N
N

N

HAL

open science

Role de PPARa et de PIEZO1 dans le métabolisme des
adipocytes thermogéniques

Pierre-Louis Batrow

» To cite this version:

Pierre-Louis Batrow. Role de PPAR«a et de PIEZO1 dans le métabolisme des adipocytes ther-
mogéniques. Biologie cellulaire. Université Cote d’Azur, 2024. Francais. NNT: 2024COAZ6014 .

tel-04887735

HAL Id: tel-04887735
https://theses.hal.science/tel-04887735v1
Submitted on 15 Jan 2025

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-04887735v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

- l )
UNIVERSITE & Sciences be Lavie

COTED’AZUR | ETDELASANTE

THESE DE DOCTORAT

RoOle de PPARa et de PIEZO1 dans le
metabolisme des adipocytes thermogeénigues

Pierre-Louis BATROW

Institut de Biologie Valrose

Présentée en vue de I'obtention

Devant le jury, composé de :

du grade de docteur en Sciences de lavie etde la  Pr. Isabelle LAURELL (Présidente et Rapportrice)

Santé
d’Université Cote d’Azur

Dirigée par : Dr Ez-Zoubir AMRI
Soutenue le : 20 septembre 2024

48 institut Valrose
N\ B i ol o g i e

RESTORE - METABOLINK

Dr. Jean-Francois LANDRIER (Rapporteur) Centre
de recherche en CardioVasculaire et Nutrition

Dr. Stoyan IVANOV (Examinateur)

Laboratoire de PhysioMédecine Moléculaire

Dr Ez-Zoubir AMRI (Directeur de thése)

Institut de Biologie Valrose

g 24 ©
UNIVERSITE anr agence nationale
COTE D'’AZUR de la recherche






Role de PPARa et de PIEZO1
dans le métabolisme des
adipocytes thermogéniques

Jury :

Présidente du jury :
Pr. Isabelle Laurell, Professeure
RESTORE — METABOLINK, Université Toulouse Il - Paul Sabatier

Rapporteurs :
Pr. Isabelle Laurell, Professeure
RESTORE — METABOLINK, Université Toulouse Il - Paul Sabatier

Dr. Jean-Francois LANDRIER, Directeur de Recherche
Centre de recherche en CardioVasculaire et Nutrition, Aix-Marseille Université

Examinateur :
Dr. Stoyan IVANOV
Laboratoire de PhysioMédecine Moléculaire, Université Cote d’Azur

Directeur de these :
Dr Ez-Zoubir AMRI, Directeur de Recherche
Institut de Biologie Valrose, Université Coéte d’Azur




Réle de PPARa et de PIEZO1 dans le métabolisme des adipocytes thermogéniques

Résumé

Le tissu adipeux (TA) est un organe hétérogene, plastique et divisé en deux types de dépots. Le
TA blanc stocke/mobilise les lipides en fonction des besoins et le TA brun produit de la chaleur
grace a l'expression de la protéine découplante UCP1. L'obésité perturbe profondément le
fonctionnement des dépdbts blancs et bruns. Elle impacte la qualité de vie et est associée a de
nombreuses comorbidités telles que le diabéte ou les maladies cardiovasculaires. |l subsiste des
effets indésirables ainsi que des patients qui ne répondent pas aux stratégies utilisées
actuellement comme les analogues du GLP-1 ou la chirurgie bariatrique. Chez 'homme, la
présence de TA brun métaboliguement actif est inversement corrélée a I'obésité. Ainsi,
I'identification de facteurs impliqués dans I’activation du TA thermogénique ouvre la voie a de
nouvelles stratégies de prise en charge de I'obésité. Il est également nécessaire d’améliorer les
connaissances sur les mécanosenseurs capables de détecter le remodelage du TA.

Le facteur de transcription PPARy est essentiel a I'adipogenése et la thermogenése. Son
activation pharmacologique améliore la sensibilit¢ a l'insuline et induit la conversion
d’adipocytes blanc en adipocytes thermogéniques. L'utilisation clinique de ces agonistes a
cependant été stoppée en raison de graves effets indésirables. PPARa est également fortement
exprimé dans le TA brun. Son expression augmente dans le TA blanc en réponse a des
stimulations thermogéniques comme I’exposition au froid. Dans un premier temps, j’ai montré,
in vitro dans les cellules hMADS (adipocytes humains dérivés des cellules souches
mésenchymateuses), que PPARa était un frein a la conversion thermogénique induite par PPARy.
De plus, nous avons étudié, dans un contexte adipocytaire, le pémafibrate. Cette molécule est
déja utilisée comme hypolipidémiant via son activation de PPARa au niveau hépatique. Dans les
adipocytes hMADS, le pémafibrate active préférentiellement PPARy pour induire I'adipogenése
et I'expression de marqueurs thermogéniques comme UCP1 et CPT1M. Aussi, j'ai mis en
évidence un nouveau role pour PPARa in vivo chez la souris. Sa délétion dans le TA brun de
souris nourries en régime riche en graisse et traitées avec un agoniste des récepteurs B3-
adrénergiques induit la Lipogenése De Novo. L'absence de PPARa dans le TA brun contribue
donc a son blanchiment. Cette synthése lipidique accrue est associée a I'augmentation de
I’'expression de ChREBPB et de ces genes cibles comme ACLY, ACC1, FASN et SCD1, et des
niveaux d’AKT2. En conséquence, le profil lipidique des triglycérides et des phospholipides est
altéré avec une augmentation des proportions d’acide palmitoléique.

Mes résultats affinent le réle de PPARa dans le TA thermogénique, au-dela de la thermogenese.
Dans le TA brun, PPARa est un senseur lipidique contrélant la Lipogenese De Novo, donc
essentiel a I’'homéostasie glucido-lipidique. Nous avons également affiné les connaissances sur le
pémafibrate en le repositionnant comme étant un double un double agoniste de PPARa/y. Enfin,
des données préliminaires indiquent que I'expression de PIEZO1, un canal mécanosenseur
fortement exprimé dans le TA brun, augmente avec les variations de volume des adipocytes.

Mots-clés : Adipocytes, PPARa, PPARy, pémafibrate, thermogenése, lipogenése de novo.




Role of PPARa and PIEZOL1 in the metabolism of thermogenic adipocytes

Abstract

Adipose tissue (AT) is a highly heterogeneous and plastic organ. It is divided into two depots:
white AT, which stores and mobilizes lipids depending on the need, and brown AT, which is
capable of producing heat thanks to the expression of the uncoupling protein UCP1. Obesity
severely disrupts the functioning of both white and brown ATs. This pathology is a global public
health problem. It affects quality of life and is associated with numerous comorbidities such as
diabetes and cardiovascular disease. There are side effects and patients who do not respond to
current strategies such as GLP-1 analogues or bariatric surgery. In humans, the presence of
metabolically active thermogenic AT is negatively correlated with obesity. Thus, the
identification of factors involved in the activation of thermogenic AT opens the way to new
strategies for the treatment of obesity. Proteins involved in the AT remodeling remain poorly
understood.

The transcription factor PPARy is essential for adipogenesis and the activation of thermogenic
AT. Its pharmacological activation increases insulin sensitivity and induces the conversion of
white adipocytes into thermogenic adipocytes. However, the clinical use of these agonists has
been discontinued due to serious adverse effects. PPARa is also highly expressed in brown AT
and its expression increases in white AT in response to thermogenic stimuli such as cold
exposure. However, the role of PPARa and its activation remain unclear, especially in humans. In
a first study, | demonstrated, in vitro in hMADS adipocytes (human Multipotent Adipose-tissue
Derived Stem cells), that PPARa acts as a hindrance on PPARy-induced thermogenic conversion.
Furthermore, we investigated the effect of pemafibrate in adipocyte context. This molecule is
already used as a lipid-lowering agent via its activation of PPARa at the hepatic level. In hMADS
adipocytes, pemafibrate preferentially activates PPARy to induce adipogenesis and the
expression of thermogenic markers such as UCP1 and CPT1M. Pemafibrate is therefore a dual
PPARa/y agonist. Secondly, my work highlighted a new role for PPARa in vivo in mice. The
deletion of PPARa in the brown AT of mice fed a high-fat diet and treated with a B3-adrenergic
receptor agonist induces de novo lipogenesis. The absence of PPARa in brown AT contributes to
its whitening. This increased lipid synthesis is associated with increased expression of ChREBPf
and its target genes, including ACLY, ACC1, FASN and SCD1, as well as AKT2 levels. Consequently,
the lipid profile of triglycerides and phospholipids is altered, with increased proportions of
palmitoleic acid.

Altogether, these results contribute to a more comprehensive understanding of the role of PPARa in
thermogenic AT, beyond UCP1-dependent thermogenesis. In brown AT, PPARa acts as a lipid sensor,
regulating de novo lipogenesis, which is essential for maintaining carbohydrate and lipid
homeostasis. Moreover, my findings refine the current knowledge about pemafibrate, which could
be repositioned as a dual PPARa/y agonist. Furthermore, preliminary data indicate that Piezol, a
mecanosensor highly expressed in AT, is induced with the variations of adipocytes volume.

Key words: adipocytes, PPARa, PPARy, pemafibrate, thermogenesis, de novo lipogenesis.
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A) L'obésité

Définition et diagnostic

Selon I'organisation mondiale de la santé (OMS), le surpoids et I'obésité sont définis comme
une accumulation anormale ou excessive de graisse, qui nuit a la santé. De ce fait, 'obésité
représente le premier facteur de risque d'invalidité et une des principales causes de
mortalité dans le monde. Le calcul de I'indice de masse corporel (IMC) est le moyen le plus
simple pour estimer le surpoids et I'obésité (Figure 1A). Il est égal a la masse corporelle (en
kilogrammes) divisée par le carré de la taille (en métre). Chez I'adulte, un IMC compris entre
18,5 et 25 kg/m? est considéré comme normal. Lorsque I'IMC est compris entre 25 et 30
kg/m?, on parle de surpoids (surcharge pondérale). Au-dela d’un IMC de 30 kg/m?, un
individu est considéré comme obeése L’'obésité morbide est définie par un IMC supérieur a 40
kg/m? ou supérieur a 35 s’il y a au moins une comorbidité (hypertension, diabéte). Depuis
1997, I'OMS définit cet indice de masse corporelle comme une norme pour évaluer les
risques liés au surpoids chez I'adulte. Depuis, 'OMS reconnait I'obésité comme une maladie

chronique et une épidémie mondiale.
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Figure 1 : Les différentes méthodes de diagnostic de I'obésité.

L’indice de masse corporel (IMC) permet de mesurer I'obésité (A). L'IMC n’est cependant pas adapté
pour toutes les populations, notamment les enfants chez qui les courbes de croissances sont
privilégiées (B). L'IMC ne prend pas en compte le taux de masse maigre (C) ou la répartition de la
masse grasse (gynoide ou androide) qui peut moduler les conséquences de |'obésité (D).




Obtenu facilement et sans équipement colteux, le calcul de I'lMC est généralisé. Cependant,
cet indicateur doit étre interprété avec précaution et complété par la mesure d’autres
parametres comme le tour de taille, tour de hanches ou méme le tour de cou (Kroll et al.,
2017). En effet, 'IMC ne prend pas en compte la localisation et la distribution du tissu
adipeux (TA) ainsi que le pourcentage de masse musculaire (Figure 1C). La répartition du TA
peut varier notamment selon I'dge et le sexe (Figure 1D). Lorsque celui-ci s’Taccumule dans la
région abdominale, on parle d’obésité androide ou abdominale (Vague, 1947; Ley et al.,
1992). Ce type d’obésité est fréquemment observé chez les hommes. En revanche, on parle
d’obésité gynoide lorsque le TA s"accumule dans les cuisses, les hanches et en périphérie au
niveau sous-cutané. Cette répartition variable du TA peut moduler les conséquences
associées a l'obésité. Les individus présentant une obésité androide ont un risque de
comorbidité plus élevé que ceux atteints d’obésité gynoide, et ce, indépendamment de leur
IMC (Després, 2012; Després and Lemieux, 2006; Després, 2012). De méme, on retrouve des
associations positives entre graisse viscérale et mortalité (Ross et al., 2006). Par ailleurs,
I'IMC n’est pas adapté pour les grands sportifs et les personnes agées de plus de 65 ans.

Enfin, chez les enfants, I'utilisation des courbes de croissances est privilégiée (Figure 1B).

Pour prendre en compte la répartition de la masse grasse durant I'obésité, d’autres
variables, facilement mesurables sans équipement couteux, peuvent étre utilisées. L'obésité
dite abdominale est alors caractérisée lorsque le tour de taille est supérieur a 88,9 cm pour
les femmes et supérieur a 101,6 cm pour les hommes (Uzogara, 2017, Ross et al., 2020). Le
risque relatif de développer des comorbidités associées a |'adiposité viscérale peut aussi étre
déterminé grace au ratio « tour de taille / tour de hanches ». Lorsque ce rapport est
supérieur a 1 chez ’homme ou supérieur a 0,9 chez la femme, l'individu présente plus de
risque de complications de I'obésité qu’un individu ayant une répartition majoritairement
sous-cutanée de sa masse grasse (Lee et al., 2008). En complément des variables évoquées
précédemment, les quantités corporelles d'eau, de TA et de muscle peuvent étre
déterminées par impédancemétrie. Des techniques d’imagerie basées sur I'absorptiométre
biphotonique a rayons X (Dual X-ray Absorptiometry, DEXA) permettent de quantifier la
proportion des dépbts adipeux selon leur localisation ainsi que de déterminer les

proportions de masses musculaire et osseuse.
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Prévalence et historique

En France
Selon une étude de I'INSERM, 47% de la population frangaise étaient en surpoids en 2020

(Fontbonne et al al., 2023). Chez les adultes, les hommes sont plus concernés que les
femmes (53,5% contre 41,3%). De plus, 17% de la population francaise serait en situation
d’obésité (17,4% chez les femmes contre 16,7 % chez les hommes). Ces données sont issues
de I'enquéte épidémiologique de I'obésité (ObEpi) menée depuis 1997. La prévalence de
I'obésité est ainsi passée de 8,5 % en 1997 a 17 % en 2020. L’augmentation est encore plus
marquée dans les groupes d’age les plus jeunes et pour I'obésité morbide. Depuis 1997,
I'obésité chez les 18-24 ans a été multipliée par plus de 4, et par prés de 3 chez les 25-34
ans, tandis que I'augmentation chez les 55 ans et plus est faible surtout depuis 2009. L’étude
ObEpi a montré que I'IMC moyen est passé de 24,3 kg/m? en 1997 a 25,5 kg/m? en 2020. Le
tour de taille moyen des hommes est passé de 95,1 cm en 2012 a 95,6 cm en 2020. En
revanche chez les femmes, cette augmentation est plus marquée. En effet, le tour de taille
moyen des femmes est passé de 86,5 cm en 2012 a 88,7 cm en 2020. Par ailleurs, I'étude
ObEpi montre aussi des disparités régionales et socio-économiques face a la prévalence de
I'obésité.

La pandémie d’obésité

Au niveau mondial, la tendance reste la méme. Selon I'OMS, en 2016, 39% des adultes
étaient en surpoids et 13% en situation d’obésité ce qui représente prés de 700 millions de
personnes ayant un IMC supérieur a 30 kg/m? (Figure 2A et 2B). Les derniéres données
semblent méme indiquer que ce nombre aurait déja dépassé le milliard (Phelps et al., 2024).
En 40 ans, la prévalence du surpoids et de I'obésité a plus que doublé, atteignant ainsi des
proportions épidémiques (Figure 2C et 2D). Cette augmentation est observée dans toutes les
tranches d’ages (Abarca-Gémez et al., 2017). Autrefois cantonnée aux pays a revenu élevé
dans lesquels les taux de surpoids ou d’obésité dépassent souvent les 50% actuellement, le
surpoids et l'obésité se développent massivement dans les pays a revenu faible ou
intermédiaire (Ng et al., 2014). De ce fait, 'OMS estime qu’en 2030, pres de la moitié de la

population mondiale sera en situation d’obésité ou de surpoids.
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Figure 2: Historique et prévalence actuelle de I'obésité

Prévalence actuelle chez les femmes (A) et les hommes (B) de plus de 20 ans. Evolution de I'lMC
dans le monde entre 1975 et 2014 chez les femmes (C) et les hommes (D) de plus de 20 ans. Données
moyennes normalisées par I'dge, d’aprés NCD Risk Factor Collaboration (NCD RisC).
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Dans le monde, le nombre de filles et de garcons souffrant d’insuffisance pondérale
modérée ou sévere a atteint son pic vers I’'an 2000, puis a diminué pour atteindre 75 millions
de filles et 117 millions de garcons en 2016 (Figure 3C et 3D). Actuellement, a I'échelle
mondiale, les personnes en situation d’obésité sont finalement plus nombreuses que les

personnes en insuffisance pondérale (Figure 3A et 3B).
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Figure 3: Dynamiques du surpoids et de l'insuffisance pondérale

Evolution de I'obésité dans le monde entre 1975 et 2016 chez les filles (A) et les garcons (B).
Evolution de I'insuffisance pondérale dans le monde entre 1975 et 2016 chez les filles (C) et les
garcons (D). D’aprés NCD Risk Factor Collaboration (NCD RisC).

Il parait donc essentiel de poursuivre les efforts pour comprendre la physiopathologie de

I'obésité afin d’endiguer cette épidémie.
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Etiologie de I'obésité

L’obésité est due a des interactions entre facteurs environnementaux et génétiques. Elle

résulte d’une balance énergétique positive sur le long terme.

Notions de balance énergétique
Lorsque les apports énergétiques sont supérieurs aux dépenses, la balance énergétique est

positive favorisant la prise de poids. L’apport nécessaire pour maintenir sa masse corporelle
et couvrir ses besoins est d’environ 2000 kcal/j pour une femme et environ 2500 kcal/j pour
un homme. La dépense énergétique de I'organisme varie en fonction de plusieurs facteurs.
Au repos, la dépense énergétique permet le maintien des fonctions biologiques de base
telles que I'activité cardiaque, respiratoire, gastro-intestinale ou encore rénale, représentant
60% de la dépense énergétique quotidienne. La thermogenése postprandiale correspond a
I’énergie utilisée pour la digestion, I'absorption, le transport et le stockage de nutriments, ce
qui représente 10 % de la dépense énergétique (Westerterp, 2017). Enfin, la dépense
énergétique dépend de |'activité physique, trés variable selon les individus. En effet, elle
peut représenter 20 a 30 % de la dépense énergétique quotidienne chez un individu
sédentaire contre 50 a 60 % chez un individu tres actif (Bergouignan and Blanc, 2006; Hunter
et al., 1998 ; Weinsier et al., 1998). Le risque de surpoids est considérablement plus élevé
chez les individus sédentaires (21% chez les femmes et 14% chez les hommes) par rapport
aux individus physiquement actifs (femme 8% et homme 7%) (Rissanen et al., 1991).
L'adoption de comportements sédentaires est en partie déterminée par le mode de vie et

son environnement.

Au niveau mondial, la prévalence du surpoids et de I'obésité est croissante depuis les années
80. Cette augmentation suit de prés le passage d’un hypothétique point de dérégulation de
la balance énergétique (“energy flipping point”) dans les pays a haut revenu, surtout aux
Etats-Unis (Figure 4). Avant cette période, la mécanisation ainsi que I'évolution du mode de
vie ont permis une diminution de la dépense énergétique moyenne. Cependant, dans le
méme temps, I'apport énergétique diminuait également. A partir des années 60, I'activité
physique continue de diminuer alors que 'apport énergétique augmente. La mécanisation et
I'industrialisation aboutit a 'augmentation de la disponibilité de denrées alimentaires bon
marché. Par ailleurs, la part d’aliments transformés contenant des graisses et glucides

raffinés augmente fortement dans les années 60 et 70. Dans le méme temps, la taille des
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portions a également augmenté dans les années 1970 et 1980, parallelement a
I"augmentation du poids corporel (Young and Nestle, 2002). Or, une balance énergétique
quotidienne positive d'environ 5 % est suffisante pour induire une augmentation annuelle de
5 kg de TA, favorisant le développement de I'obésité (Swinburn et al., 2004 ; Ziegler et al.,
2000). La consommation d’aliments palatables a aussi tendance a augmenter 'apport

calorique en activant le circuit de la récompense (Volkow et al., 2012 ; Freeman et al., 2018).

Point de basculement énergétique

|

Phase de poids stable

Phase d’augmentation du
poids:
pandémie d’'obésité

Dépense énergétique individuelle
Apport énergétique individuel

T T
1910 1960 1970 2000

Année
= Dépense énergétique individuelle Apport énergétique individuel

Figure 4: Déséquilibre de la balance énergétique

Aux Etats-Unis, entre 1910 et 1960, la dépense énergétique a diminué en raison des changements
techniques sur le lieu de travail (mécanisation ...). Cette réduction de la dépense énergétique s’est
accompagnée d’une réduction paralléle de I"apport énergétique et a abouti a une phase de poids
stable. Par la suite, en raison de l'augmentation de la production d'aliments a forte densité
énergétique, 'apport énergétique a augmenté sans réajustement de la dépense énergétique. Cette
rupture de I'équilibre de la balance énergétique marque le début de la phase de prise de poids aux
Etats-Unis. (D’apres Bliher, 2019).

De nombreux facteurs psychologiques et environnementaux peuvent aussi modifier la
balance énergétique (Figure 5). Le stress ou I'anxiété sont par exemple associés a une prise
alimentaire accrue (Sinha et al., 2018). Par ailleurs, la prise alimentaire au cours d’un repas
est modulée par le contexte de ce repas. Le fait de manger seul est par exemple associé a
des mauvaises habitudes alimentaires. Les hommes mangeant seuls ont plus de risque d’étre
en situation d’obésité surtout s’ils vivent seuls (Tani et al., 2015). La qualité de I'alimentation
des personnes qui mangent seules était inférieure a celle des personnes qui mangent

ensemble (Hanna and Collins, 2015; Chae et al., 2018) Récemment, la pandémie de Covid-19
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a mis en évidences nombre de ces facteurs modulant la balance énergétique. Les périodes
de confinement successives ont entrainé une modification du mode de vie, une diminution
de l'activité physique et une augmentation des comportements sédentaires, tels que
['utilisation d'écrans de travail et de loisirs. De plus, les habitudes alimentaires ont été
modifiées par le confinement. Le grignotage, la consommation de produits gras, sucrés,
salés, la sédentarité, 'anxiété, le stress et les troubles du sommeil ont pu entrainer une
augmentation de la corpulence, particulierement chez les moins de 40 ans.
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Figure 5: Facteurs modulant la balance énergétique

La prise de poids peut résulter d’'une combinaison de facteurs environnementaux et génétiques
responsables de I'augmentation de I'apport énergétique, d’une faible activité physique et d’une
réduction de la dépense énergétique. D’aprés (Bliher, 2019) et (Sharma et al., 2010).

Facteurs génétiques et obésité

Bien que l'altération des modes de vies et des habitudes alimentaires soit primordiale dans
la pandémie actuelle d’obésité, Il existe une grande inégalité face a la prise, le maintien ou la
perte de poids. Par ailleurs, il existe des cas d’héritabilité d’obésité. Il y a une corrélation
positive entre le risque pour un enfant de développer une obésité et I'lMC de ses parents
biologiques. Cette corrélation pourrait, en partie, étre liée a la transmission d’habitudes
alimentaires. Cependant, aucune corrélation n’a été mise en évidence entre le risque de
développer une obésité et I'IMC de parents adoptifs (Stunkard et al., 1986). Des études
réalisées chez des jumeaux indiquent également que I’héritabilité génétique représente un

facteur de risque de développement de I'obésité (Silventoinen et al., 2017).
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Obésités monogéniques
Certaines mutations affectant notamment la régulation de la prise alimentaire sont

directement a l'origine d’obésités dites monogéniques. Ces formes trés particuliéres sont
séveres et se développent des I'enfance. De nombreux génes a l'origine d’obésités
monogénique ont été identifiés chez des modeles animaux présentant spontanément une
obésité et/ou une hyperphagie. C'est le cas par exemple de mutations dans le géne codant la
leptine (LEP) (Montague et al., 1997), ou de son récepteur (LEPR) (Farooqi et al., 2007). La
leptine étant une hormone anorexigéne sécrétée par le TA impliquée dans le contrdle de la
satiété. Des mutations affectant des cibles indirectes de la leptine au niveau du noyau arqué
de I'hypothalamus induisent également des obésités monogéniques (Figure 6). On peut
notamment citer la pro-opiomélanocortine (POMC), la proconvertase 1 (PCSK1) (Jackson et
al., 1997) qui clive POMC (Clément et al., 2020), le récepteur aux mélanocortines de type 3
ou 4 (MC3R et MC4R) (Lubrano-Berthelier et al., 2006).
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Figure 6: Régulation de la prise alimentaire et de la dépense énergétique au niveau central

Représentation des neurones POMC et NPY/AgRP dans le noyau arqué hypothalamique. Ces
neurones ont des fonctions opposées, POMC étant anorexigene réduisant la consommation
alimentaire, alors que NPY est orexigéne. Leur activité est modulée par des signaux hormonaux tels
que la leptine et la ghréline. Des mutations de genes impliqués dans cette voie de controle induit des
obésités dites monogéniques qui se développent rapidement dés I'enfance. (D’aprés Berkseth et al.,
2013).
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Les polymorphismes
Les cas extrémes d’obésités monogéniques restent trés rares. En revanche, il existe des cas

de polymorphismes génétiques associés a |'obésité (Figure 7). Des études d'association
pangénomique (ou GWAS pour Genome-Wide Association Study) ont identifié, pour la
premiere fois en 2007, un variant du gene FTO (Fat mass and obesity-associated)
prédisposant a I'obésité (Frayling et al., 2007). Les porteurs d’une copie de I'allele identifié
pesaient en moyenne 1,2 kilogramme de plus que les personnes ne possédant pas cette
copie. Les porteurs homozygotes pesaient 3 kilogrammes de plus et avaient un taux
d’obésité 1,67 fois plus élevé que dans la population non porteuse. Les premieres études
pangénomiques ayant pour but de rechercher ces polymorphismes n’intégraient dans leur
recherche que I'I[MC. Au regard de ces limites, de nombreux autres paramétres ont, par la
suite, été intégrés aux études pangénomiques (pourcentage de masse grasse, niveau

circulant de leptine et méme des facteurs démographiques ou environnementaux).
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Figure 7: Caractéristiques des obésités monogéniques et polygéniques

Les obésités monogéniques sont rares, se développent t6t et rapidement. Au contraire, les obésités
polygéniques sont, en général, plus lentes a se développer et beaucoup plus dépendante de facteurs

environnementaux. D’apres (Loos et Yeo, 2022).

Epigénétique

En plus du déreglement de la balance énergétique liée au mode de vie, des mutations et
polymorphismes génétiques, I'obésité peut étre la conséquence de modifications
épigénétiques. L'épigénétique correspond a I'étude des changements d’expressions

géniques sans modification des séquences nucléotidiques. On peut notamment citer le
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niveau de méthylation de 'ADN régulant I'acceés de la machinerie de transcription, les
modifications des histones ou encore les inhibitions géniques des micro-ARNs (miARN ou
miR). Ces modifications peuvent notamment étre régulées par le statut nutritionnel, la
restriction calorique ou encore la chirurgie bariatrique. Par ailleurs, I'environnement intra-
utérin joue un role crucial dans le développement du foetus et il a été démontré qu’il joue un
role dans la reprogrammation épigénétique a long terme (Finer et al., 2016). Des exposition
in utéro a des famines en temps de guerre ont par exemple montré que les niveaux de
méthylations du géne de la leptine étaient augmentés aprés une restriction calorique
prénatal (Tobi et al., 2009). Ainsi, certaines modifications épigénétiques affectant les genes
du métabolisme énergétique ou contrdlant la prise alimentaire pourraient étre utilisées
comme biomarqueurs ou indicateurs précoces de |'obésité ou de ses comorbidités, ou
encore pour prédire la perte de poids dans la prise en charge de I'obésité (Milagro et al.,
2011 ; Heikkinen et al., 2022). Aussi, les adolescents exposés a la famine présentent un

risque plus élevé d’obésité abdominale a I’age adulte (Song et al., 2022).

