graisse fessiére-fémorale est corrélée a une
augmentation de la tolérance au glucose (Manolopoulos et al., 2010) et une diminution de la
calcification aortique liée aux maladies cardiovasculaires (Ferreira et al., 2004) (Snijder et al.,

2004).

A l'inverse, patients souffrant d’'une MUHO présentent une augmentation excessive des
dépbts adipeux intra-abdominal, épicardique, hépatique, pancréatique et dans les muscles
squelettiques. Cela a pour conséquence, en autre, 'augmentation de la rigidité artérielle
périphérique pouvant aboutir au développement de maladies cardiovasculaires (Snijder et al.,

2004).

La réduction du tissu adipeux viscéral est associée a une amélioration de la sensibilité a
I'insuline (Uusitupa et al., 2003), a une diminution de la pression sanguine (Stevens et al.,
2001), de la concentration en acide gras circulants (Dattilo and Kris-Etherton, 1992) et des
marqueurs pro-inflammatoires (Ziccardi et al., 2002). A l'inverse la diminution de la masse
graisseuse sous cutanée est associée a un risque accru de résistance a l'insuline, de diabete
de type Il et de dyslipémie (Garg, 2004). Ces observations suggerent un effet néfaste du tissu

adipeux viscéral et un effet protecteur du tissu adipeux sous cutané (Porter et al., 2009).

Selon leur répartition, les dép6ts adipeux ont donc une influence plus ou moins importante
sur le développement des comorbidités associées a I'obésité. Des déterminants génétiques
ont été identifiés chez 'Homme et la souris comme influencant cette répartition. De plus cette

répartition semble étre un trait héréditaire (Fox et al., 2012).
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2.1. L’hypothése de |a veine porte

Plusieurs hypotheses ont été proposées pour expliquer les effets déléteres des tissus adipeux

viscéraux. Parmi elles, I’'hypothése de la veine porte, proposée par Per Bjorntorp et al en 1990.

Le systeme de la veine porte permet le drainage du sang pauvre en O, provenant du tractus
intestinal, de la rate, du pancréas et de la vésicule biliaire vers le foie (Carneiro et al., 2019).
Cette hypothése repose sur le fait que le drainage veineux différe entre le tissu adipeux sous
cutané, drainé par la veine cave et les tissus adipeux viscéraux drainés par la veine porte
(omental et mésentérique). Elle stipule que le foie est directement exposé aux acides gras
libres et aux cytokines relarguées par le tissu adipeux viscéral dans la veine porte des sujets
obeses. Cette exposition aurait pour conséquence le développement de la résistance a
I'insuline et du diabéte de type 2. En effet, plusieurs études réalisées chez ’'THomme montrent
gue la concentration en acide gras au niveau de la veine porte est proportionnelle a la masse
adipeuse viscérale (Nielsen et al., 2004). En outre, la transplantation de tissu adipeux chez la
souris permettant I'augmentation artificielle de la masse adipeuse viscérale provoque une
augmentation de la résistance a I'insuline. De plus, chez les souris transplantées, on observe
une sécrétion accrue d’interleukine (IL)-6. En revanche les souris transplantées dont le géne

codant pour I'lIL-6 a été invalidé ne présentent pas de résistance a l'insuline (Rytka et al., 2011).

2.2. Les différences de sécrétions métaboliques

Bien que les études soutenant I'hypothese de la veine porte montrent I'importance de la
localisation des dépots adipeux dans le développement des comorbidités associées a I'obésité,
il semblerait que les propriétés des dépobts adipeux ne sont pas spécifiquement liées a leurs

localisations mais a des caractéristiques intrinséques au dépots.

Chez la souris, la transplantation de tissus adipeux sous cutanés dans la cavité viscérale
conduit, 12 semaines apres l'intervention, a une diminution du poids, de la masse adipeuse et
des niveaux d’insuline et de glucose (Tran et al., 2008). De plus les transplantations du tissu
adipeux blanc inguinal améliore la tolérance au glucose et diminue les concentrations

hépatiques de triacylglycérol (Foster et al., 2011).

In vitro, les pré-adipocytes sous cutanés ont une capacité de prolifération et de différenciation

accrue comparée aux cellules omentales. Ces résultats suggérent que les tissus adipeux sous
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cutanés ont un meilleur potentiel d’adaptation en cas de besoin accru de stockage des graisses
(Baglioni et al., 2012). De plus, chez ’humain, les pré-adipocytes viscéraux ont une capacité
plus importante de sécrétion de : Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) et d’IL-8

comparé aux sous cutanés (Silva et al., 2017).

Ces études mettent en évidence I'importance des propriétés sécrétoires des dépots de tissus

adipeux et de leurs localisations dans le contexte de |'obésité et des conséquences associées.
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Chapitre 3 : Les mécanismes inflammatoires associés a |'obésité

l. Facteurs déclencheurs de l'inflammation chronique au cours de

I'obésité
1. Lacréation de dépdts ectopiques

Afin d’augmenter sa capacité de stockage en réponse a un apport énergétique excessif, le tissu
adipeux met en place deux mécanismes: L’hyperplasie et I'hypertrophie, c’est-a-dire,
I’'augmentation du nombre d’adipocytes et de leur tale. Cependant cette capacité d’expansion

est limitée.

Les tissus adipeux viscéraux ont une croissance préférentiellement hypertrophique en raison
de leurs faibles capacités de prolifération et de différenciation. Une hypertrophie excessive
provoque une altération de leurs fonctions sécrétoires. A l'inverse, le dépot sous cutané se
développe principalement par hyperplasie puis par hypertrophie lorsque I'adipogénése est
arrivée a saturation ce qui peut expliquer I'effet protecteur des tissus adipeux sous cutanés
(Jo et al., 2009) (Tchernof and Després, 2013) (Baglioni et al., 2012). En cas de saturation des
dépbts sous cutanés et viscéraux, il y a une augmentation de la concentration d’acides gras
circulants pouvant jouer un réle prépondérant dans la mise en place de l'inflammation
chronique de bas grade chez les patients obéses (Zhou et al., 2020). L'apport excessif d’acides
gras au niveau des muscles squelettiques et du foie entrainent la production de triglycérides
mais également de diacylglycérols et de céramides qui sont associé au développement de la
résistance a l'insuline. Ce flux d’acide gras peut également présenter des défauts d’oxydation
aboutissant a I'exces de production d’acyl-carnitine qui est également associé au

développement de la résistance a l'insuline (Lair et al., 2020).

De plus, on peut observer la création de dépodts adipeux ectopiques pouvant avoir des

conséquences néfastes selon leurs localisations (Figure 3) :

e L’accumulation de lipides dans le pancréas et dans le foie est associée a la mise en
place d’un environnement pro-inflammatoire et d’un développement du stress
oxydatif ayant pour conséquence un dysfonctionnement des cellules 8 aboutissant

au développement du diabéte de type 2 (Heni et al., 2010).
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e La présence excessive de tissu adipeux localisé au niveau des reins est liée a
I’augmentation de la pression sanguine et des risques d’hypertension (Chughtai
Haroon L. et al., 2010).

e Les dépots ectopiques autour du coeur et des artéres coronaires aboutissent au
développement d’un stress oxydatif, a I'activation de la cascade de coagulation et a
I'apparition de calcifications ayant pour conséquence linduction de

cardiomyopathies (McGavock et al., 2006).
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Figure 4 : Conséquences de la création de dépdts graisseux ectopiques

NAFLD : Non Alcoholic Fatty Liver Disease T2DM : Type 2 Diabetes Mellitus ; VLDL : Very Low Density
Lipoprotein (D’aprés Gaggini et al., 2015).
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2. Lerdle de I’hypoxie

La premiere hypothése proposée pouvant expliquer la mise en place et I'entretien de
I'inflammation de bas grade au cours de I'obésité est la présence d’un état hypoxique du tissu
adipeux lors de son expansion. En effet, les mécanismes d’hypertrophie et d’hyperplasie mis
en place lors du développement du surpoids et de I'obésité provoquent une distanciation
entre les adipocytes et la vascularisation : Le diameétre des adipocytes peut augmenter jusqu’a
plus de 200 um ce qui est, dans la plupart des cas, supérieur aux capacités de la distance de
diffusion de 'Oz qui est de 100 a 200 um (Brahimi-Horn and Pouysségur, 2007) (Skurk et al.,
2007). Cela a pour conséquence une réduction de la pression partielle en oxygéne pouvant
aller jusqu’a 70% au sein du tissu adipeux des souris obéses. Ce phénomene survient lorsque
I'angiogeneése est dans l'incapacité de s’adapter a I'expansion pathologique du tissu adipeux

menant une vascularisation insuffisante (Figure 4) (Spencer et al., 2011).

Pour démontrer la présence d’hypoxie dans le tissu adipeux au cours de l'obésité, trois
modeles de souris ont été utilisés : Les souris ob/ob, db/db et des souris sauvages nourries
avec un régime riche en graisse. Les analyses réalisées sur ces souris ont mis en évidence la
présence d’hypoxie dans le tissu adipeux périgonadal. Des marquages en immunohistochimie
ont montré que les macrophages des tissus adipeux blancs sont quasi-exclusivement (>90%)
localisés dans les zones hypoxiques au niveau des sites de nécroses d’adipocytes formant des
Crown Like Structure (CLS) ce qui suggére que la faible teneur en oxygene au sein du tissu
adipeux des obéses est responsable au moins en partie de I'augmentation de l'infiltrat
inflammatoire (Cinti et al., 2005). Cependant la présence de macrophage n’est pas une preuve
d’inflammation car leur recrutement peut étre expliqué par la nécessité de phagocyter les
adipocytes apoptotiques et nécrotiques. En effet, ces études ont montré que la fréquence de
la mort adipocytaire est 30 fois plus élevée chez les souris obéses que chez les souris saines

(Murano et al., 2008).

Les études in vitro réalisées sur la lignée murine 3T3-L1 et sur les adipocytes humains se sont
principalement concentrées sur le lien entre I'altération de la production d’adipokines et de
I’'Hypoxia-Inductible Factor-1 (HIF-1a). HIF-1a est un facteur de transcription clé dans la
réponse cellulaire en cas de faible teneur en oxygéne (Hellwig-Birgel et al., 2005). Il est
impliqué dans la régulation de nombreux genes ayant différentes fonctions incluant
Iutilisation du glucose, I'angiogenése, le remodelage de la matrice extracellulaire, I'apoptose
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et I'inflammation (Hellwig-Biirgel et al., 2005). Dans des conditions d’hypoxie (5% d’03), les
adipocytes sont capables de recruter HIF-1la. Il y a également une augmentation des
métalloprotéases matricielles 2 et 9 et de la leptine (Lolméde et al., 2003). Des études en PCR
Array ont mis en évidence I'augmentation de I'expression d’IL-6, de leptine, de la vistafine et
des transporteurs GLUT-1, 3 et 5 ainsi que la diminution de I'expression de I'adiponectine
(Wang et al., 2008). Ces études suggerent une action pro-inflammatoire de I’hypoxie sur le
tissu adipeux. De plus I’hypoxie entraine I'induction d’une résistance a l'insuline au bout de
24h chez les adipocytes 3T3-L3 ce qui suggére qu’elle pourrait jouer un réle important dans le

développement de la résistance a l'insuline au cours de I'obésité (Hotamisligil, 2000).
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Figure 5 : L'expansion désordonnée du tissu adipeux induit la présence
d’hypoxie
(D’apreés Sun et al., 2011)
A : L’'expansion du tissu adipeux blanc est un phénoméne physiologique permettant le stockage des
réserves énergétiques. Elle s’accompagne d’une réponse angiogénique adéquate et d’un remodelage

approprié de la matrice extracellulaire protégeant de I’hypoxie. En cas de dépassement de la capacité
d’expansion il y a présence d’hypoxie, de nécrose cellulaire et d’inflammation.

B : L’expansion pathologique du tissu adipeux blanc est I'association d’un élargissement massif des
adipocytes, d’une angiogenese limitée et de la mise en place de I’hypoxie aboutissant au recrutement
de macrophages de type M1 et a la présence d’une inflammation chronique.
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3. RoOle du microbiote

Le tractus digestif humain contient un ensemble significatif de micro-organismes dont les
bactéries sont prédominantes. Cette communauté microbienne est activement impliquée
dans diverses fonctions de I'organisme notamment la régulation métabolique, la digestion et
développement de I'immunité innée. En effet, le microbiote synthétise une large gamme de
métabolites (Oxyde nitrique, catécholamine etc.) modulant de maniere directe le
métabolisme énergétique et le systeme endocrinien. Les catécholamines microbiennes ont la
capacité de modifier I'absorption des nutriments (Mittal et al., 2017). Or, plusieurs études ont
démontré que I'expression des génes dans le microbiote intestinal varie considérablement
entre les individus obeses et sains (Eckburg et al., 2005) (Ley et al., 2006). De plus, les souris
dépourvues de microbiote intestinal montrent des difficultés dans le processus de stockage
au sein du tissu adipeux blanc. Ces souris présentent une concentration de « Fasting Induced
Factor » (Fiaf) circulant plus importante que les souris ayant une flore intestinale (Backhed et
al.,, 2004). Le Fiaf est un médiateur permettant la réduction du stockage énergétique et la
libération de triglycérides (Mandard et al., 2006). Ces études mettent en évidence le réle non
négligeable du microbiote avec la régulation du stockage énergétique (Heiss and Olofsson,

2018).

L'ingestion d’acides gras saturés et de cholestérol peut modifier le microbiote intestinal
aboutissant a une dysbiose réduisant les populations bactériennes qui favorisent le maintien
d’un environnement anti-inflammatoire. En effet, la composition microbienne des souris
ob/ob est différente des souris sauvages. Les souris ob/ob ont une plus grande capacité a
digérer les fibres et a générer des acides gras a courtes chaines ce qui peut contribuer a leurs
prises de poids excessives (Turnbaugh et al., 2006). Linjection d’une combinaison de
norfloxacine et d’ampicilline chez les souris ob/ob pendant 2 semaines permet une diminution
de la résistance a l'insuline indépendamment de la prise alimentaire. De plus, il a été observé
une réduction des concentrations hépatiques en triglycérides et une augmentation de

I’adiponectine plasmatique (Membrez et al., 2008).

Ces changements des populations bactériennes peuvent induire et entretenir I'inflammation
de bas grade typique de I'obésité via I'activation des Toll like receptors (TLR) et Nod like
receptors (NLRs) ainsi qu’augmenter la perméabilité intestinale qui est dépendante de

I'intégrité des jonctions serrées. L'augmentation de la perméabilité intestinale a pour
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conséquence la fuite d’antigenes microbiens tel que le LPS (Figure 5). En effet, il a été montré
que le Lipopolysaccharide (LPS) plasmatique augmente lors d’une prise alimentaire. De plus,
les souris nourries avec un régime riche en graisse montrent une concentration plasmatique
de LPS deux a trois supérieure a la normale. Des souris perfusées avec du LPS a 300ug/Kg/jour
pendant 4 semaines ont montré une augmentation de la présence de macrophages,
I’augmentation de leur glycémie a jeline et un gain de poids significatif. Cette étude montre
le potentiel réle du LPS dans la prise de poids au cours de I'obésité (Cani et al., 2007). De plus,
chez les souris C3H/HelJ (exprimant un TLR4 non fonctionnel), on observe une augmentation

du transport du glucose et une atténuation de la résistance a I'insuline (Poggi et al., 2007).

A l'inverse, |'utilisation du polysaccharide de Artemisia sphaerocephala Krasch permet de
réduire considérablement la prise de poids et les conséquences métabolique associée en
modifiant le microbiote intestinal par la prolifération de bactéries telles que actobacillus,

Bifidobacterium and Blautia (Zeng et al., 2022).

38



— Ingestion of saturated fatty acids & cholesterol

l

— Altered gut microbiota — Changes to metabolite production
(dysbiosis) (e.q. reduced SCFA production)
Within the J’ \
Intestine Activation of TLRs & NLRs \l

| ,.

IFNy / » Increased gut permeability

IL-18 l
K "
HFD-induced gut inflammatory changes «

(o]
Gul @09 2 : ISolgble;
hormones » « 2 Microbial bl
N " & dieta h/v\ anigene
o6, : AA components
Systemic circulation \ /
v MEN
1 Inflammation =
Altered gUl hormone levels : \ 1 Oral lolerance
Ve W
5 : A VAT |
T Inflammation
t Steatosis T Inflammation
t Insulin resistance = 1 Insulin resistance
Altered glucose production FFA
Cytokines

Figure 6 : La dysbiose intestinale durant I'obésité

L’ingestion d’acides gras saturés et de cholestérol provoque une dysbiose intestinale modifiant la
production de métabolites et déclenchant une activité pro-inflammatoire dans I'intestin via les TLRs et
les NLRs. Cela induit une déstabilisation des jonctions serrées conduisant a la perméabilité intestinale.
Il en résulte une fuite d’antigénes microbiens aboutissant a de nombreuses conséquences telles que la
genese et la perpétuation de I'inflammation chronique de bas grade (Winer et al., 2016).
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Il. Réle du tissu adipeux blanc dans le développement et le maintien de

I'inflammation de bas grade

En 1993, Hotamisligil et al, ont montré une élévation locale et systémique du Tumor Necrosis

Factor a (TNFa) chez la souris et le rat et que son inhibition permettait de rétablir 'absorption
du glucose. lls ont par la suite mis en évidence, chez I’humain, une corrélation entre les taux
d’ARNm de TNFa présents dans les tissus adipeux blanc et I'hyperinsulinémie. lls ont
également montré qu’une perte de poids permettait la réduction de I'expression génique de
TNFa. Ces études ont mise en évidence, pour la premiére fois, le role du tissu adipeux blanc
dans le développement de linflammation de bas grade au cours de l'obésité et des
complications qui en résultent telles que la résistance a I'insuline (Hotamisligil et al., 1995).
Par la suite, de nombreuses études ont alors démontrées les capacités sécrétoires des tissus
adipeux blancs et ont tenté de comprendre la complexité des mécanismes mis en jeu dans

I'inflammation chronique de bas grade.

1. Les adipocytes et les pré-adipocytes

Les pré-adipocytes et les adipocytes sont les principales cellules du tissus adipeux et ont un

role majeur dans la mise en place et le maintien de I'inflammation chronique de bas grade.

Un traitement au TNFa sur des pré-adipocytes provoque la sécrétion de médiateurs de
I'inflammation tels que I'lL-6 et MCP-1 (Ruan et al., 2002). De plus la mise en place de
I'inflammation chronique de bas grade a des conséquences sur I'adipogénése. En effet, il a
été montré que la stimulation d’adipocytes 3T3-L1 par des cytokines pro-inflammatoires telles
que le TNF-a, I'interféron y (IFN-y), I'lL-1B, et I'IL-6 diminue leur fonction d’adipogénése et
donc leur capacité a stocker les lipides en excés (Jiang et al., 2019). De surcroit, I'inflammation
chronique de bas grade altére la capacité des pré-adipocytes a se différencier mais stimule
leur prolifération (Ye and Gimble, 2011). L’'ensemble de ces mécanismes associés a une
demande de stockage accrue au cours de I'obésité, expliquent I’élévation de la concentration

d’acide gras circulant présente chez les personnes souffrant d’obésité.