Comorbidités et conséquences socio-économique de |'obésité

Les pathologies associées a I'obésité
L’exces de TA qui caractérise I'obésité peut avoir un impact négatif sur la santé ainsi que la

qualité de vie des personnes concernées, en modifiant le fonctionnement du TA mais aussi
celui de nombreux autres organes (Uzogara, 2017). Le métabolisme du foie, du pancréas, du
cceur, de l'intestin ou encore des muscles squelettiques peut étre perturbé par I'obésité et
méme entretenir cette pathologie (Figure 8). L'obésité favorise I'apparition du diabéte de
type 2 (DT2) en lien avec une insulinorésistance, I'hypertension artérielle, I'inflammation de
bas-grade, les dyslipidémies ou encore les atteintes hépatiques. Ces dysfonctions mettent en

évidence le dialogue inter-organes trés important dans la physiopathologie de I'obésité.
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Maladies neurologiques et psychologiques
*  Hypertension intracranienne

*  Dépression/perte de I'estime de soi

*  Isolation sociale et stigmatisation

Maladies pulmonaires

*  Problémes respiratoires
*  Apnée obstructive du sommeil
*  Asthme

Maladies cardiovasculaires

*  Hypertension/insuffisance cardiaque/crise cardiaque
*  Athérosclérose et thrombose

*  Inflammation chronique

Stéatose hépatique non alcoolique

. Stéatose/cirrhose

Maladies endocrines
BN/ *  Syndrome métabolique
¢ Diabéte de type 2

Pancréatite sévere

*  Dyslipidémie
Maladies musculo-squelettiques *  Puberté précoce/menstruations anormales
*  Arthrite
*  Pieds plats
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*  cesophage/pancréas/rein

Figure 8: Comorbidités associées a I'obésité

L’hypertension artérielle est 'une des complications cardiovasculaires de I'obésité les plus
répandues. Elle concerne en effet prées de 35% des personnes en situation d’obésité
(Seravalle and Grassi, 2017). De plus, I'obésité est associée a des dyslipidémies comme des
taux élevés de cholestérol dans le sang, notamment du cholestérol associé aux lipoprotéines
de basse densité (Low density Lipoprotein, LDL) pro-athérogénes, mais aussi a des niveaux
de triglycérides sanguins anormalement élevés (Faour et al., 2015; Varbo et al., 2014). Cette
dérégulation du profil lipidique plasmatique constitue également un facteur de risque des
maladies cardiovasculaires. Par conséquent, I'athérosclérose, les maladies coronariennes, les
infarctus du myocarde, les insuffisances cardiaques et les accidents vasculaires cérébraux
comptent parmi les maladies associées a I'obésité (Fung et al., 2001; Grundy, 2004, Uzogara,

2017).

Obésité, atteintes hépatiques et cancers
L'obésité est aussi associée a un dépot lipidique dans le foie (non-alcoholic fatty liver

disease, NAFLD) (Schaffner et al. 1986). La NAFLD est caractérisée par une stéatose simple
sans inflammation, non lié a la consommation d’alcool ou une atteinte hépatique d’origine
virale ou médicamenteuse. On estime la prévalence de la NAFLD a 30 a 40 % de la

population adulte aux Etats-Unis (Williams et al., 2011). Récemment, la notion de MAFLD
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“Metabolic dysfunction-associated fatty liver disease” reposant sur des criteres d’inclusions
différents a émergé afin de mieux recenser ces atteintes hépatiques et mieux identifier les
patients a risque de développer des complications métaboliques (Eslam et a., 2020 ; Gofton
et al., 2023). Elle peut s’aggraver et évoluer vers la stéatohépatite non alcoolique (NASH,
non-alcholic steato hepatitis) (Ludwig et al., 1980; Lee, 1989 ; Friedman et al., 2018). La
NASH correspond a I'accumulation ectopique des lipides au niveau hépatique associée a une
inflammation et une nécrose exacerbée, éventuellement accompagné de fibrose (Chalasani
et al., 2012). Cette comorbidité est retrouvée chez 50 a 90% des sujets obéses (Divella et al.,
2019). Par ailleurs, I'lMC est positivement corrélé au risque de développer une NASH (lpsen
et al., 2018). A des stades plus avancés de la pathologie, la NASH peut évoluer vers une
cirrhose voire un carcinome hépatocellulaire (Shimada et al., 2002 ; Mori et al., 2004). Enfin,
d’autres formes de cancers sont favorisées par I'obésité, en lien avec I'hyperinsulinémie et la

production d’Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) (Hopkins et al., 2016; Bhaskaran et a., 2014).

Impact de I'obésité sur la qualité de vie
L’obésité est associée a un risque accru d’apnée du sommeil (Jehan et al., 2017). Il s’agit

d’une affection courante caractérisée par des interruptions répétées de la respiration durant
le sommeil. Ces interruptions sont dues au blocage partiel ou complet des voies respiratoires
supérieures, favorisé par I'accumulation de dép6ts adipeux. En conséquence, les échanges
respiratoires gazeux sont diminués pouvant aller jusqu'a I'hypoxie et la désaturation en
oxygene. Sur le long terme, I'apnée du sommeil affecte durablement la qualité de vie en
induisant une fatigue excessive, de la somnolence, des maux de téte, et des troubles de la
concentration. Par ailleurs, I'apnée du sommeil est, indépendamment de |'obésité, un
facteur de risque pour les maladies cardiovasculaires et I’hypertension artérielle. Les
personnes souffrant d’apnée du sommeil ont également un risque accru de développer un
trouble dépressif majeur (Jehan et al.,, 2017). Or, I'obésité est, elle-méme associé a une
augmentation de ce risque, en lien avec une altération de I'estime de soi, un sentiment
d’exclusion ou la pression sociétale (Westbury et al., 2023). La stigmatisation ainsi que la
discrimination sont également rencontrées dans le domaine de la santé lors de la prise en
charge de I'obésité ce qui peut diminuer I'adhésion aux traitements ou méme étre un frein a

la consultation (Brown et al., 2022).
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L'obésité est aussi un important facteur de risque de troubles musculosquelettiques. Il est
clair que I'obésité est associée a l'incidence et a la progression de I'arthrose, surtout au
niveau des membres inférieurs comme les genoux (Raud et al., 2020). En effet, le risque
d’arthrose du genou est augmenté de 36% lors d’une prise de poids de 5 kg (Bliddal et al.,
2014). Cette association est due notamment a aux plus grandes contraintes mécaniques
auxquelles sont soumis les articulations en situation d’obésité. Ce stress mécanique induit la
libération de médiateurs inflammatoires comme l'interleukine (IL)-1beta, I'IL-6, le tumour
necrosis factor-alpha (TNF-a). L'obésité et I'arthrose réduisent la mobilité. Cela peut
entrainer un cercle vicieux d’événements : douleurs, réduction de I'activité physique, prise
de poids supplémentaire et diminution de la force musculaire, entrainant une augmentation

des problémes articulaires et une progression de la maladie.

Surmortalité
Finalement, 'augmentation de I'incidence de I'obésité et des comorbidités associées conduit

ainsi a une diminution de l'espérance de vie (Olshansky et al. 2005). On observe une
association “en forme de J” entre I'[MC et la mortalité globale (Berrington de Gonzalez et al.,
2010). En dehors de la fourchette d’IMC sains, I'espérance de vie est réduite (Figure 9).
L’espérance de vie fortement réduite pour un IMC supérieur a 30 mais aussi lorsque celui-ci
est inférieur a 20. En revanche, les effets du surpoids et de l'insuffisance pondérale sont
différents si I'on n’étudie que les morts liés a un cancer ou un événement cardiovasculaire.
Dans ces conditions, l'insuffisance pondérale n’augmente pas le risque relatif de mort.
Cependant, le risque relatif est le plus important en situation pour un IMC supérieur a 30
kg/m pour les déces liés a un cancer ou une maladie cardiovasculaire (The global BMI

mortality collaboration, 2016; Bhaskaran et al., 2018).
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Figure 9: Relation entre IMC et mortalité

Risque relatif de mortalité toute cause confondues (A), ou lié a un cancer (B), ou des évenements
cardiovasculaires (C) en fonction de I'IMC chez les adultes non-fumeurs. D’apres (Bhaskaran et al.,
2018).

Impact économique global de I'obésité et du surpoids
L'obésité apparait donc comme un véritable fardeau en termes de santé publique et qualité

de vie des patients. Tous ces facteurs impactent significativement I’économie. En moyenne,
dans les pays de I'organisation de coopération et de développement économiques (OCDE), le
surpoids et I'obésité représentent 70 % de tous les colts de traitement du diabete, 23 % des
codts de traitement des maladies cardiovasculaires et 9 % des cancers. Au sein de I'OCDE
environ 8,4 % du budget alloué a la santé est dédié au traitement des maladies liées au
surpoids. Le colt global (direct et indirect) du surpoids et de I'obésité reste difficile a
qguantifier (Tremmel et al., 2017; Nagi et al., 2023). Cependant, on estime, qu’en 2020,
I'obésité et le surpoids coutaient a I'économie mondiale 1,96 milliard de dollars américains
en valeur constante (World Obesity Atlas 2023). Ces dépenses comprennent a la fois la prise
en charge médicale, les colits de traitements et les conséquences économiques indirectes
telles que I'absentéisme, la réduction de la productivité au travail et les départs a la retraite
prématurée. Par ailleurs, au vu de I’évolution de la prévalence du surpoids et de I'obésité, on
estime que les dépenses liées a leurs prises en charge s’éléveront a 4 milliards de dollars
américains en valeur constante d’ici 2035. Chaque année, |'obésité et le surpoids pourraient
ainsi réduire le produit intérieur brut (PIB) mondial de 2,9 %. Cet impact serait comparable a
la contraction de I'’économie mondiale liée a la pandémie de COVID-19 observée en 2019,

année durant laquelle le PIB mondial a chuté de 3% (Banque mondiale, 2022).
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Traitements de I'obésité

Les différentes stratégies thérapeutiques dans la prise en charge de I'obésité visent a
rééquilibrer la balance énergétique pour induire une perte de poids durable. Les différents
traitements de I'obésité reposent sur des approches visant a limiter la charge calorique
ingérée, augmenter la dépense énergétique ou jouant a la fois sur ces deux facteurs
(Wiechert and Holzapfel, 2021). Elles nécessitent un suivi médical régulier et durable, pour
éviter des complications telles que des carences en nutriments ou la reprise de poids.
Cependant, I'objectif de la prise en charge de I'obésité ne se limite pas a la perte de poids
durable, mais concerne aussi 'amélioration des comorbidités, des facteurs de risque, de la
qualité de vie et de la mobilité (Figure 10). Par ailleurs, elle doit toujours étre individualisée
et adaptée au patient (dge, comorbidités associées, investissement possible du patient,
objectifs du patient, etc.). Chez les personnes agées, il conviendra de porter une vigilance

particuliére sur le risque de sarcopénie, de fragilité et de dénutrition.
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Figure 10: Objectifs de la gestion du poids
(D’aprés Wiechert et Holzapfel, 2021)

Mesures hygiéno-diététiques
La modification des habitudes hygiéno-diététiques fait parties des premiéres

recommandations lors de la prise en charge de I'obésité selon la haute autorité de santé
(HAS). De plus, les régimes déséquilibrés ou tres restrictifs sont déconseillés car la plupart de
ces régimes s’avérent étre peu efficaces a moyen et long terme (Wooley and Garner, 1994).

En moyenne, un déficit de 500 kcal/jour peut induire une diminution de 8% du poids de base
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au bout de 6 mois (Burke and Wang, 2011). Par ailleurs, des études ont montré que ce n’est
pas la composition en macronutriments de I'alimentation, mais la teneur en énergie qui est
pertinente pour la gestion du poids (Shai et al., 2008; Sacks et al., 2009; Gardner et al.,
2018). Ainsi, il n’existe pas une unique stratégie diététique. Les préférences alimentaires des
patients peuvent étre prises en compte pour augmenter I'adhésion sur le long terme. En
parallele des mesures diététiques, la lutte contre la sédentarité et I'inactivité physique doit
étre privilégiée. La pratique réguliere d’une activité physique d’endurance d’intensité
modérée améliore certaines comorbidités de I'obésité comme le DT2, I’hyperglycémie, la

dyslipidémie, ou I'hypertensions artérielle (Colberg et al., 2016).

Les chirurgies bariatriques
Selon la HAS, la chirurgie bariatrique est un traitement de seconde intention de I'obésité,

c'est-a-dire apres échec d’'un traitement médical, nutritionnel, diététique et
psychothérapeutique bien conduit pendant 6-12 mois. Il peut étre indiqué pour des patients
dont I'IMC est supérieur ou égal a 40 kg/m?, ou dont I'IMC est supérieur ou égal a 35 kg/m?
associé a au moins une comorbidité susceptible d’étre améliorée aprés la chirurgie. En cas
de réussite, elle est une aide a une perte de poids importante et persistante. Pourtant cet
acte lourd ne doit étre réalisé qu’a l'issue d’'une décision médicale partagée, avec une
information claire sur les techniques existantes, leurs avantages et inconvénients, leurs

conséquences, les complications et sur la nécessité d’un suivi médical tout au long de la vie.

Traitements pharmacologiques
En dehors de ces mesures comportementales, les traitements médicamenteux ciblant

I'obésité sont tres limités (Figure 11). Plusieurs traitements pharmacologiques anorexigénes
ont été développés tandis que d’autres molécules ont fait I'objet de repositionnement
thérapeutique. Cependant, ils entrainaient de sérieux effets secondaires, notamment cardio-
vasculaires (Gardin et al., 2000; Miller et al., 2022). La prise en charge comportementale
complétée par un traitement pharmacologique peut induire une perte de poids plus
importante (Tak and Lee, 2021). Cependant, en France, l'utilisation de traitement
médicamenteux de I'obésité est préconisée en cas d’obésité sévere ou en cas d’échec de la
prise en charge nutritionnelle bien conduite. Jusque trés récemment, le seul médicament
autorisé en France était 'orlistat. Il limite I'absorption intestinale des lipides d’environ 30%
par inhibition des lipases gastrique et pancréatique (Padwal and Majumdar, 2007). Son effet

sur la perte de poids reste modeste. Cependant, l'orlistat réduit les taux sanguins de
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cholestérol et la pression artérielle. Ce traitement diminue aussi le risque de développer un

diabete de type 2 (Rucker et al., 2007; Torgerson, 2004).

Il existe d’autres traitements, prescrits contre les comorbidités associées a I‘obésité, qui
peuvent également induire une perte de poids. Parmi les médicaments anti-diabétiques, les
analogues du GLP-1 (Glucagon Like Peptide 1) font I'objet d’un intérét tout particulier dans la
prise en charge de I'obésité. Le liraglutide stimule la sécrétion d'insuline de fagon glucose-
dépendante, ralentit la vidange gastrique et diminue la sécrétion de glucagon. Le liraglutide
induit aussi une perte de poids (Scheen and Van Gaal, 2010). Les mécanismes a |'origine de
cette perte de poids ne sont pas bien établis. Cependant, il semble agir sur les régions du
cerveau qui régulent I'appétit, en réduisant la sensation de faim. Des données obtenues chez
la souris suggerent également que le liraglutide agit sur le TA blanc, en favorisant le
brunissement de ce dernier (Wang et al., 2021; Wang et al., 2023; Zhao et al., 2024).
D’autres analogues du GLP-1 semblent également trés prometteurs dans la stratégie
médicamenteuse de la prise en charge de I'obésité. On peut citer par exemple le
sémaglutide, qui a obtenu une autorisation temporaire d’utilisation (ATU) de cohorte en
2021. Le développement de molécules, agonistes des récepteurs au GLP-1 et au polypeptide
insulinotrope dépendant du glucose (GIP) parait trés prometteur, induisant des pertes de
poids plus importantes tout en limitant les effets indésirables (Timothy Garvey et al. 2023 ;

Cody Stanford, 2023).
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Figure 11: Stratégies de prise en charge de I'obésité
(D’aprés Wiechert et Holzapfel, 2021)
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Méme si les analogues du GLP-1 ouvrent une nouvelle voie dans la prise en charge de
I'obésité et diabete, ils ne représentent pas une solution miracle. En effet, la perte de poids
lié au liraglutide est associée a un remodelage fibrotique du tissu adipeux avec une
augmentation de I'expression génique de marqueurs de la matrice extra-cellulaire et de
I'inflammation (Pastel et al.,, 2017). Par ailleurs, des effets secondaires (nausées,
vomissements, douleurs abdominales) liés a l'utilisation de ces molécules subsistent. De
plus, certains patients ne répondent pas a ces traitements. Enfin, I'arrét de traitement
médicamenteux est souvent associé a une reprise de poids. Ainsi, il apparait donc essentiel
de poursuivre I'étude de la pathophysiologie de I'obésité et d’explorer d’autres stratégies

thérapeutiques.
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L’organe adipeux et sa diversité

Le TA est un organe dynamique, bien connu pour sa fonction de stockage et de mobilisation
de I’énergie en fonction de la disponibilité des nutriments et des besoins de I'organisme. Le
stockage de I'énergie sous forme de lipides est un mécanisme bien conservé au cours de
I’évolution (Kadereit et al., 2008). Ainsi, plusieurs organismes comme la levure, la drosophile
ou les rongeurs peuvent étre utilisés pour étudier le métabolisme lipidique et mieux
comprendre le développement du TA (Parra-Peralbo et al. 2021). Des génes liés a la synthese
de triglycérides (TG) et a la lipolyse sont présents chez des organismes unicellulaires tels que
Saccharomyces cerevisiae ou Candida parapsilosis (Zweytick et al., 2000; Neugnot et al.,
2002 ; Daum et coll., 2007). C elegans stocke également les TG sous forme de gouttelettes

lipidigues dans les cellules épithéliales intestinales (Watts, 2009).

B) Le tissu adipeux blanc

Le TA blanc est divisé en plusieurs dép6ts dans I'organisme selon leur fonction (réserve
énergétique ou soutien et protection mécanique). Le TA blanc de soutien, ou de protection
mécanique est peu sensible aux variations nutritionnelles. Il s’agit d’un tissu conjonctif lache
caractérisé par une abondante matrice extracellulaire. On le retrouve autour des
articulations, dans les paumes des mains et au niveau plantaire. Les dépdts adipeux
adjacents aux structures squelettiques permettent d’absorber les chocs mécaniques. Le TA
blanc situé prés de la surface de la peau et de l'intestin détecte et réagit a l'invasion

bactérienne, contribuant ainsi a la barriere immunitaire innée du corps

Distribution anatomique du tissu adipeux blanc

La majorité du TA blanc de I'organisme correspond au tissu de réserve énergétique. Ce tissu
est, quant a lui, sensible aux variations nutritionnelles. Au sein de ce tissu de réserve, on
distingue le TA blanc sous-cutané (TAsc) et le tissu adipeux blanc viscéral (TAv) qui ont des

fonctions distinctes (Figure 12).

Le TAsc représente le dépo6t adipeux majoritaire de I'organisme, allant jusqu’a 80% du TA
d’un individu sain (Zwick et al., 2018). Il s’agit d’'une couche de gras située entre les muscles
et la peau. On le retrouve au niveau des dépo6ts abdominaux, des fessiers, des cuisses et de

la face (Karastergiou et Fried, 2017). Chez 'homme, la TAv est situé notamment dans la
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cavité péritonéale, correspondant aux dépbts omental et mésentérique, en retropéritonéal
(dépots periaortique et perirénal) et intrapelvien (gonadique et urogenital) (Gesta et al.,
2007). Il existe un dimorphisme sexuel concernant le TA. Le TAv est plus présent chez
I’'homme que chez la femme (10-20% contre 5-10% du TA) (Walker et al., 2014). De facon
quasi analogue, la souris et le rat ont des dépots viscéraux (péri-gonadique, mésentériques
et périrénaux) et sous-cutanés (inguinaux et axillaires). Cependant, une différence notable
concerne la connexion avec le systéeme circulatoire. Le TAv gonadique murin est relié a la
circulation systémique tandis que le TAv humain est connecté a la circulation porte (Rytka et

al., 2011).
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Figure 12: Distribution anatomique du tissu adipeux blanc chez I'homme et la souris
Adaptée d’apres (Torres Irizarry et al., 2022)

Au-dela d’une répartition variable selon le sexe chez des individus normo-pondérés (Jackson
et al., 2002), il existe des différences sexuelles en ce qui concerne les capacités de stockage
et d’expansion du TA. Les travaux fondateurs de Jean Vague ont mis évidence ces
différences ainsi que leurs conséquences sur la santé a long terme (Vague, 1947). Le TA
s’étend préférentiellement au niveau sous-cutané chez les femmes. On parle alors d’obésité
gynoide. Chez les hommes ou les femmes aprés la ménopause, le TA va plutdt s’accumuler
en abdominal au niveau du TAv mésentérique donnant lieu a une obésité dite androide. Ces
différences ne sont pas sans conséquence puisque |'obésité androide est associée a un

risque plus élevé de développer des comorbidités comme la résistance a l'insuline, le DT2
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contrairement a une accumulation de TAsc (Jensen, 2008; Masuzaki et al., 2001). En effet,
I'accumulation de TAv est caractérisée par une infiltration de cellules immunitaires
produisant des cytokines pro-inflammatoires. Certains effets néfastes du TAv sont dus a sa
connexion avec le systéeme porte hépatique. Ainsi, les dysfonctions du TAv, notamment au
niveau sécrétoire, peuvent directement impacter le foie (Bjorntorp, 1990; Wajchenberg et

al., 2003).

L'accumulation de TAv est associée a l'insulino-résistance et aux dysfonctions hépatiques
(Kelley et al., 2000; Smith et al., 2001; Tordjman et al., 2012). L'effet protecteur du TAsc
semble étre lié a la séquestration de TG en son sein, limitant de fait les taux circulants de TG

et améliorant la sensibilité a I'insuline (Mittal, 2019; Porter et al., 2009).

M Adiposité M Adiposité

M nflammation &> Inflammation

J Fonction du TA A <>Fonction du TA

MRésistance a l'insuline N Sensibilité a I'insuline
3 Q Distribution du TA > Distribution du TA

J Sous-cutané N Sous-cutané

N Viscéral J Viscéral

Stockage lipidique Stockage lipidique

\ Capacité de &> Stockage au sein du TA
stockage au sein du TA

/M Stockage ectopique
(foie, muscle
squelettique ...)

Figure 13: Conséquences métaboliques de la distribution du TA

L’accumulation de TA au niveau viscéral est plus délétere et plus limitée qu’au niveau sous-cutané,
augmentant ainsi l'inflammation, la résistance a linsuline du TA et aussi dans les organes

périphériques en lien avec I'augmentation du stockage ectopique de lipides.

Le métabolisme des adipocytes, mais aussi la composition en cellules immunitaires, de ces 2
types de TA blanc divergent. Le TAv contient plus de cellules immunitaires que le TAsc et
sécrete plus de cytokines pro-inflammatoires, comme l'interleukine-6 (lI-6) ou le Tumor
Necrosis Factor Alpha (TNF-a) (Hamdy et al., 2006). De plus, les adipocytes du TAv sont plus
sensibles a la lipolyse et moins sensibles a l'insuline que ceux du TAsc. De ce fait, le TAv

possede une plus grande capacité a libérer des acides gras (AG) libres (Einstein et al., 2005).
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Aussi, les adipocytes du TAv sécretent moins d’adiponectine et sont moins sensible au
brunissement. Ces différences dans l'interaction de toutes les cellules composant les
différents dépots de TA peuvent aboutir a une obésité dite “métaboliquement saine” (Figure
13). Dans ce cas, I'accumulation de TA n’est pas associée a des complications métaboliques

(Bluher, 2020 ; Zhao et al., 2024).

Composition cellulaire du TA blanc

La fraction stroma-vasculaire
Au niveau histologique, les adipocytes matures représentent le type cellulaire majoritaire du

TA. Cependant, ce dernier contient de nombreux autres types cellulaires au sein de sa
fraction stroma-vasculaire (FSV). La FSV est un mélange hétérogéne contenant toutes les
cellules non adipocytaires, que I'on peut séparer des adipocytes matures par centrifugation
apres la digestion des tissus. Les cellules de la FSV dialoguent avec les adipocytes matures et
sont impliquées dans la régulation de ’homéostasie du TA, I’expansion du tissu ou encore la

sécrétion d’adipokines.
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Figure 14: Le tissu adipeux blanc et sa diversité cellulaire

Méme si les adipocytes semblent étre prédominants au niveau histologique, le TA contient de
nombreux autres types cellulaires, des cellules immunitaires (majoritairement des macrophages et
les lymphocytes), des cellules endothéliales et des progéniteurs adipocytaires.
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Les progéniteurs adipocytaires
Les adipocytes matures ne sont pas capables de division. Ainsi, pour maintenir ’'homéostasie

du tissu, les nouveaux adipocytes sont issus de la différenciation de progéniteurs au sein de
ce tissu. On estime que ce renouvellement des adipocytes est d’environ 10% chaque année
chez 'homme a I'dge adulte (Spalding et al., 2008). De méme, |'expansion du tissu en
situation de surplus calorique sur le long terme, repose, en partie, sur la différenciation des
progéniteurs. Ce pourcentage de renouvellement semble cependant étre similaire chez les

personnes en situation d’obésité, lorsqu’il est normalisé par le nombre d’adipocytes.

Au sein de la FSV, on retrouve des cellules dotées de multipotence capables de proliférer et
se différencier en plusieurs types cellulaires, ainsi que des fibroblastes déja engagés dans le
lignage adipocytaire, les préadipocytes. Ces derniers sont définis par I'expression du facteur
1 pré-adipocytaire (Pref-1). Son expression est par la suite perdue avec la différenciation
adipocytaire. Par ailleurs, les préadipocytes expriment déja certains marqueurs associés a

I'adipocyte (Sul et al., 2000).

Les cellules multipotentes du TA sont assimilées a des cellules souches mésenchymateuses
(Pittenger et al., 1999). Elles peuvent se différencier en chondrocytes, ostéoblastes et
adipocytes (Baer, 2014; Rodriguez et al., 2005; Zuk et al., 2002). L’analyse des marqueurs de
surface a permis de mieux caractériser ces cellules souches du TA (Rodeheffer et al., 2008).
Elles ont été définies par I'absence d’expression des marqueurs des cellules
hématopoiétiques et endothéliales (c’est-a-dire CD45- et CD31-, ou « Lin- ») et de leur
expression sélective de CD29, CD34, LY6A/Scal et CD24. Une fois isolé, cette population
cellulaire est capable de se différencier en adipocyte in vitro et in vivo. En effet, la
transplantation de ces cellules chez des souris lipodystrophiques permet la régénération du
TA, de normaliser le diabete associé a la lipodystrophie et de rétablir une fonction normale

du TA (Rodeheffer et al., 2008).

L'identification d’autres marqueurs ainsi que la localisation précise des progéniteurs restent
plus discutées. En effet, des études ont identifié une population de progéniteurs
adipocytaires exprimant le récepteur gamma activé par les proliférateurs de peroxysomes
(peroxisome proliferator-activated gamma receptor, PPARy) résidant le long des vaisseaux
sanguins dans le TA blanc. Ces derniéres expriment le marqueur mural (des cellules de paroi

du vaisseau) Pdgfrp (Tang et al., 2008). Des expériences de tracage de lignées ont montré
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que les cellules exprimant Pdgfrf génerent de nouveaux adipocytes dans le TA blanc
épididymaire en conditions obésogenes, contribuant a 10 % a 30 % du total des adipocytes
dans ce dép6t (Gao et al., 2018 ; Vishvanath et al., 2016). Cependant, utiliser PDGFRB pour
identifier les progéniteurs adipocytaires entraine I'inclusion de nombreux types de cellules
non périvasculaires. De plus, les fibroblastes adventifs co-expriment PDGFRB et PDGFRa

(Cattaneo et al., 2020 ; Hong et al., 2015 ; Vishvanath et al., 2016).

PDGFRa a été identifié¢ pour la premiere fois comme un marqueur des cellules
adipogéniques dans le muscle en régénération (Joe et al., 2010 ; Uezumi et al., 2010). De
nombreuses études réalisées par des groupes distincts employant différents rapporteurs de
la lignée Pdgfra-Cre, ont démontré systématiquement le tracage des cellules PDGFRa+ dans
les adipocytes dans le TAsc et le TAv (Berry et al., 2014 ; Cattaneo et al., 2020 ; Han et al,,
2021 ; Sun et al., 2020). Pris ensemble, ces résultats suggerent que les fibroblastes
adventitiels PDGFRa+ (*PDGFRp), plutét que les cellules murales, sont la principale source
de nouveaux adipocytes dans le TAblanc. Par ailleurs, la modulation des niveaux de PDGFRa
des progéniteurs adipocytaires semble aussi importante en condition pathophysiologique
(Marcelin et al., 2017). Il existe en effet des sous-populations de progéniteurs exprimant a la
fois PDGFRa+ et CD9 a un faible niveau (PDGFRa+, CD9low) impliqués dans la formation
d’adipocytes. Au contraire, les progéniteurs PDGFRa+ et CD9high sont impliqués dans la
production de matrice extracellulaire, favorisant la fibrose du TA. Au cours de I'obésité, le
microenvironnement trophique et inflammatoire est ainsi capable de moduler la distribution

et I'activation des progéniteurs participant ainsi au remodelage actif du TA.

Les cellules endothéliales
Les cellules vasculaires du TA constituent une barriére sélective entre le compartiment

sanguin et les cellules au sein du TA. Ce réseau vasculaire est composé de cellules
musculaires lisses, de péricytes et de cellules endothéliales. Les péricytes sont spécialisés
dans la régulation et le maintien des fonctions vasculaires (Imhof and Aurrand-Lions, 2006).
Les cellules endothéliales du TA jouent un role majeur dans le contréle des échanges
trophiques (nutriments, AG, ...), d’hormones, de médiateurs inflammatoires, d’oxygene et
méme de cellules immunitaires (Villaret et al., 2011). La sélection des marqueurs de surface
permet également d’identifier les cellules endothéliales du TA. Elles sont caractérisées par

I'expression de CD34 et CD31. L'adipogenese et I'angiogenése sont deux mécanismes
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interdépendants. En effet, lorsque le TA s’étend, les adipocytes produisent de nombreux
facteurs angiogéniques afin de stimuler la formation de nouveaux vaisseaux (leptine, Facteur
de croissance de I'’endothélium vasculaire (VEGF), ...) (Cao, 2007). Les cellules endothéliales
des vaisseaux nouvellement formés pouvant ainsi favoriser la migration et la différenciation
des pré-adipocytes en adipocytes matures (Crandall et al., 2000; Hutley et al., 2001; Lijnen,
2008; Varzaneh et al., 1994). Aussi, l'inhibition de la signalisation du VEGF par des anticorps
neutralisant anti-VEGFR2 inhibe non seulement I'angiogenese mais aussi I'adipogenese
(Fukumura et al., 2003). Comme pour le renouvellement adipocytaire qui était le méme chez
les personnes en situation d’obésité, il a été montré que le pourcentage de cellules
endothéliales dans la FSV n’était pas corrélé a I'IMC (Miranville et al., 2004). Cependant,
I’expansion pathologique du TA est associée a une altération de I'angiogenése. Une moindre
angiogenese étant est elle-méme corrélée a l'inflammation du TA et a la résistance a
I'insuline (Lijnen, 2008; Nijhawans et al., 2020). En situation d’obésité, le nombre de
capillaires sanguins diminue réduisant de fait les échanges gazeux et trophique. En
conséquence, on observe une hypoxie du TA chez les personnes en situation d’obésité
favorisant la mort cellulaire, la dysfonction et I'inflammation de ce tissu (Pasarica et al.,

2009).

Les cellules immunitaires
Au sein du TA blanc, les cellules immunitaires peuvent représenter jusqu’a 40% des cellules

de la FSV principalement sous forme des macrophages et des lymphocytes. Des
macrophages sont présents dans le TA sans stimulation inflammatoire, on parle de
macrophages résidents. En condition physiologique, ces macrophages participent a la
surveillance immunitaire, et phagocytent les éventuels agents pathogenes et plus
fréquemment les débris cellulaires. Les macrophages de type M2 représentent environ 10%
de la FSV du TA blanc chez les individus normo-pondérés. Cependant, I'obésité augmente
considérablement le nombre de macrophages du TA, aussi bien chez I’'homme que chez les
rongeurs (Harman-Boehm et al.,, 2007; Weisberg et al.,, 2003). Durant I'obésité, un
changement phénotypique dans les macrophages du TA s’opeére, passant d’un profil anti-
inflammatoire de type M2 a un état pro-inflammatoire de type M1» (Lumeng et al., 2007,
2008 ; Nguyen et al., 2007). Ces macrophages de type M1 représentent une source majeure
de cytokines pro-inflammatoires et peuvent étre trouvés autour des adipocytes morts ou

mourants dans le tissu adipeux, formant des structures caractéristiques en forme de
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couronne (crown-like structure, CLS). Cette augmentation s’accompagne de l'activation de
plusieurs voies inflammatoires (Amano et al., 2014 ; Patsouris et al., 2008). L’ablation des
macrophages pro-inflammatoires chez les souris obéses diminue l'inflammation du TA et
augmente la sensibilité a I'insuline (Patsouris et al., 2008). En effet, les macrophages M1
sécretent des cytokines pro-inflammatoires qui inhibent la signalisation insulinique (Osborn
et Olefsky, 2012). De méme, la réduction du recrutement des macrophages dans le TA blanc
améliore les complications métaboliques chez les souris nourries avec un régime obésogéne
(Kanda et al., 2006 ; Weisberg et al., 2006). Au-dela de son réle essentiel dans I'adipogenése,
PPARy semble également impliqué dans la polarisation des macrophages. En effet, la
rosiglitazone, un activateur de PPARy, augmente l'infiltration de macrophages M2 dans le TA
blanc chez les souris recevant un régime riche en graisse (Stienstra et al., 2008 ; Fujisaka et
al., 2009). Aussi, la délétion de PPARy dans les macrophages favorise la prédominance des
macrophages M1 et la diminution des macrophages M2 dans le TA durant I'obésité

(Odegaard et al., 2007 ; Bassaganya-Riera et al., 2009).

Les progéniteurs de PDGFRa se concentrent sur les sites de clairance des adipocytes morts
(CLS), ou ils proliferent et se différencient en adipocytes, attirés par les macrophages M2.
(Lee et al., 2013). Ce recrutement et cette différenciation sont retrouvés dans plusieurs
situations, notamment aprés une alimentation riche en graisses ou a la suite de lésions
tissulaires. Ce dialogue entre progéniteurs et macrophages souligne encore

I'interdépendance des différents types cellulaires au sein du TA.

Cette polarisation M1/M2 des macrophages a depuis été affiné, notamment grace a
I’avancée des techniques de séquencage sur cellule unique, et des localisations des sous-
populations identifiées. On peut notamment citer les macrophages activés
métaboliquement (metabolically activated macrophages, MMe). Ce sous-type de
macrophage est produit en réponse a des niveaux élevés de glucose, d’insuline et de
palmitate. Plutét que d’exprimer les marqueurs M1 classiques, les MMe surexprime le
transporteur de cassette de liaison a I’ATP (ABCA1), le cluster de différenciation 36 (CD36) et
la périlipine 2 (PLIN2), qui sont régulés par PPARy (Kratz et al., 2014). De plus, les
macrophages MMe s’accumulent au niveau des CLS, et peuvent présenter des effets a la fois
bénéfiques et néfastes lors d’'une obésité induite par le régime (Coats et al., 2017). Par

exemple, au cours des premiers stades de I'obésité induite par le régime, les macrophages
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MMe augmentent l'inflammation du tissu adipeux via linduction des marqueurs
inflammatoires tels que le TNF-a, I'lL-6 et I'lL-1B, ainsi que des genes impliqués dans le
métabolisme des lipides, favorisant I'inflammation du TA et une diminution de la tolérance
au glucose. En revanche, a des stades plus tardifs, ils sont plus actifs dans la clairance des
adipocytes morts via leur activité lysosomale, inhibant ainsi I'accumulation de graisse

ectopique et la résistance a l'insuline dans I'obésité induite par le régime.

’adipocyte blanc mature
Comme vu précédemment, I'adipocyte blanc mature est loin d’étre le seul type cellulaire au

sein du TA. Cependant, du point de vue histologique, il est le plus notable. En effet, plus de
90% du volume de I'adipocyte est constitué d’une unique vacuole lipidique (Le Lay et al.,
2015). Le reste de la cellule est composé d’un noyau en périphérie proche de la membrane
plasmique, de quelques mitochondries et autres organites contenues dans un cytoplasme
mince. Les lipides de la gouttelette sont stockés sous la forme d’AG estérifiés sur un
squelette de glycérol, formant ainsi des TG. La vacuole lipidique contient aussi des esters de
cholestérol. Elle est aussi entourée d’'une monocouche de phospholipides et de protéines
comme les périlipines, qui protégent les lipides de I’hydrolyse par les lipases (lipolyse) dans
des conditions basales. La taille de I'adipocyte blanc mature varie donc en fonction des
besoins physiologiques, allant de 20 a 300 um de diamétre (Fujimoto et Parton, 2011;
Stenkula et al., 2018 Sztalryd and Kimmel, 2014).
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Figure 15: L'adipocyte blanc

TA blanc de souris en coloration Hématoxyline/Eosine (A), en microscopie électronique a balayage
(B), et représentations schématiques de I'adipocyte blanc. Echelle 50 um. D’aprés (Cinti, 2018).
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L’adipogenése blanche
La formation d’adipocyte blanc mature est un processus réalisé en plusieurs étapes,

finement régulées au niveau transcriptionnel, grace a divers facteurs environnementaux.
Dans un premier temps, les cellules souches mésenchymateuses deviennent des
préadipocytes en perdant leur capacité de multipotence pour ne conserver qu’un seul
devenir. Les préadipocytes vont par la suite se préparer a la différenciation adipocytaire
durant I’'engagement avant de réellement pouvoir se différencier en adipocyte mature.
L’étude de I'adipogenese est complexe, repose sur le tragage in vivo ou la différenciation in
vitro de fibroblastes immortalisés comme les cellules 3T3-L1 et 3T3-F442A (Russell and Ho,

1976).

BMP
Comme Certaines Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) comme BMP2 et BMP4 sont

nécessaires a I'engagement adipocytaire (Wang et al., 1993; Bowers et al., 2006). Les BMPs
agissent via leur liaison a leur récepteur pour activer le facteur de transcription Small
Mother Against Decapentaplegic (SMAD4) qui est actif avec ses partenaires SMAD1, SMAD5
et SMAD8 (Huang et al.,, 2009). SMAD4 ainsi activé est alors capable de favoriser la
différenciation terminale en stimulant la transcription de géne possédant des éléments de
réponse aux SMADs dans leur promoteur (Massague et al., 2005). De plus, la transcription de
PPARy est aussi augmentée grace aux BMPs et aux SMADs via I'activation de la p38MAPK
(Hata et al., 2003).

ZFP423
La protéine ZFP423, qui posséde un domaine a doigt de zinc, joue un réle essentiel dans

I’engagement adipocytaire. Ce facteur de transcription est enrichi dans les fibroblastes
adipogéniques, ou il agit pour potentialiser la signalisation BMP pro-adipogénique. In vitro, la
délétion de ZFP423 empéche la différenciation adipocytaire des fibroblastes 3T3-L1. De plus,
chez les souris, la délétion du gene codant cette protéine induit une diminution de
I'adipogenése blanche et brune (Gupta et al., 2010). De plus, ZFP423 maintient l'identité
adipocytaire blanche en supprimant le programme de génes thermogéniques des cellules
beiges (Shao et al., 2016). Par ailleurs, I’hypothyroidie est associée a une augmentation du
pourcentage de TA et une augmentation des niveaux de ZFP423 dans le TA blanc (Weiner et
al., 2016). La liaison de la T3 module de facon négative la transcription de ZFP423 (Roth et
al., 2023).
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PPARy

PPARy est I'un des principaux régulateurs de I'adipogenése. Les PPARs appartiennent a la
superfamille des récepteurs nucléaires. Que ce soit dans le TA brun ou le TA blanc, PPARy est
essentiel a I'adipogenése. En effet, les souris invalidées pour PPARy meurent in utero a E10
(Barak et al., 1999) rendant complexe I'étude de ce facteur de transcription. Sa délétion
spécifiguement dans les adipocytes matures entraine une lipodystrophie, affectant le TA
blanc et le TA brun. Selon les études, ce dernier est réduit voire quasi absent (He et al., 2003;
Imai et al., 2004). La lipodystrophie peut étre accompagnée d’une insulino-résistance et
d’une augmentation de dépots ectopique de lipides dans le foie. La délétion inductible de
PPARYy sous le contréle du promoteur de I'adiponectine et de I'activité de la recombinase
CRE ERT2 confirme que PPARy est nécessaire a la survie des adipocytes blancs et bruns
matures (Imai et al., 2004). De méme, la délétion spécifique de PPARy2 induit également une
lipodystrophie dans le TA blanc et le TA brun associée a une insulino-résistance (Jones et al.,
2005). La différenciation in vitro de cellules de la FSV de souris PPARy2 -/- est également

réduite confirmant le role essentiel de PPARy dans I'adipogenése.

Les PPARs sont des facteurs de transcription régulant I'expression de génes cibles possédant,
dans leur promoteur, un site PPAR Response Element (PPRE), sur lequel les PPARs se lient
grace a leurs motifs en doigts de zinc et en hétérodimére avec le facteur de transcription
RXR. Ces récepteurs nucléaires ont été nommés ainsi car leur activation induit la
prolifération des peroxysomes dans le foie (Issemann and Green, 1990). Trois isotypes ont
été identifiés. Il s’agit de PPARa (NR1C1), PPARB/S (NR1C2), et PPARy (NR1C3). Ils régulent
I’expression de divers genes impliqués dans le métabolisme lipidique selon leur distribution

tissulaire.

Au niveau de leur structure, les PPARs partagent de nombreuses similarités. lls sont
composés de plusieurs domaines fonctionnels, notés A/B (c6té N-terminal) a E/F (coté C-
terminal) : nn domaine A/B qui posséde un domaine de transactivation ligand-dépendant
AF-1 (Activation Function-1 motif), un domaine C trés conservé permettant la fixation a
I’ADN du promoteur des génes cibles, au niveau du DBD (DNA Binding Domain), un domaine
D ou « domaine » charniére qui joue un rble conformationnel dans la régulation de

cofacteurs et un domaine E contenant le domaine de fixation du ligand ou LBD (Ligand
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Binding Domain). Le LBD contient aussi le domaine de transactivation ligand-dépendant AF-2
qui lie les corégulateurs (Figure 16).

PPAR protein domains

1| 1(1)0 1]74 2J82 46158
hPPARa A/B C D E
1I 714 11116 2?5 4?1
hPPARf/S A/B C D E
1| 1 (I)Q 1 &133 24}11 475
hPPARy1 A/B C D E
} 1 :IW 2} 1 3} 9 5(1)5
hPPARy2 A/B C D =
1 M I 1l |
DBD Hinge LBD
region
Transactivation Transactivation
(AF-1) (AF-2)
Dimerization Dimerization

Figure 16: Les trois isotypes des PPARs

PPARa, PPARB/S et PPARy partagent la méme structure divisée en quatres domaines D’aprés (Han et

al., 2017).

Au sein du DBD se trouve une structure en doigt de zinc capable de reconnaitre une
séquence de six nucléotides sur le promoteur des génes cibles. Les PPARs se lient a un
partenaire, le récepteur de I'acide 9-cis rétinoique (RXR). Il existe 3 types de RXR, nommés
RXRa, RXRB et RXRy (Shulman et al., 2004; Gearing et al., 1993; Mangelsdorf et al., 1992).
L’hétérodimeére PPAR/RXR reconnait, au niveau de I’ADN, un Peroxisome Proliferator
Responsive Element (PPRE), élément de réponse fonctionnel (Wabhli et al., 1995). Il s’agit de
deux séquences de six nucléotides (AGGTCA) répétées et séparées par un seul nucléotide.
On parle de séquence DR-1 (direct repeat 1) (Figure 17). Les PPARs se lient au premier motif
hexamérique via le DBD alors que la deuxieme séquence est reconnue par le RXR (A et al.,

1997; Chandra et al., 2008).
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Figure 17: Activation transcriptionnelle par les PPARs

Activation transcriptionnelle des PPARs au niveau nucléaire. Liaison des ligands sur I’'hétérodimere
PPAR/RXR (A); Changements conformationnels et assemblages des cofacteurs transcriptionnels
associés (B); Activation du complexe transcriptionnel des genes cibles (C). D’aprés (Rigano et al.,
2017).

La régulation transcriptionnelle des genes cibles des PPARs est médiée par
I’hétérodimérisation entre PPAR et RXR. Mais elle est aussi modulée par le recrutement de
divers cofacteurs. Ce complexe protéique va pouvoir modifier I'accés a la chromatine, le
recrutement de 'ARN polymérase Il pour réguler la transcription de facon positive ou
négative (Spiegelman and Heinrich, 2004). Par ailleurs, les PPARs peuvent directement subir
des modifications post-traductionnelles. Par exemple, la sérine 273 de PPARy peut étre
phosphorylée par Cdk5 (cyclin-dependent kinase 5) et ERK (Extracellular signal-regulated
kinase) dans le TA de souris obeéses et diabétiques (Banks et al., 2015; Choi et al., 2014). Les
agonistes de PPARy inhibent sa phosphorylation par Cdk5 et ERK chez les souris (Choi et al.,
2011). Aussi, les PPARs peuvent étre impliqués dans un controle négatif de la transcription
via une transrépression au lieu d’une transactivation. Enfin, les PPARs peuvent inhiber la
transcription par leur interaction et donc la séquestration d’autres facteurs de
transcriptions. Cette transrépression participe notamment aux effets anti-inflammatoires

des PPARs (Alvarez-Guardia, et al., 2011 ; Vazquez-Carrera et Wahli., 2022).

lls existent deux isoformes de PPARy (Figure 18). PPARy1 et PPARy2, qui sont synthétisées
en fonction d’'un épissage alternatif et de l'utilisation différentielle de promoteurs. Le

transcrit de PPARy2 est plus long de 90 nucléotides, soit 30 acides aminés supplémentaires a
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son extrémité N terminale au niveau protéique (Zhu et al., 1995; Fajas et al., 1997). PPARy1
est exprimé dans de nombreux tissus. En revanche, I'expression de PPARy2 est limitée TA

dans des conditions physiologiques.

PPARyl et PPARy2 sont fortement induits au cours de l'adipogenése mais selon des
cinétiques différentes. Durant I'adipogenése de préadipocytes blancs de souris (3T3-L1),
I'induction de PPARy1l est plus précoce que celle de PPARy2, mais I'expression des deux
isoformes reste similaire dans la phase tardive de différenciation (Jitrapakdee et al., 2005).
De plus I'expression ectopique de PPARy2 est capable d’induire le stockage d’AG et
I'adipogenése hors du TA (Tontonoz et al., 1994) dans le foie ou les muscles. L’obésité peut
induire I'expression de PPARy2 hors du TA (Medina-Gomez et al., 2005). Au contraire, les
souris PPARy2-KO développent une résistance a 'insuline des muscles squelettiques (Virtue

et al,, 2018).
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Figure 18: La structure de PPARG

PPARG peut étre transcrits différemment selon deux codons ATG initiateurs. Au niveau protéique,
PPARG contient de plusieurs domaines fonctionnels. Un domaine A/B qui posséde un domaine de
transactivation ligand-dépendant AF-1 (Activation Function-1 motif), un domaine C comprenant le
domaine de fixation a I’ADN nommé DBD (DNA Binding Domain), un domaine D permettant une
adaptation conformationnelle, un domaine E/F contenant le domaine de fixation du ligand nommé.
Le LBD (Ligand Binding Domain). Le LBD contient aussi le domaine de transactivation ligand-
dépendant AF-2 qui lie les corégulateurs. L'activité de PPARG peut étre modulée de facon post-
traductionnelle, notamment par phosphorylation des sérines 112 ou 273. D’aprés (Wei et al., 2012).
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Les PPARs sont parfois considérés comme des senseurs lipidiques car leurs ligands
endogenes sont de nature lipidique. Les acides gras, surtout les acides gras polyinsaturés
comme pourraient étre des ligands endogenes de PPARy a des concentrations de |'ordre du
micromolaire (Dussault and Forman, 2000; Xu et al., 1999). Des métabolites dérivés des
prostaglandines tels que la 15-desoxy-A'%!-protaglandine J2 (15d-PGJ2) ont été identifiés
comme des agonistes des PPARy induisant I'adipogenése (Forman et al., 1995; Kliewer et al.,
1995). Cependant, in vivo, les niveaux physiologiques de 15d-PGJ2 pourraient étre
insuffisants pour activer PPARy. Le 9- et 13- Hydroxyoctadécadiénoique (HODE, 18 carbones)
sont également des dérivés oxygénés par les lipoxygénases, décrits comme des ligands de

PPARy (Nagy et al., 1998).

Les ligands des PPARs, endogenes et actifs a des concentrations physiologiques sont donc
peu connus. En revanche, des ligands synthétiques et actifs a de plus faibles concentrations
sont bien décrits. Les thiazolidinediones (TZD) sont les principaux agonistes synthétiques de
PPARYy, utilisés des le début des années 1990. IIs sont capables d'augmenter la sensibilité a
I'insuline et de réduire la glycémie chez les patients atteints de DT2. Parmi les TZD, on
retrouve notamment la troglitazone, la pioglitazone et la rosiglitazone. Leur forte affinité
pour PPARy ne fut décrite qu’'en 1995 (Lehmann et al.,, 1995). Dans les années 2000,
Iutilisation thérapeutique des TZD a diminué en raison d’études soulignant leurs effets
secondaires : problémes cardiaques, retenue d'eau, gain de poids par activation de
I'adipogenése, douleurs des membres inférieurs et fractures. Depuis, certaines de ces
molécules ne sont plus utilisées notamment en Europe. Notons tout de méme que les TZD
restent prescrites dans la prise en charge du DT2 aux Etats-Unis, dans pres de 10% des cas

(Arnold et al., 2019).

Les TZD restent cependant largement utilisés en recherche en tant qu’agoniste spécifique de
PPARYy. La rosiglitazone améliore la tolérance au glucose chez la souris délétée pour PPARy1
uniqguement et chez la souris délétée pour PPARy2 uniquement suggérant une certaine
redondance entre yl1 et y2. Cependant, en comparaison de la souris controle également
traitée a la rosiglitazone, I'amélioration de la tolérance au glucose n’est retrouvée que chez
la souris y1 KO suggérant que l'isoforme y2 pourrait étre un médiateur plus puissant de

I’effet antidiabétique de la rosiglitazone (Hu et al., 2022).

53



C/EBP
En plus de PPARYy, I'activation des facteurs de transcription CCAAT enhancer binding protein)

(C/EBP) est essentielle a I'adipogeneése. lls forment des homo- ou hétérodimeéres via leur
domaine leucine zipper et se lient aux régions régulatrices des genes possédant une
séquence CCAAT. L'expression de C/EBPB est induite par I'augmentation d’Adénosine
MonoPhosphate cyclique (AMPc) dans les pré-adipocytes (Cao et al.,, 1991; Zhang et al.,
2004). C/EBPPB et C/EBPS sont induits de facon trés précoce mais transitoire au début de
I’adipogenése (Rosen et MacDougald, 2006). La génération de souris invalidées pour C/EBP
et/ou C/EBPS induit une importante mortalité a la naissance ainsi qu’une lipodystrophie
caractérisée par une absence quasi-compléte de TA (Tanaka et al.,, 1997). L'adipogeneése
embryonnaire ne dépend pas spécifiquement de C/EBPa, probablement parce que C/EBP
partage une certaine redondance fonctionnelle avec C/EBPa. Cette redondance est
cependant limitée a I'embryon, car C/EBPa est requis pour toutes les formes d’adipogenése
chez l'adulte (Wang et al., 2015). De plus, I'expression de C/EBPa est induite plus
tardivement lors de l'adipogenése blanche. Des éléments de réponses aux C/EBPs (CRE,
C/EBP Response element) sont présents sur les promoteurs de C/EBPa et PPARy. Ainsi, ces
deux facteurs de transcriptions maintiennent mutuellement leur expression au niveau

transcriptionnel au cours de I'adipogenése tardive (Lefterova et al., 2008).

Les changements transcriptionnels de I'adipogenése précoce permettent I'expression de
génes adipogéniques comme la Fatty Acid Binding Protein 4 (FABP4), la Fatty Acid synthase
(FASN) ou le transporteur de glucose 4 (GLUT4). Par la suite, le maintien de I'expression de
C/EBPa et PPARy permet |’expression des marqueurs d’adipocytes matures comme
I'adiponectine, la leptine, la périlipine 1 (PLIN1) ou I'adipose triglyceride lipase (ATGL). A ce
stade, I'adipocyte est fonctionnel, capable de stocker I'énergie et de synthétiser les TG mais

aussi de les mobiliser et de sécréter diverses adipokines.

Insuline et glucocorticoides
L'insuline est également un signal essentiel a la différenciation adipocytaire. La perturbation

de la cascade de signalisation de I'insuline, comme le récepteur de l'insuline (Accili et al.,
1991) ou la Phospholnositide 3-kinase (PI3K) (Tomiyama et al., 1995) empéche I'adipogenése
in vitro. De méme, les glucocorticoides sont des hormones stéroides adipogéniques agissant
via leur récepteur spécifiques (Chapman et al., 1985). Dans les préadipocytes, les

glucocorticoides facilitent I'arrét de la prolifération nécessaire a I'adipogenése (Shugart et
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al., 1997). lIs régulent également I'expression des C/EBPs. De plus, le traitement avec des
glucocorticoides sensibilise les préadipocytes aux effets adipogéniques de I'insuline
(Tomlinson et al., 2010). In vivo, les niveaux de glucocorticoides sont soumis a un rythme
circadien. Chez les personnes en bonne santé, les glucocorticoides plasmatiques atteignent
un pic peu de temps aprés le réveil et chutent tout au long de la journée, tandis que chez les
personnes obéses ou diabétiques, les taux élevés de glucocorticoides plasmatiques
persistent favorisant I'adipogenese (Weitzman et al., 1971; Hackett et al., 2014).
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Figure 19: L'adipogenése blanche

Les adipocytes sont issus de cellules fibroblastiques mésenchymateuses multipotentes. Ces
précurseurs peuvent également se différencier en myoblastes, chondroblastes ou osteoblastes. La
signalisation des bone morphogenetic proteins (BMP) notamment BMP4 restreint le devenir de ces
progéniteurs a la lignée adipocytaire dans le cadre d’un processus appelé « engagement ». Au
moment de I'engagement, les précurseurs et expriment le facteur de transcription ZFP423. Lorsque
le préadipocytes engagé arréte sa prolifération, PPARy, C/EBPa et C/EBPB sont activés permettant la
différenciation précoce et I'accumulation de lipides. Il est maintenant prouvé que les adipocytes
matures peuvent subir une dédifférenciation. D’apres (Ghaben et Scherer, 2019).