L’hypertrophie des adipocytes entraine une hypoxie dans le tissu adipeux blanc provoquant
une sénescence ou une nécrose entretenant l'inflammation chronique de bas grade et

provoquant le recrutement de l'infiltrat inflammatoire : Les personnes obéses avec une forte
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population d’adipocytes hypertrophiés au sein des tissus adipeux viscéraux présentent une
concentration accrue de cytokines pro-inflammatoires et un niveau plus faible d’adipokines
protectrices tel I'adiponectine (Skurk et al., 2007) (Kawai, Autieri and Scalia, 2021) (Figure 7).
Les adipocytes hypertrophiques participent a un changement de composition de la matrice
extracellulaire des tissus adipeux blancs conduisant a la mise en place de fibrose (Khan et al.,
2009). Les adipocytes sont également capables de sécrété des cytokines spécifiques : les

adipokines.
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Figure 7 : Role des adipocytes dans la mise en place de I'inflammation chronique
de bas grade

(D’aprés Kawai, Autieri and Scalia, 2021)

41



Parmi ces sécrétions on peut citer la leptine qui, en plus dans son réle de régulateur de la prise
alimentaire, a un role dans la régulation de I'immunité. Sa concentration plasmatique est
directement corrélée avec la masse adipeuse (Considine et al., 1996). Il a été montré que la
leptine protege les souris ob/ob de I'atrophie des organes lymphoides, notamment du thymus
en cas de famine (Howard et al., 1999). De plus, les macrophages provenant des souris ob/ob
sont incapables de lutter contre une infection par Candida albicans. En effet, ces macrophages
présentent une diminution de la production des eicosanoides, de I'oxyde nitrique. L’injection
de leptine restaure partiellement les fonctions immunitaires des souris déficientes pour la
leptine (Loffreda et al., 1998). Les macrophages ne sont pas les seules cellules de I'immunité
affectées par une déficience en leptine (Tableau 4) ce qui met en évidence son role majeur

dans la régulation de I'immunité.
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Cellules Influence de la leptine

Monocytes Prolifération dose dépendante et activation par induction de TNFa et IL-
6 (Santos-Alvarez et al., 1999)

Augmentation de la production de ROS (Caldefie-Chezet et al., 2001)

Neutrophiles = Augmentation du chimiotactisme (Caldefie-Chezet et al., 2003)

Cellules NK Développement, maintien et activation (Tian et al., 2002).

Cellules Maturation et survie (Mattioli et al., 2005)
dendritiques

Prolifération des lymphocytes T CD4+ (Martin-Romero et al., 2000)
Lymphocytes T Favorise la production de Thl et Th17 (Lord et al., 1998)
Inhibe la production de Th2 et Treg (Batra et al., 2010)

Tableau 4 : Influence de la leptine sur les acteurs de I'immunité
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Le développement de I'obésité et particulierement I’hypertrophie, I’hyperplasie et I’hypoxie

qui en résultent provoquent un changement phénotypique des tissus adipeux. Cela ce

caractérise par l'apparition d’adipocytes nécrotiques et dérégulés ainsi que l'infiltration de

cellules immunitaire dans la fraction vasculaire stromale. Ces modifications phénotypiques

induisent des changements dans les sécrétions de facteurs de I'inflammation (Tableau 5)

(Cancello and Clément, 2006). Ces changements, bien que modérés, sont chroniques et

délétéres sur le long terme et aboutissent a I'inflammation chronique de bas grade.

Adipokines
Adiponectine
IL-1B, IL-6, IL-8
Leptine
MCP-1
MIP1-a

PAI-1; fibrinogéne ; ARPs ;
métallothionéine ; complément
C3)

SAA ; CRP ; Haptoglobine

TNFa

Réle
Anti-inflammatoire
Pro-inflammatoire
Pro-inflammatoire/satiété
cytokines chimio-attractantes
cytokines chimio-attractantes

Facteurs de la cascade du
complément

Protéine de la phase aigué de
I'inflammation

Pro-inflammatoire

Etat au cours de I'obésité
Diminue
Augmente
Augmente
Augmente
Augmente

Augmente

Augmente

Augmente

Tableau 5 : Sécrétions impliquées dans la mise en place et le maintien de
I'inflammation de bras grade par le tissu adipeux blanc au cours de I'obésité

PAI-1 : Plasminogen Activator Inhibitor-1 ; ARPs : angiopoietin-related proteins ; SAA : Sérum amyloide
A ; CRP : C Reactive Protein (D’apres Cancello and Clément, 2006).
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2. La fraction vasculaire stromale

2.1. Réle des monocytes et des macrophages

En conditions physiologiques les macrophages représentent 5 a 10% de la population

cellulaire des différents dépots adipeux blancs (Bai and Sun, 2015).

Chez les humains et les souris non obeses, les macrophages présents au sein des tissus adipeux
blancs présentent majoritairement un phénotype de type M2 (Lumeng, Bodzin and Saltiel,
2007). Par leurs sécrétions d’IL-10, ils permettent de maintenir une inflammation controlée et
de prévenir la résistance a l'insuline (Castoldi et al.,, 2016). En effet, la diminution des
populations de macrophages M2 par l'utilisation de modéles de souris génétiquement
modifiées, montre une augmentation de la résistance a l'insuline et le développement de

diabéte de type 2 (Nawaz et al., 2017).

Dans des conditions physiologiques, il y a un équilibre de la balance macrophagique M1 (pro-
inflammatoire) et M2 (anti-inflammatoire) (Castoldi et al., 2016). En revanche, au cours de
I'obésité, il y a une polarisation des macrophages de type M2 en type M1. Ce phénomeéne joue
un role majeur dans le développement et dans la mise en place de I'inflammation de bas grade
(Fujisaka et al., 2009). Les macrophages de type M1 forment des agrégats autour des
adipocytes en nécroses formant les « crown like structures » et sécretent des cytokines pro-

inflammatoires telles que I'lL-6 et le TNFa (Bai and Sun, 2015) (Figure 8).

L'interaction entre les adipocytes et les macrophages permet de maintenir I'inflammation
chronique de bas grade. Les adipokines pro-inflammatoires telles que MCP-1 et le TNFa ainsi
gue les acides gras saturés libérés permettent I'activation des macrophages résidant dans les
tissus adipeux via la voie NF-KB. De maniére similaire, les macrophages vont également
sécréter des chimiokines pro-inflammatoires telles que MCP-1 et provoquer le recrutement
de monocytes circulants (Hill et al., 2015) (Jiao et al., 2009) (Subramanian and Ferrante, 2009).
Ils vont alors interagir avec les adipocytes, notamment par la sécrétion de TNFa et diminuer

la production d’adiponectine (Subramanian and Ferrante, 2009).

En plus de leur role dans la régulation de I'inflammation, les macrophages peuvent avoir

différentes fonctions au sein du tissu adipeux tel que :
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- Un ro6le dans I'angiogénese par le sous ensemble macrophagique LYVE-1+ (Lymph
Vessel Endothelial Hyaluronan Receptor-1) capable de participer a la mise en place
d’un réseau vasculaire dense au sein des tissus adipeux et plus particulierement dans
des conditions hypoxiques (Cho Chung-Hyun et al., 2007).

- La phagocytose des acides gras libres durant les périodes de forte lipolyse assurant
une régulation du stress métabolique conférant une protection aux adipocytes et aux

autres cellules environnantes (Kosteli et al., 2010).

L’'expansion des tissus adipeux lors du développement de I'obésité induit une forte biogénese
des lysosomes au sein des macrophages. Cette biogénese est liée a I'accumulation des lipides.
Ce processus n’active pas les macrophages de maniére classique mais entraine I'expression
d’un phénotype différent caractérisé par leur capacité a accumuler des lipides et également

par la surexpression de transporteurs d’acide gras comme CD36. (Xu et al., 2013)

Bien que les analyses histologiques des tissus perigonadal, périrénal et mésentérique
montrent un pourcentage cellulaire exprimant le marqueur macrophagique F4/80
significativement et positivement corrélé a la taille des adipocytes et a la masse adipeuse
(Weisberg et al., 2003), I'accumulation macrophagique n’est pas la méme selon le type de
dépobt. En effet, chez les individus obéses l'infiltrat macrophagique est plus important au
niveau du tissu adipeux omental par rapport aux tissus adipeux sous cutanés. De plus, le
nombre de macrophages au sein du tissu adipeux omental augmente de maniére importante
d’un individu sain a obése contrairement au tissu adipeux sous cutané qui ne présente pas de
variations significatives. Ce phénomeéne est régulé par la présence de MCP-1 et du colony
stimulating factor 1 (CSF1), deux cytokines hautement exprimées au sein du tissu adipeux

omental comparé aux tissus sous cutanés. (Harman-Boehm et al., 2007)
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Figure 8 : Modification du tissu adipeux au cours de I'obésité

En condition physiologique, les tissus adipeux possedent de nombreuses cellules immunitaires. Parmi
elles les cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2s) comme les Th2, sécrétent de I'IL-4 et de I'IL-13
favorisant une population macrophagique anti-inflammatoire de type M2. L’hypertrophie dérégulée
des adipocytes, I’hypoxie et la lipotoxicité provoquent une sécrétion massive de cytokines pro-
inflammatoires, de chimiokines et de leptine ce qui aboutit au recrutement des monocytes LyC+
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donnant naissance a une nouvelle population de macrophages pro-inflammatoires au sein des tissus
adipeux. De plus il y a une polarisation des M1 en M2 qui provoque un déséquilibre de la balance
macrophagique en faveur des M1. Cette infiltration contribue a un changement de structure
macrophagique : Les cellules se répartissent en forme de couronne autour des adipocytes en nécrose
(Crown Like Structure). Ce phénomeéne induit une dérégulation métabolique et une amplification de
I'inflammation au sein des tissus adipeux (Russo and Lumeng, 2018).

2.2. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques conventionnelles sont physiologiquement présentes au sein des
tissus adipeux. Chez les souris obéses, une déplétion de ces cellules permet la diminution de
la résistance a l'insuline et des cytokines pro-inflammatoires (Stefanovic-Racic et al., 2012).
De maniére similaire aux macrophages, il y a présence d’'une accumulation des cellules
dendritiques au sein des tissu adipeux au cours de I'obésité. Ces cellules vont sécréter de I'll-
1B et fortement exprimer TLR4 et la caspase 1 (Cho et al., 2016) (Zlotnikov-Klionsky et al.,
2015).

2.3. Les lymphocytes

Au cours de I'obésité, on observe, chez I’'Homme, une augmentation significative du nombre
de lymphocytes CD4+ et CD8+. De plus, chez la souris, il y a une accumulation de lymphocytes
T au sein des tissus adipeux blancs. Une déplétion de ces lymphocytes T permet une
amélioration de la résistance a l'insuline (Yang et al., 2010). Chez les patients obeéses, les
lymphocytes T CD8+ et Th1l (T helper 1) ont un réle pathologique et vont participer a
I'inflammation de bas grade présente au sein des tissus adipeux blancs. En revanche, les
lymphocytes Th2 ont un réle protecteur (Feuerer et al., 2009). Chez la souris, il a été observé
qgue l'infiltration de lymphocytes T CD8+ précede I'accumulation macrophagique et qu’une
déplétion en lymphocytes T CD8+ permet de diminuer I'inflammation et de réduire le nombre

de macrophages présents au sein du tissu adipeux (Nishimura et al., 2009) (Yang et al., 2010).

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont physiologiquement présents en quantité
importante au sein des différents types de tissus adipeux. lls permettent, tout comme les
macrophages de type M2, la régulation de I'inflammation au sein de ces tissus. Cependant
leur nombre est fortement diminué au sein des tissus adipeux au cours de |'obésité (Feuerer

et al., 2009).

Tout comme les lymphocytes T, les lymphocytes B ont un réle majeur dans la mise en place et

le maintien de I'inflammation de bas grade au cours de |'obésité. En effet, chez la souris, la
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déplétion de lymphocytes B permet d’augmenter la tolérance au glucose et de diminuer
I'inflammation. Les lymphocytes B des souris obéses ont un fort profil sécrétoire pro-
inflammatoire (INF-y, IL-6, IL-8) et faiblement anti-inflammatoire (IL-5, IL-10). La sécrétion
d’IFN-y va participer a la polarisation des macrophages en type M1. (Winer et al., 2011)
(DeFuria et al., 2013).

2.4. Les éosinophiles

Les éosinophiles généralement impliqués dans le développement des allergies et la lutte
contre les parasites sont également la premiere source d’IL-4 permettant I'activation des
macrophages de type M2. Leur production et leur recrutement situés au niveau de la moelle
osseuse sont controlés par I'IL-5. Or, au cours de I'obésité, on observe une diminution des taux
circulant d’IL-5 et donc un défaut de recrutement des éosinophiles au niveau du tissu adipeux
ce qui a pour conséquence la diminution de la proportion de macrophages de type M2 (Wu et

al., 2011).

2.5. Les neutrophiles

Dans les premiéres étapes de I'obésité il y a une infiltration trés précoce des neutrophiles dans
le tissu adipeux blanc : Chez la souris, on observe une augmentation des neutrophiles dans les
tissus adipeux blanc seulement trois jours apres la mise en place du régime riche en graisse
(Talukdar et al., 2012). Les études portant sur I'accumulation des neutrophiles dans les tissus
adipeux blancs au cours de I'obésité sont contradictoires : Certaines études montrent une
accumulation des neutrophiles tout au long du développement de I'obésité (Talukdar et al.,
2012) tandis que d’autres soutiennent que I'augmentation des neutrophiles est transitoire

(Elgazar-Carmon et al., 2008).

Les neutrophiles semblent participer a la mise en place et au maintien de I'inflammation de
bas grade au cours de I'obésité notamment par la sécrétion de myélopéroxydase et d’élastase.
Ceci a été montré a I'aide de souris qui ont recu des inhibiteurs d’élastase et qui ont eu une

diminution de leur inflammation (Talukdar et al., 2012).

La sécrétion d’IL-1B est fortement augmentée chez les neutrophiles au sein des tissu adipeux
blancs chez les souris obéses. Cependant elle ne varie pas dans les autres tissus comme la

moelle osseuse. Des expériences de cocultures ont mis en évidence une forte interaction entre
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les neutrophiles et les adipocytes par 'augmentation d’expression d’IL-1B, de TNFa et d’IL-6

(Watanabe et al., 2019).
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Chapitre 4 : Comorbidités associées a I'obésité

l. La stéatopathie métabolique

Les acides gras présents dans le foie proviennent de la lipolyse des tissus adipeux
périphériques, de la lipogenése des hépatocytes ou directement de la prise alimentaire pour
la synthése d’adénosine tri phosphate (ATP) et pour la production de corps cétoniques. I
existe cependant une voie alternative qui permet |'estérification des acides gras en
triglycérides pouvant étre stockés sous forme de gouttelettes lipidiques au sein des

hépatocytes.

La surnutrition prolongée provoque a terme une hyper-insulinémie, une hyperglycémie et une
hyperlipidémie dans les tissus adipeux. Ces phénomeénes conduisent a I'accumulation de
lipides dans le foie et notamment dans les hépatocytes. Cette accumulation et la lipotoxicité
qui en résulte constituent les premieres étapes conduisant au développement de défaillances
hépatiques durant I'obésité (Acierno et al., 2020) (Saponaro et al., 2015). Cette étape est
appelée stéatose hépatique non alcoolique. Elle se met en place progressivement et est
médiée par plusieurs facteurs: La sécrétion par les tissus adipeux de cytokines pro-
inflammatoires, les endotoxines dérivées de bactéries intestinales, la génération de ROS, et
I'activation des cellules de I'immunité innée qui vont entretenir I'inflammation. L’'ensemble
de ces facteurs associés a la réponse inflammatoire générée localement par I'accumulation de
lipides dans les hépatocytes va provoquer le développement d’une résistance a l'insuline
hépatique, d’une inflammation chronique locale et la mise en place de fibrose et peut évoluer
en cirrhose et/ou en hépatocarcinome (Acierno et al., 2020) (Godoy-Matos et al., 2020)

(Saponaro et al., 2015) (Figure 9).

Histologiquement, il est possible de détecter la stéatose hépatite si certains composants clés
sont présents comme des ballonnements hépatocellulaires, la présence d’infiltrat
inflammatoire ou encore la présence de fibrose. Bien que cette étape de dysfonctionnement
hépatique soit réversible, elle peut évoluer en cirrhose qui est une étape irréversible. Il a

également été établi que les patients souffrant de stéatose hépatite non alcoolique ont 3 fois
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plus de risques de développer un diabete de type 2 (Moller, 2000).
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Figure 9 : Mécanismes d’évolutions de la stéatopathie métabolique
(Xuetal, 2019)

Il La résistance a l'insuline et le diabéte de type 2

La résistance a l'insuline se défini par la réduction de la réponse a des taux normaux d’insuline
circulante. Elle est un marqueur prédictif du développement du diabéte de type 2.
L'accumulation de lipides ectopiques dans le foie et les muscles sont en grande partie
responsables du dysfonctionnement des cellules B du pancréas. De plus il y a une corrélation
entre la résistance a l'insuline et I'accumulation de lipides dans les myocytes et dans les

hépatocytes (Boden and Shulman, 2002).

Bien que la lipotoxicité joue un réle majeur dans le développement de la résistance a l'insuline
et le diabéte de type 2, plusieurs études ont mis en évidence que I'inflammation chronique de
bas grade est impliquée dans le développement de ces comorbidités (Capurso and Capurso,
2012). La phosphorylation des résidus de tyrosines de IRS-1 constitue une étape indispensable
pour I'activation des voies de I'insuline. A I'inverse, la phosphorylation de certains résidus de
sérines (Serine 307, 612 et 632) au niveau d’IRS-1 entraine une inhibition des voies de
I'insuline (Figure 10). Il a été montré que la phosphorylation des résidus de tyrosines est

fortement réduite au cours de I'obésité et qu’elle est au cceur du développement de la
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résistance a lI'insuline (Kanety et al., 1995) (Capurso and Capurso, 2012). Le TNFa et les acides
gras libres augmentent les phosphorylations d’IRS-1 au niveau des résidus de sérines et par
conséquents inhibent les voies de I'insulines (Hotamisligil et al., 1996). Le TNFa est également
capable de promouvoir la lipolyse des adipocytes participant au relargage d’acides gras libres

(Sharma and Puri, 2016).
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Figure 10 : Voie de signalisation de I'insuline dans les hépatocytes

La fixation de I'insuline sur son récepteur provoque la phosphorylation des résidus de tyrosine de IRS-1
entrainant le recrutement de PI3K qui phosphoryle les résidus de sérine/thréonine de Akt favorisant la
synthese de glycogéne via la phosphorylation inhibitrice de GSK3. Akt phosphoryle également FoxO1
(Forkhead box protein O1) inhibant ainsi I'autophagie et permettant la néoglucogénése. Akt permet
également I'activation de mTORC1 qui participe au processus de synthése lipidique et indirectement a
la synthése de glycogéne (D’apres Santoleri and Titchenell, 2019).
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Dans des conditions physiologiques, I'homéostasie du glucose est régulée par les actions
coordonnées des cellules a sécrétant du glucagon et des cellules B du pancréas sécrétant de
I'insuline. L'inflammation, le stress oxydatif, I'accumulation d’acides gras saturés et la
résistance a I'insuline inhérente a I'obésité induisent la mort des flots pancréatiques. De plus,
la stéatose hépatique associée a l'augmentation de VLDL hépatiques peut accélérer
I’'accumulation de graisse dans le pancréas. L'accumulation de graisse hépatique favorise
davantage la résistance a l'insuline, ce qui entraine une boucle auto-entretenue dans laquelle
I'insuline stimule la synthése des acides gras libres se déversant dans le pancréas. Pour
s’adapter a la mort des cellules B, plusieurs mécanismes compensatoires vont étre mis en
place : L’hypertrophie, I'hyperplasie, I'activation de voie de survie des cellules B et
I'augmentation de la sécrétion d’insuline. Les mécanismes de compensation permettent de
maintenir ’lhoméostasie du glucose. En revanche, si les mécanismes compensatoires sont
dépassés, il y a un dysfonctionnement de la sécrétion d’insuline et apparition d’un diabéte de

type 2 avancé (Cerf, 2013) (Godoy-Matos et al., 2020) (Figure 11).
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Figure 11 : Mécanisme de mise en place du diabete de type 2
(D’aprés Rugivarodom et al., 2022)
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[ll.  Remodelage et dysfonction cardiaque

L'obésité est responsable de I'apparition de nombreux facteurs de risque des maladies
cardiovasculaires comme par exemple I’hypertension, la résistance a l'insuline, le diabéte de

type 2 ou I'apnée du sommeil (Wolk et al., 2003).