Plusieurs protéines viennent moduler I'expression et I'activité de PPARy et des C/EBPs. On
peut citer les protéines de famille des Kruppel-like factor (KLFs). KLF5 agit comme un co-
activateur de C/EBPB, ce qui améliore ensuite la transcription de PPARy et C/EBPa (QOishi et
al., 2005). KLF6 est aussi adipogénique en inhibant I'expression de Pref-1 (Li et al., 2005). En
revanche, GATA2 et GATA3 inhibent I'adipogenése des préadipocytes en empéchant la
transcription de PPARy (Tong et al., 2000). EGR1 est un facteur de transcription a doigt de
zinc stimulant I'adipogenése (Boyle et al., 2009). Son expression est induite de facon
transitoire par l'insuline et régule positivement I'expression de la leptine et négativement

celle d’ATGL (Meriin et al., 2022). Bien que I'activation de la signalisation Wnt soit impliquée
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dans la cancérisation et la prolifération cellulaire, elle est un régulateur négatif de
I'adipogenése. La voie canonique stabilise la B-caténine ce qui inhibe la transcription de

PPARYy et de C/EBPa (Ross et al., 2000; Xie et al., 2018).

Finalement, les études de délétion ou surexpression spécifiques, ainsi que les études in vitro
ont permis d’établir les conditions nécessaires a [I'adipogenése. Ainsi, les milieux
adipogéniques contiennent souvent de l'insuline, des hormones thyroides comme la T3, des
agonistes spécifiques de PPARy, un inducteur de I'’AMPc ou inhibiteur de la
phosphodiestérase comme la 3-isobutyl-1-méthylxanthine (IBMX), et un glucocorticoide

comme la dexaméthasone.

Le role des autres PPARs dans le TA blanc

Il existe trois isotypes de PPARs (a, B/S, y). Cependant, seul PPARy semble essentiel a
I'adipogenése in vitro ou in vivo. Il n"'empéche que les autres isotypes sont aussi exprimés
dans le TA blanc. Tous les PPARs partagent de nombreuses similarités de structures, de

fonctionnements et parfois méme de génes cibles.

PPARa
Etant fortement exprimé dans le foie, le réle de PPARa est bien documenté dans ce tissu. Au

niveau hépatique, l'expression de PPARa augmente de maniére significative pendant le
jeline (Kersten et al., 1999; Dalen et al., 2006). Cela permet a I'organisme de s'adapter a la
privation de nourriture en mobilisant les réserves lipidiques et en augmentant la B-oxydation

des acides gras pour produire de |'énergie et la cétogeneése.

Le réle de PPARa dans le TA est moins clair. Dans le TA blanc particulierement, son
expression est basse. Cependant, chez la souris nourrie avec un régime riche en graisse, la
délétion de PPARa dans les cellules exprimant I'adiponectine induit une activation de Ila
Sterol regulatory element-binding protein-1 (SREBP1) et de ses cibles FASN et la Stearoyl-
CoA 9-desaturase (SCD1), associée a une augmentation du marqueur inflammatoire NOS2
(Hinds et al., 2021). Cette augmentation de lI'inflammation n’est observée que chez les
souris males. Aussi, I'expression de PPARa est également diminuée dans le TA blanc de
souris atteintes d’obésité induite génétiqguement ou par I'alimentation. Au contraire, elle est

augmentée dans le TA blanc par le jeine (Goto et al., 2011).
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L’activation pharmacologique de PPARa, par le Wy-14,643, supprime I'augmentation de
I’expression du TNF-a et du MCP-1 dans le TAblanc de souris diabétique KKay par rapport au
véhicule. Ce traitement limite également I’hypertrophie adipocytaire. Le Wy-14,643
maintient également I'expression du récepteur de I'adiponectine (AdipoR)-1 et de I’AdipoR2
dans le TA blanc de ces souris diabétiques (Tsuchida et al., 2005). Par ailleurs, dans
I'adipocyte blanc, PPARa interagit avec PGCla pour induire I'expression de la glycérol kinase
(GK) (Mazzucotelli et al 2007). Cette interaction participe a la réalisation d’un cycle futile

d’hydrolyse des TG et de réestérification des AG.

PPARB/&
Comme l'expression de PPARa est modulée en fonction de I'état nutritionnel dans le TA

blanc et le foie, il peut étre considéré comme un senseur énergétique dans ces tissus.
L'expression de PPARS est également augmentée par je jeline mais dans le muscle
squelettique (Holst et al., 2003). L’expression de PPARB/& augmente avec la différenciation
adipocytaire. In vitro, sa surexpression dans les NIH-3T3 induit la différenciation adipocytaire
et I'expression de marqueurs adipogéniques comme PPARy2 (Hansen et al., 2001). Aussi, la
souris délétée pour PPARB/S a des dépbts de TA gonadiques réduits (Peters et al., 2000). /n
vitro, I'activation de PPARB/& dans les adipocytes et les cellules musculaires squelettiques
favorise I'oxydation et I'utilisation des AG (Wang et al., 2003). Par ailleurs, la surexpression
de PPARPB/6 réduit I'adiposité par augmentation de I'expression des génes de I'oxydation des

AG.

Les fonctions de |"adipocyte blanc

La variabilité de taille d’adipocytes repose principalement sur deux fonctions, la lipogenése
et la lipolyse. Le TA blanc joue un réle crucial dans la régulation de I'équilibre énergétique
par le stockage et la libération des AG, un processus régi par I’équilibre dynamique entre la
lipogenese et la lipolyse. Cet équilibre est essentiel au maintien de I'homéostasie

énergétique, en particulier pendant le je(ine ou I'exercice.
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Passage de acides gras plasmatique vers I'adipocyte
Les AG issus de circulation peuvent étre incorporés a l'adipocyte de fagcon active. lls

proviennent soit de 'alimentation, soit de la lipogenése hépatique. Ces AG sont transportés
dans la circulation, associés a I'albumine ou incorporés dans les TG des lipoprotéines riches
en TG (VLDL, very low density lipoproteins ou chylomicrons). L’adipocyte est capable de
synthétiser et d’exporter une lipase, la lipoprotéine lipase (LPL) vers les cellules
endothéliales. La LPL hydrolyse les TG des lipoprotéines. Les AG ainsi produits pourront
passer la barriere endothéliale de facon passive avant d’étre incorporés a 'adipocyte de
facon active. La souris hétérozygote pour la LPL présente une légere hypertriglycéridémie
quand la souris délétée pour la LPL n’est pas viable et souffre de sévere hypertriglycéridémie
au stade néonatal (Weinstock et al., 1995). Cette hydrolyse est finement régulée par
I'adipocyte, la cellule endothéliale et le statut nutritionnel (Figure 20). En effet, la
transcription de la LPL est sous le controle des facteurs de transcriptions SREBP1 et PPARy.
Son activité catalytique est dépendante de sa maturation par LMF1 (lipase maturation factor
1). La LPL se lie aussi a la glycosylphosphatidylinositol-anchored high density lipoprotein-
binding protein 1 (GPIHBP1) qui la stabilise au niveau de la lumiére du capillaire endothélilal
(Goulbourne et al., 2014, Young et al., 2019). Lors du je(ine, la transcription d’ANGPTL4
(angiopoietin like 4) est augmentée (Wang and Eckel, 2009). Cette protéine inhibe I'activité

de la LPL diminuant de fait I'incorporation des AG dans I'adipocyte.

Fed state

Capillaries

LPL w—»piHBP1

Figure 20: Transport de nutriments vers le TA

En situation nourri, stimulé par des signaux hormonaux comme l'insuline, la capture de nutriments
par les adipocytes est activée. La sécrétion de la LPL par les adipocytes permet I’hydrolyse des TG des
lipoprotéines circulantes au niveau des cellules endothéliales. La LPL est stabilisée par GPIHBP1. Les
AG issus de cette hydrolyse sont captés de fagcon active par I'adipocyte. D’apres (Sakers et al., 2022).
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Ces AG sont ensuite pris en charge par des protéines de l'adipocyte, le récepteurs
membranaire FAT/CD36 (Fatty Acid Translocase/CD36), et d’autres protéines de transports
comme les FATPs (fatty acid transport proteins) et FABPpm (plasma membrane-fatty acid
binding protein) (Endemann et al., 1993; Wu et al., 2006; Kazantzis and Stahl, 2012;
Thompson et al., 2010). Chez la souris, une déficience en CD36 induit une diminution de la
capture des acides gras, et en conséquence une augmentation du taux plasmatique de VLDL
et d’AG libres (Coburn et al., 2000). CD36 semble également impliqué dans I'adipogenese
(Christiaens et al., 2012) et il s’agit d’un gene dont I'expression est régulée par les agonistes
de PPARy (Martin et al., 1998; Motojima et al., 1998). Suite a ce transport actif vers le
cytoplasme des adipocytes, les AG sont pris en charge par des protéines comme FABP4
(Schaffer, 2002) qui est fortement exprimée dans les adipocytes blancs (Chouchani and

Kajimura, 2019).

Synthese des triglycérides
Les AG sont ensuite activés et convertis en Acyl-CoA par les acyl-CoA synthétases. Cette

conversion permet la formation de triglycérides par estérification des AG sur un squelette de
glycérol-3-phosphate (G3P). A I'état nourri, le G3P est produit a partir du glucose pendant la
glycolyse. Le processus d’estérification est réalisé par I'action séquentielle de diverses
enzymes, (acyl transférases, phosphatases d’acide phosphatidique et des diacylglycérol
acyltransférases : GPAT, AGPAT, LIPIN et DGAT. Les DGAT catalysent la formation de TG a
partir du diacylglycérol (DG). Chez la souris, I'ablation spécifique des adipocytes de DGAT1
ou de DGAT2 indique que cette derniére n’est pas nécessaire a la formation des TG dans le
TA. En revanche, DGAT1 joue un rOle important dans la protection du réticulum
endoplasmique (RE) contre les effets lipotoxiques d’un régime riche en graisse (Chitraju et
al.,, 2019). Les intermédiaires de la synthese des TG, I'acide lysophosphatidique, I'acide
phosphatidique et le diacylglycérol sont aussi des précurseurs pour la synthése des

phospholipides (Shi and Cheng, 2009).

La lipogenese de novo
Les AG incorporés dans les TG peuvent également étre synthétisés de facon endogene en

métabolisant du glucose dans le cas de la lipogenese de novo (DNL). Le glucose est
transporté par les transporteurs GLUT1 et GLUT4. Selon I'état nutritionnel et les niveaux
d’insuline, GLUT4 est recruté a la membrane plasmique et permet ainsi au glucose de

pénétrer dans I'adipocyte, ou il est métabolisé lors de la glycolyse (Watson et Pessin, 2001).
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Le pyruvate, produit de la glycolyse, est transformé dans la mitochondrie en acétyl-CoA par
la pyruvate déshydrogénase (PDH) pour entrer dans le cycle de Krebs afin de produire de
I’énergie. Dans le cytoplasme, I'acétyl-CoA peut alors étre synthétisé a partir du citrate issu
du cycle de Krebs par I'action de I’ATP citrate lyase (ACLY) puis I’Acétyl-CoA Carboxylase
(ACC) convertit I'acétyl-CoA en malonyl-CoA (Ishii et al., 2004). Par la suite, la FASN est
responsable de la synthése du palmitate (C16:0). D’autres AG peuvent ensuite étre générés
par I'action d’élongases et désaturases comme ELOVL6 ou SCD1. Ces différents AG peuvent

par la suite étre impliqués dans la synthése de TG (Figure 21).

Le TA blanc est équipé au niveau enzymatique pour réaliser ce type de lipogeneése a partir de
glucose. Cependant, chez I'homme, la DNL est majoritairement hépatique (Diraison et al.,
2003). Chez les patients souffrants d’obesité, les niveaux de GLUT4 et des enzymes
impliqués dans la DNL sont diminués dans le TA alors que la DNL hépatique est augmentée

(Herman et al., 2012; Eissing et al., 2013).
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Figure 21: Métabolisme du glucose et synthése lipidique des adipocytes blancs

GLUT1 et GLUT4 permettent la capture de glucose par I'adipocyte. GLUT4 étant insulino-sensible. La
glycolyse génere du glycérol-3-phosphate, nécessaire a la synthése des TG. La glycolyse permet aussi
la synthése de pyruvate oxydée par le cycle de Krebs pour produire de I'énergie ou de citrate pour la
synthése de novo d’AG. D’aprés (Morigny et al., 2021).
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Régulation de la lipogenese de novo
Les enzymes de la DNL peuvent étre régulés au niveau transcriptionnel, post-traductionnel

mais aussi par les niveaux circulants de glucose et d’insuline permettant la translocation de
GLUT4 a la membrane. Plusieurs facteurs de transcription peuvent moduler I’expression des
enzymes de la DNL (Figure 22). Il s’agit de SREBP1c, du carbohydrate-responsive element-
binding protein (ChREBP) et des liver X receptors (LXRs). Cependant, seul ChREBP semble
réellement étre impliqué dans la DNL de I'adipocyte. En effet, SREBP-1c est un régulateur
majeur de la DNL hépatique car il est a la fois nécessaire et suffisant pour la DNL dans ce
tissu (Kohjima et al., 2008). En revanche, la souris déficiente pour SREBP-1c présente des
niveaux normaux pour les enzymes de la DNL dans le TA blanc (Shimano et al., 1997; Sekiya

et al.,, 2007).

ChREBP, également connu sous le nom de MLXIPL, est un membre de la famille des facteurs
de transcription a motif hélice-boucle-hélice, responsable de la transcription induite par les
glucides des enzymes glycolytiques et lipogéniques (Uyeda et al., 2002; lizuka et al., 2004). II
a deux isoformes, ChREBPa et ChREBPpB, récemment identifié, qui est codée par le méme
géne Mlixipl. ChREBPa est I'isoforme la plus abondante activée la premiere en réponse au
glucose. ChREBPa se fixe sur I'élément de réponse ChoRE. Cependant, pendant le je(ine ou
en présence de faibles concentrations de glucose, ChREBPa est phosphorylée par la Protein
Kinase A (PKA) et I’AMP-activated protein kinase (AMPK) retenant le facteur de transcription
dans le cytosol (Kawaguchi et al.,, 2001; Kawaguchi et al., 2002). L'isoforme ChREBP-B,
dépourvue de la majeure partie du domaine N-terminal inhibiteur du glucose, est
constitutivement active dans la stimulation de I'expression des génes cibles, et sa
transcription est induite de maniére rétroactive par ChREBPa et ChREBPP. La surexpression
de GLUT4 dans les adipocytes augmente |'expression des enzymes lipogéniques, la synthese
des AG, I'accumulation de lipides et I'adiposité par 'induction de I'expression de ChREBPJ
médiée par ChREBPa, mais pas par SREBP1c. Les niveaux de ChREBP dans le TA sont
fortement corrélés a la sensibilité a I'insuline chez 'homme, surtout pour ChREBP et sont
réduits par les régimes riches en graisses ou 'obésité (Herman et al., 2012; Eissing et al.,
2013; Tang et al., 2016). Aussi, la DNL médiée par ChREBP dans les adipocytes a des effets
bénéfiques sur le métabolisme en générant des AG permettant d’augmenter la sensibilité a
I'insuline tels que les fatty acid esters of hydroxy hydroxy fatty acids (FAHFA) (Kursawe et al.,
2013 ; Vijayakumar et al., 2017).
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Figure 22: Réqulation transcriptionnelle de la lipogenése de novo

Aprés la capture du glucose, sa métabolisation en pyruvate suivi de son oxydation par le cycle de
Krebs, le citrate est exporté de la mitochondrie. Il permet la synthése d’Acétyl-CoA, précurseur des
AG grace a l'action de I’ACLY. Au niveau cytosolique, I’Acétyl-CoA est converti en Malonyl-CoA par
I’ACC1. Le palmitate est produit par la FASN. Les autres AG sont issus de I'élongation et la
désaturation par divers enzymes comme SCD1 ou ELOVL6 par exemple. L'expression des genes de la
lipogenése de novo est contrélée par des facteurs de transcriptions, ChREBP et SREBP1, le premier
principalement actif dans le TA alors que le réle de SREBP1 est plus important au niveau hépatique.
D’apres (Song et al., 2018).

Lipolyse
Lorsque les besoins en énergie augmentent, les réserves de l'adipocyte peuvent étre

mobilisées. Cette situation se produit par exemple en période de jeline ou lors d’un exercice
physique. Trois lipases adipocytaires réalisent cette hydrolyse des TG, ATGL, codée par le
géne Pnpla2, la lipase hormono-sensible (HSL), codée par le géne Lipe et la monoacylglycérol
lipase (MGL). A I'issu de ce processus, la majeure partie du glycérol et des AG libres rejoint la
circulation sanguine. Le glycérol rejoint le foie alors que les AG sont acheminés a d’autres
organes périphériques notamment les muscles squelettiques, le cceur et le foie. Une partie
du glycérol, et des AG libres peuvent également étre recyclés et réestérifiés sous forme de

TG.
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L’ATGL catalyse la premiere étape d’hydrolyse des TG dans I'adipocyte. Elle a pour substrat
les TG, qu’elle hydrolyse en une molécule d’AG et un DG (Zimmermann et al., 2004). Chez la
souris, une délétion totale de Pnpla2, ou spécifiques aux adipocytes réduit drastiquement la
lipolyse basale et stimulée (Haemmerle et al., 2006; Ahmadian et al., 2011; Schoiswohl et al.,
2015). L'action d’ATGL est controlée notamment par I’ABHD5 (ou CGI58, Comparative Gene
Identification 58) au niveau de la gouttelette lipidique. Dans des conditions basales, CGI-58
est associé préférentiellement a la PLN1, une protéine structurale des gouttelettes lipidiques
dans les adipocytes. Lorsque la lipolyse est activée, la PLIN1 est phosphorylée par la PKA,
libérant CGI-58 de la PLIN1. CGI-58 peut alors interagir avec I'ATGL, favorisant ainsi la
dégradation des triglycérides (Granneman et al., 2007). L'interaction d’ATGL avec d’autres
protéines comme G0S2 ou FSP27 inhibe son activité (Yang et al., 2010; Grahn et al., 2014).
Au contraire, I'interaction entre FSP27 et PLIN1 favorise la formation de larges gouttelettes

lipidigues (Grahn et al., 2013).

La HSL est la deuxieme enzyme qui intervient dans la lipolyse. Elle hydrolyse le DG, bien
gu’elle présente également une activité d’hydrolyse du TG et méme des monoacylglycérols.
Le déficit en HSL entraine une accumulation de DG dans le TA et une diminution de la
lipolyse stimulée aussi bien chez la souris (Haemmerle et al.,, 2002) que chez 'homme
(Bezaire et al., 2009; Albert et al., 2014, Zechner et Langin, 2014). L'activité d’HSL est
modulée par sa liaison avec la PLIN1 (Wang et al., 2009). Certaines sérines de la HSL peuvent
également étre phosphorylées par la PKA ou la PKG. Ces phosphorylations exposent le site
catalytique de la HSL et permettent sa liaison avec FABP4. Ce complexe HSL-FABP4 peut
alors subir une translocation du cytoplasme vers la gouttelette lipidique. La troisiéme
enzyme, la monoglycéride lipase, catalyse I’"hydrolyse du monoacylglycérol en glycérol et en

acide gras, méme si la HSL est aussi capable de cette hydrolyse (Taschler et al., 2011).

Régulation de la lipolyse
La lipolyse est donc un mécanisme finement régulé, notamment régulée par les protéines

associées a la gouttelette lipidique. Elle peut aussi étre stimulée par les peptides
natriurétiques ANP (Atrial Natriuretic Peptide) et BNP (Brain Natriuretic Peptide) et les
catécholamines (Figure 23). L'innervation sympathique est un point de contréle central de
I'activité lipolytique dans le TA (Bartness et al., 2010). Les catécholamines, telles que la

noradrénaline et I'adrénaline, agissent sur les récepteurs B-adrénergiques, qui sont associés
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a une protéine Gs. On distingue trois types de récepteurs B-adrénergiques B1, B2, B3. Chez
les rongeurs, les trois récepteurs B-adrénergiques sont exprimés dans le TA blanc. Le
récepteur B3 étant prédominant. La souris déficiente pour le récepteur B3-adrénergiques
présente une légére augmentation de I'adiposité (Revelli et al., 1997; Susulic et al., 1995). La
souris n’exprimant aucun récepteur B, est légerement obése en régime controle. Avec un
régime riche en graisses, cette souris développe une obésité massive. (Bachman et al.,
2002). Chez I'homme, les récepteurs B1 et B2 sont impliqués dans I’activation de la lipolyse,
tandis que chez les rongeurs, c’est le récepteur B3 qui est actif. In vitro dans les adipocytes
3T3-L1, sa stimulation induit I'activation de la p38 MAPK (Mizuno et al., 2002). Cependant, le
role du récepteur B3 dans le TA blanc humain reste incertain, car il ne semble pas contribuer
a la lipolyse induite par les catécholamines, bien qu’il soit essentiel pour stimuler la lipolyse
dans le TA brun. L'interaction entre les catécholamines et les récepteurs B-adrénergiques
stimule la production d’AMPc par I'adénylate cyclase, augmentant |’activité de la PKA. Les
peptides natriurétiques, comme I’ANP et le BNP, favorisent également la lipolyse en se liant
a leur récepteur NPRA, qui active la guanylate cyclase et produit du GMP cyclique. La PKG est

également capable de stimuler la lipolyse en phosphorylant la PLIN1 et HSL.

L'insuline est I’hormone principale qui s’oppose a la lipolyse. Dans des conditions basales,
I'insuline inhibe la lipolyse par l'activation de I'enzyme de dégradation de I'’AMPc, la
phosphodiestérase 3B (PDE3B). L’inhibition de la synthése de I'AMPc est médiée par

I'activation des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) anti-lipolytiques Ga.

Il existe de nombreux récepteurs et molécules anti-lipolytiques qui fonctionnent via des
récepteurs couplés aux protéines Gi. Les catécholamines peuvent inhiber la lipolyse
lorsqu’elles se lient aux récepteurs a2-adrénergiques. Que les catécholamines activent ou
inhibent la lipolyse dépend de leur affinité relative pour les récepteurs f1/2-AR et a2-AR.
D’autres récepteurs, tels que le récepteur des prostaglandines E de type EP3, le récepteur a
I’adénosine de type Al, et les récepteurs au neuropeptide Y/peptide YY, a I'acide nicotinique

et au lactate, inhibent également |’activité de I'adénylate cyclase.
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Figure 23: Contrédle de la lipolyse de I'adipocyte blanc

A I'état basal, I'insuline inhibe la lipolyse en activant la phosphodiesterase 3B, diminuant les niveaux
d’AMP cyclique. De plus, la HSL est localisé dans le cytosol. L'interaction entre la PLIN1 et CGI-58
réprime |'activité de I’ATGL. La liaison de '’ANP et du BNP a leur récepteur inactif (NPRC) bloque
I'action lipolytiques de ces peptides. En conditions stimulées, les peptides natriurétiques se lient a
leurs récepteurs actifs (NPRA) augmentant les niveaux de GMP cyclique et I'activité de la PKG. En
paralléle, les catécholamines augmentent 'activité de la PKA. Ces deux kinases phosphorylent et
activent HSL et PLIN1. Aussi, 'activité d’ATGL est augmentée par sa liaison avec CGI-58. D’apres
(Morigny et al., 2021).

L'obésité est caractérisée par une dérégulation de la lipolyse. Progressivement, les
adipocytes atteignent leur limite de stockage des AG. Par ailleurs, la lipolyse basale est
augmentée (Bickerton et al., 2008). En conséquence, les taux circulants d’AG libres
augmentent entrainant une accumulation ectopique de lipides dans les tissus périphériques.
Cette augmentation de la lipolyse basale est en partie médiée par I'effet des cytokines
inflammatoires comme le TNFa, produits majoritairement par les macrophages mais aussi
les adipocytes. En effet, le TNF-a favorise la phosphorylation et diminue I'expression de la

PLIN1 (Zhang et al., 2002; Ryden et al., 2004).
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Fonction sécrétoire

L’adipocyte blanc est ainsi la cellule la mieux équipée pour stocker et mobiliser les lipides.
Cependant, il joue un réle important dans la sécrétion de molécules bioactives. Ces facteurs
pouvant agir sur les cellules voisines (action paracrine) ou sur les cellules d’autres organes

(action endocrine). Les sécrétions du TA pouvant également provenir des cellules de la FSV.

Leptine et adiponectines
La leptine est I'une des premieres adipokines caractérisées (Zhang et al., 1994). La leptine est

une protéine de 16 kDa majoritairement sécrétée par les adipocytes blancs. Ses niveaux
circulants sont donc proportionnels a I'adiposité de Iindividu. Durant ['obésité,
I"augmentation de la leptinémie est associée a une résistance a la leptine (Farooqi and
O’Rahilly, 2014). L'hyperleptinémie participe aussi a I'inflammation du TA en induisant la
production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-6) par les macrophages. La leptine
est une hormone anorexigéne agissant via son récepteur, principalement exprimé dans le
systéme nerveux central, au niveau de I'"hypothalamus (Chen et al., 1996). La leptine régule
également d’autres fonctions comme la fertilité, 'immunité ou encore la formation osseuse

(Friedman et al., 2016).

L'adiponectine est I'autre adipokine majoritaire. Elle est sécrétée par les adipocytes,
principalement ceux du TA blanc. Cependant, les niveaux d’adiponectine sont négativement
corrélés a la quantité de TA (Arita et al., 1999). Sa concentration plasmatique diminue chez
les sujets obéses et/ou diabétiques (Hara et al., 2006). Elle posséde des effets anti-
diabétiques, anti-athérogenes, anti-fibrotiques et anti-inflammatoires (Maeda et al., 2002; ).
Ses effets passent par les récepteurs AdipoR1 et AdipoR2. La liaison de I'adiponectine a ses
récepteurs active I’AMPK dans le foie et le muscle squelettique, améliorant ainsi la sensibilité
a l'insuline et I’'homéostasie glucidique. Cette liaison induit aussi la sécrétion de cytokines
anti-inflammatoires tout en inhibant le recrutement des monocytes (Kadowaki et al., 2006;
Kadowaki et al., 2014). Les récepteurs de I'adiponectine sont aussi exprimés par les cellules
B-pancréatiques. L’adiponectine régule la sécrétion d’insuline et prévient I'apoptose des

cellules B (Dunmore et al., 2013; Ye et al., 2015).

L'adipocyte et les cellules de la FSV sécrétent également de nombreuses cytokines, aussi
bien anti-inflammatoires comme ['Interleukine 10, ou favorisant cette inflammation et la

dysfonction métabolique du TA.
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Cytokines
L'adipocyte est capable de sécréter le TNF-a, il est majoritairement sécrété par les

macrophages qui s’accumulent dans le TA durant I'obésité (Weisberg et al., 2003; Coenen et
al., 2007). Le TNF-a favorise le développement de l'insulinorésistance dans le TA et les
muscles squelettiques en augmentant la phosphorylation inhibitrice d’IRS1 tout en
diminuant la translocation de GLUT4 (Cawthorn and Sethi, 2008; Steinberg et al., 2006). En
présence de glucose, le TNF-a augmente aussi la lipolyse (Green et al., 2004). Cette lipolyse
dépendante du TNF-a est normalisée par le traitement avec les thiazolidinediones indiquant
un role de PPARYy (Souza et al., 1998). Le TNF-a, I'll-6 et le facteur de croissance transformant
béta (TGF-B) sont aussi des cytokines inhibant la différenciation adipocytaire (Gustafson et

al., 2006; Alessi et al., 2000; Ignotz et al., 1985).

L'IL-6 est une autre cytokine dont les niveaux sont positivement corrélés a l'insulino-
résistance. L'll-6 inhibe la phosphorylation d’IRS1 sur résidus tyrosine en réponse a l'insuline
(Rotter et al., 2003). Chez la souris, I'invalidation du géne de I'lL-6 favorise I'obésité et
I'intolérance au glucose (Stenlof et al., 2003), qui peuvent étre corrigées par l'injection
centrale d'IL-6 (Wallenius et al., 2002). L'implication de la signalisation de I'IL-6 dans la
dysfonction du TA a été confirmé par I'étude de la délétion spécifique du récepteur de I'lL-6

(IL-6RA) dans les cellules myéloides (Mauer et al., 2014).

Chez les rongeurs et 'homme, I'expression au sein du TA de MCP1, une protéine
chimioattractante des monocytes, est augmentée proportionnellement a I'adiposité. Les
niveaux circulants de MCP1 augmentent avec I'obésité et diminuent aprés un traitement par
thiazolidinediones. La délétion du gene codant pour MCP1 atténue le développement de
I'obésité chez les souris nourries avec un régime riche en graisses, en réduisant le
recrutement de macrophages inflammatoires, en augmentant I'expression de I'adiponectine
et améliorant la tolérance au glucose et la sensibilité a I'insuline (Weisberg et al., 2006). Par
ailleurs, cette délétion induit également le brunissement du TAblanc (Rajasekaran et al.,

2019).
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Lipokines
Le métabolisme actif des lipides dans I'adipocyte ne permet pas uniquement la synthese de

lipides de structures, leur stockage et leur mobilisation. L’adipocyte sécrete également de
nombreux lipides bioactifs, les lipokines. Les produits de lipolyse peuvent par exemple
réguler I'expression des genes cibles de PPARa au niveau hépatique durant le jeline ou la

stimulation B3-adrénergique (Montagner et al., 2016; Fougerat et al., 2022).

En 2008, I'étude de souris invalidées pour FABP4 a identifié le palmitoléate comme une
lipokine (Cao et al., 2008). Sa sécrétion est en effet largement augmentée chez la souris
FABP4-/- qui est protégée de I'obésité et de la stéatose hépatique induite par I'alimentation
et présente une meilleure sensibilité a I'insuline. Le palmitoléate est un AG monoinsaturé
issu de la DNL. Chez la souris, la supplémentation en palmitoléate réduit I'athérosclérose
(Cimen et al., 2016), améliore I'"homéostasie du glucose (Yang et al.,, 2011). Au niveau
hépatique, cette supplémentation supprime linflammation malgré linduction d’une
stéatose (Guo et al., 2012), notamment en ciblant les macrophages. Cependant, les liens
entre palmitoléate et sensibilité a I'insuline restent plus difficiles a établir chez 'homme
(Frigolet et al., 2017; Trico et al.,, 2020). Notons cependant que le palmitoléate inhibe
I’expression d’UCP1 (lwase et al., 2020). Ces effets bénéfiques au niveau inflammatoire et

métabolique semblent donc indépendants de la thermogeneése.

La surexpression de GLUT4 dans I'adipocyte a mis en évidence une nouvelle classe de lipides
bioactifs sécrétés par le TA (Yore et al., 2014). Il s’agit des esters d'acides gras d'acides gras
hydroxylés (Fatty acid esters of hydroxy fatty acids, FAHFAs). Chez la souris, I'administration
de certains FAHFA améliore 'homéostasie glucidique en augmentant la sécrétion d’insuline
et de GLP-1. Cette classe de lipides est dépendante de la présence de ChREBP (Vijayakumar
et al., 2017). Chez la souris et ’'homme, les niveaux de certains FAHFAs sont corrélés a la
sensibilité a l'insuline dans plusieurs organes comme le foie, les muscles ou le TA. lls
pourraient agir en activant GPR120 dans I'adipocyte pour augmenter le transport de glucose
ainsi que GPR40 des cellules B-pancréatiques (Syed et al., 2018). Cependant, d’autres études
ne retrouvent pas ces effets bénéfiques soulignant la difficulté d’étude et d’utilisation de

cette classe de lipides bioactifs (Pflimlin et al., 2018; Syed et al., 2018).
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Les sécrétions du TA peuvent directement se retrouver dans la circulation. Elles peuvent
également étre transportées par des vésicules. C’est le cas par exemple des micro-ARNs (mi-
ARN), des ARNs non codants régulateurs principalement transportés par le biais d’exosomes
(Huang-Doran et al., 2017). La transplantation de TA a montré que ce tissu est a I'origine de
nombreux mi-ARNs pouvant réguler I'espression génique dans plusieurs organes notamment
le foie (Thomou et al.,, 2017). La communication intercellulaire via ces vésicules extra-
cellulaires provenant du TA fait I'objet d’une recherche intense (Crewe et al., 2022 ; Liu et

al., 2023)
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C) Le tissu adipeux thermogénique

Historique

L’organe adipeux est donc est bien plus qu’un simple organe de réserve. Il est extrémement
diversifié et plastique. Le TA blanc divisé en plusieurs dépodts selon leurs localisations et leurs
roles dans le développement de I'obésité. Il existe également un autre type de TA, le TA brun
ou thermogénique, dont la principale caractéristique est de libérer de I'énergie sous forme
de chaleur. Le TA thermogénique a connu un regain d’intérét lors de mise en évidence chez
I’adulte. Ce tissu est pourtant décrit depuis le 16éme siecle chez les mammiferes hibernants.
Cependant, la capacité thermogénique du TA brun n’a été mise en évidence que dans les
années 1960 (Donhoffer et al., 1964; Smith, 1962). Ce tissu est spécialisé dans la production
de chaleur, sans nécessiter de contraction musculaire. Cette capacité permet une
thermogeneése sans entraver |'utilisation normale des muscles. Le TA brun est présent chez
les rongeurs tout au long de leur vie, mais il diminue rapidement apres la naissance chez les
mammiféeres de grande taille. Notons que le porc ne posséde pas de TA brun actif a la

naissance (Berg et al., 2006).

Indispensable pour les animaux hibernants (Smith and Hock, 1963), le TA brun est aussi trés
important chez I'homme lors de la naissance pour compenser le passage d’un
environnement a 37°C a un environnement a 20-25°C. (Aherne and Hull, 1966; Himms-
Hagen et Ricquier, 1997; Nicholls and Locke, 1984). Cette capacité est d’autant plus
importante que les nouveau-nés sont incapables de frissonner. Le TA brun est ainsi présent

autour de la circulation qui arrive et repart du coeur (Enerback, 2010).

En 1902, le biologiste japonais Hatai a observé pour la premiere fois le TA brun
interscapulaire et supraclaviculaire chez les feetus humains. Il a longtemps été admis que les
capacités thermogéniques du BAT diminuaient apres la naissance, méme si le TA brun reste
présent chez I’enfant durant les premiéres années (Heaton, 1972). Chez I'adulte le TA brun
n’était retrouvé que dans des contextes bien particuliers. Les patients adultes atteints de
phéochromocytome, une pathologie caractérisée par une sécrétion excessive d’adrénaline

présentent une suractivation de leur TA brun (Ricquier et al., 1982, Geslot et al., 2019).
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Présence de TA brun actif chez I'adulte

La premiére preuve de la présence de dépdts thermogéniques fonctionnels chez I'adulte est
venue d’études cliniques en radiologie. Jusqu’en 2002, peu d’études fonctionnelles étaient
réalisées chez 'homme et la présence de TA brun n’était établie que par I'analyse
histologique puis I'expression de la protéine découplante 1 (UCP1), acteur clé de la
thermogenése. La tomographie a émission de positons PET-CT (positron emission
tomography-computed tomography) trace I'incorporation d’un analogue non-hydrolysable
du glucose, le 18-FDG (18-fluorodeoxyglucose), permettant de visualiser les tumeurs qui
sont des tissus métaboliquement tres actifs. Le PET-CT scan a mis en évidence des zones a
forte activité métabolique au niveau du cou ayant la densité du TA (Hany et al.,, 2002;
Cohade et al., 2003). En combinant cette nouvelle technique d’imagerie et des biopsies
réalisées dans ces zones, plusieurs études ont confirmé en 2009 que ces zones
d’incorporation de 18-FDG correspondaient a du TA brun fonctionnel (Cypess et al., 2009;
van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen et al.,, 2009) (Figure 24). D’autres dépots
fonctionnels chez I'adulte ont été mis en évidence, notamment au niveau supraclaviculaire,

cervical et axillaire (Leitner et al., 2017) (Figure 25).

Dés lors, I'étude du TA brun connu un véritable regain au sein de la communité scientifique
et fut considéré comme une nouvelle piste dans la lutte contre I'obésité et les comorbidités
associées. En effet, la prévalence de TA brun est corrélée de facon négative a I'lMC. De plus,
la présence de dépots thermogénique est associée négativement au taux circulant de
glucose. Aussi, I'obésité viscérale est négativement associée a |'activité du TA brun (Kulterer

et al.,, 2022).

6T y T

Figure 24: Présence de tissu adipeux thermoénique actif chez 'hnomme adulte

PET/CT scans aprés et avant expostion au froid (16°C) chez un méme individu (D’aprés van Marken
Lichtenbelt et al., 2009).
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Figure 25: Distribution anatomique du tissu adipeux brun chez la souris et 'hnomme

Le tissu adipeux thermogénique a longtemps été considéré comme n’existant que chez les rongeurs,
les mammiféres hibernants et le nouveau-né. Il est principalement concentré au niveau
interscapulaire et périrénal. Cependant, la médecine nucléaire a mis en évidence en 2009 I'existence

de tissu adipeux thermogénique actif chez I'adulte. D’apres (Cohen et Kajimura, 2021).

L’adipocyte brun

Au niveau cellulaire, le TA brun est constitué d’adipocytes matures, de pré-adipocytes
engagés dans la différenciation ainsi que des cellules composant la fraction stroma-
vasculaire. L’adipocyte brun reste un adipocyte. Ainsi, il peut stocker I'énergie sous forme de
TG, mais dans une moindre mesure que l'adipocyte blanc. Egalement doté de fonction
lipolytique, I'adipocyte brun va, contrairement au blanc, utiliser localement les AG pour
produire de la chaleur, et mettre a disposition cette énergie aux autres organes. Cette
capacité relative de stockage peut étre augmentée en cas de balance énergétique excessive
ou lorsque [I'environnement correspondant a la thermoneutralité, c’est-a-dire la
température a laquelle le corps ne dépense pas d’énergie pour maintenir constante sa
température corporelle. J'ai eu I'opportunité de discuter I'intérét de la thermoneutralité en
expérimentation animale (Annexe 1). En effet, encore aujourd’hui, la grande majorité des
études animales sont menées a 22°C. Cette température est en deca de la thermoneutralité
de la souris. Ainsi, a 22°C, la souris est en situation de stress thermique ce qui impacte
fortement le métabolisme du TA thermogénique (Figure 26) mais aussi d’autres tissus

également.
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Ces différences sont accompagnées de différences morphologiques. L’adipocyte brun
contient de nombreuses petites gouttelettes lipidiques, une forte densité mitochondriale
riches en chaines respiratoires et cytochrome ¢ (Tam et al., 2012). |l est également bien plus
petit que l'adipocyte blanc avec environ 20-50 pum de diameétre. Son noyau n’est pas
repoussé pres de la membrane. Ainsi, I'adipocyte a plutét une forme multiloculée
polygonale. En plus d’étre plus nombreuses que dans I'adipocyte blanc, les mitochondries
ont une morphologie particuliere, avec un trés grand nombre de créte mitochondriales et

expriment la protéine découplante UCP1.

Gouttelettes >
lipidiques

Figure 26: Morphologie du tissu adipeux brun

Coloration Hématoxyline/Eosine de coupe histologique de tissu adipeux brun (TA brun) de souris a
30°C (A) ou 22°C (B), TA brun de souris en microscopie électronique a balayage (C), photo d’un
adipocyte brun en microscopie électronique a transmission (D) et sa représentation schématique €.
Echelle 20 um (A,B), grossissement 4000x. (C, D) d’apres (Cinti, 2018).

Innervation et vascularisation

A la différence du TA blanc, les dépbts de TA brun sont richement vascularisés et les
adipocytes bruns sont directement innervés par des fibres sympathiques, et trés peu de
fibres parasympathiques. Seul le TA brun médiastinal possede une innervation

parasympathique (Giordano et al., 2004).
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La température de I'environnement est détectée par des thermosenseurs comme la famille
des canaux ioniques TRP (transient receptor potentiel), exprimés notamment a la surface de
la peau et au niveau du systeme nerveux central (Morrison et al., 2012). Il existe des
récepteurs TRP sensible au froid, le TRPMS, et trois récepteurs sensibles au chaud, TRPV1, 3
et 4 (Morrison et al., 2012). L'activation de ces thermosenseurs est intégrée au niveau
central au niveau du noyau pré-optique de I’hypothalamus. (Schepers and Ringkamp, 2010).
Lors d’une exposition au froid, ce dernier active le systeme nerveux central pour stimuler le

systéme nerveux sympathique qui va sécréter de la noradrénaline.

La couleur caractéristique du TA brun est aussi due a son importante vascularisation. Elle
permet a la fois, un transport efficace de divers substrats énergétiques ainsi qu’une
meilleure distribution de la chaleur générée par ce tissu aux autres organes via la circulation.
En comparaison du TA blanc, la densité vasculaire du TA brun est 5 a 10 fois supérieure
(Lever et al., 1985). Une exposition au froid induit a la fois une augmentation locale du flux
sanguin au niveau du TA brun ainsi qu’une angiogenese dans ce tissu. Cette
néovascularisation est liée a I'expression de VEGFA (Sun et al., 2014; Zhao et al., 2018). Au
contraire, la délétion du VEGFA entraine une diminution du réseau de capillaire associé au
blanchiment du TA brun (Shimizu et al., 2014). Pour optimiser les échanges de nutriments et
de chaleur, la stimulation sympathique peut aussi induire une vasodilatation via la

production d'oxyde nitrique (NO).

L’adipocyte beige

Les adipocytes bruns décrits chez la souris, ou chez le nouveau-né se trouvent au sein de
dépobts clairement définis, entourés par un tissu conjonctif, les séparant du TA blanc
environnant. Cependant, ces adipocytes ne sont pas les seuls dotés de capacités
thermogéniques. Dés les années 1980, des adipocytes morphologiquement proches des
adipocytes bruns ont été identifiés au sein de dépots de TA blanc apres une exposition au
froid (Young et al., 1984). Ce méme type d’adipocytes a été retrouvé dans du TA blanc aprés
une stimulation avec des agonistes des récepteurs B3-adrénergiques (Cousin et al., 1992 ;
Guerra et al., 1998). Ces adipocytes, appelés brites (pour « brown in white ») ou beiges ont
donc une morphologie proche des adipocytes bruns classiques (Petrovic et al., 2010; Wu et
al., 2012) (Figure 27). lls possédent aussi un profil d’expression intermédiaire entre celui des

adipocytes blancs et celui des adipocytes bruns, avec des niveaux importants d’'UCP1 par
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exemple (Wu et al., 2012). Par ailleurs, ces adipocytes beiges contiennent de nombreuses
mitochondries et une gouttelette lipidique multiloculaire (Sidossis and Kajimura, 2015). Ils
émergent dans le TA blanc sous-cutané dans un processus appelé browning ou
brunissement. Cette capacité en revanche quasiment absente dans les dépots de TA blanc

viscéraux (Walden et al., 2012).

Figure 27: Adipocyte beige et adipocyte brun

Expression d’UCP1 par immunohistochimie (IHC) dans le tissu adipeux beige et brun (Echelle : 20 um)

Ces adipocytes possédant des caractéristiques thermogéniques au sein du TA blanc sont
d’un grand intérét thérapeutique. Mais d’ou proviennent ces adipocytes ? Acquiérent-ils un
phénotype thermogénique a partir d’adipocyte blanc mature ? Dans ce cas, ils seraient issus
d’une conversion ou transdifférenciation. On peut également penser a une différenciation
de novo a partir de précurseurs spécifiques et différents des précurseurs des adipocytes

blancs. Il existe des arguments en faveur des deux hypotheses.

Transdifférenciation et différenciation de novo
In vivo, le tracage inductible d’adipocytes matures juste avant une stimulation B3-

adrénergique a mis en évidence I'émergence d'adipocytes beiges non marqués, donc issus
de la différenciation de novo de précurseurs (Wang et al. 2013). L’exposition au froid peut
induire une prolifération cellulaire dans le TA brun (Lee et al.,, 2015). PDGFRa (Platelet-
derived growth factor receptor a) a également été décrit comme un marqueur de
progéniteurs adipocytaires pouvant donner des adipocytes blancs, beiges ou bruns au sein
de TA en fonction du contexte environnemental ou nutritionnel. Apres huit semaines de
régime riche en graisse, les cellules PDGFRa positives sont capables de donner des
adipocytes blancs alors qu’elles se différencient en adipocytes thermogéniques en réponse a

une stimulation f3-adrénergique (Lee et al., 2012).
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D’autres études indiquent au contraire, que les adipocytes beiges sont issus de
transdifférenciation (Rosenwald et Wolfrum; 2014). Au sein du TA blanc inguinal, la
présence d’adipocytes multiloculés et exprimant UCP1 n’est pas obligatoirement associée a
de la prolifération cellulaire (Barbatelli et al., 2010; Lee et al.,, 2015). De méme, le
brunissement du TA blanc n’est pas toujours associé a une augmentation de la quantité
d’ADN dans le TA blanc, caractéristique de la prolifération cellulaire (Himms-Hagen et al.,
2000). Le suivi d’adipocytes matures a mis en évidence I'émergence d’adipocytes beiges

issus de ces adipocytes matures uniloculés aprés une exposition au froid (Lee et al., 2015).

Par ailleurs, le tracage d’adipocytes beiges a montré qu’ils peuvent perdre leurs
caractéristiques thermogéniques, retrouver un profil d’expression génique et une
morphologie proche des adipocytes blancs en cas de retour a la thermoneutralité (Lee et al.,
2015; Rosenwald et al.,, 2013). In vitro, plusieurs modeles expérimentaux, notamment
humains, permettent de mimer cette transdifférenciation. On peut citer par exemple les
cellules hMADS ou les agonistes de PPARy permettent la conversion vers un phénotype

thermogénique (Elabd et al., 2009; Pisani et al., 2011, Ghandour et al., 2016).

Les deux hypotheéses concernant I'origine des adipocytes beiges semblent donc coexister.
L’émergence de tels adipocytes étant un phénoméne dynamique qui varie selon les dépots
adipeux, I’environnement la température, 'ampleur et la durée de la stimulation nécessitant
une thermogenése accrue. Les nouvelles techniques comme I'analyse transcriptionnelle
spatiale, le séquencage sur cellule ou noyau unique permettent d’affiner les connaissances a

ce propos (Maniyadath et al., 2023 ; Gupta et al., 2023 ).

Origine des adipocytes bruns

Le tracage cellulaire chez la souris a mis en évidence I'origine commune des myocytes et des
adipocytes bruns. Ces deux types cellulaires dérivent de précurseurs exprimant le facteur de
régulation myogénique Myf5. (Seale et al., 2008). Les précurseurs d’adipocytes blancs
n’expriment pas Myf5 (Figure 28). Au niveau embryonnaire, chez la souris, le suivi d’un autre
facteur myogénique, Pax7, a montré que la divergence entre les myoblastes et les
progéniteurs d'adipocytes avait lieu entre les jours embryonnaires 9,5 et 11,5 chez les souris

(Lepper and Fan, 2010; Seale et al., 2000).
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Différenciation des adipocytes thermogéniques

EBF2
Le facteur Early B Cell Factor-2 (EBF2) a d'abord été décrit comme un marqueur de

différenciation brune (Jimenez et al., 2007) également impliqué dans le maintien de cette
identité via son interaction avec PPARy (Rajakumari et al., 2013). La souris délétée pour EBP2
voit I'expression des marqueurs thermogénique réduite alors que celle des marqueurs
adipogéniques n’est pas modifiée. Au contraire, son expression forcée dans les cellules
musculaires induit la différenciation brune. Cependant, I'expression d’EBF2 semble jouer un
réle important encore plus précoce que 'adipogenése. EBF2 est, en effet, un marqueur des

précurseurs adipogéniques thermogéniques (Wang et al., 2014).

PRDM16
Une fois engagée, l'un des principaux facteurs de la différenciation en adipocyte

thermogénique est la protéine PR domain containing 16 (PRDM16). L'expression de ce
facteur de transcription avec structure en doigt de zinc augmente fortement lors de la
différentiation des adipocytes bruns in vitro (Seale et al., 2007). PRDM16 controle I'équilibre
entre la différenciation en adipocytes thermogéniques et en cellules musculaires. En effet,
I'expression ectopique de PRDM16 dans des précurseurs myogéniques inhibe les génes
caractéristiques des myocytes comme MyoD et la myogénine et induit la différenciation en
adipocytes bruns en (Kajimura et al., 2009; Seale et al., 2008). Au contraire, la délétion de
PRDM16, spécifiqguement dans les précurseurs bruns de souris, inhibe la différenciation en
adipocytes bruns tout en induisant celles des myocytes (Seale et al., 2008 ; Seale et al.,
2007). L’expression ectopique de PRDM16 dans le TA blancs induit son brunissement
(Kajimura et al., 2008; Seale et al., 2011; Seale et al., 2007). Le r6le de PRDM16 passe par son
interaction avec d’autres facteurs impliqués dans la régulation transcriptionnelle comme les
PPARs ou les C/EBPs (Hondares et al.,, 2011; Kajimura et al., 2009). PRDM16 peut étre
stabilisé ou voir sa demi-vie augmentée notamment par les agonistes de PPARy (Ohno et al.,

2013; Wang et al., 2022).

PGCla et RIP140
La différenciation en adipocyte brun est associée a une forte augmentation de la biogeneése

mitochondriale grace a PCGla (peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1a).

PCGla est un coactivateur interagissant avec plusieurs facteurs de transcriptions tels que
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PPARy, RXR et le thyroid hormone receptor (TRE) (Hondares et al., 2006). Son expression
n’est pas nécessaire a la différenciation en adipocyte brun. Cependant, elle est induite dans
certains adipocytes du TA blanc a la suite d'une exposition au froid. De plus, la délétion du
gene codant pour PGCla chez la souris entraine une intolérance au froid (Lin et al., 2004). A
I'inverse, sa surexpression dans les adipocytes blancs augmente les niveaux d’UCP1 et la

biogenése mitochondriale (Mazzucotelli et al., 2007; Tiraby et al., 2003).

L'expression de PGCla est contrOlée négativement par RIP140, qui inhibe également la
différenciation brune (Hallberg et al., 2008). En effet, la délétion de RIP140 induit le
brunissement du TA blanc (Sawada et al., 2010; Kiskinis et al., 2014). RIP140 peut aussi
séquestrer PGCla pour inhiber la formation du complexe PPARy/PGCla au niveau du
promoteur d’Ucpl (Wang et al., 2008). RIP140 contréle aussi la biogenese mitochondriale

dans le TA, le muscle squelettique et cardiaque (Powelka et al., 2006; Chen et al., 2012).

PPARy
PPARy est également un gene essentiel a la formation et Il'activation d’adipocytes

thermogéniques. Les souris présentant une mutation dominant négative de PPARy (P465L)
présentent un développement de TA normal. Cependant, cette mutation inhibe le
brunissement du TA blanc a 4°C (Gray et al., 2006). Ces données couplées a |'effet des
agonistes de PPARy sur l'induction du programme thermogéniques indiquent que PPARy est
nécessaire a la fonction thermogénique. Plus récemment, |'utilisation de modele de délétion
spécifique du TA brun a permis d’affiner I'étude de PPARy car celui est fortement exprimé
dans tout le TA aussi bien blanc que brun. La délétion de PPARy sous le controle du
promoteur UCP1 a confirmé que PPARy était nécessaire pour maintenir la capacité
thermogénique des adipocytes bruns matures en réponse a l'activation de la voie B3-
adrénergique par le CL316,243 (Lasar et al., 2018). A 22°C, |I'absence de PPARYy réduit aussi la

taille du BAT et I'expression des genes thermogéniques.

En plus de I'analyse des mutations affectant les PPARs et I’étude de modeles transgéniques,
le r6le des PPARs peut également étre étudié grace a une approche pharmacologique. Ces
membres de la superfamille des récepteurs nucléaires sont stimulés par les acides gras, les
dérivés d’acides gras et les eicosanoides a des concentrations de I'ordre du micromolaire.

Cependant, l'identité de ces ligands endogenes en conditions physiologiques reste discutée.
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Ainsi, de nombreux ligands synthétiques ont été développés avec des activations obtenues a

de plus faibles concentrations, sans activer les autres PPARs.