L'augmentation des apports énergétiques, de la masse adipeuse et des acides gras libres
circulants a pour conséquence I'élévation du volume sanguin (Ashraf and Baweja, 2013). Les
faibles variations de la fréquence cardiaque ne permettent pas de compenser ce changement.
Cela a pour conséquence l'augmentation du débit cardiaque. Ces altérations
hémodynamiques appliquent des contraintes chroniques sur les parois du ventricule gauche
et provoquent sa dilatation se traduisant par I'élévation de la taille de ces cavités et de
I’épaisseur des parois, notamment au niveau du ventricule gauche (Figure 12) (Frohlich et al.,

1992).

Afin de normaliser la fonction cardiaque, le coeur adopte des mécanismes de compensation
impliquant des modification de structure et de fonction. Parmi les altérations de structure,
une hypertrophie du ventricule gauche peut subvenir afin de réduire les pressions exercées
sur les parois du ventricule gauche. Cependant, cela peut conduire a une défaillance de la
diastole. Lorsque I’hypertrophie n’est pas suffisamment importante pour faire face aux

contraintes exercées, il y a des défaillances systoliques qui surviennent plus tardivement.
Deux types d’hypertrophies cardiaques peuvent survenir :

L’hypertrophie cardiaque concentrique, c’est-a-dire I'’augmentation de I'épaisseur des
parois du ventricule gauche en fonction de I'augmentation de la taille de la chambre.
Ces modifications structurelles surviennent principalement chez les patients
présentant une masse viscérale importante (Frohlich et al., 1992).

- Lhypertrophie cardiaque excentrique, c’est-a-dire un élargissement de la chambre
plus important que I'épaisseur des parois. Cela survient en majorité chez les patients

atteints d’obésité périphérique (de Simone et al., 1994).

On peut également observer une légere hypertrophie du ventricule droit chez les personnes
obéses en comparaison aux personnes non obéses augmentant le risque de fibrillation atriale

(Sokmen et al., 2013). Les modeles animaux ob/ob et db/db montrent une hypertrophie des
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cardiomyocytes. En effet, la résistance a I'insuline augmente I'absorption des acides gras libres
des cardiomyocytes provoquant un déséquilibre de la balance absorption/oxydation

conduisant a une apoptose des cardiomyocytes (Alex et al., 2018).

Les dysfonctions du ventricule gauche peuvent apparaitre chez les patients présentant une
obésité seule. Cependant elles sont principalement présentes chez les personnes obéses ayant
une hypertrophie du ventricule gauche. Chez les personnes obéses, la fraction d’éjection du
ventricule gauche peut étre réduite ou inchangée. L'une des difficultés majeures dans les
études de l'influence de I'obésité sur la fonction cardiaque est qu’il est difficile de déterminer
si les modifications structurelles ou de fonction sont dues a I'obésité ou aux comorbidités
associées a |'obésité (hypertension, résistance a l'insuline, diabéte de type 2, apnée du
sommeil). Il semblerait que chez les personnes obeses sans comorbidités associées, la fraction
d’éjection du ventricule gauche reste inchangée. Cependant, il est possible d’observer
I'altération de la fonction cardiaque lorsque I'on étudie la fraction de raccourcissement qui
évalue I'écart entre deux diametres diastolique et systolique du ventricule gauche (Figure 12)

(Alpert et al., 2018).

L’'ensemble de ces altérations morphologiques et fonctionnelles peuvent provoquer une
dysfonction diastolique et/ou systolique du ventricule gauche pouvant entrainer I'élévation
de la pression diastolique ayant pour conséquence |'apparition d’une hypertension
pulmonaire facilitée dans certains cas par |'hypoxie générée par un syndrome
d’hypoventilation médié par I'obésité ou par des comorbidités associées comme I'apnée du
sommeil. Ces phénomeénes participent a I’élargissement et a I’hypertrophie du ventricule droit

(Figure 12) (Alpert et al., 2018) (Sokmen et al., 2013).
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Figure 12 : Mécanismes de remodelage cardiaque au cours de I'obésité
LA : Left Atrium ; LV : Left Ventricle ; RV : Right Ventricle (D’apres Alpert et al., 2018)




Chapitre 5 : Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1

l. La famille des récepteurs TREM

L'immunité innée regroupe un ensemble de mécanismes permettant la défense de
I'organisme contre les agents infectieux. Elle met en jeu un certain nombre d’acteurs
cellulaires incluant les granulocytes (mastocytes, polynucléaires neutrophiles, basophiles,
éosinophiles), les phagocytes (monocyte/macrophages), les cellules dendritiques et les
cellules NK. Ces cellules expriment a leur surface un ensemble de récepteurs appelé Pattern
Recognition Receptors (PRRs) capables de reconnaitre des motifs microbiens conservés
appelés (Pathogen Associated Molecular Patterns) PAMPs. Parmi les PRRs on trouve les TLRs
capables de reconnaitre les PAMPs, mais également les Damage Associated Molecular
Patterns (DAMPs ), facteurs endogénes relargués par I’h6te a la suite de dégats cellulaires non
infectieux. L’activation des TLRs par les PAMPs ou les DAMPs a pour conséquence l'initiation

de la réponse inflammatoire.

En 1999, un ensemble de récepteurs de la superfamille des immunoglobulines a été mis en
évidence a la surface des monocytes, des macrophages et des neutrophiles mais leurs réles
dans l'inflammation était encore inconnu. Ces récepteurs possédent une homologie de
séquences avec des récepteurs activateurs des cellules NK, en particulier au niveau de leur
courte queue cytoplasmique dépourvue de motif de signalisation mais possédant un domaine
ITAM (Immunoreceptor tyrosine-based activation motif) lié a la protéine adaptatrice
DAP(DNA-Activating Protein)-12. En 1999, le récepteur NKp44 a été mis en évidence sur les
cellules NK. En 2000, Bouchon et al ont émis I'hypothése de I'existence d’un récepteur
homologue a NKp44 sur d’autres cellules de I'immunité innée. Il ont alors mis en évidence le
Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells-1 (TREM-1) qui partage une homologie de
séquence avec le récepteur NKp44 des cellules NK chez les monocytes, macrophages et

neutrophiles (Bouchon et al., 2000).

TREM-1 est une protéine appartenant a la famille TREM décrite comme capable d’interagir
avec les TLRs et de réguler fortement la réponse inflammatoire. Les alignements de séquences
réalisés a partir de I’ADNc de TREM-1 ont permis de localiser un cluster de génes codant pour
la famille de ces récepteurs au niveau du bras court du chromosome 6 en position 21 (Bouchon

et al., 2000) (Klesney-Tait et al., 2006). Cette famille est également présente chez la souris sur
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le chromosome 17C3. Ces genes codent pour TREM-1, TREM-2 et, chez la souris, TREM-3. ||
existe également chez 'Homme et la souris TREM Like Transcript (TLT)-1 et TLT-2 codés
respectivement par TREML1 et TREML2 chez 'Homme et Treml1l, Treml2 chez la souris
(Klesney-Tait et al., 2006) (Figure 13).

Figure 13 : La famille des récepteurs TREM humains et murins
(D’apreés Klesney-Tait et al., 2006)
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I. La structure de TREM-1

TREM-1 est une glycoprotéine transmembranaire de 30 kDa comprenant un domaine
extracellulaire de type immunoglobuline (Ig) constitué de 194 acides aminés, une région
transmembranaire de 29 acides aminés et une courte queue cytoplasmique de 5 kDa
(Bouchon et al.,, 2000) (Palazzo et al., 2012). La portion intracellulaire de TREM-1 est
dépourvue de motif de signalisation. Cependant il y a présence, au niveau transmembranaire,
d’un résidu chargé de lysine qui permet a TREM-1 de s’associer au résidu d’arginine de sa

protéine adaptatrice DAP-12 (Bouchon et al., 2000) (Figure 14).

TREM-1 TREM-1
DAP12 DAP12
Lys Asp | Lys Asp
+ - + -
P
Src
Syk ITAM
P Syk
Src

Cytokine Expression

Figure 14 : Mécanisme d’association de TREM-1 et de DAP-12
(D’apreés Palazzo et al., 2012)

Comme de nombreuses familles de récepteurs, la famille TREM a pour caractéristique la
libération de formes solubles. En 2004, Gibot et al ont observé la libération d’'une forme
soluble de TREM-1 (sTREM-1) par des monocytes humains en cas de stimulation par LPS. Cette
forme soluble est également retrouvée dans le sérum de souris en cas d’injection de LPS. La

libération de cette forme soluble constitue un mécanisme de rétrocontrdle négatif par
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compétition avec le ligand de TREM-1. En effet, il a été mis évidence que le traitement de
macrophages par la forme soluble de TREM-1 permettait la réduction de I'expression des
génes codant pour de nombreuses cytokines (TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12, IL-16,
and IL-18) (Li et al., 2017). Deux hypotheses quant a I'origine de TREM-1 soluble ont été
émises : La génération d’'une forme tronquée par un épissage alternatif ou un clivage de
TREM-1 membranaire par des métalloprotéases. En effet, |'utilisation d’inhibiteur de MMP-9
permet la réduction des concentrations de TREM-1 soluble au cours d’une pneumonie
bactérienne chez la souris. TREM-1 soluble est un biomarqueur spécifique de I’activation de
la voie de TREM-1 (Jolly et al., 2021). Il a été étudié en tant qu’outil diagnostique ou
pronostique dans différentes pathologies notamment le choc septique. En effet, des
concentrations plasmatiques élevées de la forme soluble de TREM-1 (sTREM-1) ont été
corrélées au diagnostic du choc septique. En 2012, Gibot et al ont proposé un bioscore basé

sur I'expression de STREM-1, de la procalcitonine et de CD64 (Gibot et al., 2012).

. La fonction de TREM-1

L’activation de TREM-1 induit la dégranulation des neutrophiles et la libération de cytokines
et de chimiokines. Lorsque TREM-1 est activé en présence d’un ligand pour les TLRs, une
surproduction de cytokines pro-inflammatoire (TNFa et IL-1) est observée. TREM-1 n’est pas
un initiateur de la réponse inflammatoire : I'activation de TREM-1 par l'intermédiaire d’un
anticorps agoniste seul n’induit qu’une faible activation cellulaire. La co-activation de TREM-1
et des TLR entraine une réponse inflammatoire dont I'amplitude est supérieure a la somme
de I'activation induite par les TLRs et TREM-1 isolément (Bouchon, Dietrich and Colonna, 2000)
(Bouchon et al., 2001) (Radsak et al., 2004). Chez les monocytes, I'activation des TLRs
provoque une surexpression de TREM-1 au niveau protéique et génique. TREM-1 constitue
donc une boucle d’amplification de la réponse inflammatoire par synergie avec les TLRs
(Bouchon et al., 2001). Par ailleurs, dans les neutrophiles, TREM-1 et TLR4 sont colocalisés lors

d’une stimulation par LPS (Arts et al., 2011).

Le ligand de TREM-1 est encore inconnu a ce jour du fait de la faible affinité et la dissociation
rapide entre le récepteur et son ligand. Cependant, par l'utilisation de techniques
d’immunoprécipitation et de spectrométrie de masse, de potentiels partenaires de TREM-1

associés a un contexte inflammatoire ou infectieux ont été identifiés : Le Peptidoglycan
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Recognition Protein 1 (PGLYRP1) (Read et al., 2015), CD177 (Seo et al., 2021), High Mobility
Group Box 1 (HMGB1) (Wu et al., 2012) et I'actine extracellulaire (Fu et al., 2017).

Comme décrit précédemment, TREM-1 est dépourvu de motif de signalisation, son partenariat
avec DAP-12 permet le déclenchement de nombreuses voies de signalisation. DAP-12 va se
coupler avec TREM-1 au niveau de son domaine ITAM et va permettre en plus de la
transduction du signal, la stabilisation de I'expression de TREM-1 a la surface des cellules
favorisant sa multimérisation. Les phosphorylations du domaine ITAM forment un site
d’amarrage pour la Spleen Tyrosine Kinase (SYK) et la Zeta-chain-Associated Protein kinase-70
(ZAP-70). La protéine SYK permet le recrutement et la phosphorylation de complexes tels que
Casitas B-lineage Lymphoma (Cbl), Son of Sevenless (SOS) et la Growth Factor Receptor
Binding Protein-2 (Grb2) initiant les voies de signalisation intracellulaire associées a TREM-1,
notamment les voies impliquant la Janus Kinase(JAK)/Signal Transducer and Activator of
Transcription proteins (STATs), la Phosphoinositide 3-kinase (PI3K), la Extracellular signal-
Regulated Kinase % (ERK1/2), la Mitogen-Activated Protein kinase (MAPK), la phospholipase
Cy (PLCy) et Akt. L'engagement de ces voies conduit a une mobilisation de calcium
intracellulaire, a un réarrangement du cytosquelette, a la production et la libération de ROS
et a 'activation de complexes transcriptionnels au sein du noyau. Il s’agit des complexes NFAT
(Nuclear Factor of Activated T cells), AP1 (Activator Protein 1) et NF-kB (Nuclear Factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells). Ces complexes induisent la transcription de génes
impliqués dans l'inflammation. En effet, I'activation de TREM-1 permet d’aboutir a la
production de nombreuses cytokines et chimiokines telles que TNFa, IL-138, MCP-1, IL-8, IL-6
et MIP-1a (Tessarz and Cerwenka, 2008). L'induction des voies PI3K et ERK favorise le maintien
de lintégrité mitochondriale et de la survie cellulaire en inhibant les facteurs pro-
apoptotiques : BID (BH3-Interacting Death Domain agonist), BAD (BCL-2 Antagonist of Cell
Death) et BAX (BCL-2- Associated X-Protein), et permet également I'inhibition du relargage du
cytochrome c provenant des mitochondries (Tessarz et al, 2008) (Yuan et al., 2014). De plus,
I'activation de TREM-1 permet d’augmenter I'adhésion des neutrophiles et des monocytes aux
molécules de I'endothélium (fibronectine, fibrinogene, VCAM) via la surexpression des
hétérodimeres CD11b/CD18, CD29/CD49b et CD29/CD49e. Ces mécanismes permettent de
préparer la rapide migration des monocytes et neutrophiles vers les sites inflammatoires

(Figure 15).
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Figure 15 : Voies de signalisation de TREM-1/DAP12

Les protéines impliquées dans les neutrophiles sont indiquées en noir, en blanc pour les monocytes et
en gris pour les deux types cellulaires (D’aprés Tessarz and Cerwenka, 2008).

Initialement, TREM-1 a été identifié comme étant un récepteur présent a la surface de cellules
de 'immunité dites « professionnelles ». En effet il est fortement exprimé par les monocytes
(Bouchon et al., 2000), les macrophages (Daws et al., 2001), les cellules dendritiques (Bouchon
et al., 2001), les neutrophiles (Gibot et al., 2005) et les cellules NK (Matesanz-Isabel et al.,
2011). Il a été mis en évidence que TREM-1 est exprimé a la surface de cellules non
immunitaire telles que les cellules épithéliales (Rigo et al., 2012) et plus récemment au niveau
des cellules endothéliales et des plaquettes (Jolly et al., 2017) (Jolly et al., 2018). Il a également
été détecté dans de nombreux tissus tels que la moelle épiniére, les poumons, les ganglions
lymphatiques, le coeur, le placenta et le tissu adipeux (Roe et al., 2014) (Subramanian et al.,
2017). Bien que TREM-1 soit connu comme amplificateur de l'inflammation, on peut lui
trouver d’autres fonctions. En effet, I'activation de TREM-1 a la surface des plaquettes permet

la mobilisation du calcium, la dégranulation et I'agrégation plaquettaire (Jolly et al., 2017).
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IV.  La modulation de TREM-1 : Une nouvelle approche thérapeutique

De par sa capacité a amplifier I'inflammation, TREM-1 a été étudié dans de nombreuses
pathologies inflammatoires. Son réle délétére a été dans un premier temps mis en évidence
dans des pathologies infectieuses. Il a cependant été montré que TREM-1 est impliqué dans
de nombreuses pathologies pro-inflammatoires non infectieuses aigués (la pancréatite,
I'ischémie reperfusion, le choc hémorragique et I'infarctus du myocarde) et chroniques (la
polyarthrite rhumatoide, le cancer, les maladies inflammatoires chroniques intestinales, la

fibrose, le psoriasis et I'athérosclérose) (Tammaro et al., 2017).

Du fait de son implication dans de nombreuses pathologies, le ciblage pharmacologique de
TREM-1 constitue une nouvelle approche thérapeutique prometteuse. En effet, de
nombreuses études ont montré que l'inhibition de TREM-1 a des effets bénéfiques chez la
souris dans le cadre de certaines pathologies. On peut prendre comme exemple les modéles
de colites murins et les patients souffrants de maladie chroniques de l'intestins ou TREM-1 est
positivement corrélé avec I'activité de la maladie. L'inhibition de TREM-1 chez la souris permet
de réduire les symptomes de colite et notamment les conséquences histopathologiques. En
2017, Kokten et al, ont confirmé que I'inhibition génique et pharmacologique de TREM-1 chez
la souris permettait de réduire la sévérité de la colite en restaurant I’activité autophagique et

en protégeant contre la dysbiose.

Plusieurs stratégies de modulation de TREM-1 ont été mises en ceuvre : Parmi elles, le peptide
LR12 développé a partir de recherches sur TLT-1. TLT-1 est un récepteur membre de la famille
TREM spécifique aux plaquettes. Lorsqu’elles sont activées, il est transloqué a leur surface. On
retrouve également une forme soluble sTLT-1 dans le plasma humain lors du sepsis. sTLT-1 et
SsTREM-1 partagent une homologie de séquence appelée LP17 potentiellement impliquée
dans la liaison du ligand. sTLT-1 est capable de se lier directement a un ligand de TREM-1 via
une région appelée LR12 et ainsi inhiber TREM-1 (Gibot et al, 2004). Cependant les récepteurs
solubles ont une utilisation limitée en tant qu’agent thérapeutique car ils sont potentiellement
immunogenes. Des recherches ont donc été mises en place pour le développement de
peptides ayant pour objectif I'inhibition de TREM-1. L'un de ces peptides est le LR12 : Il est
composé de 12 acides aminés issus de la portion extracellulaire de TLT-1. La séquence
peptidique du LR12 possede des sites de reconnaissance d’un ligand pour TREM et agit comme
un récepteur leurre vis a vis du ligand de TREM-1. Ce peptide est capable de réduire les
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réponses inflammatoires induites par le LPS en diminuant la libération de cytokines pro-
inflammatoires dans le sang (Derive et al, 2014). La formulation clinique de ce peptide,
MOTREM, est actuellement en cours d’essai clinique dans le cadre du choc septique chez
I'Homme (NCT04055909). D’autres outils de modulation de TREM-1 ont été développés
comme LP17, un peptide de 17 acides aminés agissant comme un récepteur leurre au ligand
de TREM-1 ou encore le peptide SCHOOL qui bloque I'association TREM-1/DAP12 (Sigalov,
2014). Le développement de peptides inhibant I'engagement de TREM-1 permet I'obtention
d’outils thérapeutiques importants pour les maladies inflammatoires aigués. Cependant du
fait de leur trop faible demi-vie, le développement d’anticorps antagonistes de TREM-1 est
indispensable pour le traitement des maladies inflammatoires chroniques ol TREM-1 est

impliqué.
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Partie 2 : Etude personnelle
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Obijectif du travail

L'obésité, composant majeur du syndrome métabolique, est en incidence dramatiquement
croissante dans le monde. Elle est responsable d’'une explosion du nombre de pathologies
cardiovasculaires et de la morbi/mortalité accompagnant ces maladies. D’un point de vue
physiopathologique, I'obésité s’accompagne d’un état inflammatoire chronique généré par
I’activation des monocytes/macrophages, des lymphocytes et des neutrophiles, et également
des adipocytes. L'inflammation associée a I'obésité est marquée par une élévation systémique
de cytokines pro-inflammatoires et par I'accumulation, au niveau adipeux, de macrophages.
Le changement phénotypique de ces macrophages, qui adoptent un profil pro-inflammatoire
M1, est crucial dans le phénomeéne d’insulino-résistance associé a I'obésité. A I'inverse chez
les sujets non-obéses, les adipocytes sécrétent de fortes concentrations d’adiponectines qui
favorisent un phénotype M2 et améliore la sensibilité a I'insuline. En revanche, la densité de

M2 est plus faible chez les sujets obéses.

Triggering receptor expressed on myeloid cells (TREM)-1 est un immuno-récepteur,
principalement exprimé a la surface des monocytes/macrophages et neutrophiles dont le réle
est d’amplifier la réponse inflammatoire. Notre laboratoire a pu montrer |'effet bénéfique de
la modulation pharmacologique ou de I'invalidation génique de TREM-1 au cours de modeles
expérimentaux d’inflammation aigué (choc septique, colite inflammatoire, infarctus du
myocarde) ou chronique (athérosclérose). Subramanian et al ont récemment observé une

surexpression de TREM-1 chez des patients obéses et diabétiques.

Nous émettons ici I'hypothése que TREM-1 joue un réle majeur dans la genese et la
perpétuation de I'inflammation associée a I'obésité et ses complications. La modulation de
TREM-1 devrait pouvoir contraindre cet état inflammatoire chronique et ainsi réduire les

complications associées a I'obésité
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Matériels et Méthodes

I, Etude in vitro

1. Culture cellulaire

Les pré-adipocytes humains issus du tissu adipeux blanc sous cutané et omental utilisés dans
cette étude proviennent de donneurs sains masculins ayant un indice de masse corporelle
normal (22,5 + 1,5 kg/m?) (Zen-Bio, USA). Les pré-adipocytes et les adipocytes ont été cultivés
selon les instructions du fournisseur dans un incubateur a atmosphére humide a 37°C, 5% de
dioxyde de carbone et dans un milieu de croissance complet DMEM/Ham’s F-12 de Zen-Bio
contenant 3,15 g/L de D-glucose (17,5 mmol/L), de 'HEPES, du sérum bovin foetal (FBS), de la
pénicilline, de la streptomycine et de I'amphotéricine B. Les cellules préalablement
cryoconservées ont été ensemencées dans des flasques de 75 cm?. Une expansion a
systématiquement été réalisée avant la différenciation en ringant les cellules au PBS chaud
puis en les incubant a 37°C en présence d’accutase® (Sigma-Aldrish, France). Le milieu a été

remplacé tous les deux jours.

Pour différencier les pré-adipocytes en adipocytes, les cellules sont cultivées dans du milieu
de différenciation DMEM-Ham F-12 contenant 3,15 g/L de D-glucose (17,5 mmol/L), de
I'HEPES, du FBS, de la biotine, du pantothénate, de I'insuline humaine, de la dexaméthasone,
de I'IBMX, un agoniste de PPARYy, de la pénicilline, de la streptomycine et de I'amphotéricine
B (Zen-Bio, USA) pendant 7 jours. Les cellules ont ensuite été cultivées en retirant une partie
du milieu de différenciation et en le remplacant par du milieu adipocytaire DMEM-Ham F-12
contenant 3,15 g/L de D-glucose (17,5 mmol/L), de I'HEPES, du FBS, de la biotine, du
pantothénate de calcium, de l'insuline humaine, de la dexaméthasone, de la pénicilline, de la
streptomycine et de I'amphotéricine B (Zen-Bio, USA). L'observation de larges gouttelettes
lipidiques deux semaines apreés le début de la différenciation indique la présence d’adipocytes

matures.

Chaque expérience in vitro a été réalisée entre les 26™¢ et 4°™e passages cellulaires en utilisant
des pré-adipocytes d’au moins trois donneurs individuels. Les pré-adipocytes ou adipocytes

humains ont été incubés en présence ou non de 100 ng/ml de LPS bactérien provenant de
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Escherichia Coli avec ou sans agoniste de TREM-1 a 5 pg/ml (MAB1278, Biotechne, R&D
Systems, USA) ou en présence ou non d’'immunoglobuline G contréle a 5 pg/ml (Biotechne,
R&D Systems, USA) a 2, 4, 6 et 24 heures. Les surnageants cellulaires et les lysats protéiques
ont été collectés pour réaliser respectivement des dosages de cytokines et de protéines. Les

échantillons ont été conservés a - 20°C pour doser les cytokines.

2. Western blot : Analyse de I’expression protéique de TREM-1

Les protéines totales des pré-adipocytes et adipocytes provenant des tissus sous cutané et
viscéral ont été extraites sur glace a 'aide du tampon RIPA (1% NP-40, 1% désoxycholate de
sodium, 0,1% SDS, 0,15 M NacCl, 0,01 M phosphate de sodium pH 7,2, 2mM EDTA, 50mM
fluorure de sodium, 0,2mM orthovanate de sodium, 100 U/ml inhibiteur de protéase) (Abcam,
Royaume-Uni) puis centrifugées a 16 000 g pendant 5 minutes a 4 °C. Les concentrations
protéiques ont été déterminées a I'aide du kit de dosage protéique BCA Pierce (Thermo Fisher
Scientifique, USA). L’électrophoreése a été réalisée en déposant 10 pg de protéines de chaque
échantillon par puits dans un gel d’acrylamide Criterion XT Bis-Tris 4-12% (Bio-Rad, USA) puis
en initiant la migration a a 170V, 3A et 300W pendant 30 minutes. A la fin de la migration, le
gel a été brievement rincé a I'eau ultrapure. Les protéines ont été transférées sur une
membrane de 0,2 um de nitrocellulose (Transblot Turbo Transfer Pack, Bio-Rad, USA) a I'aide
d’un systeme de Transblot Turbo réglé a 25V, 2,5 A, durant 7 minutes (Bio-Rad, USA). Une
fois le transfert terminé, le gel et la membrane ont été respectivement colorés au bleu de
Coomassie et au rouge Ponceau pour controler la qualité du transfert. La membrane a été
ensuite lavée 3 fois pendant 10 minutes a I'aide du tampon TBST contenant du tampon TBS
0,1% (BioRad, USA) et 0,1% de Tween (Sigma, France). A la suite de cela, la membrane a été
saturée avec une solution contenant du TBST et 5% de lait. Elle a ensuite été incubée avec
I’anticorps primaire TREM-1 toute la nuit 4°C. Apres trois lavages de 10 minutes au TBST, la
membrane a été incubée pendant 1h30 avec I'anticorps secondaire anti-souris couplé a la
HRP. L’acquisition et I'analyse quantitative des signaux ont été effectuées a I'aide du LAS-4000
imager (Life Science Fujifilm, Japon) et du logiciel Multi Gauge. La membrane a ensuite été
incubée deux fois durant 10 minutes dans un tampon de stripping (1% de tween dans de I'eau
distillée, 1,5% de glycine, 0,1% de SDS, pH 2,2), lavée deux fois pendant 5 minutes dans du PBS

puis deux fois dans du TBST pendant 10 minutes. Afin de mettre en évidence la protéine de
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référence GAPDH les étapes de saturations et d’incubations ont été réalisées comme décrit

précédemment.

3. Microscopie confocale

Les pré-adipocytes ont été ensemencés dans des chambres LabTek (Thermo Fisher Scientific,
USA) et différenciés directement ou non en adipocytes. Les cellules ont été lavées et fixées au
paraformaldéhyde 4% durant 20 minutes et perméabilisées avec du Triton 0,1% pendant 30
minutes. Les cellules ont ensuite été incubées avec les anticorps primaires a 4°C durant une
nuit (1/200 hTREM-1 et 1/200 anti-hDAP12, Bioss, USA). Les noyaux ont été marqués avec le
TO-PRO-3 (1 pg/ml, Invitrogen, USA) pendant 30 minutes a 37°C. Les cellules ont été lavées 3
fois au PBS. Les échantillons ont ensuite été incubés en présence d’une solution de Vectashield
permettant la bonne conservation des fluorophores (Vector Laboratories, USA). Les images
sont obtenues a I'aide d’un systéme de microscopie confocale Leica SP5 (Leica, Allemagne) et

acquis en mode d’acquisition séquentiel.

4. ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

Les taux de MCP-1, d’IL-6 et d’IL-8 ont été évalués par immunodosage a I'aide de multiplex
dans les surnageants de culture des pré-adipocytes et adipocytes omentales et sous cutanés.
Les dosages cytokiniquesont été réalisés grace au systéme de micro-fluidique ELLA (Ella
Automated Immunoassay Systems; R&D systems, France) selon les recommandations du

fournisseur.

Les niveaux protéiques de la leptine ont été évalués dans les surnageants de cultures de ces
mémes cellules par ELISA (Human leptin, Duoset ELISA Kits R&D systems, France). L'ensemble
des kits ont été utilisé selon les recommandations du fabriquant. Brievement, les anticorps de
capture ont été préalablement coatés dans une plaque 96 puits et incubés pendant 24 heures
a 4°C. La plaque a été ensuite lavée 4 fois (Immunowash, BIORAD). Un blocage a la BSA de 1
heure a été réalisé avant de réitérer I'étape de lavage. A posteriori les échantillons ont été
déposés et incubés durant 2 heures a température ambiante. Aprés une nouvelle étape de
lavage, I'anticorps de détection couplé a la HRP (Horse Radish Peroxydase) a été ajouté dans
chacun des puits et la plaque a été incubée 2 heures a température ambiante. Aprés une
nouvelle étape de lavage, les solution chromogénes A (H20;) et B (Tetramethylbenzidine) ont
été ajoutées pendant 20 minutes a température ambiante et a I’abri de la lumiére. La solution
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STOP (acide sulfurique) a été ajoutée pour stopper la réaction. La densité optique a été
mesurée a l'aide du lecteur Multiskan Ex (Labsystems, Thermo Fisher Scientific, USA) a 450

nm avec une correction de 540 nm.

I1. Etude In vivo

1. Animaux

Toutes les expérimentations impliquant des animaux ont été réalisées selon les législations
institutionnelles frangaises et européennes concernant les soins et 'utilisation des animaux
de laboratoire et ont été approuvées par le comité d’éthique Lorrain en matiére
d’expérimentation animale (Saisine n°23273). Les souris ont été hébergées dans des portoirs
ventilés placés dans un environnement de type EOPS, maintenues a une température de
224 1°C, une hygrométrie de 55 + 10% et exposées a des cycles de 12 heures de lumiére
pour 12 heures d’obscurité. Les animaux ont eu un acceés libre a I'eau et a la nourriture. Pour

cette étude, deux types de souris ont été utilisées (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France):

e Souris KO TREM-1 : Souris C57/BL6 KO constitutives délétées pour Trem-1. Ces souris
ont été obtenues par délétion de I’exon 1 qui comprend le codon start ce qui permet
d’entrainer I'absence de I'ensemble des isoformes de TREM-1.

e Wild Type: Souris C57/BL6 possédant le méme fond génétique que les souris

délétées pour le géne codant pour TREM-1.

4 groupes ont été constitués :

e Groupe 1: 10 souris Wild Type (WT) nourries avec un régime standard (HFD)
e Groupe 2 : 10 souris KO TREM-1 (KO) nourries avec un régime standard (LFD)
e Groupe 3 : 10 souris Wild Type (WT) nourries avec un régime riche en graisse (HFD)

e Groupe 4 :10 souris KO TREM-1 (KO) nourries avec un régime riche en graisse (LFD)

La répartition des souris dans les groupes et dans les cages a été effectuée de sorte que la
moyenne des poids de chaque groupe soit similaire. L'dge des souris au début de
I’expérimentation était de 6 semaines. Les souris ont été nourries avec un régime standard ou
riche en graisse constitué de 60,6% de lipides, 17% de protéines et 22,5 % de glucides. Le

régime a été mis en place apres 2 semaines d’acclimatation pour une durée de 12 semaines.
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Dix grammes de nourriture par jour et par souris ont été répartis dans les mangeoires ainsi
gu’au fond des cages afin de faciliter I'accés a la nourriture. La nourriture a été pesée et
remplacée 3 fois par semaines afin d’obtenir un suivi de la consommation calorique. Les souris

ont été pesées chaque semaine afin de déterminer leur prise de poids (Figure 16).

Semaine 0 Semaine 10 Semaine 12

Echographie cardiague : coupe
parasternale grand axe

Groupe 1 (n=10)
C57/BL6 WT

Analyses PCR : Tnfa, Il6, Ccl2 (MCP-1),
Adgrel (F4/80), Itgax (CD11C), Mrcl
(CD206)

| Régime standard

C57/BL6 KO TREM-1

Groupe 3 (n=10)
C57/BL6 WT

Suivi de la prise de poids et de la consommation
de nourriture

Etude de la voie de I'insuline par

[ )
[ Groupe 2 (n=10) ]
[ )
[ )

l Rég"'ne riche en graisse western blot : |R51, mTOR, AKT,
Groupe 4 (n=10) GSK3a/B, ERK1/2, IRa, IRB Glutl,
C57/BL6 KO TREM-1 Glut2

Test de tolérance au glucose
Etude histologique : coloration
hépatique a I’hématoxyline et I'éosine

Figure 16 : Plan expérimental de I'étude in vivo
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2. Echographie cardiaque

Les souris ont été anesthésiées a l'isoflurane 5% avec un flux d’oxygéne a 1,5 L/min par
I'intermédiaire d’une chambre a induction. Durant toute la procédure, les souris ont été
maintenues sous anesthésie par un masque a gaz avec un flux d’isoflurane de 2% et d’oxygéne
de 0,5 L/min pendant toute la durée de I'opération. La température corporelle a été
monitorée et maintenue entre 30°C et 34°C a I'aide d’une plaque chauffante. L'anesthésie
était confirmée par l'absence de réponse a une pression ferme sur l'une des pattes
postérieures. L'échographie transthoracique a été réalisée a I'aide d’un systéeme VisualSonics
3100. La fraction de raccourcissement, la masse du ventricule gauche, la fréquence cardiaque,
I’épaisseur des parois antérieure et postérieure du ventricule gauche ainsi que les fonctions
diastolique et systolique du ventricule gauche ont été obtenues par une coupe para sternale

grand axe. A la fin de la procédure, 'ensemble des souris se sont rétablies sans difficulté.

3. Test de tolérance au glucose

La procédure utilisée pour les tests de tolérance au glucose est basée sur les travaux de S.
Andrikopoulos et al, en 2008, prenant en compte l'influence de la voie d’administration du
glucose, le dosage, le temps de jeline et I'influence de I'anesthésie. Nous avons privilégié la
procédure permettant d’obtenir les résultats les plus reproductibles : 10 semaines aprés le
début du régime, les souris ont été mises a jeline 6 heures avant le test. Les souris ont recu
par voie orale, 2g/kg de poids corporel d’une solution de glucose a 100 mg/ml diluée dans de
I'eau stérile. Ce test a été mis en pratique sans anesthésie car celle-ci provoque une
hyperglycémie pouvant fausser les résultats. Des prélevements de sang ont été effectués par
incision de 2 mm au niveau de la queue a 0, 15, 30, 60 et 120 minutes et les mesures de
glucoses ont été faites a I'aide d’un glucométre (Accutrend® Plus system, Roche). Le sang
restant a été utilisé pour isoler du plasma afin de mesurer l'insuline. Tous les échantillons de
plasma ont été conservés a -80°C apres le prélevement et linsuline a été dosées
ultérieurement a l'aide d’un kit ELISA (Merck millipore, Allemagne) selon les

recommandations du fabriquant.

4. RT-gPCR

Les ARN totaux sont extraits du foie, et des tissus adipeux sous-cutanés, périgonadiques et
mésentériques. Pour cela, ils sont découpés en morceaux, maintenus congelés et broyés dans
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un homogénéiseur (FastPrep-24, MP bio) a I'aide de billes en céramiques de 1,4 mm de
diametre en présence de 1 ml de Trizol (Thermo Fisher Scientific, USA). Aprés avoir laissé
reposer sur glace pendant 5 minutes, 200 pL de phénol/chloroforme (Thermo Fisher Scientific)
ont été ajoutés. Les échantillons sont ensuite centrifugés 15 minutes a 12 000 g a 4°C afin

d’obtenir une phase aqueuse.

Afin de purifier les ARN totaux, le kit RNeasy plus Mini Kit (Qiagen, Pays-Bas) est utilisé selon
les recommandations du fournisseur. Brievement, les surnageants ont été transférés sur des
colonnes d’élimination de I’ADN génomique et centrifugés 30 secondes a 8000 g. Apres ajout
d’éthanol 70% au surnageant, la solution a été placée dans la colonne RNeasy qui, aprés
plusieurs lavages permet de récupérer les ARN totaux. L’évaluation quantitative et qualitative
des ARN a été réalisée en utilisant un Micro-Drop (Thermo Fisher Scientific). Chaque
échantillon a été dilué de sorte que I'on obtienne la méme quantité d’ARN par tubes (1 pg).
La rétrotranscription a été effectuée a I'aide du kit iScript cDNA synthesis kit (Biorad, USA)
selon les recommandations du fournisseur. La concentration des échantillons a
systématiquement été évaluée apreés la rétrotranscription pour s’assurer du bon déroulement

de la réaction.