La présence d’agonistes de PPARy est fréquemment retrouvée dans tous les milieux
adipogéniques in vitro. La rosiglitazone fait partie de la famille des thiazolidinediones (TZD).
Elle regroupe des agonistes synthétiques de PPARy utilisés pour améliorer la sensibilité a
I'insuline chez les patients atteints de diabéte de type 2. En recherche, la rosiglitazone est
également beaucoup utilisée pour la conversion d’adipocytes blancs en adipocyte
thermogénique, murins ou humains (Petrovic et al., 2009 ; Pisani et al., 2011). Dans le TA
blanc sous-cutané, la rosiglitazone induit le brunissement par stabilisation de la protéine
PRDM16 (Ohno et al., 2012). Notons que cet effet est beaucoup moins marqué dans le TA
blanc épidydimal. De méme, I'effet adipogénique de la rosiglitazone est plus faible pour
induire la différenciation adipocytaire des cellules issues de la FSV de TA blanc épidydimal

(Schulz et al., 2010).
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Figure 28: Lignage cellulaire des adipocytes blancs, beiges et bruns

Le marqueur myogénique Myf5 est caractéristique des précurseurs des adipocytes du tissu adipeux
brun, contrairement aux adipocytes beiges au sein du TA blanc, exprimant plutot EBF2. L'expression
de PRDM16 est constitutive dans les adipocytes bruns alors qu’elle peut étre induite dans les
adipocytes beiges par divers signaux environnementaux. Le phénotype thermogénique de ces
derniers est aussi dynamique. D’apreés (lkeda et al., 2018).
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Les cellules hMADS

Origine et description des cellules
Le laboratoire dans lequel je réalise mes travaux de thése a mis au point un modeéle d’étude

in vitro d’adipocytes humains, les cellules hMADS pour human Multipotent Adipose-Derived
Stem cells (Rodriguez et al., 2004). Les cellules hMADS sont non transformées et possedent
un caryotype normal. Elles sont également capables d’auto-renouvellement sans
tumorigénicité, pendant des dizaines de passages (Zaragosi et al., 2006). In vitro, les cellules
hMADS peuvent se différencier en ostéoblastes, en chondrocytes ou en adipocytes selon le
milieu de culture (Figure 29). In vivo, les cellules hMADS peuvent également participer a la
régénération osseuse et musculaire (Elabd et al., 2007; Rodriguez et al., 2005). Les cellules
hMADS ont été établies a partir de plusieurs donneurs de sexe masculin et féminin. Les
travaux présentés par la suite sont issus des cellules hMADS3 provenant du TA blanc pré-
pubien d’un donneur de sexe masculin agé de 4 mois. Non différenciées, les cellules hAMADS

sont de type fibroblastique.

o ]
hT - e sk

Chondroblastes

Adipocyte

Figure 29: Les différentes différenciations des cellules hMADS

Différenciation des cellules hMADS en adipocytes mature
L’obtention d’adipocytes matures a partir des cellules hMADS nécessite une vingtaine de

jours. La prolifération des cellules hMADS est réalisée en présence de sérum de veau feetal
et d’un facteur mitogénique FGF2 (ou B-FGF) (Zaragosi et al., 2006). Lorsque la confluence
est atteinte, le FGF2 est retiré du milieu durant deux jours pour permettre aux cellules

hMADS d’arréter la prolifération et de sortir du cycle cellulaire.
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Par la suite, les cellules hMADS sont maintenues dans un milieu sans sérum et avec un
mélange d’inducteurs pour démarrer le programme de différenciation adipocytaire. Toute la
différenciation se fait en présence d’insuline, de transferrine et de T3. Durant |I'engagement
adipocytaire, soit les premiers jours de culture sans sérum, un mélange d’inducteurs est
ajouté, contenant des glucocorticoides (dexaméthasone), un inhibiteur des
phosphodiestérases (3-isobutyl-1-methylxanthine ou IBMX). Aprés deux jours, le mélange
d’inducteurs est complété par un agoniste de PPARy, la rosiglitazone. L'IBMX et la
déxamthasome sont retirés au jour 4. La rosiglitazone est maintenue du jour 2 au jour 9.
Cela entraine la formation de gouttelettes lipidiques intracellulaires et la différenciation des
cellules hMADS en adipocytes blancs exprimant les marqueurs caractéristiques comme la
FASN, I’ATGL (Figure 30). Ces cellules possédent aussi un systeme de transport du glucose
stimulé par linsuline (GLUT4) et sont capables de sécréter la leptine et I’adiponectine

(Rodriguez et al., 2004).

Prolifération Jour 14

Figure 30: Morphologie des cellules hMADS pendant la différenciation adipocytaire

Différenciation des cellules hMADS en adipocytes thermogéniques et conversion
PPARy est essentiel a la différenciation adipocytaire mais aussi pour l'acquisition des

capacités thermogéniques. De ce fait, les cellules hMADS peuvent directement se
différencier en adipocytes thermogéniques fonctionnels avec un traitement continu avec la
rosiglitazone du jour 2 au jour 18. Cette différenciation directe en adipocyte thermogénique
s’accompagne de l'induction de I'expression des marqueurs comme UCP1, CPT1M, CIDEA,
PGCla et ELOVL3 ainsi que d’'une augmentation de ['activité mitochondriale et de la

consommation d’oxygene (Elabd et al., 2009).
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Les cellules hMADS proviennent d’un dépdt de TA blanc. Ainsi, elles peuvent aussi étre
utilisées pour étudier le processus de conversion de I'adipocyte blanc en adipocyte beige
(Figure 31). Pour ce faire, le traitement a la rosiglitazone est réalisé du jour 2 au jour 9 pour
induire la différenciation en adipocytes blancs. Un nouveau traitement du jour 14 au jour 18,
est nécessaire pour induire la conversion des adipocytes blancs en adipocytes beiges/brites
(Elabd et al., 2009; Pisani et al., 2011). D’autres inducteurs de la trans-différenciation des
adipocytes hMADS blancs en beiges ont toutefois été décrits, notamment la PGI2 ou
prostacycline (Ghandour et al., 2016; Colson et al., 2023). Ses effets passent en partie par
I'activation de PPARy. Cette conversion peut également étre induite par le GW7647, un
agoniste de PPARa mais en utilisant des concentrations plus élevées que la rosiglitazone
(Barquissau et al., 2016). A ces concentrations, on peut émettre I'hypothese que le GW7647
active également PPARy. Notons enfin que les adipocytes hMADS peuvent aussi simuler le
phénoméne inverse, a savoir la perte du phénotype thermogénique, en retirant la
rosiglitazone tout en maintenant le reste du milieu adipogénique (Colson et al., 2020). J'ai
contribué a la mise en évidence d’un nouveau réle pour l'acide carnosique. Il inhibe
I'adipogenése mais est également inhibiteur du brunissement par son action antagoniste de
PPARy. Ces résultats sont présentés en Annexe 2. Ce phénoméne est qualifié de
blanchiment. Un traitement par exemple par des acides gras comme I'acide arachidonique

permet le blanchiment des adipocytes hMADS beiges (Ghandour et al., 2018).

blanc

| | | ROSIGLITAZONE | >
| | | ROSIGLITAZONE | | ROSIGLITAZONE >

Jour . . 0 . .2 ) 9 10 1 : 18
Proliferation | Différenciation | Conversion | beige

Figure 31: Protocole de différenciation des cellules hMAADS en adipocytes blancs et beiges

Les cellules hMADS sont ensemencées a une forte densité pour permettre leur prolifération en
présence du FGF2 et de sérum. Proche de la confluence cellulaire, le FGF est retiré. La différenciation
adipocytaire se fait dans un milieu sans sérum, initié par la déxaméthasone, I'IBMX et Ia
rosiglitazone. Cet agoniste de PPARy est maintenu du jour 2 au jour 9 pour une différenciation en
adipocyte blanc. La conversion de ces derniers en adipocytes beiges peut étre réalisée par un second
traitement a la rosiglitazone du jour 14 au jour 18.
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Avantages et inconvénients des cellules hAMADS
Il existe plusieurs modeles in vitro d’adipogenese brune (lignée ou cellules primaires, Dufau

et al., 2021). Cependant, nombre d’entre eux proviennent de cellules murines, parfois
transformées, immortalisées ou tumorales. Ce n’est pas le cas des cellules hMADS ou des
cellules SGBS (Tews et al., 2020 ; Yeo et al., 2017). Par ailleurs, ces cellules conservent une
bonne capacité de différenciation aprés plusieurs passages. Les différences d’expressions
géniques et d’analyses fonctionnelles entre les adipocytes blancs et beiges sont importantes.
De plus, le pourcentage de différenciation des cellules hMADS est important. Cependant,
morphologiquement (en microscopie optique du moins), il n’a pas de différences entre les
adipocytes hMADS blancs et beiges, sans doute en lien avec la simple culture en deux
dimensions sur plastique. Une culture en 3D ou sur un support mimant la rigidité de la
matrice extra-cellulaire pourrait mieux simuler les contraintes mécaniques subies par les

adipocytes.

Thermogenese

Il existe plusieurs stratégies de gestion de la température corporelle. Les organismes
ectothermes ne produisent pas ou peu de chaleur pour maintenir leur corps a une
température constante. Leur température interne est donc directement reliée a la
température de leur environnement. De plus, la gestion de leur température repose
principalement sur des adaptations comportementales. En revanche, chez les organismes
endothermes, la température corporelle est maintenue constante grace a un ensemble de
mécanismes de controle que I'on appelle thermogenése dans le cas de la production de

chaleur avec ou sans frisson, ou thermolyse, pour la dissipation de chaleur.

Lors d’une exposition au froid, les premiers mécanismes mis en place permettent de limiter
les pertes thermiques par adaptations comportementales ou physiologiques
(vasoconstriction) (Nakamura and Morrison, 2008). Par la suite, si ces mécanismes s’averent
étre insuffisants pour maintenir la température corporelle, des adaptations métaboliques se

mettent en place pour augmenter la production de chaleur. On parle de thermogenése.

Chez les organismes endothermes exposés brievement au froid, la thermogenése repose
principalement sur les contractions asynchrones des muscles squelettiques antagonistes. Ce
frissonnement ne génere pas de mouvements volontaires, mais stimule les processus

oxydatifs. En conséquence, il y a une augmentation de la consommation d’ATP (adénosine
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triphosphate) ainsi qu’une resynthése accrue d’ATP, ce qui contribue a générer de la chaleur.
Cependant, les muscles ont des ressources énergétiques limitées pour la thermogenese
frissonnante. De plus, les contractions perturbent la mobilité. Ainsi, la thermogenese
frissonnante est progressivement remplacée par la thermogenése sans frisson lors d’une
exposition prolongée au froid (Haman et al., 2010; van Ooijen et al., 2005). Le seuil de mise
en place de la thermogenese sans frisson est variable d’un individu a 'autre, et dépend
notamment de I'age, du sexe et de I'état de santé. L'importante capacité thermogénique du

TA brun est due a sa densité en mitochondrie au sein des adipocytes bruns.

Découplage de la respiration mitochondriale

La mitochondrie est l'organelle de production d’énergie sous forme d’ATP. Elle est
constituée d’une double membrane. La membrane interne se distingue par sa faible
perméabilité aux protons et son contenu en protéines spécifiqgue. Un gradient
électrochimique est ainsi créé. Ce dernier peut étre dissipé sous forme de chaleur grace a la
protéine UCP1, indépendamment de la synthése d’ATP Dans ce cas, on parle de découplage

de la respiration de la mitochondrie.

Les adipocytes bruns produisent de la chaleur en consommant de I'oxygéne et divers
nutriments tels que le glucose, les AG et les acides aminés. La capture et la métabolisation
de ces substrats par la glycolyse, le cycle de Krebs ou la B-oxydation permet la synthése de
coenzymes réduits tels que NADH,H+ et FADH2. Ces intermédiaires, vont, dans les
mitochondries, céder leurs deux électrons a un systéme de transporteurs jusqu'a l'accepteur
final d’électrons, I'oxygene moléculaire, par une cascade de réactions d'oxydoréduction. Ce
systeme de transport d’électrons est composé de 5 complexes. Le complexe | (NADH
deshydrogenase), le complexe Il (succinate deshydrogenase), le complexe Il (ubiquinol
cytochrome c oxidoreductase), et le complexe IV (cytochrome oxidase) et le complexe V
(ATP synthase). Le passage d'un complexe a l'autre de la chaine respiratoire est lié a
I'évacuation de protons dans l'espace intermembranaire. La perméabilité de la membrane
interne aux protons étant trés faible, les protons s’accumulent entre les deux membranes
mitochondriales formant un gradient électrochimique. Ce gradient est utilisé par I'ATP

synthase (complexe V) pour phosphoryler I’Adénosine Di Phosphate (ADP) afin de produire
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I'ATP. Dans ce cas ou la respiration mitochondriale est couplée a la syntheése d’ATP, on parle

de phosphorylation oxydative (Brown, 1992).

Cependant, la protéine UCP1 au sein des mitochondries des adipocytes bruns peut aussi
transférer les protons vers la matrice. La synthése d’ATP est alors court-circuitée. On parle
de découplage mitochondrial (Figure 32). Notons aussi qu’il existe des fuites de protons mais
leurs contributions a la thermogenese adaptative sont négligeables. Enfin, le gradient
électrochimique est utilisé par d’autres transporteurs de la membrane interne pour importer

du phosphate, du glutamate, du pyruvate ou de I’ADP dans la matrice mitochondriale.

Espace
Intermembranaire

Matrice
Mitochondriale

Cycle de krebs
B-oxydation
Glycolyse

Chaleur

Figure 32: Découplage de la respiration mitochondriale

Le cycle de Krebs, la B-oxydation, et la glycolyse permettent la synthése de NADH,H+ (Nicotinamide
adénine dinucléotide H, H+) et FADH, (Flavine adénine dinucléotide H2). Ces intermédiaires sont
nécessaires au fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale. Elle est composée de quatre
complexes établissant le gradient de protons, associés a I’ATP synthase qui utilise ce gradient. UCP1
permet court-circuité la chaine respiratoire, ne générant pas d’ATP mais de la chaleur.

La protéine découplante UCP1

La protéine UCP1, aussi appelée thermogénine, permet la dissipation de la chaleur par les
adipocytes thermogéniques. Elle a été découverte en 1976 par David G. Nicholls, Vibeke
Bernson et Gillian Heaton, a ensuite été purifiée pour la premiére fois en 1980 et clonée
pour la premiere fois en 1988. En 1982, elle a été décrite dans le TA brun comme étant la

seule protéine du tissu dont l'activité et I'expression étaient régulées par la température.

85



L'activité d’UCP1 est induite par I'exposition au froid des animaux, et retrouve un niveau

faible lorsque la température augmente (Ricquier et al., 1982).

Structure de la protéine UCP1
UCP1 est une protéine de 33 kDa appartenant a la super famille des transporteurs

mitochondriaux ou SLC25 mitochondrial carrier family (Aquila et al., 1985, Kunji et al., 2020).
Ces protéines transportent divers nutriments mais possedent une structure commune : ce
sont des homodimeéres dont chaque monomere contient deux hélices a hydrophobes reliées
par des segments hydrophiles. Les hélices a forment ainsi un canal ancré dans la membrane
interne mitochondriale (Ruprecht et al., 2021). Les homologies de séquences entre UCP1 et
les membres de la famille SLC25 indiquent que la protéine découplante agit également en
dimeére (Klingenberg et al., 2009). Cependant, il a été démontré que la protéine UCP1 native
était monomeérique et stabilisée par sa liaison a la cardiolipine, comme d’autres

transporteurs de la famille SLC25 (Crichton et al., 2013; Lee et al., 2015).

Figure 33: Structure de la protéine UCP1

Vue latérale (a gauche) et cytoplasmique (a droite) de la protéine UCP1 liée au GTP lié (vert) et trois
molécules de cardiolipine (violet). La liaison du substrat dans le canal mitochondrial se produit au
niveau des résidus du point de contact (cercles noirs). D’apres (Jones et al., 2024).
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Le TA brun et la présence d’UCP1 sont bien documentés chez de nombreux mammiferes
comme I’homme, les primates non-humains, les rongeurs, le chien, la chevre (Williams et al.,
2023; Ojha et al., 2012; Omach et al., 2008). Cependant, le porc n’exprime pas de protéine
UCP1 fonctionnelle. Contrairement a la plupart des génes UCP1 des mammiféres, qui ont 6
exons, le gene UCP1 du porc n’a que 3 exons. Seuls les exons 1 et 2 du géne UCP1 sont
transcrits dans le TA porcin et ’ARNm UCP1 tronqué du porc n’est pas traduit (Hou et al.,

2017).

Activation d’"UCP1
La protéine UCP1 joue le role d’un canal a protons au niveau de la membrane interne de la

mitochondrie. Cependant, les mécanismes précis de ce passage restent débatus, notamment
en lien avec la difficulté d’étudier UCP1 dans son environnement natif. UCP1 est
généralement étudiée dans des liposomes ou sur des mitochondries isolées. Il est établi que
les AG, notamment les AG a longues chaines, activent UCP1 (Cannon and Nedergaard, 2004;
Fedorenko et al., 2012). L'ajout de palmitate sur des mitochondries isolées induit une
dépolarisation rapide de la membrane et une augmentation de la respiration (Locke and
Nicholls, 1981). On sait également que la présence de certaines nucléotides (ATP, ADP, GDP
et GTP) serait inhibitrice (Bast-Habersbrunner and Fromme, 2020). En revanche, il existe
plusieurs hypothéses quant aux mécanismes d’action des AG. Les AG pourraient d’abord
lever linhibition des nucléotides. UCP1 pourrait étre un uniporteur a protons dont
I'ouverture serait activée par la liaison allostérique des AG. lls pourraient aussi se lier au
pore et fournissent leurs groupes carboxyliques pour compléter la voie de translocation H
avec les résidus d’acides aminés comme le glutamate ou l'aspartate, le long des segments
transmembranaires. Enfin, les AG pourraient traverser la membrane interne sous forme
protonée indépendamment d’UCP1. Une fois dans la matrice, en raison de la différence de
pH, les protons se dissocieraient des AG. Une fois dissociés, les AG sous forme anioniques

retourneraient dans I'espace intermembranaire grace a UCP1.
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Figure 34: Modéles de transport des protons par la protéine UCP1

Plusieurs hypotheses existent quant au passage de protons de |'espace intermembranaire a la
matrice mitochondriale. UCP1 pourrait étre un canal a protons ouvert par I'activation des AG (A). Les
AG pourraient aussi directement faciliter le transport des protons dans le pore (B). Enfin, UCP1
pourrait étre un transporteur d’AG type « flip-flop ».

Les homologues d’UCP1
Il existe plusieurs homologues d’UCP1. Le premier, UCP2, a été identifié en 1997. Au niveau

protéique, ’homologie entre UCP1 et UCP2 est de 59%. Son expression est ubiquitaire au
niveau ARNm. Cependant, la protéine UCP2 n’est exprimée que dans la rate, le poumon,
I'intestin, I’estomac et le tissu adipeux blanc (Pecqueur et al., 2001). UCP3 posséde aussi
57% d’homologie avec UCP1. Elle est majoritairement exprimée dans les muscles
squelettiques. Bien qu’assez similaires en termes de structures, UCP2 et UCP3 semblent
jouer un réle négligeable dans la thermogeneése. En effet, I'inhibition d’"UCP2 ou d’UCP3
n’induit aucune intolérance au froid (Arsenijevic et al., 2000; Kong et al., 2000). UCP2 serait
plutét un transporteur de métabolite a 4 carbones qu’un acteur du découplage
mitochondrial. Cependant, I'expression d’UCP3 est augmentée que chez les porcs tibétains,
race résistante au froid (Lin et al.,, 2017). UCP4 et UCP5 présentent des pourcentages
d’homologie a UCP1 bien plus faibles (environ 30%). Leurs réles ne sont pas encore élucidés.
Cependant, elles sont essentiellement présentes au niveau du systeme nerveux central ou
leur expression est augmentée par le froid (Yu et al., 2000; Bouillaud et al., 2016). Notons
aussi que les oiseaux et les plantes possedent des homologues des protéines découplantes

(Raimbault et al., 2001; Laloi et al., 1997; Sweetlove et al., 2006).
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Régulation transcriptionnelle d’Ucpl

En plus des régulations de son activité, la transcription du géne Ucpl est finement régulée.
Le promoteur de son géne présente deux régions non codantes mais essentielle a la
modulation de la transcription, un promoteur proximal proche du début de la transcription
et un complexe amplificateur distal. Ces deux régions contiennent les éléments de réponse

aux inducteurs (Figure 35).

L’activation de la thermogenése via I'induction de la transcription d’'UCP1 est principalement
sous le contrdle du systeme nerveux sympathique. En effet, lors d’'une exposition au froid, la
baisse de la température est détectée par le systéme nerveux central, activant le systéme
nerveux sympathique qui sécréte de la noradrénaline. Un traitement chronique avec de la
noradrénaline induit la thermogeneése chez les rongeurs (Leblanc and Pouliot, 1964; Mory et
al., 1984). De plus, la dénervation du TA brun ou l'invalidation des enzymes de synthése des
catécholamines comme la tyrosine-hydroxylase (TH) inhibe la thermogenése du TA brun
(Blaszkiewicz et al.,, 2019). La noradrénaline interagit avec les récepteurs o et B
adrénergiques a la surface des adipocytes bruns. Chez la souris, c’est le récepteur
adrénergique B3 (ADRB3) qui est majoritairement responsable de I'activation de la
thermogenése en cas d’exposition au froid (Champigny et al., 1992; Ricquier et al., 1986).
Chez ’'homme, bien qu’ADRB3 soit couplé a une protéine Gs qui active I'adénylate cyclase,
augmentant ainsi la concentration intracellulaire d’AMPc, ses niveaux d’expressions sont
inférieurs a ADRB2 et ADRB1. De méme, le traitement avec un agoniste d’ADRB3
(mirabegron) augmente [l'activité du TA brun humain et l'import de glucose, mais
uniquement a de fortes doses (200 mg) (Baskin et al., 2018 ; Blondin et al., 2020). |l semble
qgue la thermogenése du TA brun humain soit dépendante d’ADRB2 (Blondin et al., 2020).
Comme dans le TA blanc, ’'AMPc induit la lipolyse via I'activation de la PKA. Les AG vont aussi

agir comme activateurs d’'UCP1 et comme substrats énergétiques pour la mitochondrie.

L’activation de la PKA va également induire la transcription d’'UCP1 par phosphorylation du
facteur de transcription CREB, dont un élément de réponse est présent sur le promoteur du

géne UCP1 (Bonet et al., 2013).
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L’activation de la PKA va également induire la voie p38MAPK. Lorsqu’elle est activée, la
p38MAPK peut phosphoryler le facteur de transcription ATF-2, qui se fixe sur les promoteurs
d’UCP1 et de PGCla au niveau de I'élément de réponse CRE. La biogenese des adipocytes

brun est donc aussi augmentée lors de I'induction de la thermogeneése.

Par ailleurs, PGCla est un co-activateur du complexe PPAR/RXR qui active |’expression
d’UCP1 par liaison sur un PPRE présent sur le complexe distal du promoteur UCP1. L’acide
rétinoique peut a la fois se lier sur son récepteur RAR et sur les PPARs, et activer les deux
hétérodimeres PPAR/RXR et RAR/RXR qui vont se fixer a leurs éléments de réponse

respectifs, PPRE et RARE.

PRDM16, protéine essentielle a la différenciation en adipocyte brun, module aussi I’activité
de plusieurs complexes transcriptionnels d’UCP1. En effet, PRDM16 interagit avec le
complexe PPAR/PGCla pour renforcer son activité transcriptionnelle. Il se lie aussi a C/EBPa

au niveau du promoteur proximal d’UCP1.

Brown adipocyte

PRDM16

|—>UCP1

Figure 35: Contrédle de l'expression d'Ucpl au niveau de son promoteur
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L’activation de la voie B-adrénergique par la noradrénaline active I'adenylyl-cyclase et augmente
donc la production d’AMP cyclique (AMPc). Aussi, les peptides natriurétiques (NP), via leur liaison a
leurs récepteurs actifs respectifs activent la guanylate cyclase, augmentant ainsi les niveaux de GMP
cycligue (GMPc). En conséquence, la PKA et la PKG activent la lipolyse et le programme
thermogénique pour induire la transcription d’Ucpl. D’aprés (Bonet et al., 2017).
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En complément de la signalisation B-adrénergique, les hormones thyroidiennes sont
nécessaires pour une thermogenése optimale. En effet, I'exposition au froid augmente les
niveaux circulants d’hormones thyroidiennes. Les niveaux intracellulaires de ces hormones
sont contr6lés par DIO1 (déiodinase, iodothyronine, type 1) et DIO2 qui catalysent la
conversion de la thyroxine tétraiodothyronine (T4), peu active, en triiodothyronine (T3), sa
forme active (Bianco et al., 2006). Chez la souris, la délétion de DIO2 induit une réduction de
I'adipogenése et de la thermogenese (Christoffolete et al., 2004; Hall et al., 2010). Dans
I'adipocyte brun, la PKA induit la transcription de la DIO2 via l'activation de CREB,
augmentant les niveaux intracellulaires de T3. La forme active peut alors se lier au récepteur
nucléaire aux hormones thyroidiennes (TR) et induire I'expression d’"UCP1 via la liaison du TR
a I'élément de réponse aux hormones thyroidennes (TRE) et la biogeneése mitochondriale via
PGCla (Bianco and McAninch, 2013; Wulf et al., 2008; Yau et al., 2019). Chez 'homme,
I’hyperthyroidisme entraine une augmentation de l'activité du TA brun. (Lahesmaa et al.,

2014).

D’autres signaux provenant d’autres organes peuvent activer le TA thermogénique (Figure
36), c’est le cas par exemple des peptides natriurétiques, du Fibroblast growth factor 21
(FGF21) hépatique ou encore de certaines myokines, ou méme de certains micro-ARNs (Ma

et al.,, 2022).

Les peptides natirurétiques regroupent plusieurs hormones principalement cardiaques
impliquées dans la régulation de I'excrétion de I'’eau et du sodium, le contréle de la pression
artérielle et du débit cardiaque. Le peptide natriurétique auriculaire (atrial natriuretic
peptide, ANP) et le peptide natriurétique de type B (BNP) sont sécrétés par les
cardiomyocytes dans la circulation en réponse a I’étirement du myocarde. lls agissent via des
récepteurs spécifiques, NPR-A et NPR-B qui sont des récepteurs liés a la guanylyl cyclase. Ces
peptides cardiaques peuvent aussi agir au niveau du TA. lls régulent en effet la lipolyse,
indépendamment de I'activation de la PKA. La liaison de ’ANP et du BNP a leurs récepteurs
membranaires dotés d’une activité guanylyl cyclase induit la production de GMP cyclique
pour activer la PKG qui phosphoryle HSL (Lafontan et al., 2008). Les peptides natriuretiques
peuvent également activer la fonction thermogénique. L'ANP augmente I'expression de
marqueurs thermogéniques et la biogenése mitochondriale dans un modéle d’adipocyte

humain (les cellules hMADS pour Human multipotent adipose-derived stem). Cette
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activation est dépendante de deux kinases, la PKG et la p38 MAPK. De plus, elle se fait en
parallele de I'activation de la PKA et de la signalisation B3-adrénergique. Enfin, in vivo chez la
souris, la perfusion de BNP augmente la consommation d’oxygéne, la dépense énergétique
et I'expression des marqueurs thermogéniques dans le TA blanc et brun (Bordicchia et al.,

2012).

Les sécrétions musculaires induites par I'exercice physique peuvent aussi activer la fonction
thermogénique. La surexpression de PGCla spécifiquement dans le muscle induit le
brunissement du TA blanc grace a l'irisine (Bostrom et al., 2012; Chen et al., 2021). |l s’agit
d’'une hormone musculaire, issue de la transcription, la traduction et le clivage de Ia
fibronectin type Ill domain containing 5 (FNDC5). D’abord identifié chez la souris, l'irisine
reste difficilement détectable chez I'homme et son niveau circulant n’est pas
systématiquement augmenté par I'exercice (Pekkala et al., 2013; Lee et al., 2014; Mendez-
Gutierrez et al., 2023). Notons que l'effet de l'irisine est associé a I'activation de la p38
MAPK (Zhang et al.,, 2014). En revanche, lirisine inhibe I’adipogenése et favorise
I'ostéogenése (Zhang et al., 2016). L’acide B-aminoisobutyrique (BAIBA), dont I’expression
est controlée par PGCla, est une autre myokine qui induit le brunissement de TA blanc ainsi
que la B-oxydation hépatique (Roberts et al., 2014). On peut également citer la Meteorin-like
(MTRNL) dont la sécrétion est induite par le froid dans le TA ou I'exercice dans le muscle
(Rao et al., 2014). La MTRNL augmente la dépense énergétique, améliore la tolérance au
glucose. Dans le TA blanc, elle induit I'expression de génes associés a la thermogenese et aux
cytokines anti-inflammatoires. Ces modifications d’expressions géniques reposent sur la
stimulation des éosinophiles favorisant I'activation des macrophages alternatifs du TA. Les
niveaux de MTRNL sont aussi positivement corrélés a I'activité du TA brun (Garcia-Beltran et
al., 2023). D’autres études ont, depuis, confirmé I'importance des cellules immunitaires dans
la fonction thermogénique (Wolf et al., 2017; Gallerand et al., 2021; Bertola et al., 2022). Par
exemple, I'ablation des ganglions lymphatiques du TA blanc inhibe le brunissement de ce

dernier (Yuan et al., 2024).