L'expression des transcrits de ltgax, Mrc1, Adgrel, Adipoqg, Retn, Tnf-a, II-6, II-10 et Ccl2 codant
respectivement pour CD11c, CD206, F4/80, I'adiponectine, le TNF-a, I'lL-6, I'lL-10 et MCP-1 a
été quantifié par PCR quantitative (Tableau 6). Les résultats obtenus ont été normalisés a
I'aide des genes de références B-actine, Gapdh et Rnal8s. Les PCR quantitatives en temps réel
ont été effectuées grace au Quant Studio 3 Real Time PCR System (Thermo Fisher, USA). Le
mélange réactionnel est composé d’ADNc dilué a 10%, d’'un mélange d’amorces a 10 uM sens
et antisens (Quantitect Primer, Qiagen) et de SYBR Green master mix contenant de I'ltaq DNA
polymérase, des dNTPs, du MgCl,, et du SYBR Green fluorescéine (BioRad, USA). Le protocole
de réaction de qPCR est adapté aux amorces utilisées et se déroule selon les paramétres
suivants : 40 cycles comprenant une premiére phase de pré-dénaturation (3 minutes a 95°C),
une seconde phase de dénaturation (10 secondes a 95°C), une troisieme phase d’hybridation
(10 secondes a 95°C) et une quatriéme phase d’élongation (30 secondes a 72°C). Une courbe
de fusion a ensuite été générée en 3 étapes : 15 secondes a 95°C, 1 minutes a 59°C et 15
secondes a 95°C. Une inspection visuelle des courbes de fusions de chaque amorce a permis

de déterminer la spécificité des amorces. Les résultats ont été analysés sur le logiciel
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QuantStudio. Afin de comparer les niveaux d’expressions des genes d’intérét, une

guantification relative (AACt) a été effectuée.

Itgax CD11c Marqueur des macrophages M1
Mrcl CD206 Marqueur des macrophages M2
Adgrel F4/80 Marqueur des macrophages murins

Adipoq Adiponectine Adipokine anti-inflammatoire

Tnf-a TNF-a Cytokine pro-inflammatoire
1l-6 IL-6 Cytokine pro-inflammatoire
1l-10 IL-10 Cytokine anti-inflammatoire
Ccl2 MCP-1 Chimiokine

Tableau 6 : Liste des amorces utilisées au cours de I’étude in vivo
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5. Western blot

Les protéines totales du foie ont été extraites a I’aide du Phosphosafe (Merckmillipore, 71296)
ou du tampon RIPA (1% NP-40, 1% désoxycholate de sodium, 0,1% SDS, 0,15 M NacCl, 0,01 M
phosphate de sodium pH 7,2, 2mM EDTA, 50mM fluorure de sodium, 0,2mM orthovanate de
sodium, 100U/ml inhibiteur de protéase) (Abcam, ab156034).Les organes ont été découpés
en morceaux, maintenus congelés dans de I'azote liquide, et placés dans des tubes contenant
des billes en céramiques de 1,4 mm de diametre. Ces tubes ont ensuite été placés dans un
homogénéiseur (FastPrep-24, MP bio) permettant le broyage de I'organe et la récupération
des protéines. Les échantillons ainsi obtenus ont été centrifugés durant 30 minutes a 16000 g
a 4°C pour collecter les surnageants. Les westerns blot ont été réalisés comme décrit dans
précédemment. Les protéines (P-)IRS-1 (Serine 612), (P-)GSK3a/B, (P-)Akt, (P-)P44/P42 et (P-
)JmTOR ont été étudiées a partir des échantillons extraits en phosphosafe (Cell signalling).
Glutl, Glut2, IRa, IRPB ont été étudié a partir des lysats protéiques extraits a I'aide du RIPA

(Abclonal Technology).

6. Etude histologique

Les tissus hépatiques ont été prélevés lors de la mise a mort puis fixés dans du
paraformaldéhyde a 4 % pendant 24 heures. Les tissus ont ensuite été rincés et conservés
dans de I'’éthanol 70% a 4°C. Les tissus ont été inclus dans de la paraffine et sectionnés a 4 um.
Le déparaffinage a été effectué a I'aide de bains de xyléne. La réhydratation a été faite
progressivement en utilisant des bains d’éthanol a différentes concentrations successives
(éthanol absolu, 95%, 80%) puis a été achevée par un rincage a I'eau distillée. L'hématoxyline

et I’éosine ont été utilisés pour les colorations.

Ill.  Statistiques

Sauf indication contraire, les données générées ont une distribution normale et sont
présentées en moyenne +/- SEM. La normalité de distribution des données a été déterminée
par le test Shapiro-Wilk. Les différences significatives ont été obtenues a I'aide du test t de
Student en cas de comparaison de deux groupes et a l'aide du test ANOVA en cas de
comparaison de plus de deux groupes. En |'absence d'une distribution normale, les tests de

Mann-Whitney et de Kruskal Wallis ont été effectués respectivement lors de la comparaison
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de deux groupes et de plus de deux groupes. L’analyse statistique a été réalisée a I'aide du
logiciel Prism Version 8.0.1 (GraphPad). Une valeur de P<0,05 a été considérée comme

significative.
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Résultats

I Le role de TREM-1 au sein des (pré-)adipocytes

1. TREM-1 est exprimé par les (pré)-adipocytes sous cutanés et omentaux

Les pré-adipocytes et adipocytes utilisés dans cette étude sont des cellules primaires isolées
provenant de tissus adipeux sous cutanés et omentaux de différents donneurs ayant un indice

de masse corporel dit « normal » (22,5 + 1,5 kg/m?).

Les expressions basales de TREM-1 et de sa protéine adaptatrice DAP-12 ont été dans un
premier temps mises en évidence par microscopie confocale. TREM-1 semble étre réparti de
maniére uniforme dans I'ensemble des cellules. L’augmentation de l'intensité des marqueurs
pour TREM-1 et DAP-12 que I'on peut observer au niveau des adipocytes résulte de la
structure particuliére de ces cellules qui possédent une large gouttelette lipidique constituant
la majorité de I'espace et concentrant le reste des structures dans un espace restreint (Figure

17A).

L'expression basale de TREM-1 a été confirmée en western blot. De plus nous avons réalisé
une série de stimulations par LPS a différents temps et différentes concentrations afin
d’obtenir les conditions les plus reproductibles pour nos expérimentations. La concentration
de LPS retenue pour cette étude a été de 100 ng/ml car celle-ci permettait une réponse

cellulaire suffisamment importante pour étre observable tout en limitant la mortalité.

Nous avons montré que la stimulation des (pré-)adipocytes provenant du tissu omental
entraine une augmentation de I'expression TREM-1. Ce phénoméne ne semble pas étre
présent chez les (pré-)adipocytes provenant du tissu adipeux sous cutané. De plus,
I’expression protéique de TREM-1 semble étre plus importante dans les cellules omentales

que chez les sous cutanée (Figure 17B).

Ces résultats permettent de conclure que TREM-1 et sa protéine adaptatrice DAP-12 sont
exprimés chez les (pré-)adipocytes et adipocytes sous cutanés et omentaux et que I'expression

de TREM-1 est augmentée en présence de LPS au sein des cellules provenant du tissu omental.
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Figure 17 : TREM-1 est exprimé par les (pré)-adipocytes sous-cutanés et
omentaux

(A) Microscopie confocale des (pré-)adipocytes sous-cutanés (panel du haut) et omental (panel du bas).
Les cellules ont été marquées pour TREM-1 (rouge), DAP12 (vert) et au niveau du noyau (bleu). Barre
d’échelle : 100 um (B) Analyse par western blot de I'expression de TREM-1 des (pré-)adipocytes
omentaux et sous-cutanés. Les images sont représentatives de trois expérimentations réalisées sur trois
donneurs différents.
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2. TREM-1 est fonctionnel au sein des (pré)-adipocytes sous cutanés et omentaux

Nous avons ensuite voulu déterminer si le récepteur TREM-1 est fonctionnel sur ces cellules.
TREM-1 étant un amplificateur de la réponse inflammatoire fonctionnant en synergie avec les
TLRs, c’est pourquoi nous avons stimulé les cellules avec du LPS a 100 ng/ml provenant de la
souche Escherichia coli en présence d’un anticorps agoniste de TREM-1 (MAB1278) ou une
Immunoglobuline G contréle a 2h, 4h, 6h et 24h. Nous avons dosé les concentrations d'IL-8,
d'IL-6 et de MCP-1 dans les surnageants de culture. De maniere prévisible, la stimulation par
LPS entraine I'élévation de la sécrétion de ces cytokines en fonction du temps. Cette élévation
est plus importante chez les (pré-)adipocytes provenant du tissu omental que du sous cutané.
La costimulation par LPS et par mab1278 amplifie ce phénomeéne, particulierement chez les
cellules omentales par rapport aux cellules sous cutanées. Ces données sont d’autant plus
intéressantes que I'expression de TREM-1 est plus importante chez les cellules omentales que

chez les pré-adipocytes et adipocytes provenant du tissu adipeux sous cutané (Figure 18).

Nous avons également dosé les concentrations de leptine et d’adiponectine dans le
surnageant de culture des adipocytes sous-cutanés et omentaux. La stimulation par LPS
provoque I'augmentation des sécrétions de ces adipokines. Cependant, 'activation de TREM-
1 apres ajout du mab1278 n’amplifie par les sécrétions de maniere significative a 2, 4, 6 et 48

heures (Data non présentées).

Ces expérimentations nous ont permis de mettre en évidence I'expression de TREM-1 et la

fonctionnalité de ce récepteur.
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Figure 18 : L'activation de TREM-1 amplifie I'inflammation induite par LPS dans
les (pré-)adipocytes sous-cutanés et omentaux humains

(A) Quantification en ELISA multiplex automatisé de I'lL-8, de I'lL-6 et du MCP-1 dans les surnageants
cellulaires des pré-adipocytes (A-C) et des adipocytes (D-F) sous-cutanés ainsi que des pré-adipocytes

(G-1) et des adipocytes (J-L) omentaux préalablement stimulés ou non par LPS (100 ng/ml), mab1278

(5ug/ml) et une IgG témoin pendant 2, 4, 6 ou 24h. Les données sont représentatives de 3 expériences
indépendantes réalisées chacune sur trois donneurs différents. Les différences significatives ou non
entre les conditions IgG et Mab1278 ont été déterminées a I'aide du test de Mann-Whitney *p < 0,05,
**p < 0,01. Les données sont présentées sous forme de médianes.

81



Il. La délétion de Trem-1 réduit les conséquences de I'obésité

1. La délétion de Trem-1 limite la prise de poids chez la souris

Cette étude a été réalisée sur 40 souris agées de 8 semaines. Vingt souris, dont dix n’exprimant
pas le récepteur TREM-1, ont été nourries avec un régime riche en graisse (HFD). Le groupe
de 20 souris restantes, dont la moitié était composé de souris sauvage (WT) et dont |'autre
moitié était constitué de souris délétée pour Trem-1 (KO), ont été nourries avec un régime
standard, pauvre en graisse (LFD). Les souris ont été suivies pendant 12 semaines. Afin de
déterminer si TREM-1 avait une influence sur la prise de poids et sur la consommation de

nourriture nous avons réalisé un suivi hebdomadaire de la prise de poids (Tableau 7).

Comme attendu, I'ensemble des souris ont eu un gain de poids significatif. Celui-ci est
modeste dans les groupes nourris avec un régime standard quel que soit le génotype (+
19,14% + 4,31). Ce gain de poids est un phénoméne physiologique qui s’explique par le fait
qgue les souris étaient agées de 8 semaines seulement. De maniére prévisible, les souris
nourries avec le régime riche en graisse ont eu un gain de poids bien plus important que les
souris ayant eu acces au régime standard (53,50 % + 11,48 contre 19,14% + 4,31). En revanche,
bien que les souris délétées pour Trem1 soient devenues obéses, leur gain de poids est plus

faible comparé aux souris sauvages (47 % + 4,11 contre 60 % + 3,73) (Figure 19A-C).

Le suivi de la prise alimentaire que nous avons réalisé indique que cette prise de poids ne
provient pas d’'une consommation de calories différente entre les souris ko et les souris

sauvages (Figure 19E-F).

Le gain de poids se situe au niveau de la masse grasse (Tissu adipeux mésentérique, sous
cutané et perigonadal) et également au niveau du foie. Il convient de noter que le poids ces
organes était plus faible chez les souris délétée pour Trem1 que chez les souris sauvages
(Figure 19G-J). Il n’y a pas de différences significatives de prise de poids au niveau des reins,

de la rate et du coeur (Données non présentées).
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Figure 19 : La délétion de Trem1 limite la prise de poids chez les souris nourries
avec un régime riche en graisse

(A) Prise de poids (g) des souris sauvages (WT), délétées pour Trem1 (KO) nourries avec un régime
standard (LFD) ou un régime riche en graisses (HFD) pendant 12 semaines. (B) Prise de poids totale, (C)
prise de poids (%), (D) prise de poids totale (%), (E) prise alimentaire et calorique pendant 12 semaines,
(F) moyenne de la prise alimentaire et des apports caloriques sur 12 semaines (n = 10 souris par groupes
(ANOVA)). (G) Moyenne des poids des tissus sous-cutanés, (H) périgonadiques et (I) mésentériques ainsi
que (J) des poids des foies des souris sauvages (WT) et délétées pour Trem1 (KO) apres 12 semaines de
régime riche en graisse (HFD) (n=10 souris par groupe ; test t de Student). Les données sont présentées
sous forme de moyenne + SEM (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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WT LFD KO LFD WT HFD KO HFD

27,2 29,3 35,5 36,6
30,7 27,5 35 38,4
31,2 24,7 40,9 36,6
30,3 26,1 36,4 36
26,9 24,6 37,2 34,3
29,4 22,9 42,6 27,5
29 26,1 40,6 30,7
30 25,3 37,2 33,5
26,3 25,6 42,6 31,4
30,6 25,8 43,8 33,1

Tableau 7 : Poids (g) des souris a 12 semaines de régime
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2. Linflammation de bas grade est réduite chez les souris n’exprimant pas TREM-1

L'obésité entraine le développement d’une inflammation chronique de bas grade. TREM-1
étant un amplificateur de la réponse inflammatoire, nous avons cherché a déterminer son role
dans I'obésité. Pour cela nous avons quantifié I'expression des genes pro-inflammatoires Tnf-

a, II-6, et Ccl2 codant respectivement pour TNF-a, IL-6 et MCP-1 (Figure 20).

Aucune différence significative de I’expression de ces genes n’a été observée entre les souris
ko et les souris sauvages nourries avec un régime standard, excepté pour Tnf-at ot I’'on observe
une diminution de son expression chez les souris délétées pour TREM-1. De maniére générale
I’expression de ces genes est plus faible chez les souris non obéses que chez les souris nourries
avec le régime riche en graisse hormis pour Tnf-a, I'll-6 dans le tissu adipeux sous cutané et

pour Ccl2 dans le foie.

La suppression de TREM-1 chez les obéses a permis la diminution de I'expression de Tnf-a, II-
6, et Ccl2 dans I'ensemble des tissus observé a I'exception de Ccl2 dans le foie et de I'ensemble
de ces cytokines au sein du tissu adipeux blanc. Il est important de noter que la délétion de
Trem1 n’abroge pas totalement I'inflammation. Ceci s’explique par le fait que ce récepteur est

un amplificateur de la réponse inflammatoire et non un initiateur.
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Figure 20 : La délétion de Trem1 diminue I'inflammation chez les souris obéses

Quantification de I'expression de Tnfa, 1I-6 et Ccl2 par gPCR en temps réel dans les tissus adipeux (A-C)

sous-cutané, (D-F) périgonadique, (G-1) mésentérique et (J-L) dans le foie. Les données sont présentées

sous forme de moyenne + SEM (n

**% p <0,001).

5 souris par groupe ; test de Kruskal Wallis ; * p <0,05, ** p <0,01,
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Le tissu adipeux est composé en partie de nombreuses cellules immunitaires. Les
macrophages y ont un role important notamment dans la génération et le maintien de
I'inflammation. L'infiltration et la polarisation des macrophages au sein des tissus adipeux sont
des phénomeénes importants dans la physiopathologie de I'obésité. Nous avons donc quantifié
I'infiltration des macrophages par RT-gPCR au sein des tissus sous cutané, mésentérique et
périgonadique en mesurant I'expression de Adgrel codant pour F4/80, un marqueur des
macrophages chez la souris. L’élévation de ce marqueur chez les souris obéses indique un
nombre plus important de macrophages dans les différents tissus adipeux observés chez les

souris obéses comparé aux souris non obéses (Figure 20).

Cependant ces résultats ne nous permettent pas de savoir quel type de macrophages est
majoritairement présent dans ces tissus. Nous avons donc réalisé des mesures d’expression
par RT-gPCR de /tagx et de Mrc-1 codant respectivement pour CD11c, considéré comme un
marqueur des macrophages de type M1 (pro-inflammatoire), et CD206 qui est un marqueur
des macrophages de type M2 (anti-inflammatoire). Les souris obéses présentent une
augmentation du marqueur CD11c comparé aux souris non obéses dans les tissus adipeux
sous cutané, périgonadal et mésentérique. Chez les souris obéses sauvages il y a une
expression significativement plus importante de /tagx comparativement aux Ko dans les tissus
périgonadique et mésentérique. Nous observons cependant une tendance a I'augmentation

dans le tissu sous cutané.

Excepté dans le tissu périgonadique, nous remarquons une faible influence du régime riche
en graisse sur I'expression de Mrc-1. Dans I'ensemble des tissus adipeux étudiés, la délétion
de Trem1 ne semble pas avoir de conséquences significatives sur I'expression de ce géne. Chez
les souris obeses, les ratios Mrc-1/Itagx sont préférentiellement en faveur du marqueur CD11c
chez les sauvages comparées aux souris délétées pour Trem1 que cela soit dans le tissu sous

cutané, mésentérique ou périgonadique.
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Figure 21 : La délétion de Trem1 réduit l'infiltrat inflammatoire dans les tissus
adipeux des souris obeses

Quantification de I'expression d'Adgrel, Itagx et de Mrc1 par gPCR en temps réel dans les tissus adipeux
(A-C) sous-cutané, (E-G) périgonadique et (I-K) mésentérique. (D, L, H) Les rapports d’expression
Itagx/Mrc1 ont été calculés a partir des données obtenues en qgPCR. Les données sont présentées sous
forme de moyenne + SEM (n = 5 souris par groupe ; test de Kruskal Wallis *p <0,05, **p <0,01, ***p
<0,001).
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3. La délétion de Trem1 protege de la résistance a l'insuline

Nous avons mis en évidence que la délétion de Trem1 chez les souris obéses permettait de
limiter I'inflammation chronique de bas grade dans les tissus adipeux mais également dans le
foie. Nous avons donc dans un second temps voulu explorer I'effet de la délétion de Trem1
sur les conséquences associées a I'obésité. L'une des conséquences majeures de I'obésité que
nous avons voulu explorer, est le développement de la résistance a I'insuline, du diabéte de

type 2 et des conséquences associées (Rétinopathie, néphropathie, infarctus du myocarde...).

Pour cela nous avons réalisé des tests de tolérance au glucose qui consistent a réaliser des
gavages au glucose puis de mesurer la glycémie et l'insuline a différents temps afin de
déterminer en combien de temps la glycémie revient a un état basal. Les souris nourries avec
un régime riche en graisses présentent une concentration de glucose sanguin plus élevée que
les souris nourries avec un régime standard. En revanche, chez les souris obéses KO, le pic de
glycémie provoqué par les gavages de glucose est plus précoce et moins important (12,9 +
1,44 a 30 minutes) que chez les souris obéses sauvages (14,04 + 1,83 a 60 minutes). De plus,
contrairement aux souris obeses délétées pour Trem1, la glycémie des souris sauvages HFD
n’est toujours pas revenue a un niveau basal a 120 minutes. Les souris sauvages HFD ont un
taux d’insuline circulant plus élevé que chez les souris KO HFD. Le développement de
I'intolérance au glucose associé a I'hyper-insulinémie observée laisse penser a un défaut de
signalisation de I'insuline chez les souris obéses sauvages qui est moins présent chez les souris

KO (Figure 22A-B).

Pour mieux comprendre les phénoménes observés, nous avons effectué I'analyse d’un
ensemble de protéines impliquées dans la signalisation de I'insuline par western blot dans le
foie des souris ayant suivi un régime riche en graisse. Chez les obéses, le transporteurs au
glucose GLUT-1 ainsi que le récepteur a l'insuline (IR-a et IR-B) ne présentent pas de variation
d’expression quel que soit le génotype. En revanche il y a une augmentation de GLUT-2 chez
les KO. On observe également une diminution de la phosphorylation de la sérine 612 d’IRS-1
et de mTOR chez les souris KO. Néanmoins, il y a une phosphorylation plus importante de Akt,
GSK3a/R et de Erk1/2 chez les souris délétées pour Trem1 que chez les souris sauvages. Il a
été démontré que ces voies favorisent la survie et la croissance cellulaire grace a leur action

sur |'absorption de glucose, le glycogéne et la synthése des protéines. L'ensemble de ces
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données montrent que la délétion de Trem1 permet de prévenir le développement de la

résistance a I'insuline chez les souris obeses (Figure 22C).

Afin d’approfondir I'effet de la délétion de Trem1 dans I’évolution des comorbidités associées
a I'obésité dans le foie, nous avons réalisé une série de coupes histologiques que nous avons
coloré a I’lhématoxyline et éosine. Cela avait pour but d’observer la présence ou non de
I’accumulation des lipides au sein du foie. Les expérimentations ont été effectuées sur 5 souris
par groupes. Comme attendu, aucune des souris ayant été nourrie avec un régime standard
présentent un foie anormal. Il en est de méme pour les souris délétée pour Trem1. On observe
cependant des gouttelettes lipidiques dans les foies de deux souris obéses sauvages sur les 5
étudiées. L’accumulation de lipides associés a I'inflammation que nous avons mis en évidence
plus tot est le signe d’'un développement d’une stéatose hépatique non alcoolique. Il est
important de noter que les deux souris qui présentent ces changements au niveau du foie sont
celles qui avaient un poids plus important lors de la mise a mort (43,8 g et 42,6 g) (Tableau 7).
Or, aucune des souris délétée pour Trem1 n’a atteint ce poids. |l nous est donc impossible de
savoir si ces différences observées sont dues a la différence de poids des souris ou a un effet
protecteur du a I'absence du récepteur Trem1. La variabilité des poids des souris étudiées et
la faible reproductibilité des résultats ne nous permettent donc pas de conclure a un réel effet

protecteur de Trem1 sur I'accumulation des lipides dans le foie (Figure 22 D).
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Figure 22 : La délétion de Trem1 préserve la sensibilité a I'insuline chez les souris
obeses

(A) La glycémie et (B) l'insuline ont été mesurées lors d'un test de tolérance au glucose sur les souris
sauvages (WT) ou délétées pour Trem1 (KO) nourries aprés 10 semaines de régime standard (LFD) ou
riche en graisse (HFD). Les souris ont été mises a je(ine pendant 6 heures avant le test. (AUC correspond
au calcul de I'aire sous la courbe). (C) Analyse des lysats hépatiques par western blot des voies
impliquées dans la signalisation de I'insuline et leurs quantifications densitométriques. (D) Coupes
histologiques hépatiques colorées a I’hématoxyline/éosine. Les données ont été présentées sous forme
de moyenne + SEM (n = 5 souris par groupe ; test de Mann-Whitney *p <0,05, **p <0,01).
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4. Ladélétion de Trem1 protege les souris de la dysfonction myocardique

L'une des conséquences majeures de I'obésité est le développement d’une dysfonction
cardiaque. Nous avons évalué la fonction cardiaque a la fin des 12 semaines de régime riche
en graisse. Il n’y a pas de différences significatives de |'épaisseur des parois antérieurs et
postérieures du ventricule gauche quel que soit le groupe observé. De plus la masse du
ventricule gauche ne varie pas de maniere significative. L’acquisition des différents
parametres cardiaques nous a permis de calculer la fraction de raccourcissement qui est
I’écart entre les deux diamétre diastolique et systolique du ventricule gauche. Nous observons
une diminution de la fraction de raccourcissement chez les souris obéses sauvages comparées
aux KO (41,01 % + 7,55 vs 28,58 % * 7,21). Cela laisse supposer un début de
dysfonctionnement de la fonction cardiaque qui est absente chez les souris délétées pour

Trem1 (Figure 23).
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Figure 23 : La délétion de Trem1 préserve la fraction de raccourcissement chez
les souris obeses
(A) Les échocardiographies ont été réalisées a 12 semaines. (B) La fréquence cardiaque, (C) I'épaisseur
des parois antérieures et (D) postérieures du ventricule gauche, la fraction de raccourcissement et (E)

la masse ventriculaire gauche ont été déterminé. Les données sont présentées sous forme de moyenne
+ SEM (n = 6-10 souris par groupe ; ANOVA *p <0,05).
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Paramétres/Groupes
Poids initial (g)
Poids final (g)

Prise de poids (g)
Prise de poids (%)
Poids foie (g)

Poids tissu adipeux blanc sous cutané (g)
Poids tissu adipeux blanc périgonadal (g)
Poids tissu adipeux mésentérique (g)
Glucose sanguin
(AUC mmol/L x 120 min)
Insuline plasmatique
(AUC ng/ml x 120 min)

Fraction de raccourcissement du ventricule

gauche (%)

WT LFD
24,81 +0,37
29,16 £ 0,56
4,81 +1,56
19,58 +2,00
1,16 + 0,04
0,32 £ 0,04
0,49 + 0,07
0,31+0,04

987,6 + 44,86

4443 + 16,42

41,3 £ 2,571

KO LFD
21,93 10,37
25,79 + 0,54
4,07 +1,19
18,69 + 1,57
1,06 + 0,04
0,31+ 0,05
0,5 + 0,049
0,42 + 0,03

824,6 + 25,94

433,1+£19,54

42,9 + 3,315

WT HFD
24,47 + 0,56
39,18 +1,03
14,34 +£2,98

60 +3,73
1,50 + 0,05
1,39+0,14
2,07 +0,14
0,86 + 0,05

1481 + 46,11

577,1 + 30,49

28,59 + 3,378

Tableau 8 : Résultats des principaux parametres étudiés
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KO HFD
22,81 +0,66
33,81+1,04
11,06 + 2,66

47 4,11
1,10 + 0,07
0,91 + 0,07
1,39+0,12
0,7+ 0,02
1208 * 43,28

477,3 £28,71

41,01 + 3,883



Discussion

TREM-1 fut pour la premiere fois mis en évidence en 2000 par Bouchon et al. Depuis, il a été
décrit comme étant un acteur majeur et délétére dans de nombreuses maladies pro-
inflammatoires aigués (choc septique, infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébral) et
chroniques (maladies inflammatoires de l'intestin, athérosclérose, arthrite, lupus, cancer)
(Tammaro et al., 2017). Dans cette étude nous avons mis en évidence I'implication de TREM-

1 dans I'obésité et le développement des comorbidités associées.

Les premiers travaux traitant de I'implication de TREM-1 au cours de I'obésité ont été réalisés
en 2017 par Subramanian et son équipe. lls ont mis en évidence, chez des patients obéses,
une augmentation de I'expression génique et protéique de TREM-1 dans des biopsies de tissus
adipeux sous cutané et omental ainsi que dans le foie. De plus, ils ont également observé une
élévation de la forme soluble de TREM-1 dans le plasma de ces patients. Or, TREM-1 soluble
est un marqueur de I'activation de la voie de TREM-1 et il a été étudié comme biomarqueur
dans certaines pathologies inflammatoires comme le choc septique (Brenner et al., 2017). De
facon intéressante, I'expression de TREM-1 est plus élevée chez les patients obéses et
diabétiques que chez les individus obéses non diabétiques (Subramanian et al., 2017). Dans
une étude incluant 187 jeunes adultes sains et non obéses qui présentaient des facteurs de
risque cardiométaboliques tel que I'hypertension, I'hypertriglycéridémie, un tour de taille
élevé ou un faible taux de HDL, Vazquez et al ont montré une élévation de la concentration
plasmatique de la forme soluble de TREM-1. Ces données suggérent que |'élévation
plasmatique de la forme soluble de TREM-1 pourrait étre le signe du développement d’un

futur syndrome métabolique (Vazquez et al., 2019).

Initialement, TREM-1 était considéré comme étant uniquement exprimé par les cellules
myéloides (neutrophiles, monocytes/ macrophages). Il a cependant été observé dans d’autres
types cellulaires non immunitaires notamment dans les cellules épithéliales, endothéliales et
les fibroblastes, ainsi qu’au niveau tissulaire dans les poumons, le cceur, la moelle épiniére, le
placenta et les ganglions lymphatiques (Roe et al., 2014). Quel que soit le type cellulaire ou il
est exprimé, son activation a pour conséquence I'amplification de la réponse inflammatoire
initialement générée par les TLRs (Bouchon et al., 2001). Nous montrons ici pour la premiére
fois que TREM-1 et sa protéine adaptatrice DAP-12 sont exprimés par les pré-adipocytes et

95



adipocytes provenant des tissus sous cutanés et omentaux. L'utilisation de LPS permet de
surexprimer TREM-1 chez les (pré-) adipocytes omentaux. Ce phénomene a déja été mis en
évidence dans d’autres types cellulaire tels que les monocytes et les neutrophiles (Bouchon
et al., 2000). Nous avons montré que, de maniere similaire aux autres types cellulaires dans
lesquels TREM-1 est présent, son activation permet d’amplifier la réponse inflammatoire chez
les (pré-)adipocytes. Cela se traduit par I'augmentation des sécrétions des cytokines et
chimiokines pro-inflammatoires (IL-8, IL-6, MCP-1) sans jouer un role direct les libérations de
leptine et d’adiponectine. Nous avons donc montré que TREM-1 est exprimé et fonctionnel
sur les (pré)-adipocytes sous cutanés et omentaux améliorant ainsi les connaissances sur

I’expression de TREM-1.

Contrairement aux tissus adipeux omental et mésentérique, le tissu adipeux sous cutané est
considéré comme protecteur au cours de I'obésité. En effet, les pré-adipocytes sous cutanés
ont une meilleure capacité de prolifération, de différenciation et de stockage (Jo et al., 2009)
(Tchernof and Després, 2013) (Baglioni et al., 2012). De plus les sécrétions des dépo6ts omental
et mésentérique ont des effets déléteres sur le foie via le systeme porte contrairement au
dépot sous cutané (Nielsen et al., 2004). 1l a également été mis en évidence que les (pré-)
adipocytes viscéraux ont une capacité de sécrétion accrue de médiateurs pro-inflammatoires.
Or nous avons mis en évidence que I'expression de TREM-1 est plus élevée dans les cellules
omentales que sous cutanées au niveau basal. De plus, I'ajout de LPS, contrairement aux
cellules sous cutanées, permet d’augmenter |'expression de TREM-1 au sein des (pré-
)Jadipocyte omentaux. Il a également été mis évidence que l'infiltrat inflammatoire était bien
plus important dans les tissus viscéraux (omental, mésentérique) que dans le tissu sous cutané
(Harman-Boehm et al., 2007). Or I’activation de TREM-1 permet une libération accrue de MCP-
1, facteur majeur dans le recrutement de l'infiltrat inflammatoire, par les cellules omentales
et non sous cutanées. Ces résultats suggerent que TREM-1 pourrait étre 'une des causes

majeures du comportement délétere du tissu adipeux omental au cours de I'obésité.

Aprés avoir montré |'expression et la fonctionnalité de TREM-1 dans les cellules adipeuses,
nous avons étudié le role de TREM-1 dans le développement de I'obésité en utilisant un
modele classique d’obésité murine induite par un régime riche en graisse et des souris
délétées pour Treml. Le suivi hebdomadaire de la prise de poids a mis en évidence que

I'absence de TREM-1 permet de limiter celle-ci. Ces différences de poids se situent
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principalement au niveau de la masse grasse et du foie. Il est intéressant de noter que la prise
de poids s’est accompagnée d’'une consommation équivalente de calorie chez les souris HFD
délétées ou non pour Trem1 suggérant que cette différence de prise de poids ne provient pas
d’une différence de sécrétion ou de résistance a la leptine. Des résultats similaires de
limitation de prise de poids ont été obtenus dans la littérature par I'utilisation de modeles de
souris délétées pour Tnf-a (Chen et al., 2016) ou par l'inhibition des sialidases, enzymes

impliquées dans la dégradation de I’acide sialique (Pilling et al., 2021).

Par définition, I'obésité est un déséquilibre de la balance apport/dépense énergétique en
faveur des apports. Ici nous avons montré que la prise alimentaire n’était pas impactée par la
délétion de Trem1. Bien que nous n’ayons pas déterminé le mécanisme responsable de ces
différences de prise de poids, plusieurs hypothéses pouvant expliquer ces phénomeénes

peuvent étre décrits :

Depuis plusieurs années, de nombreuses études se sont intéressées aux interactions entre les
populations bactériennes présentent dans I'intestin et I’h6te. Il a été montré que 'apparition
du surpoids et de I'obésité peut changer de maniéere drastique la composition du microbiote
intestinal chez ’lhumain et I'animal. D’autres études ont démontré que la manipulation du
microbiote intestinal et de ses voies métaboliques peut affecter I'adiposité et le métabolisme
de I’h6te. En 2018, Kokten et al, ont étudié le role thérapeutique de TREM-1 dans le cadre de
la colite chez la souris. Comme pour notre étude, ils ont utilisé des souris délétées pour Trem1
et ont mis en évidence que la composition du microbiote intestinal de ces souris était
significativement différente par rapport aux souris sauvages. On peut donc émettre
I’hypothése que les différences de prises de poids observées durant notre étude peuvent
provenir de la différence de composition du microbiote intestinal entre les souris sauvages et

les souris KO.

Au cours de I'obésité, en plus de la présence d’un infiltrat inflammatoire important au niveau
des dépots adipeux, il y a un déséquilibre de la balance macrophagique M1/M2 en faveur des
macrophages pro-inflammatoires de type M1 (Fujisaka et al., 2009). Ce déséquilibre s’explique
notamment par la polarisation des macrophages de type M2 en M1. Les différences de poids
observées entre les sauvages et les Ko peuvent étre due a des différences dans les dépenses
énergétiques. L'une des dépenses les plus importante provient de la thermogénése générées
par les adipocytes bruns et beiges (Chen et al.,, 2020). Comme décrit précédemment, le
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recrutement d’adipocytes beiges augmente la vitesse d’absorption du glucose et des lipides
circulants conduisant a une plus grande dépense énergétique par l'intermédiaire de la
thermogéneése. L'analyse des marqueurs macrophagiques dans le tissu sous cutané a révélé
que le ratio M1/M2 (Mrc1/Itagx) est en faveur des M2 chez les souris délétées pour TREM-1
contrairement aux souris sauvages dont le ratio est en faveur des M1. Or il a été établi que les
macrophages de types M2 sécrétent des catécholamines provoquant I'augmentation de
I’expression des génes impliqués dans la thermorégulation et la lipolyse des adipocytes blanc.
Il est intéressant de noter que la génération d’adipocyte beige se fait préférentiellement dans
le tissu adipeux sous cutané. |l est possible que la délétion de Trem1 permettrait de favoriser
la transdifférenciation des adipocytes blancs en adipocyte beiges et donc d’augmenter les

dépenses énergétique ce qui pourrait expliquer les différences de prises poids observées.

Nous avons mis en évidence que la délétion de Trem1 permettait de diminuer I'inflammation
de bas grade au cours de I'obésité dans les tissus adipeux mésentériques, périgonadiques et
dans le foie. Nous avons également montré une réduction du nombre de macrophages
présents dans les tissus adipeux chez ces mémes souris ainsi que la réduction de CD11c dans
les tissus périgonadiques et mésentériques, considéré comme étant un marqueur des M1.
Suggérant un role majeur de TREM-1 dans la genése et la perpétuation de I'inflammation au
cours de I'obésité. Cependant TREM-1 est un amplificateur de la réponse inflammatoire, il
n’abroge donc pas totalement cette inflammation. Nous avons voulu déterminer si la délétion
de Trem1 permet de réduire suffisamment lI'inflammation pour prévenir les comorbidités

associées a I'obésité.

Nous avons dans un premier temps étudié 'effet de la délétion de Trem1 dans le foie. Notre
premiere observation fut la réduction de la masse hépatique chez les souris KO comparées
aux souris sauvages. Cela peut étre di a une réduction de I'accumulation de lipides au sein
des hépatocytes ainsi qu’une diminution des dépbts ectopiques au niveau hépatique. Au cours
de I'obésité, il peut y avoir apparition d’une stéatose hépatique qui est caractérisée par
I'accumulation de lipides au sein des hépatocytes. Du fait de la faible reproductibilité des
résultats obtenus suites aux coupes et aux colorations histologiques, nous n’avons pas pu
déterminer avec certitude si cette stéatose est bien présente dans notre modeéle. En revanche
nous avons mis en évidence une surexpression de Tnfa et de I'll-6 traduisant une activité pro-

inflammatoire au sein du foie, ce qui est bien caractérisé dans I'obésité. Cette inflammation
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est réduite dans les souris délétée pour Trem1 comparées aux souris sauvages. La présence
d’inflammation dans le foie associée a I’'accumulation de lipides est un signe précurseur de la
stéatose hépatite, conséquence bien connue dans I'obésité. Cependant les données générées
ne nous permettent pas de conclure a la présence de stéatose hépatite dans notre modele.
Néanmoins, I'hyperglycémie provoquée par voie orale chez les souris obéses nous ont permis
de mettre en évidence la mise en place d’une diminution de la tolérance au glucose chez les
souris obéses. Ce phénomeéne est moins marqué chez les souris délétées pour Trem1. En effet,
I’hyperglycémie provoquée est anormalement élevée et longue chez les souris sauvages.
L'intolérance au glucose est I'étape qui précede le diabéte de type 2 (Andrikopoulos et al.,
2008). La littérature montre que la présence de cytokines pro-inflammatoires dans le foie
telles que I'lL-6 et le TNF-a a un réle direct sur les voies de I'insuline et donc sur la résistance
a l'insuline. La réduction de l'inflammation dans le foie des souris délétées pour Trem1 est
donc suffisante pour protéger les souris obeses de l'intolérance au glucose induite par un

régime hyperlipidique.

L’étude des voies de signalisations liées a l'insuline nous a permis d’approfondir nos
observations : La phosphorylation de la sérine 612 d’IRS-1 est plus importante chez les
sauvages que chez les KO. Or cette phosphorylation est corrélée au développement de la
résistance a l'insuline car elle inhibe les voies de signalisation de I'insuline (Kanety et al., 1995)
(Rhodes et al., 2013). L’activité de mTOR est diminuée chez les souris obeses délétées pour
Trem1 comparée aux souris sauvages. Dans des conditions physiologiques, I'activation de
mTOR a pour role, dans le foie, de favoriser la lipogenése et, en cas de jelne, d’inhiber la
cétogenése. Cependant, I’hyperactivation chronique de mTOR qui survient dans 'obésité
conduit a la diminution de la sensibilité a I'insuline (Saxton and Sabatini, 2017). Nous avons
également montré une phosphorylation plus importante de Akt, GSK3a/R et de Erk1/2 chez
les souris délétées pour Trem1 sans variation de I’expression des transporteurs aux glucose
GLUT1. En revanche GLUT2 est exprimé de maniere plus importante chez les KO que chez les
sauvages. GLUT2 est le principal transporteur du glucose dans le foie. La défaillance de ce
transporteur est associé a la diminution de la tolérance au glucose et a I'augmentation de la
resistance a l'insuline (Mueckler et al., 1994). L’activation de Akt via sa phosphorylation Akt a
pour conséquence l'inhibition de I'autophagie et la phosphorylation de GSK3a/R. Cette

phosphorylation inhibe I'activité de GSK3a/R sérine/thréonine kinase, qui est impliquée dans
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de nombreux processus cellulaires comme I'inhibition de I'activité de la glycogene synthase.
Plus globalement, les protéines Akt et GSK3a/R sont impliquées dans les voies de survie et la
synthése protéique. Erk1/2 est, quant a lui, impliqué dans la croissance cellulaire, la

différenciation et la mitogenése (Santoleri and Titchenell, 2019).