Les bénéfices de I'exercice physique sur le métabolisme du TA brun peuvent aussi étre
transmis durant la gestation. En effet, chez la souris, I’exercice physique pendant la gestation

améliore l'adipogenése brune et prévient le dysfonctionnement métabolique chez la
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progéniture. Ces améliorations sont associées a une augmentation des niveaux d’apéline
dans le TA brun et au niveau sérique. L'exercice maternel ou la supplémentation en apéline

induit I’'hnypométhylation de I’ADN au niveau du promoteur Prdm16 (Son et al., 2020).
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Figure 36: Facteurs circulants et activation thermogénique

D’aprés (Harms et Seale, 2013).

Régulations post-traductionnelles d’UCP1
En plus de la modulation de I'activité au niveau du son promoteur, UCP1 peut étre régulé au

niveau post-traductionnel. La sulfénylation de la Cys253 permet d’activer la protéine UCP1
lors d’'une exposition au froid grace aux espéces réactives de I'oxygéne provenant de la
mitochondrie (Chouchani et al.,, 2016). En revanche, la succinylation d’UCP1 réduit sa

stabilité et son activité chez les souris délétées pour Sirt5 (Wang et al., 2019).

Le r6le de PPARa dans I'activation du TA thermogénique

Données reposant sur des modeles de délétion de PPARa
Le r6le de PPARa dans la fonction thermogénique reste discuté. PPARa est fortement

exprimé dans plusieurs tissus comme le TA brun, le foie, le muscle cardiaque et squelettique
ou encore l'intestin (Escher et al., 2001). PPARa est un régulateur principal du métabolisme
des lipides dans le foie lors de challenges nutritionnels comme le je(ine ou le régime riche en
graisse. L'importance de PPARa hépatique repose sur les phénotypes retrouvés a la fois chez

la souris PPARa-/- et la souris délétée pour PPARa spécifiquement dans le foie. Ces deux
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modeles de délétions présentent, en cas de jeline, une hypoglycémie, une hypocétonémie,
un taux circulant élevé d’AG libres et une stéatose hépatique (Kersten et al., 1999, Leone et
al., 1999; Montagner et al., 2016). Notons cependant que l'induction des genes de
I’oxydations des AG induite par le jeline est également réduite dans le muscle cardiaque des

souris PPARa -/- (Leone et al., 1999).

Parmi les PPARs, il est clair que I'isotype a est la plus exprimée dans le foie (Montagner et
al.,, 2016). PPARa est relativement peu exprimé dans le TA blanc (Shen et al., 2020). Son
expression dans ce dépot, est augmentée par I'exposition au froid ou la stimulation B3-
adrénergique par le CL316,243 (Barquissau et al., 2016; Egusa et al., 2023; Defour et al.,
2018). Cependant, la souris PPARa -/- ne souffre que d’une intolérance au froid transitoire,
et une exposition chronique induit les mémes changements d’expression géniques dans le
TA blanc que chez la souris controle (Defour et al., 2018). Notons cependant que
I’hypoglycémie et I'hypothermie induites par le jeline sont plus marquées chez la souris
Ppara-/- comparée a la souris délétée pour PPARa uniquement dans le foie, indiquant que
PPARa extrahépatique participe tout de méme a ’lhoméostasie glucidique et la régulation de
la température (Montagner et al., 2016). La délétion de PPARa dans le TA de souris males
nourries avec un régime riche en graisse induit une activation de SREBP1 et de ses cibles
FASN et SCD1, et une augmentation du marqueur inflammatoire NOS2 (Hinds et al., 2021).
Cependant, la fonction thermogénique ainsi que le TA brun n’ont pas été étudiés dans cette
étude. Dans une autre étude analysant le méme modele de délétion, I'expression de PPARa
est nettement réduite dans le TA brun, et pas dans le foie. L’expression d’autres marqueurs
adipogéniques ou thermogéniques n’est pas modifiée. Par ailleurs, la morphologie du TA
brun de ces souris est normale, tout comme leur tolérance au froid ou encore leurs niveaux
protéiques d’UCP1 ou des composants de la chaine respiratoire (Shen et al., 2020). En
revanche, PPARa est capable d’interagir avec PRDM16 pour induire I'expression d’UCP1. De
plus, in vitro dans des adipocytes blancs humains (cellules SGBS), la surexpression de PPARa
induit I'expression de génes mitochondriaux et thermogéniques (Hondares et al.,, 2011).
Notons cependant qu’aprés traitement au CL316,343, la souris PPARa -/- voit le
brunissement de son TA blanc diminuée par rapport aux souris controles. Cette diminution
étant observée aussi bien a thermoneutralité qu’a 22°C (Barquissau et al., 2016). In vitro,
I'inhibition de PPARa par des petits ARN interférents (siRNA) dans des adipocytes bruns de

souris ne modifie pas la consommation d’oxygene, y compris en présence d’isoprotérénol.
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Ainsi, PPARa au sein du TA brun ne semble pas nécessaire pour maintenir la fonction des
adipocytes bruns. Cette hypothése est confirmée par |'utilisation de la souris Ucpl-cre. La
délétion de PPARa sous le contréle du promoteur d’'UCP1 ne modifie pas I'expression des
marqueurs thermogéniques dans ce tissu, ni la consommation d’oxygéene ou le quotient
respiratoire pour des souris nourries en régime standard et maintenues a 22°C (Lasar et al.,

2018).

Données reposant sur I’activation pharmacologique de PPARa
L’activation pharmacologique de PPARa par le GW7647 ou le Wy 14,643 améliore

I’expression du géne PGCla dans les adipocytes bruns (Hondares et al., 2011). Les fibrates
sont des ligands synthétiques de PPARa prescrits pour le traitement de
I’hypertriglycéridémie et d’autres dyslipémies. Certaines de ces molécules semblent
augmenter la capacité thermogénique du TA blanc. On peut notamment citer le fénofibrate
ou le pémafibrate. Le fénofibrate, apporté dans I'alimentation a environ 0,1% induit une
perte de poids associée a l'augmentation de marqueurs thermogéniques comme Ucpl,
Prdm16 ou Pgcla dans le TA blanc ou le TA brun (Rachid el al., 2015; Rachid et al., 2015b).
Cependant, in vitro, le fénofibrate est incapable d’induire I'expression de marqueurs
thermogéniques dans les cellules hMADS différenciées en adipocytes. De plus, les effets
bénéfiques du fénofibrate sont en partie dépendants du FGF21. En effet, chez les souris
contrbles, mais pas chez les souris déficientes en FGF21, le fénofibrate augmente
I’expression d’Ucpl et de Pgcla dans le TA blanc, ainsi que la dépense énergétique (Goto et
al., 2016). In vitro, cet effet du FGF1 peut étre simulé. En effet, I'activation de PPARy, seule
par des agonistes synthétiques, est suffisante pour induire la conversion d’adipocytes blancs
en adipocytes thermogéniques in vitro, mais |'activation simultanée de PPARa et de PPARy
par des “dual-agonists” ont des effets synergiques in vivo grace au FGF21 (Kroon et al., 2020;
Miranda et al. 2024). L'idée derniere le développement de ces dual-agonistes serait de
bénéficier des effets bénéfiques de I'activation de PPARa et de PPARy, tout en évitant les
effets indésirables notamment liés a une trop forte activation de PPARy (Figure 37). Cette
synergie est mimée par le traitement simultané avec de la rosiglitazone et du FGF21. Cette
synergie in vivo pourrait aussi étre médiée en partie par les effets du FGF21 au niveau

central en activant le systéme nerveux sympathique (Owen et al., 2014; Douris et al., 2015).
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L'utilisation clinique de ces doubles agonistes représente une piste d’étude dans le
traitement de I'obésité et des pathologies associées. Cependant, leur développement est
rendu complexe par la forte similarité structurelle des PPARs. Il a notamment été montré par
ChIP-seq, que PPARa et PPARy partagent la grande majorité de leurs sites de liaison
génomique (Shen et al., 2020). Chez la souris, I'utilisation d’agonistes spécifiques de PPARa
(fénofibrate) ou de PPARy (rosiglitazone) induit I'expression de génes propres a chaque
agoniste. En revanche, de nombreux genes impliqués dans le métabolisme du TA
thermogénique sont induits a la fois par le fénofibrate et la rosiglitazone. Par ailleurs, le
développement de plusieurs de ces doubles agonistes a été stoppé en raison d’effets
indésirables notamment au niveau cardiaque (Kalliora et al., 2019). De méme, le traitement
simultané avec de la rosiglitazone et du FGF21 fut envisagé. La encore, cette piste a été
abandonnée car plusieurs agonistes de PPARy comme la rosiglitazone ou la pioglitazone,
présentent une balance bénéfices/risques peu intéressante associé notamment a des

cedémes, une prise de poids ou des risques cardiaques (Choi et al., 2014; Ko et al., 2017).

Tout récemment, la valorisation de sous-produits issus de la coque de noix de cajou a permis
I'identification de dérivés de I'acide anacardique et du cardanol comme étant des dual-
agonistes de PPARa et PPARy (Sahin et al., 2022). Un de ces lipides nouvellement identifiés,
le LDT409, protége contre I’hyperlipidémie et I'intolérance au glucose et a l'insuline chez les
souris nourries en régime riche en graisse. Chez ces mémes souries, le LDT409 augmente
également aussi les capacités thermogéniques du TA et diminue la stéatose hépatique (Sahin

et al.,, 2024).

Ces derniéres années, le concept de modulateur spécifique de PPARa, ou selective PPARa
modulator (SPPARMa) a été développé. Le pémafibrate possede une trés forte affinité pour
PPARa (kD de 7 nM). Cette molécule est déja utilisée en clinique pour traiter la dyslipidémie.
Comme le fénofibrate, le pemafibrate freine la prise de poids induite par un régime riche en
graisse, diminue les taux circulants de glucose, d’insuline et de TG. Ces effets bénéfiques
passent par I'action du FGF21. En effet, 'augmentation de I'expression d’Ucpl dans le TA
blanc et d’ElovI3 dans le TA brun n’est pas retrouvée chez la souris délétée pour le FGF21.
Par rapport au fénofibrate, les effets bénéfiques du pémafibrate sont obtenus a des doses

bien plus faibles confirmant ainsi sa meilleure affinité (Araki et al., 2018). Le pémafibrate
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permet aussi de maintenir la capacité thermogénique du TA blanc apres l'arrét de la

stimulation  B3-adrénergique par le CL316,243 (Egusa et al.,, 2023).
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Figure 37: Les différents agonistes de PPARa et de PPARy
Adapté d’aprés (Sahin et al., 2022).

D) Métabolisme du tissu adipeux brun

Métabolisme des lipides

Le TA brun fait partie intégrante de I'organe adipeux. Il est donc également capable de
stocker, dans une moindre mesure que le TA blanc, et libérer I’énergie sous forme de lipides
en fonction des besoins. Les bases du transport de nutriments vers I'adipocyte, la lipogenese
de novo et la lipolyse sont communes a I'adipocyte blanc et I'adipocytes bruns. Ses
mécanismes ont été développées dans la partie « fonctions de I'adipocyte blanc ».
Cependant, dans le TA brun, l'utilisation des nutriments, notamment les lipides pour la

production de chaleur, implique de spécificités métabolique propres au TA brun.

Les lipides sont généralement considérés comme le substrat principal pour le découplage de
la respiration dans le TA brun, bien que ce tissu soit capable de consommer de nombreux

autres substrats. Lorsqu’il est stimulé, le TA brun peut utiliser a la fois les TG intracellulaires,
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facilement accessibles puisque contenus au sein de gouttelettes multiloculaires, ainsi que
d’autres substrats lipidiques d’autres tissus qui parviennent au TA brun via la circulation.
Notons que les AG servent non seulement de carburants, mais agissent également comme

activateurs de la thermogenése via leur action directe sur UCP1 ou les PPARs par exemple.

Une courte exposition au froid diminue le contenu en lipides du TA brun a cause de
I'augmentation de la lipolyse. Celle-ci est largement documentée chez les rongeurs. Chez
'homme, des études de tracages métaboliques et de microdialyses ont confirmé que
I’exposition au froid augmente la lipolyse et la libération de glycérol dans le TA brun. Dans
les modeéles animaux, la diminution de la teneur relative en lipides est facilement observable
par histologie. Des études in vitro et in vivo chez la souris indiquent clairement que la
lipolyse intracellulaire des TG permet la fonction thermogénique (Labbé et al., 2015; Li et al.,
2014). En effet, I'inhibition de la lipolyse intracellulaire des TG par I'acide nicotinique (NiAc)
bloque le transport des AG et du glucose induit par le froid. Aussi, I'administration orale de
NiAc réduit aussi la fonction thermogénique du TA brun chez la souris et chez ’'homme. La
lipolyse spécifique du TA brun peut aussi étre estimée via la quantification du glycérol par
microdialyse. Ce produit de la lipolyse peut étre exporté hors de I'adipocyte par 'aquaporine
7 (AQP7). Cependant, contrairement au TA blanc, le TA brun exprime des niveaux importants
de glycérol kinase (GK) qui permet de recycler une partie du glycérol. La GYK permet la
conversion du glycérol en G3P afin de reformer des TG par estérification des AG.
L’expression de la GYK est corrélée positivement a celle d’'UCP1 (Weir et al., 2018; Lasar et
al., 2018). Cependant, la contribution de la lipolyse du TA brun par rapport a celle du TA
blanc reste discutée. En effet, diverses études sur des souris déficientes en ATGL ou HSL
dans divers dépots de TA semblent suggérer que la lipolyse du TA brun n’est pas nécessaire
contrairement a celle du TA blanc (Haemmerle et al.,, 2002; Ahmadian et al.,, 2011;
Schoiswohl et al., 2015). Chez la souris délétée pour ATGL uniquement dans le TA brun, la
thermogenése au sein de ce dépdt est normale bien que ce tissu présente clairement un
blanchiment au niveau morphologique. En revanche, une inhibition d’ATGL dans tout le TA
induit une intolérance au froid (Schreiber et al., 2017). De méme, la souris délétée pour CGI-
58 dans tout le TA est intolérante au froid contrairement a la souris délétée pour CGI-58
seulement dans le TA brun. Cette derniére voit en effet la capture de lipides circulants
augmenter (Shin et al., 2017). Enfin, une absence de gouttelette lipidique dans le BAT par

délétion spécifique de DGAT1/2 ne compromet pas la fonction thermogénique en réponse
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au froid (Chitraju et al., 2020). Il manque des données cliniques pour déterminer si la lipolyse
du TA brun humain est réellement nécessaire. Ce type d’études serait riche d’enseignements

surtout au vu de la proportion encore plus réduite du TA brun chez ’lhomme.

Une exposition au froid prolongée ne diminue pas d’avantage le contenu en lipides du TA
brun qui a méme tendance a retrouver les niveaux initiaux. Le retour a 'homéostasie
lipidique suggere que les TG intracellulaires sont constamment reconstitués. Ce
renouvellement, est, réalisé par la métabolisation du glucose via la glycéronéogenése et la
lipogenese de novo au sein du TA brun essentielle a I'homéostasie lipidique du TA brun
(Lundgren et al., 2023). Aussi, tout comme dans le TA blanc, les régimes obésogénes

inhibent la Lipogenéese De Novo.

Par ailleurs, le transport des AG est aussi induit par le froid pour permettre au TA brun
d’utiliser les produits de la lipolyse du TA blanc comme évoqué précédemment. Le PET/CT
scan permet également de mettre en évidence cette augmentation grace au tragage du
BETHA. Le TA brun va utiliser les AG circulants aprés hydrolyse de lipoprotéines riches en
triacylglycérol (TRL) comme substrat pour la thermogeneése. En effet, la lipoprotéine lipase
(LPL) est induite par le froid dans le TA brun (Khedoe et al., 2015; Carneheim et al., 1984).
Dans le méme temps, un des modulateurs négatifs de I'activité LPL, ANGPTL4 est inhibé par
le froid. L’'absence d’ANGPTL4 dans le TA brun réduit les niveaux circulants de TG et

augmente la thermogenese (Singh et al., 2018).

B-oxydation des AG
Les AG issus de la lipolyse du TA blanc ou brun peuvent ensuite étre métabolisés par la B-

oxydation dans la mitochondrie. Les AG intracellulaires sont indispensables a Ia
thermogenése, a la fois comme principale source d’énergie et comme activateurs de la
protéine UCP1. La B-oxydation des AG permet la synthése d’acétyl-CoA qui pourra intégrer le
cycle de Krebs afin de produire les équivalents réduits. Ces derniers seront utilisés par les
protéines de la chaine respiratoire. Des études métabolomiques ont montré que I’exposition
au froid active la B-oxydation des acides gras chez les rongeurs et chez I'homme (Blondin et

al., 2015; Cannon and Nedergaard, 2004; Ouellet et al., 2012; Hiroshima et al., 2018).
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Pour étre oxydés dans la mitochondrie, les AG doivent d’abord étre activés en acyl-CoA par
I'acyl-CoA synthétase. lls sont ensuite transportés vers la matrice (Figure 38). Ce transfert
nécessite I'action concertée de I'acylcarnitine, des carnitine-palmitoyl transférases 1 et 2
(CPT1/2), et de la carnitine acylcarnitine translocase, (CACT). Le groupement acyl des AG
activés est transféré a une carnitine par la CPT1 (Wolfgang et al., 2006). L’acylcarnitine ainsi
formé peut alors pénétrer dans I'espace intermembranaire mitochondrial puis rejoindre la
matrice mitochondriale par I’action de la CACT, un antiport acylcarnitine/carnitine. Une fois
dans la matrice, I'acylcarnitine sous l'action de la CPT2 reforme de I'acyl-CoA et une
carnitine, qui pourra étre utilisé par la CACT. Notons que les AG a chaine moyenne (6 a 10
atomes de carbone) et a chaine courte (2 a 4 atomes de carbone) pénétrent dans la
mitochondrie par simple diffusion. L'exposition au froid augmente I'expression de Cptl/2
dans le TA brun chez la souris (Yu et al., 2002) tandis qu’une délétion de CPT2 spécifique du
TA rend les souris intolérantes au froid (Lee et al., 2015). Notons que CPT1 est inhibée de
facon allostérique par le malonyl-CoA, intermédiaire de la DNL produit par I’ACC2 au niveau
mitochondrial (Faye et al.,, 2005). Ainsi, le transport et [|'utilisation des AG par la
mitochondrie sont nécessaires pour la thermogeneése. De plus, les acylcarnitines dérivés du
foie peuvent également agir comme source d’énergie pour la thermogenése du TA brun, et
la supplémentation en carnitine protége les souris de la sensibilité au froid induite par I'age

(Simcox et al., 2017).
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Figure 38: Passage des acides gras vers la matrice mitochondriale

Dans la matrice mitochondriale, les AG sont oxydés a travers plusieurs tours d'un cycle
enzymatique qui génere une molécule d'acétyl-CoA, un FADH;, un NADH et un acyl-CoA
(avec n-2 atomes de carbone qu’au tour précédent). Les réactions se présentent comme suit

(hélice de Lynnen) (Figure 39) :

e Déshydrogénation des acyl-CoA en présence de FAD, catalysée par une acyl-CoA
déshydrogénase (AD) parmi plusieurs en fonction de la longueur de I'acyl-CoA. La
SCAD assure |'oxydation des AG a chaine courte, la MCAD, celle des AG a chaine
moyenne et la VLCAD, celle des AG a chaine longue

e Hydratation catalysée par I'énoyl-CoA hydratase

e Déshydrogénation par une 3-hydroxy-acylCoA (HAD) déshydrogénase, LCHAD pour
les chaines longues et SCHAD pour les courtes

e Thiolyse catalysée par la B-cétothiolase
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Figure 39: La B8-oxydation des acides gras

Métabolisme du glucose
Bien que les AG représentent le substrat principal du TA brun, les nouvelles techniques

d’imagerie qui ont mis en évidence la présence de ce tissu actif chez I'adulte repose sur la
capture d’analogue non métabolisables du glucose comme le F-FDG. A la différence des
cellules tumorales, les adipocytes ne proliferent pas. Ainsi, la capture intense de glucose du
BAT parait étre directement liée a la thermogenése de ce tissu si particulier. En effet,
I’analyse de PET/CT scans et des expériences de microdialyses ont montré que la capture de
glucose du TA brun humain passait de 10 nmol/g/ min a thermoneutralité a 50/200
nmol/g/min a la suite d'une exposition au froid. Dans ces conditions, I'import de glucose par
le TA brun est méme supérieur a celui du muscle squelettique lorsqu’elle est rapportée au

poids de tissu (Blondin et al., 2017).

L’entrée du glucose dans les adipocytes thermogéniques est réalisée grace aux transporteurs
de glucose GLUT1 et GLUT4. Leur expression est importante dans le TA brun et elle est
augmentée par I'exposition au froid chez la souris (Yu et al., 2002) et le rat (Labbé et al.,
2015). Une fois dans I'adipocyte brun, le glucose peut directement étre métabolisé pour
produire de I'énergie par glycolyse cytosolique suivie de la phosphorylation oxydative

mitochondriale. In vitro, l'inhibition de Glutl ou de Glut4 réduit la glycolyse et Ia
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consommation d’oxygéne des adipocytes bruns en réponse a l'isoprotérénol (Winther et al.,
2018). Le TA brun humain exprime des niveaux plus élevés de GLUT1 et GLUT4 par rapport
au TA blanc d’'un méme individu (Orava et al., 2011). En revanche, chez 'lhomme, seule
I’expression de GLUT4 augmente considérablement lors de la différenciation des adipocytes
bruns. Par ailleurs, I'inhibition de GLUT4 réduit le transport du glucose et la thermogenése,
ce qui suggére que GLUT4 est le transporteur le plus important dans la thermogeneése chez
'homme (Lee et al., 2016). Aussi, I'inhibition pharmacologique de la lipolyse réduit le
métabolisme oxydatif du TA brun mais aussi le transport du glucose de ce tissu indiquant
que le métabolisme du glucose et celui des lipides sont étroitement liés (Labbé et al., 2015;
Blondin et al., 2017). Enfin, I'inhibition de genes essentiels a la glycolyse comme I’hexokinase
2 (HK2) qui phosphoryle le glucose en glucose 6-phosphate (G6P) ou la pyruvate kinase M

(PKM) réduit la glycolyse mais aussi la consommation de glucose des adipocytes bruns.

Les progres de I'analyse métabolomique ont permis de mieux caractériser le devenir des
différents substrats du Ta brun notamment grace au tracage d’analogues du glucose
métabolisables comme le [U-3Clglucose. Le pyruvate peut passer du cytosol a la
mitochondrie via un transporteur spécifique (Mitochondrial pyruvate carrier, MPC), un
hétérodimere codé par deux génes (Mpcl et Mpc2). Chez la souris, les niveaux de Mpc1/2
sont bien plus élevés dans le TA brun que dans le TA blanc (Burrell et al., 2020). Ils sont
également augmentés par le froid (Wang et al., 2020; Panic et al., 2020). En conséquence, la
capture du pyruvate est induite par la stimulation B3-adrénergique dans les adipocytes
bruns. De plus, une délétion spécifique de Mpcl dans les adipocytes bruns provoque une
hypothermie chez la souris (Panic et al., 2020). Une fois dans la matrice mitochondriale, le
pyruvate est métabolisé par la pyruvate carboxylase (PC) et la pyruvate déshydrogénase
(PDH) pour former de |'oxaloacétate et de I'acétyl-CoA, qui entre ensuite dans le cycle de

I’acide tricarboxylique (TCA) ou cycle de Krebs pour étre complétement oxydé.

La phosphorylation de la PDH par la PDH kinase (PDK) est inhibitrice. Or, PDK4 est aussi
induits dans le TA brun par une exposition au froid une stimulation B3-adrénergique (Hao et
al., 2015; ) ou lors d'une conversion d’adipocytes humains vers un phénotype

thermogénique (Barquisseau et al., 2016).
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Le produit de la réaction entre l'oxaloacétate et I'acétyl-CoA, catalysée par la citrate
synthase (CS), peut aussi étre exporté hors de la mitochondrie. Dans ce cas, le glucose
devient une source importante de carbone pour la production de glycérol et d’acétyl-CoA,
lors de la DNL, essentielle a 'homéostasie du TA brun. Le citrate peut rejoindre le cytosol
grace a des transporteurs spécifiques, (citrate transporter protein, CTP codé par le géne
Slc25al). Hors de la mitochondrie, le citrate est clivé en oxaloacétate et acétyl-CoA par I'ATP
citrate lyase (ACLY). L'acétyl-CoA cytosolique peut alors étre utilisé pour la biosynthese des
AG par carboxylation de I'acétyl-CoA en malonyl-CoA par I'acétyl-CoA carboxylase (ACC).
L’expression de CTP et d’ACLY est régulée par la température. Chez I'homme et la souris,
I'expression d’Acly est augmentée par I'exposition au froid (Chondronikola et al., 2016).
Aussi, les niveaux de Ctp sont plus bas dans le TA brun de souris hébergées a

thermoneutralité (Yu et al., 2002).

Dans le TA aussi bien blanc que brun, la DNL est diminuée par un régime riche en graisse
(Tang et al.,, 2016; Sanchez-Gurmaches et al.,, 2018). La stimulation B-adrénergique
chronique augmente la DNL dans le TA, surtout le brun. Notons cependant que la DNL n’est
pas encore induite 24 heures aprés une unique injection d’agoniste B3-adrénergique
(Mottillo et al., 2014). En revanche, I'adaptation au froid n’induit la DNL uniquement dans le
TA brun (Lundgren et al., 2023). Des expériences de tracage radioactif ([**C]glucose) ou non
([U-13C]glucose) ont confirmés que le glucose pouvait étre le précurseur de la synthése d’AG
comme le palmitate dans le TA brun suite a une exposition au froid (Saggerson et al., 1988;

Wang et al., 2020).

Cependant, la délétion de FASN dans le TA induit un brunissement du TA blanc (Lodhi et al.,
2012). De plus, I'étude de divers modeles KO pour les enzymes de la DNL ont montré que
’ACC1 et FASN étaient de puissants inhibiteurs de la thermogenése du TA blanc en
favorisant la synthése d’AG comme le palmitate plutét qu'en modulant les intermédiaires de

la DNL comme I'acétyl-CoA ou le malonyl-CoA (Guilherme et al. 2017, 2018).

Le glucose capté par I'adipocyte brun peut aussi étre utilisé pour la synthese de triglycérides
via la formation de glycerol 3-phosphate (G3P). Ce métabolite du glucose est accumulé in
vitro dans les adipocytes T37i traités au CL316,243 et in vivo dans le TA brun de souris
acclimatées au froid (Held et al., 2018; Wang et al., 2020). Le tracage de [U-13C]-glucose

indique que le glucose est plus présent dans le squelette de glycérol que dans les acetyl-CoA
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incorporés pour former les TG. Ainsi, le glucose integre les triglycérides principalement via le
G3P et non via la DNL. L'augmentation de la PDK4 semble donc cohérente avec les données
de métabolomique. La PDK4 permet ainsi de moduler le devenir du glucose dans I'adipocyte

brun, entre I'oxydation et la synthése de G3P.