Dans cette étude, nous avons montré qu’inhiber I'inflammation en ciblant le récepteur TREM-
1 dansle cadre de I'obésité permettait de limiter la prise de poids et les comorbidités associées
(résistance a l'insuline, dysfonction cardiaque). Comme décrit précédemment, différentes
études pré-cliniques ont été réalisées ciblant I'inflammation au cours I'obésité. Bien que
I'inflammation chronique de bas grade constitue un lien important entre I'obésité et sa
physiopathologie, les recherches de Asterholm et son équipe ont montré que la signalisation
pro-inflammatoire dans I'adipocyte est nécessaire au remodelage et a I'expansion de tissu
adipeux. Pour celails ont utilisé des modéles de souris nourries avec un régime riche en graisse
incapables de générer une réponse inflammatoire locale au niveau des adipocytes (modele
dominant négatif pour TNFa). Comme pour notre étude, leurs souris génétiquement
modifiées ont eu une réduction du poids total et leur masse grasse. Cependant, ils ont
également observé une diminution de la tolérance au glucose, I'augmentation de dépots
ectopiques, ainsi que le développement de stéatose hépatique et de colites (Wernstedt
Asterholm et al., 2014). Notre étude a montré que I'absence de TREM-1 ne provoque pas ces
effets délétéres. En effet, inhiber TREM-1 permet de diminuer la réponse inflammatoire sans
I'abroger laissant ainsi la capacité aux tissus adipeux a s’expandre et a se renouveler. Ces
observations renforcent le potentiel thérapeutique de I'inhibition de TREM-1 dans le cadre de

I'obésité.

Dans cette étude nous avons mis en évidence I'effet protecteur de la délétion de Trem-1 chez
la souris au cours de I'obésité. En effet, la délétion de Trem1 a permis de limiter la prise de
poids, réduire l'inflammation et protéger de la résistance a l'insuline. Cependant les
mécanismes précis qui expliquent comment I'inhibition TREM-1 peut conférer une protection
restent a élucider. Nous avons fait ’hypothése que la réduction de lI'inflammation par la
délétion de Trem1 permettrait de briser le cercle vicieux de I'obésité : Les apports excessifs de
calories provoquent le développement de I'obésité induisant une inflammation chronique de
bas grade conduisant a I'apparition de la résistance a I'insuline ce générant, entre autres, une

hyperglycémie et un taux d’acide gras circulant perpétuant I'inflammation.
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Perspectives et limites de I'étude

Le modeéle Ko Trem1 peut étre considéré comme un modele préventif. Pour évaluer au mieux
I'effet thérapeutique de TREM-1, il serait nécessaire de moduler TREM-1 apres I'induction de
I'obésité pour déterminer si I'inhibition de ce récepteur est capable d’inverser le phénotype
établi. Il est également nécessaire de déterminer jusqu’a quel point I'inhibition de TREM-1 est
protecteur des comorbidités associées a |'obésité. Bien que nous ayons observé une
protection, par la délétion de Trem1, de la tolérance au glucose et de la dysfonction cardiaque,
le modele utilisé dans cette étude n'est pas le plus optimisé pour la prise de poids, le
développement de la résistance a l'insuline, du diabéte de type 2 et des dysfonctions
cardiaques. Afin de centrer nos recherches sur le développement de maladies
cardiovasculaires associées a I'obésité, nous pourrions utiliser sur notre modéle un inhibiteur
de la nitric oxyde synthase (L-NAME ; N(w)-nitro-L-arginine methyl ester) tout en augmentant
la durée du régime. Nous pourrions également utiliser des modeéles de souris déficientes pour
la leptine (ob/ob) ou pour son récepteur (db/db) afin de simuler I'obésité morbide et le
développement du syndrome métabolique. Pour mettre en place ces plans expérimentaux,
nous pourrions utiliser le peptide inhibiteur de TREM-1 Nangibotide (en cours d’étude clinique
chez les patients en choc septique) mais cela nécessiterait des injections répétées car sa demi-
vie est trés courte. La meilleure option serait 'administration d’un anticorps antagoniste de

TREM-1 mais malheureusement non disponible a ce jour.

Il a été mis en évidence que le blocage de NLRP3 permet de protéger les souris obéses de
nombreuses complications associées a I'obésité méme en cas de régime hypercalorique
prolongé (20 mois) (Cafiadas-Lozano et al., 2019). Bien qu’elle soit atténuée chez les souris
délétées pour Trem1, l'intolérance au glucose reste présente comparée aux souris contréles.
Afin de déterminer si la délétion de Trem1 est suffisante pour protéger du développement du
diabéte de type 2, il serait nécessaire de prolonger le régime. Cela permettrait de déceler
d’éventuelles limites de cette protection mais également d’étudier d’autres conséquences
lides a I'obésité telles que la résistance a la leptine, I'insuffisance cardiaque et la stéatose

hépatique.

Au cours de cette étude, nous avons émis I'hypothese que la différence de prise de poids
provient de I'accroissement des dépenses énergétiques chez les souris délétées pour Trem1
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d{ a 'augmentation de la population d’adipocytes beiges. Différencier les adipocytes beiges,
des adipocytes blancs et bruns n’est pas aisé de par les similitudes de leurs caractéristiques
physiologiques. Cependant il est possible de les identifier en dosant certains marqueurs

protéiques tels que Cox8b , CITED1 et UCP1 (Garcia et al., 2016).

Il serait intéressant d’étudier I'influence de I'activation et I'inhibition de TREM-1 sur la
lipogenese et la lipolyse. En effet, il a été démontré que la délétion du géne codant pour TNF-
a dans le tissu adipeux permettait la réduction de la lipogenese. A défaut de pouvoir utiliser
un anticorps antagoniste de TREM-1, cela pourrait étre étudié in vitro par I'utilisation d’ARN
interférents ciblant les transcrits de TREM-1. Cela nous permettrait également de confirmer

I’ensemble des données in vitro que nous avons obtenues dans cette étude.

Afin d’étudier TREM-1 sur les (pré)-adipocytes, nous avons stimulé ces cellules par du LPS
provenant de Escherichia coli pour permettre l'initiation de I'inflammation par I'intermédiaire
de I'activation de TLR4. Bien qu’il y ait une apparition de LPS circulant en cas d’obésité, les
concentrations utilisées dans cette étude ne sont pas physiologiques. Pour approfondir nos
analyses sur le réle de TREM-1 au sein des (pré)-adipocytes, il serait intéressant d’utiliser des
lipoprotéines de basses densité oxydées (oxLDL) dont la production est augmentée au cours
de I'obésité. En effet, Li et al ont montré une surexpression de TREM-1 dose dépendante aux
LDL oxydées sur la lignée macrophagique RAW264.7 qui a son tour contribue a I'athérogenese
et a l'apparition de cellules spumeuses en amplifiant la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires. Le lien entre les oxLDL et I'inflammation induite par TREM-1 a récemment été
confirmé par Wang et al. L’utilisation de conditions hypoxiques peut étre une autre piste pour
étudier TREM-1 dans des conditions plus physiologiques. En effet, il a été montré que TREM-
1 est surexprimé dans les cellules dendritiques en cas d’hypoxie (Bosco et al., 2011). De plus,
I’hypoxie est présente de maniere importante au sein des tissus adipeux au cours de |'obésité.
Enfin, pour confirmer nos observation sur le réle de TREM-1 comme amplificateur de la
réponse inflammatoire au sein des (pré-)adipocytes humain, il serait nécessaire d’inhiber ce

récepteur par son invalidation génique ou par I'utilisation du peptide LR12.
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Conclusion

Au cours de ce projet, nous avons dans un premier temps mis en évidence I'expression de
TREM-1 sur les pré-adipocytes et adipocytes omentaux et sous cutanés. Nous avons
également démontré la fonctionnalité de ce récepteur et son réle dans I'amplification de la
réponse inflammatoire. L’utilisation d’un modeéle de souris délétées pour Trem1 et nourries
avec un régime hypercalorique nous a permis d’étudier le réle de ce récepteur au cours de
I'obésité et dans le développement des comorbidités associées. Nous avons montré que
I'ablation de TREM-1 atténue le gain de poids, l'inflammation et la résistance a I'insuline
induits par I'obésité. Bien que les mécanismes précis par lesquels I'inhibition de TREM-1
confére une protection restent a déterminer, sa modulation pharmacologique mérité d’étre

étudiée dans le but de briser le cercle vicieux d’insulino-résistance et I'inflammation.
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Abstract

TREM-1 (Triggering Receptor of Expressed on Myeloid Cells-1) is an immunoreceptor mainly
expressed by innate immune cells and plays a crucial role in the amplification of the
inflammatory process mediated by Toll-Like Receptors engagement. The low-grade
inflammation state present in obesity is responsible for the development and perpetuation of
obesity-associated comorbidities (Type 2 diabetes, cardiovascular diseases...). Using primary
human cells we showed that TREM-1 is expressed and functional in subcutaneous and omental
(pre-)adipocytes. In vivo, in a mouse model of high-fat diet-induced obesity, we found that
Trem1 deletion limited inflammation, weight gain, and insulin resistance. Our findings suggest
that TREM-1 plays a significant role in the development of obesity and insulin resistance and

may thus be a novel therapeutic target in this setting.

1. Introduction

Obesity is a complex and heterogeneous disease in which the interplay between adipocytes and
adipose tissue macrophages or other surrounding immune cells (CD4, CD8, NKT,
mastocytes...) drives the development of a chronic inflammatory state (1). This inflammation

is considered to be responsible for insulin resistance that causes or exacerbates obesity-
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associated complications such as type 2 diabetes mellitus, atherosclerosis, hypertension, liver,
kidney, or heart dysfunction (2). In this context, numerous agents have been tested in pre-
clinical models of obesity, from curcumin to inhibitors of Interleukin-1 beta (3,4). However,
none of these successfully applied to humans. Indeed, as of today, only 6 anti-obesity
medications have been approved by the FDA, all of them promoting weight loss through

appetite suppression or decreased fat absorption (5).

The Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1 (TREM-1) is an immune receptor
mostly expressed at the membrane of neutrophils, mature monocytes, and macrophages (6).
Following activation of Toll-Like Receptors (TLRs), the expression of TREM-1 is up-regulated
and dimerization occurs, allowing the binding of its still unknown ligand that triggers the
association of TREM-1 with the adaptor protein DAP-12, leading to intracellular signaling (6-
8). The engagement of TREM-1 yields to an amplification of the inflammatory response (6,9).
The role of TREM-1 in mounting a dysregulated and deleterious inflammation has been proven
in acute diseases or syndromes such as septic shock (9), myocardial infarction (10), or stroke
(11), but also in chronic disorders: inflammatory bowel diseases, atherosclerosis, arthritis,

lupus, and cancer (12-16).

Vasquez et al showed that serum concentrations of the soluble form of TREM-1 (sTREM-1),
which is known to be a marker of the TREM-1 pathway activation (17), were elevated in non-
obese young healthy adults with cardiometabolic risk factors (abdominal obesity, fasting

hyperglycemia, hypertriglyceridemia, high blood pressure) (18).

To get more insights into the role of TREM-1 in obesity, we submitted mice to a high-fat diet
and investigated the effects of the genetic Treml deletion on obesity development and its

consequences.

2. Material and methods

Cells maintenance, differentiation, and stimulation

Cryopreserved, subcutaneous and omental preadipocytes from male donors with normal body
mass index (22.5 +/- 1.5 kg/m?) were purchased from Zen-Bio Inc (Durham, USA). Cells were
maintained at 5% CO,in preadipocyte DMEM/Ham’s F-12 medium from Zen-Bio with 3.15
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g/L D-glucose (17.5 mmol/L), HEPES, Fetal Bovine Serum (FBS), Penicillin, Streptomycin,
Amphotericin B. Cells were seeded into T75 flasks and expanded once before differentiating
using accutase (Sigma-Aldrich, France). The medium was replaced every 2 days.

For differentiation, the preadipocyte medium was replaced with DMEM-Ham’s F-12 medium
supplemented with HEPES, FBS, biotin, pantothenate, human Insulin, dexamethasone, IBMX,
PPARy agonist, penicillin, streptomycin, and amphotericin B during 7 days. Cells were then
fed by removing some of the media and replacing it with fresh adipocyte DMEM/Ham’s F-12
medium containing HEPES, FBS, biotin, pantothenate, human insulin, dexamethasone,
penicillin, streptomycin and amphotericin B (Zen-Bio, USA). 2 weeks after the initiation of

differentiation, cells appear with large lipid droplets and are considered mature adipocytes.

Each in vitro experiment was conducted using preadipocytes from at least three individual
donors. Human preadipocytes or adipocytes were incubated under resting conditions or with
LPS from Escherichia coli 0127:B8 at 100 ng/ml (Sigma-Aldrich, France) with or without
TREM-1 agonists at 5 ug/ml (MAB1278, Biotechne, R&D Systems, USA) or IgG control
(Biotechne, R&D Systems, USA) at 2, 4, 6 and 24h. Cells supernatants and protein lysates were
recovered to perform cytokine and protein assays respectively.

Confocal microscopy

Cells were seeded and differentiated or not on LabTek chambers (Thermo Fisher Scientific,
USA). Cells were washed using PBS and tween 20 (0.05%) and fixed with paraformaldehyde
(4%) for 20 min and permeabilized with Triton 0.1% for 30 min before incubation with 1/200
anti-TREM-1-AF488 and 1/200 anti-DAP12-AF555 antibodies (Bioss, USA) at 4°C overnight.
Nuclei were stained with TO-PRO-3 at 1 pg/ml (Invitrogen, USA) for 1h at 37°C. After
washing, coverslips were mounted using a Vectashield solution (Vector Laboratories, USA).
Confocal images were obtained using a Leica SP5 confocal laser-scanning microscope system

(Leica, Germany) fitted with appropriated filter sets and acquired in sequential scan mode.

TREM-1 protein analysis

Pre-adipocytes and adipocytes proteins were extracted using RIPA extraction buffer containing
(1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 0.15 M NaCl, 0.01 M sodium phosphate pH
7.2, 2mM EDTA, 50mM sodium fluoride, 0.2 mM orthovanate sodium, 100 U/ml protease
inhibitor) (Abcam, U.K). Mouse liver proteins were extracted using PhosphoSafe buffer

(Novagen, Merck Biosciences, Nottingham, U.K). Total protein concentration was measured
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by Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) and used for protein
normalization. Lysates were then analyzed by western blot. Electrophoresis was performed with
10 pg of proteins per well using a polyacrylamide Criterion XT Bis-Tris Gel, 4-12%, and
XTMES buffer (Bio-Rad, USA). Migration was carried out at 170V, 3A, and 300W for 30
minutes. Then, proteins were transferred on a 0.2 um nitrocellulose membrane (Transblot Turbo
Transfer Pack, Bio-Rad, USA) with a Transblot Turbo system set to 2.5A, 25V for 7 minutes
(Bio-Rad, USA). Coomassie blue (Thermo Fisher Scientific, USA) and ponceau (Sigma-
Aldrich, France) stains were performed on the membrane and the gel respectively to control the
transfer. TREM-1 (Bio-Rad, USA) antibody with its corresponding secondary antibody
conjugated to horseradish peroxidase (Bio-Rad, USA) and Super-Signal West Femto Substrate
(Thermo Fisher Scientific, USA) were used for protein detection. GAPDH antibody (Cell
Signalling Technology, USA) was used for normalization on the same membranes after
stripping for 20 minutes in stripping buffer (1% tween, 1.5% glycine, and 0.1% SDS, pH 2.2).
For mouse liver analysis mouse p-ERK/ERK, p-mTOR/mTOR, p-GSK3ap/GSK3ap, Glutl,
Glut2, p-AKT/AKT, IRa, IRB, and GAPDH with their corresponding secondary antibodies
were used. The acquisition was performed with LAS-4000 imager (Fujifilm, Japan) and Multi-

Gauge software (LifeScience Fujifilm, Japan).

Cytokines measurements

Supernatants from stimulated cells were recovered after 2, 4, 6, and 24h LPS (100 ng/ml)
stimulation. MCP-1, IL-6, and IL-8 were assessed by multiplex assay using the ELLA
microfluidic system (Ella Automated Immunoassay Systems, R&D Systems, U.K) according

to the supplier’s recommendation.
Animals

The homozygous knock-out animals were produced at Charles River (Saint Germain sur
I’ Arbresle, France), AALAC-accredited mouse breeder. Mating duos or trios are established for
maintaining and producing animals. Animals remain undisturbed during pregnancy; newborns
are genotyped by PCR screening on tail biopsies taken at 2 weeks’ of age. Colony maintenance
is done in compliance with the 3-R guidelines. Animal health and welfare are verified during
bedding changes. All experimentations involving animals have been carried out according to
the French and European institutional legislation concerning the care and use of laboratory
animals and have been approved by the French ethics committee (Number 23273) for animal

experimentation. 20 six-week-old male Treml knockout (KO) and 20 C57BI/6 wild-type
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littermate (WT) mice were used. Mice were housed in ventilated racks placed in an EOPS-Type
environment maintained at a temperature of 21 +/- 1°C, an humidity of 55% +/- 10%, and
exposed to a cycle of 12 hours of light for 12 hours of darkness. The animal had free access to
water and food. Four groups were constituted: 10 littermate C57BI/6 wild-type mice with a
standard diet (LFD Low Fat Diet), 10 littermate C57BI/6 wild-type mice with a high- fat diet
(HFD), 10 Trem1 ko mice with a standard diet, and 10 Trem1 ko mice with a high- fat diet.
High-fat diet was composed of 60.6% of the calories from lipids, 17% from proteins, and 22.5
% from carbohydrates (Safe-Lab, France). 10 grams of food per day and per mouse were
distributed in the feeders and at the bottom of the cages to facilitate access to food. The food
was weighed and extended 3 times per week in to monitor calorie consumption. Mice were
weighed weekly to monitor weight gain. The diet started after two weeks of acclimatization,

for 12 weeks.

Oral Glucose Tolerance Test

The procedure used to perform glucose tolerance tests is based on the work of Andrikopoulos
et al (19) taking into account the influence of the glucose administration route, dosage, fasting
time, and the influence of anesthesia. The oral glucose tolerance tests were performed following
10 weeks of diet feeding. Mice were fasted for 6 hours before the test and transferred to a
procedure room. Blood was obtained by removing the distal 2 mm of the tail and was assessed
for baseline glucose levels using the Accutrende Plus glucometer (Roche, Switzerland). Mice
then received 2g/kg body weight of a 100 mg/ml glucose solution in sterile water. 20 ul of
blood was collected at each time and glucose concentration was measured at 15, 30, 60, and
120 min after the administration of glucose by oral gavage. Plasma samples were collected and
stored at -80°C for measuring insulin levels. Plasma insulin concentrations were determined in

the same mice by a commercially available mouse insulin ELISA kit (Merck, Germany).

Real-Time guantitative PCR

Frozen liver, subcutaneous, mesenteric, and perigonadal white adipose tissue were cut into
small pieces, kept frozen, and ground in a homogenizer (FastPrep-24, MP biomedicals SARL,
France) using ceramic balls 1.4 mm in diameter in the presence of Trizol reagent (Thermo
Fisher Scientific, USA) to extract total RNA. RNA purification was performed using RNAeasy
Plus Mini Kit (Qiagen, Netherlands) according to the manufacturer's instructions and quantified
with MicroDrop (Thermo Fisher Scientific, USA) to determine RNA purity and concentration.

Samples were diluted to the same concentration before being reverse transcribed using the
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iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, USA) and quantified by quantitative polymerase chain
reaction (PCR) using Qiagen probes (Quantitect Primers) for murine Tnfa, 116, and Ccl2.
Murine Gapdh, ActinB, Rnal8S probes served as housekeeping genes.

Statistical analyses

Unless otherwise stated, data were normally distributed and are presented as mean +/- SEM.
The normality of the data distribution was determined by the Shapiro-Wilk test. Between-group
differences were tested using Student's t-test or ANOVA or with Mann-Whitney or Kruskal
Wallis tests when appropriate. Statistical analysis was performed using Prism Version 8.0.1
software (GraphPad, USA). P-value < 0.05 was deemed significant.

3. Results

TREM-1 is expressed by (pre-) adipocytes and is functional

Although TREM-1 is known to be mostly expressed by myeloid cells, it has been found on the

surface of some epithelial and endothelial cells.

Confocal microscopy analysis revealed the presence of TREM-1 along with its adaptive protein
DAP-12 in unstimulated subcutaneous and omental pre-adipocytes and adipocytes (Figure 1a).
We confirmed this finding by Western blot (Figure 1b). Moreover, we observed that TREM-1
was more expressed by omental than subcutaneous cells and that lipopolysaccharide (LPS)

increased its expression.

To decipher whether TREM-1 was functional, we stimulated cells with LPS along with a
TREM-1 agonist antibody (MAB1278, Bio-Techne, clone 193015) or a control IgG and
measured IL-8, IL-6, and MCP-1 concentrations in the supernatants (Figure 2). LPS
stimulation time-dependently increased the concentrations of these proteins. Co-stimulation
with MAB1278 potentiated this elevation, more in omental than subcutaneous (pre-) adipocytes

following the higher expression of TREM-1 on the former.

Thus, TREM-1 is expressed by (pre-)adipocytes and is functional.

Trem 1 deletion limits weight gain in mice fed with a high-fat diet

TREM-1 KO mice and wild-type (WT) littermates were fed with a low (LFD) or high fat diet
(HFD) and followed up for 12 weeks. As expected, weight gain was modest in LFD mice,

whatever the genotype (Figure 3a-d). By contrast, HFD animals became obese but weight gain
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was lower in TREM-1 KO than in WT mice (47% +/- 4,11% vs. 60% +/- 3,73%, p<0.05)
(Figure 3 a-d). Of note, food and calorie intake were similar in TREM-1 KO and WT animals
all along the experiment (Figure 3 e,f). Subcutaneous, perigonadal, and mesenteric adipose

tissue, as well as liver, were less heavy in KO than in WT mice (Figure 3 g-j).

Trem-1 genetic ablation reduces weight gain, and adipose tissue and liver enlargement during

HFD.

Inflammation is reduced in TREM-1 KO mice

To investigate the inflammatory response induced by HFD, we quantified Tnfa, 1/6, and Ccl2
mRNA by qRT-PCR in adipose and liver tissues (Figure 4). Expression of these genes remained
at a low level after an LFD, with no difference between genotypes except for a mild reduction
of Tnfa in mesenteric adipose tissue from KO mice (Figure 4g). By contrast, Tnfa, 116, and Ccl2
mRNA increased in most tissues following HFD. With the noticeable exception of subcutaneous
adipose tissue (Figure 4a-c), Trem 1 deletion was associated with a decrease in these cytokines
expression as compared to WT littermates (Figure 4d-1), but importantly, inflammation was not

totally abrogated.

Adipose tissue macrophages have an important role in generating or perpetuating inflammation.
We, therefore, quantified macrophage infiltration in adipose tissues by qRT-PCR. HFD
increased the macrophage population as assessed by higher Adgrel gene expression (encoding
for the macrophage marker F4/80) in subcutaneous, perigonadal, and mesenteric adipose tissues
(Supplementary Figure 1). In these tissues, /fagx (CD11c) may be considered a marker of type
1 (M1) and Mrcl (CD206) a marker for type 2 (M2) macrophages. We observed that HFD
mostly induced an increase of M1 macrophages with few effects on M2 (except in perigonadal

tissue). This was reduced in TREM-1 KO mice.

Therefore, TremlI deletion dampens HFD-induced inflammation in several adipose tissues and

the liver.

Treml deletion protects against insulin resistance

One of the major consequences of obesity is insulin resistance which may lead to type 2 diabetes
and its related complications. We performed an oral glucose tolerance test in LFD and HFD

mice. As expected, HFD animals displayed higher blood glucose concentrations than LFD
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(Figure 5a). However, hyperglycemia was reduced and shortened in TREM-1 KO mice as
compared to WT littermates. In parallel, hyperinsulinemia was more pronounced in WT than in

TREM-1 KO HFD mice, witnessing the presence of insulin resistance (Figure 5b).

To get insights into the mechanisms of insulin resistance, we performed a western blot analysis
of crucial proteins involved in this phenomenon (Figure Sc¢). Glucose transporters GLUT1 and
insulin receptor (IR-a and IR-B) expression did not differ regarding the genotype. By contrast,
activation of mTOR, known to down-regulate insulin signaling (20), was reduced in TREM-1
KO. On another side, glucose transporter GLUT2 and AKT, GSK3, and ERK phosphorylation
was increased in TREM-1 KO animals: these pathways have been shown to promote cell
survival and growth through their action on insulin-stimulated glucose uptake, glycogen, and
protein synthesis (21). These data show that Trem! deletion prevents HFD-induced insulin

resistance.

As part of the deleterious consequences of obesity, heart dysfunction may occur. We thus
evaluated cardiac function at the end of the 12 weeks of HFD. Echocardiography revealed a
decrease in left ventricular fractional shortening in HFD WT but not in TREM-1 KO mice
(Supplementary Figure 2).

4. Discussion

Here we show that TREM-1 is expressed and functional in (pre-) adipocytes and that its genetic
ablation confers favorable effects in HFD mice including reduction of weight gain,

inflammation, and insulin resistance.

Although TREM-1 was initially considered to be only expressed by myeloid cells (neutrophils,
monocytes/macrophages), it has been observed in many other cell types including epithelial or
endothelial cells (22, 23). Whatever its cellular localization, TREM-1 activation leads to an
amplification of the inflammatory response triggered by the previous engagement of TLRs.
The deleterious role of TREM-1 over-activation is established in acute diseases such as septic
shock (9) or myocardial infarction (10), as well as during chronic disorders such as

atherosclerosis (13).

In 187 young, healthy, non-obese adults, Vasquez et al showed that those with several
cardiometabolic risk factors (hypertension, hypertriglyceridemia, low HDL, or abdominal
obesity) had higher serum concentrations of STREM-1 (18), a biomarker of the TREM-1
pathway activation (24), and suggested that the follow-up of this marker may alert on the

development of a future metabolic syndrome.
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In a small population (n=22) of obese patients, Subramanian et a/ observed the presence of
TREM-1 in tissue biopsies (liver, omental, and subcutaneous tissues), as well as elevated
plasma sTREM-1 concentrations as compared to non-obese control subjects (25). Interestingly,
TREM-1 expression was higher in diabetic obese as compared to non-diabetic obese patients,

suggesting an association between insulin resistance and TREM-1 activation.

As adipose tissue is made of many different cell types (adipocytes, myeloid cells, stromal
cells...), we first confirmed the presence of TREM-1 in pre-, and adipocytes and observed that
its expression seems to be higher in omental than in subcutaneous adipose cells. Moreover,
TREM-1 expression was upregulated following LPS stimulation in omental (pre-)adipocytes.
In line with its role in amplifying the inflammatory response, we observed that TREM-1
activation increased the production of some cytokines and chemokines by adipose cells,

especially the omental ones.

Having demonstrated the expression and functionality of TREM-1 in adipose cells, we moved
to the classical diet-induced obesity model in mice. Although the difference is not statistically
significant, the body weight of TREM-1 KO mice is slightly lower than wild mice of the same
age. To study the evolution of weight gain, we expressed the results in percentages. We observed
that the genetic ablation of 7rem! dampened HFD-induced weight gain, inflammation, and
insulin resistance, hallmarks of obesity. Although the precise mechanisms by which TREM-1
inhibition confers protection remain to be elucidated, we hypothesized that the reduction of the
HFD-induced inflammation may be the primum movens preventing the development of insulin
resistance and thus breaking the vicious circle (HFD induces inflammation that leads to insulin
resistance that alters energy use and fat deposition and perpetuates inflammation). Indeed, Li e?
al (26) showed that oxidized low-density lipoprotein (oxLDL), whose production is increased
during HFD, can activate TREM-1 that in turn contributes to atherogenesis and foam cell
formation by enhancing proinflammatory cytokine production. The link between oxLDL and

TREM-1-induced inflammation has recently been confirmed by Wang et al (27).

However, as we used TREM-1 KO animals, we are left with the question of the cell type(s)
involved in this protective genotype: is it the deletion of 7Trem/ on adipocytes, myeloid cells, or
both that confers beneficial effects? Further studies are needed using adipocyte-specific Trem ]

deletion, or irradiated TREM-1 KO mice reconstituted with bone marrow from WT littermates.

The TREM-1 KO model can be viewed as a 'preventive' model, and then another important

question arises: is the modulation of TREM-1 able to reverse an established phenotype? To

address this we could use the TREM-1 inhibitory peptide Nangibotide (under clinical study in
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septic shock patients) but this would require repeated injection as its half-life is very short (28).

The administration of an antagonist antibody would be more practical but it does not exist yet.

Several questions remain unanswered. We were able to determine the mechanisms involved
in weight gain differences. Food intake monitoring indicated it was not due to fluctuation in
calorie intake and that Trem1 ablation didn’t modify leptin secretion. TREM-1 could have
affected food assimilation by influencing the intestinal microbiota or energy expenditure
through variation in the population of beige adipocytes. Moreover, it is necessary to
determine whether Trem1 deletion could provide long-term protection for mice from the
development of obesity-related comorbidities. Finally, we could not determine whether the
reduction in insulin resistance was due to weight differences or to a more direct protective
effect of the Trem1 deletion. Anyway, TREM-1 activation seems to have a role in diet-induced
obesity in mice by reducing weight gain, liver inflammation and protecting against associated
comorbidities such as insulin resistance and cardiac dysfunction.Its pharmacological
modulation deserves further investigation with the aim to break the vicious circle of insulin

resistance and inflammation.
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Figure 1: Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1 (TREM-1) is expressed by

human subcutaneous and omental pre-adipocyte and adipocytes.

(A) Confocal fluorescent images of human subcutaneous (top panels) and omental (bottom
panels) pre-adipocytes and adipocytes. Cells were stained with anti-human TREM-1 (red),
DAP-12 (green), and TO-PRO3 (blue) mAbs, Scale bars: 100 um. (B) Western blot of lysates
of human subcutaneous and omental pre-adipocytes and adipocytes treated for 2, 4, 6, and 24
hours with LPS (100 ng/ml). Images are representatives from 3 different experiments each

performed on three different donors.

Figure 2: Activation of TREM-1 increases LPS-induced inflammation in human

subcutaneous and omental pre-adipocyte and adipocytes.

Automated multiplex ELISA quantification of IL-8, IL-6, and MCP-1 in cell supernatants from
subcutaneous pre-adipocytes (A-C), adipocytes (D-F), and omental pre-adipocytes (G-I),
adipocytes (J-L). Cells were incubated under resting conditions or stimulated with LPS (100
ng/ml) with or without TREM-1 agonist (MAB1278 at Sug/ml) or control immunoglobulin G
(IgG) for indicated times. Data are representative of 3 independent experiments each performed
on three different donors. The significance between the IgG and MAB1278 conditions was
determined using the Mann-Whitney test *p < 0.05, **p < 0.01. Data are presented as median

and 95% confidence interval.
Figure 3: Trem1 deletion limits weight gain in HFD mice.

(A) Body weights of Wild-Type (WT) or TREM-1 Knock-Out (KO) mice fed with control Low
Fat Diet (LFD) or High Fat Diet (HFD) during 12 weeks. (B) Total body weight gain (g), (C)
body weight gain (%), (D) total body weight gain (%), (E) food and calorie intake over 12
weeks, (F) mean of food and calorie intake over 12 weeks in WT and KO mice fed with LFD
or HFD (n=10 mice per groups One-way ANOVA analysis). (G) subcutaneous, (H) perigonadal,
(I) mesenteric adipose tissue, and (J) liver weight after 12 weeks of feeding of WT and KO
LFD and HFD mice. (n=10 mice per group Student’s #-test analysis). Data are presented as
mean = SEM ( *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001).

Figure 4: Trem1 deletion decreases inflammation in obese mice.

Quantification of Tnfa, 116, and Cc/2 mRNA expression by RT-qPCR in (A-C) subcutaneous,
(D-F) perigonadal, (G-I) mesenteric adipose tissue, and (J-L) liver from WT or TREM-1 KO

mice fed with control LFD or HFD. Data are presented as mean = SEM, n=5-6 mice per group
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(Kruskal Wallis test *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001).
Figure 5: Trem1 deletion dampens HFD-induced insulin resistance liver.

(A) Blood glucose and (B) insulin were measured during an oral glucose tolerance test on WT
or TREM-1 KO mice fed with control LFD or HFD after 10 weeks of diet. Mice were fasted
for 6 hours before the test. (AUC: Area Under the Curve). Data were presented mean = SEM,
n=>5 mice per group. Brown-Forsythe and Welch ANOVA were used for Glucose and insulin
measurement to compare WT HFD vs KO HFD (*p < 0.05, **p < 0.01). (C) Western blot of
liver lysates and their densitometric quantification. Data were presented as mean + SEM, n=>5

mice per group (Mann-Whitney test *p < 0.05, **p <0.01).
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Supplementary Figure 1: Quantification of Adgrel, ltagx and Mrcl mRNA expression
determined by real-time qPCR in (A-D) subcutaneous, (E-H) perigonadal, and (I-L) mesenteric
adipose tissue from wild-Type (WT) or TREM-1 Knock-Out (KO) fed with control Low Fat
Diet (LFD) or High Fat Diet (HFD). ltagx/Mrcl ratio calculated from qPCR ratio. Data are
presented as mean = SEM, n=5 mice per group (Kruskal Wallis test *p < 0.05, **p <0.01, ***p
<0.001).

Supplementary Figure 2: Echocardiography was performed at 12 weeks on Wild-Type (WT)
or Trem-1 Knock-Out (KO) fed with control Low Fat Diet (LFD) or High Fat Diet (HFD). (A)
Heart rate, (B) anterior wall thickness, (C) posterior wall thickness, (D) left ventricular
fractional shortening, and (E) Left ventricular mass. Data are presented as mean + SEM n=6-

10 mice per group (One-way ANOVA analysis *p < 0.05).

Supplementary material

Real-Time PCR

Frozen liver, subcutaneous, mesenteric, and perigonadal white adipose tissue were cut into
small pieces, kept frozen, and ground in a homogenizer (FastPrep-24, MP biomedicals SARL,
France) using ceramic balls 1.4 mm in diameter in the presence of Trizol reagent (Thermo
Fisher Scientific, USA) to extract total RNA. RNA purification was performed using RNAeasy
Plus Mini Kit (Qiagen, Netherlands) according to the manufacturer's instructions and quantified
with MicroDrop (Thermo Fisher Scientific, USA) to determine RNA purity and concentration.
Samples were diluted to the same concentration before being reverse transcribed using the
iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, USA) and quantified by quantitative polymerase chain
reaction (PCR) using Qiagen probes (Quantitect Primers) for murine Adgre-1, Itagx, and Mrc-

1. Murine Gapdh, g-actin, Rnal8S probes served as housekeeping genes.

Echocardiography

Transthoracic echocardiography was performed 12 weeks after the start of the diet using a
VisualSonics 3100 system. Left Ventricular Ejection Fraction and other indices of systolic
function were obtained from parasternal long axis B-mode scans. Anesthesia was induced by
5% isoflurane with 1.5 L/min of Oz and confirmed by a lack of response to firm pressure on
one of the hind paws. During echocardiography acquisition, isoflurane and O, were reduced to
2 % and 0.5 L/min respectively. The body-temperature was monitored during the procedure.
Anterior Wall Thickness (AWT), Left Ventricular Systolic Dimension (LVSD), Left
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Ventricular Diastolic Dimension (LVDD), and Posterior Wall Thickness (PWT) were
measured, and Left Ventricular Fractional Shortening (LVFS) and Left Ventricular Mass
(LVM) were calculated.

144



Supplementary figure 1
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Supplementary figure 2

Subcutaneous adipose tissue
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RESUME

TREM-1 (Triggering Receptor of Expressed on Myeloid Cells-1) est un immuno-récepteur
principalement exprimé par les cellules immunitaires innées. Il joue un réle majeur dans
I'amplification du processus inflammatoire médié par I'engagement des TLRs. Il est impliqué
dans de nombreuses maladies inflammatoire aigué (choc septique) et chronique (MICI). L'état
inflammatoire de bas grade présent dans I'obésité est responsable du développement et de
la perpétuation des comorbidités associées a |'obésité (diabete de type 2, maladies
cardiovasculaires...). En utilisant des cellules humaines primaires, nous avons montré ici que
TREM-1 est exprimé et fonctionnel dans les (pré-)adipocytes sous-cutanés et omentaux. Dans
un modeéle murin d'obésité induite par un régime riche en graisses, nous avons constaté que
la délétion de Trem-1 limitait I'inflammation, la prise de poids et la résistance a l'insuline. Nos
résultats suggerent que TREM-1 joue un role important dans le développement de I'obésité
et de la résistance a l'insuline, et pourrait donc étre une nouvelle cible thérapeutique dans ce

contexte.
Mots clés : Obésité, TREM-1, adipocyte, inflammation, Resistance a l'insuline
ABSTRACT

TREM-1 (Triggering Receptor of Expressed on Myeloid Cells-1) is an immunoreceptor mainly
expressed by innate immune cells. It plays a major role in the amplification of the
inflammatory process mediated by the engagement of TLRs. It is implicated in many acute
(septic shock) and chronic (IBD) inflammatory diseases. The low-grade inflammatory state
present in obesity is responsible for the development and perpetuation of comorbidities
associated with obesity (type 2 diabetes, cardiovascular diseases, etc.). Using primary human
cells, we showed here that TREM-1 is expressed and functional in subcutaneous and omental
(pre-)adipocytes. In a mouse model of high-fat diet-induced obesity, we found that Trem-1
suppression limited inflammation, weight gain, and insulin resistance. Our results reveal that
TREM-1 plays an important role in the development of obesity and insulin resistance, and

could therefore be a new therapeutic target in this context.

Key words : Obesity, TREM-1, adipocyte, inflammation, insulin resistance
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