Le glucose peut également étre incorporé dans des granules de glycogenes au sein des
adipocytes bruns. Le glycogéne est nécessaire a la formation des gouttelettes lipidiques des
adipocytes bruns (Mayeuf-Louchart et al.,, 2019). La synthése de glycogéne est aussi
nécessaire pour optimiser la thermogenése adaptative du TA beige (Zhuo et al., 2024). Par
ailleurs, chez la souris déficiente en DGAT1/2 dans le TA brun, et donc incapable de
synthétiser les TG de fagcon optimale, les niveaux de glycogéne et I'activité de la glycogene

synthase (GYS) sont augmentés (Chitraju et al., 2020).

L’expressions des enzymes impliquées dans la synthese du glycogéne (Uridine diphosphate-
glucose pyrophosphorylase, UGP et GYS) et sa dégradation (glycogene phosphorylase, PYGL)
est augmentée chez les rongeurs lors d’'une exposition au froid (Hao et al., 2015. Labbé et al.,
2015). Ce turnover intense indique que le glycogene participe a I'adaptation au froid et

contribue a la plasticité métabolique du TA brun.

Utilisation d’autres substrats
D’autres nutriments autres que le glucose et les lipides peuvent étre métabolisés par le TA

brun au profit de la thermogenése (Figure 40). Ainsi, le TA brun est parfois qualifié de

syphon métabolique. Il s’agit souvent de métabolites qui rejoignent le cycle de Krebs.

Le succinate fait partie de ces intermédiaires. Le métabolome du TA brun a montré que le
succinate était un métabolite accumulé sélectivement dans ce tissu lors d’'une exposition au
froid. In vitro, les adipocytes bruns peuvent capter et oxyder le succinate extracellulaire.
Enfin, I'administration de succinate peut directement stimuler la thermogenése dans le TA
brun chez la souris, via la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) médiées par la
succinate déshydrogénase, le complexe Il de la chaine respiratoire (Mills et al., 2018). Ces
ROS physiologiques initient également la thermogenése dans le TA beige (Chouchani et al.,

2016).
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Le glutamate peut aussi rejoindre le cycle de Krebs via sa conversion en a-kétoglutarate par
la glutamate déshydrogénase exprimée dans le TA brun, y compris chez I'"homme. Son
import est augmenté par le froid dans ce dernier mais pas dans le TA blanc (Weir et al.,
2018). Les acides aminés a chaine ramifiée (BCAA) participent également a la thermogeneése
non frissonnante du TA brun par incorporation au cycle de Krebs ou par augmentation de la
respiration mitochondriale (Yoneshir et al., 2019). Chez la souris, I'inhibition spécifique de la
SLC25A44, un transporteur de valine et de leucine, perturbe la thermogenese. Chez
I’'homme, I'exposition au froid améliore la clairance systémique des BCAA, la valine et Ila
leucine, uniquement chez les sujets présentant une activité thermogénique. De plus,
I'expression du transporteur mitochondrial SLC25A44 est augmentée par |'exposition au
froid. Enfin, les patients en situation d’obésité présentent des niveaux élevés de BCAA

circulants (Newgard et al., 2009).

Comme le glucose, le lactate peut fournir du pyruvate et donc alimenter le cycle de Krebs
(Rabinowitz et al., 2020). C’'est donc aussi un substrat énergétique utilisable par le TA brun
(Saggerson et al., 1988). Le lactate contréle aussi I'expression d’Ucpl en modifiant le statut
redox (Carriére et al., 2014). L'import de lactate par I'adipocyte brun ainsi que son import a
la mitochondrie se fait grace au Monocarboxylic transporter 1 (MCT1). Son expression est
importante dans le TA brun et augmentée dans le TA blanc avec I'exposition au froid
(Lagarde et al., 2020). Aussi, I'inhibition pharmacologique de MCT1 a confirmé le réle du

lactate dans la thermogenése du BAT (Jeong et al., 2018).
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Figure 40: Flexibilité métabolique de I'adipocyte brun

L’adipocyte brun utilise plusieurs métabolites, dont le glucose, les lipides et les acides aminés, pour
favoriser la thermogenese. En rouge, les métabolites dont I'expression est augmentée par la
stimulation du TA brun. Les fléches rouges correspondent aux augmentations des flux métaboliques
décrits avec la stimulation du TA brun des flux métaboliques. Les métabolites en bleu indiquent les
métabolites extra-cellulaires utilisés comme traceurs métaboliques dans les adipocytes bruns. *:
enzymes et protéines étudiées avec des modeles de délétion génétique murins. D’apres Wang et al.,

2021).

Thermogenese UCP1 indépendante
UCP1 a été découverte en 1976. Certaines données expérimentales obtenues chez la souris

délétées pour UCP1 ont cependant surpris. En effet la souris Ucpl -/- est certes sensible a

une exposition aigue au froid mais son adiposité n’est pas supérieure (Enerback et al., 1997).

De plus, ces mémes souris maintiennent une dépense énergétique normale au repos et
résistent a |'obésité I'alimentation a d’hébergement

induite par températures

conventionnelles (Liu et al., 2003). Enfin, elles peuvent méme s’adapter au froid en cas
d’acclimatation. Ainsi, il existe des mécanismes permettant d’augmenter la thermogenése
indépendamment d’UCP1 (Figure 41). lls reposent sur la réalisation de cycles métaboliques

dits futiles.
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Un cycle futile consiste en un ensemble de réactions biochimiques qui se déroulent
simultanément dans des directions opposées. Le produit de la premiere réaction étant le
substrat de la seconde réaction, et le produit de la seconde réaction le substrat de la
premiere. La réalisation d’un tel cycle conduit a une diminution nette de I'ATP, permet
également de consommer des exceés de nutriments et de dissiper de I'énergie sous forme de

chaleur (Newsholme et al., 1978).

Calcium
Le cycle du calcium est I'un des mécanismes impliqués dans la thermogenése adaptative

indépendante d’UCP1. D’abord étudié dans le muscle squelettique (de Meis et al., 2001), ce
cycle est aussi réalisé dans le TA beige (lkeda et al., 2017; Mottillo et al.,, 2018). La
stimulation al/B3-adrénergique induit ce cycle futile. En effet, la sarco/réticulum
endoplasmique Ca?*-ATPase (SERCA2b) et le récepteur a la ryanodine (RYR) sont activés. La
SERCA2b hydrolyse I’ATP faisant rentrer le calcium dans le réticulum tandis que I'activation
du RYR permet le retour du calcium dans le cytoplasme, entrainant ainsi une consommation
d’ATP et la production de chaleur. Notons que cette thermogenése n’est pas réalisée dans
les adipocytes bruns, mais uniquement dans les beiges, probablement lié a la faible

expression de I’ATP synthase dans le TA brun.

Créatinine
La créatine est stockée dans les muscles sous forme de phosphocréatine. Lorsque les

muscles ont besoin d’énergie, la phosphocréatine est utilisée pour la synthese d’ATP,
notamment lors d’efforts anaérobies, courts et intenses. Le cycle de la créatine permet
également la production de chaleur indépendamment d’UCP1 (Kazak et al., 2015). Il a
d’abord été étudié dans des mitochondries isolées de TA beige de souris exposées au froid
dans des conditions limitantes en ADP, puis confirmé dans les adipocytes bruns de souris et
humains (Rahbani et al., 2021). Dans des conditions limitantes en ADP, la phosphorylation de
la créatine par la créatine kinase mitochondriale (Mi-CK) se produit simultanément avec
I’hydrolyse de la phosphocréatine (PCr), créant ainsi un cycle de substrat futile induit par la
créatine. La délétion du transporteur de créatine SLC6A8 réduit la dépense énergétique chez
la souris (Kazak et al., 2019). En I'absence d’UCP1, les genes impliqués dans le métabolisme
de la créatine, y compris la créatine kinase B (CKB), sont induits par 'AMPc. De plus,
I'invalidation génétique spécifique dans le TA brun de I'enzyme limitante de la synthése de la

créatine, la glycine amidinotransferase (GATM) altere la dépense énergétique et induit une
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obésité par 'alimentation et une intolérance au froid. Enfin, la délétion simultanée d’UCP1
et de Mi-CK aggrave les phénotypes observés par la simple délétion d’'UCP1 ou de Mi-CK
(Rahbani et al., 2024).

Réestérification des AG
Au sein du TA thermogénique, le cycle futile des TG fait référence a un processus

biochimique dans lequel les TG sont continuellement synthétisés et dégradés sans
accumulation nette. Ce cycle est associé a une dépense énergétique accrue. La dégradation
des TG en AG libres consomme de |'énergie, tandis que la resynthese des TG a partir d'AG et
de glycérol en consomme également. La lipolyse et la ré-estérification sont mutuellement
régulées. En effet, des souris délétées pour la HSL présentent une diminution de la lipolyse
mais aussi de la réestérification des acides gras (Zimmermann et al., 2003). La stimulation B-
adrénergique, I'exposition au froid ou les agonistes de PPARy comme la rosiglitazone
augmentent 'activité de ce cycle, permettant |'optimisation des quantités d’AG nécessaires
a la thermogeneése sans frisson (Brooks et al., 1983; Barquissau et al., 2016; Lasar et al.,
2018). La rosiglitazone augmente notamment les niveaux d’aquaporine 7 et de la glycérol
kinase, respectivement impliquées dans la recapture du glycérol et la phosphorylation de ce

dernier en glycérol-3-phosphate.
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Figure 41: La thermogenése indépendante d'UCP1

Plusieurs cycles futiles permettent la production de chaleur indépendamment d’UCP1. Le cycle futile
du calcium reposant sur le transport de ce dernier entre le cytosol et le réticulum endoplasmique (A),
celui de la créatine reposant sur sa phosphorylation et hydrolyse successives (B), et celui des
triglycérides basés sur le recyclage de ces derniers, par hydrolyse et réestérifications successives (C).

D’aprés Cohen et Kajimura, 2021).
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Le tissu adipeux brun est aussi un organe sécrétoire

Le TA thermogénique est caractérisé par sa diversité de substrats utilisés pour la production
de chaleur mais aussi ses sécrétions spécifiques, aussi appelés BATokines. Contrairement au
TA blanc, le TA brun sécrete peu de leptine ou de TNF-a (Ortega et al., 2011), et moins
d’adiponectine. De plus, plusieurs études de transplantations de TA brun confirment les

effets bénéfiques de cet organe au-dela de la thermogenese (Villarroya et Giralt, 2015).

La transplantation de TA brun chez la souris diminue I'adiposité, améliore la tolérance au
glucose et la sensibilité a I'insuline, méme en régime riche en graisse, ou chez la souris
Ob/Ob (Standford et al., 2012; Liu et al., 2013; Liu et al., 2015). Ces effets bénéfiques sont
associés a une augmentation de I'import du glucose dans le TA blanc, le TA brun et le coeur.
De plus, ils sont en partie médiée par lI'augmentation des niveaux de FGF21 et d’IL6

provenant du TA brun.

FGF21
Bien que le foie soit le principal contributeur de la synthése de FGF21 (Markan et al., 2014;

Ameka et al., 2019), le TA brun peut aussi le sécréter grace a la stimulation noradrénergique
(Hondares et al., 2011; Fisher et al., 2012; Abu-Odeh et al., 2021). Le TA et le foie sont
connectés pour réguler les niveaux de FGF21. En effet, la lipolyse médiée par ATGL controle
I’expression génique dans le foie en réponse a une stimulation B3-adrénergique (Fougerat et
al., 2022). De plus, chez le rongeur nouveau-né, les AG provenant du lait induisent Ila
libération de FGF21 par le foie et augmente I'expression de marqueurs thermogéniques dans
le TA brun (Hondares et al., 2010). Chez I’'homme, les taux sériques de FGF21 sont associés
de facon positive a I'activité du TA brun (Hanssen et al., 2015). Le FGF21, y compris
provenant du TA brun, possede également des effets cardioprotecteur (Thoonen et al.,

2015).

Interleukine 6
L'augmentation des niveaux de FG21 et de linterleukine 6 dans le TA brun n’est, en

revanche, pas retrouvée dans le cas de transplantations de TA brun provenant de souris
délétées pour le géne de I'lL-6 (Standford et al.,, 2012). In vitro, son expression et sa
sécrétion par les adipocytes bruns sont induites par la stimulation B3-adrénergique (Burysek
et al., 1997). De plus, I'IL-6 est plus sécrétée par les adipocytes beiges que par les adipocytes

blancs. L’inhibition du récepteur de [I'IL-6 diminue [|'expression de marqueurs
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thermogéniques (Kristof et al., 2019). In vivo, le stress provoque aussi une augmentation de
la sécrétion d’IL-6 par le TA brun, non pas seulement pour la thermogenése mais pour
induire la néoglucogenése hépatique (Qing et al., 2020). L'IL-6 est également une myokine
dont I'expression est induite par I'exercice, améliorant la sensibilité a I'insuline dans ce tissu

(Ikeda et al., 2016).

Bone Morphogenetic Proteins
Le TA brun produit également plusieurs protéines de la famille des bone morphogenetic

protein (BMP). BMP4 est induit dans les progéniteurs des adipocytes blancs et favorise
I'adipogenése blanche. BMP4 peut aussi induire I'engagement et la différenciation des
cellules précurseurs beiges (Elsen et al., 2014). En effet, la surexpression de BMP4 dans le TA
blanc induit le brunissement de celui-ci, tandis que la souris délétée pour BMP4 dans le TA
posséde des adipocytes hypertrophiés et développe une résistance a I'insuline (Qian et al.,
2013). BMP7 régule I'adipogenése brune en induisant notamment |'expression de PRDM16
et PGCla (Tseng et al., 2008). Les niveaux de BMP8b sont plus élevés dans le TA brun que le
TA blanc et son expression est augmentée par la stimulation B3-adrénergique (Whittle et al.,
2012). BMP8b est, en revanche, sécrétée par les adipocytes bruns matures. La surexpression
de BMP8b induit la thermogenese via l'augmentation de la vascularisation et de

I'innervation du TA (Pellegrinelli et al., 2018).

NRG4
La surexpression de BMP8b induit aussi la synthése d’une autre batokine, la néréguline 4

(NRG4) permettant la croissance des neurites. Lorsqu’elle est sécrétée, NRG4 agit également
sur le foie en inhibant la lipogenése hépatique qui est augmentée par I'obésité ou dans les
MAFLD (Wang et al., 2014 ; Liu et al., 2023). NRG4 stimule aussi la sécrétion d’insuline au

niveau pancréatique (South et al., 2013).
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Sécrétions lipidiques

Les lipides permettent d’activer ou de stabiliser la protéine UCP1, et peuvent aussi étre
utilisés comme substrats énergétiques. Par ailleurs, des analyses lipidomiques ont également
révélées que de nombreux lipides bioactifs étaient sécrétés par le TA brun, y compris chez
I'homme (Leiria et Tseng, 2020; Kultere et al., 2020; Walker et al., 2024). Les oxylipines
correspondent aux dérivés des acides gras polyinsaturés (AGPI) oméga-3 ou oméga-6,
métabolisés par les cyclooxygénases (COX), les lipoxygénases (LOX) ou la cytochrome P450
époxygénase (CYP P450). Ces lipides bioactifs peuvent réguler I'adipogenése (Barquissau et
al.,, 2017) ou l'inflammation (Serhan et al., 2014). Ces médiateurs lipidiques sont aussi
impliqués dans la thermogenése sans frisson, notamment via la formation d’adipocytes
beiges. J'ai eu I'opportunité d’étudier le potentiel thermogénique de plusieurs de ces lipides

dans les adipocytes hMADS. Ces résultats sont présentés en Annexe 3.

Les prostaglandines
Les prostaglandines (PG) font aussi partie des lipides sécrétés par le TA brun. Ce sont des

dérivés de I'acide arachidonique (ARA) produits grace aux COX1, COX2 et PG synthases. Les
PG exercent leurs effets distinctifs en se liant a leurs récepteurs couplés aux protéines G ; D-
prostanoid receptors (DP)1-2 pour le PGD2, E-prostanoid receptors (EP)1-4 pour le PGE2,
prostacyclin (IP) pour PGI2, TP pour le thromboxane A2 (TxA2), and FP pour le PGF2a
(Ricciotti et FitzGerald, 2011; Barquissau et al., 2017). La PGE2 induit la différenciation beige
des pré-adipocytes du TA blanc (Garcia-Alonso et al.,, 2013). aussi, linhibition
pharmacologique de COX2 ou du récepteur EP4 réduit le recrutement d’adipocytes beiges
(Madsen et al., 2010; Vegiopoulos et al., 2010). De méme, un analogue stable de la PGI2, la
carbaprostacycline, induit la conversion d’adipocytes blancs vers un phénotype
thermogénique (Ghandour et al., 2016) et la formation de novo d’adipocytes
thermogéniques (Bayindir et al., 2015). De plus, la lipolyse peut également induire la
production de métabolites comme la PGD2 pour stimuler la prolifération des préadipocytes
beiges (Abe et al., 2023). En revanche, d’autres dérivés des COX inhibent la fonction du TA
thermogénique. La PGF2a empéche la différenciation adipocytaire (Liu et al., 2007) tandis
que le thromboxane B2 (TxB2), le métabolite issu de la dégradation du TxA2, et la PGF2a
réduisent I'expression d’'UCP1 (Ghandour et al., 2018; Colson et al., 2023). Cela souligne la

fine régulation de la synthése de ces métabolites pour maintenir I’homéostasie du TA.
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12-13 diHOME
En 2017, le 12,13-dihydroxy-9Z-octadecenoic acid (12,13-diHOME) a été identifié comme

une BATokine induite par le froid augmentant I'activité thermogénique et le transport d’AG
vers le TA brun (Lynes et al., 2017). Le 12,13-diHOME est un dérivé de |’acide linoléique,
métabolisé par le cytochrome P450, puis par des époxydes hydrolases solubles (sEH). Chez
I’'homme, les niveaux circulants de 12,13-diHOME sont augmentés par I'exposition au froid,
et négativement corrélés a I'IMC, 'HOMA-IR ou les niveaux de TG. Notons aussi que
I’exercice physique induit la sécrétion de 12,13-diHOME pour augmenter le transport d’AG
vers les muscles squelettiques ainsi que la fonction mitochondriale (Stanford et al., 2018;
Gurup et al.,, 2023). La transplantation de TA brun indique aussi que le 12,13-diHOME

provenant de ce tissu améliore la fonction cardiaque (Pinckard et al., 2021).

12-HEPE
Le 12-hydroxyeicosapentaenoic acid (12-HEPE) est un autre dérivé d’AGPI impliqué dans le

métabolisme du TA brun. Le 12-HEPE, produit par I'adipocyte brun agit de facon autocrine et
paracrine. Il est issu de la métabolisation de l'acide eicosapentaénoique (EPA) par la 12
lipoxygénase (12LOX). L'expression de cette enzyme est induite par le froid, ou la stimulation
B3-adrénergique. Il en est de méme pour ses produits. La délétion du géne codant cette
enzyme dans le TA brun induit une intolérance au froid et diminue I'utilisation du glucose.
L'injection de 12-HEPE augmente I'import de glucose ainsi que la lipogenese de novo vers le

TA brun via l'activation de de GLUT, et d’AKT (Leiria et al., 2019).

Résolvines
Les LOX sont aussi impliqués dans la synthése de médiateurs lipidiques anti-inflammatoires,

les specialized proresolving lipid mediators (SPMs). Cette famille est aussi composée de
dérivés d’EPA et de DHA aux propriétés anti-inflammatoires dans de nombreux organes. Elle
regroupe les résolvines, les protectines et les marésines qui participent activement a la
résolution de l'inflammation dans plusieurs tissus dont le TA (Martinez-Fernandez et al.,
2017; Félix-Sorianoal., 2021). On peut notamment citer la marésine 1 (MaR1) qui favorise
I'activité thermogénique du TA brun et le brunissement du TA blanc par des mécanismes

dépendants de I'll-6 et de LGR6 (Laiglesia et al., 2023).
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La marésine 2 (MaR2), un autre lipide de la famille des SPMs, agit sur le foie (Sugimoto et al.,
2022). La suppression du TA brun par chirurgie a confirmé que la MaR2 était sécrétée par ce
tissu. Les enzymes responsables de sa synthése sont également induites par le froid
uniquement dans le TA brun et non dans le foie. La MaR2 diminue I'inflammation du foie

induite par I'obésité, notamment en ciblant les macrophages hépatiques.

E) Plasticité de I'organe adipeux et
mécanosensibilité

L'une des principales caractéristiques du TA est sa grande plasticité. Sa plasticité est possible
grace a la diversité de son métabolisme glucido-lipidique, et méme la variété de substrats
possibles pour le TA thermogénique. Elle est méme visible au niveau morphologique et peut
aussi bien étre physiologique, en fonction des besoins énergétiques des autres organes par
exemple, ou bien pathologiques comme en témoignent I'important remodelage du TA qui se
met en place avec |'obésité. Le TA s’étend par I'augmentation du nombre d’adipocytes
(hyperplasie) et par I'augmentation de la taille de ces adipocytes (hypertrophie). De méme,
I’exposition au froid ou la stimulation B3-adrénergique remodéle profondément le TA. Il voit
son expression génique drastiquement modifié tout comme sa morphologie, associé a une
diminution de la taille des adipocytes due a I'augmentation de la lipolyse. Se pose ainsi la
guestion de la mécanosensibilité de cet organe. Comment le TA percoit les variations de
contraintes que subissent ses cellules, et quels sont les signalisations activées par ses

mécanosenseurs ?

Matrice extra-cellulaire et rigidité
L'adipocyte est équipé pour détecter les variations de pressions qu’il subit, celles issues des

autres adipocytes (population principale en proportion volumique), de sa propre
hypertrophie ou encore celles issues du réseau vasculaire. Le remodelage pathologique du

TA durant I'obésité est aussi accompagné d’une synthése excessive de protéines de la
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matrice extra-cellulaire (MEC) comme les collagenes ainsi qu’une augmentation de I'activité
de la lysyl oxydase (LOX). En conséquence, la MEC se rigidifie ce qui participe encore a la
dysfonction adipocytaire (Pastel et al., 2017; Huang et al., 2021). La délétion spécifique du
collagéne de type 6 alpha 1 (Col6al) chez la souris ob/ob induit une hypertrophie des
adipocytes mais une réduction de la prise de poids. Par ailleurs, ces souris présentent un
meilleur profile métabolique et moins d’inflammation (Khan et al., 2008). Au contraire, la

surexpression de I'adiponectine réduit les niveaux de nombreux collagenes.

La rigidité variable de la matrice extra cellulaire peut ainsi activer différemment I'adipocyte,
modulant ainsi sa capacité d’incorporation de lipides par exemple. De méme, la
différenciation adipocytaire est aussi dépendante des propriétés de la matrice. In vitro, la
culture 2D sur des supports de rigidités variables ou méme au sein de matrices en 3D permet
d’étudier I'influence de la matrice sur I'adipocyte. Cultivés au sein de matrice décellularisée
de TA d’individus obeéses, les adipocytes sécrétent moins d’adipokines, possedent une
fonction lipolytique réduite et expriment plus de marqueurs de l'inflammation ou du
remodelage de la MEC. Ces altérations sont partiellement retrouvées lorsque les adipocytes
sont soumis a une force mécanique de compression (Pellegrinelli et al. 2014). L'un des
médiateurs produits lors de cette contrainte est le connective tissue growth factor (CTGF)
dont I'expression pourrait étre régulé par la Yes-associated protein (YAP) qui est induite en
réponse a des signaux mécaniques tels que la tension du cytosquelette (Halder et al., 2012).
Par ailleurs, la délétion de YAP spécifiguement dans l'adipocyte diminue la taille des
adipocytes, la fibrose au sein de ce tissu et améliore la tolérance au glucose (Han et al.,

2022).

Au contraire, limiter la contrainte que subit I'adipocyte semble étre bénéfique. La culture en
microgravité simulée, développé par la NASA, est une approche pour étudier I'adipocyte
dans de telles conditions (Kossmehl et al., 2003). La microgravité améliore les fonctions de
I’'adipocyte mature comme la lipogenése ou la lipolyse, augmente les niveaux d’adiponectine
et diminue ceux de la leptine (Anvari et al.,, 2024). Elle augmente aussi le transport de
glucose via GLUT4 selon un mécanisme indépendant de [|activation d’AKT. Cette
augmentation est liée a une formation accrue d’actine corticale par des voies de
signalisation mécanosensible impliguant notamment les protéines Ras homolog family

member A (Rho-A) actin-related protein 3 (ARP2/3) (Yang et al., 2014).
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Volume adipocytaire et sensibilité a I'insuline
L'augmentation du volume de I'adipocyte et donc de la pression a la membrane peut aussi

étre directement détectée et intégrée par la cellule. Le cytoplasme étant beaucoup moins
rigide que les gouttelettes lipidiques, la rigidité globale augmente durant I'adipogenése. La
rigidité passe de 300 a 900 Pa dans les préadipocytes 3T3-L1 a environ 2 kPa dans ces
mémes cellules différenciées en adipocytes (Shoham et al., 2014). Chez I'homme,
I'augmentation de la taille des adipocytes est positivement corrélée a I'altération de la
sensibilité a I'insuline et de la tolérance au glucose (Acosta et al. 2016). L’hypertrophie
adipocytaire est caractérisée par une réorganisation de la dynamique de I'actine en raison
d’une augmentation de I'activité de la Rho-A favorisant la polymérisation de I'actine. Notons
gue ces changements sont normalisés tout comme I’altération de la signalisation insulinique
lorsque I'hypertrophie disparait (Hansson et al., 2019). Aussi, SWELL1 est un canal ionique
sensible au volume exprimé a la membrane des adipocytes. Son expression est augmentée
durant la mise en place de I'obésité et des les adipocytes hypertrophiques chez ’lhomme et
la souris. SWELL1 est un régulateur positif de la signalisation insulinique. Sa délétion diminue
I"accumulation de lipides dans I'adipocyte mais perturbe la sensibilité a I'insuline et la

tolérance au glucose (Zhang et al., 2017 ; Gunasekar et al., 2019).

Mécanotransduction et adipogenése

Les contraintes mécaniques que subit le TA peuvent aussi étre détectées et intégrées par les
préadipocytes (Figure 42). La microgravité simulée augmente |I'adipogenése des cellules
souches mésenchymateuses humaines en augmentant l'activité de la p38 MAPK et
diminuant celle de pERK, tandis que leur potentiel ostéogénique est réduit (Zayzafoon et al.,
2004). Aussi, la stimulation mécanique cyclique tend a inhiber la différenciation adipocytaire
dans plusieurs modéles murins ou humains. L’expression de PPARy et de C/EBPa est abolie
lorsque des préadipocytes humains, (cellules périvasculaires du cordon ombilical, HUCPVCs)
sont soumises a un étirement mécanique cyclique chronique (Turner et al.,, 2008).
L'inhibition de la signalisation TGFB1/Smad restaure la différenciation adipogénique. Dans
des modeles murins in vitro de différenciation adipocytaire, I'étirement mécanique
chronique maintient I'expression de la B-caténine et supprime l'induction PPARy et de
I'adiponectine. En revanche, le potentiel de différenciation ostéoblastiques des cellules

mésenchymateuses est augmenté par ce stress mécanique (Sen et al., 2008). L’étirement
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mécanique cyclique réduit également la différenciation adipocytaire des cellules 3T3-L1 via
la réduction de PPARy et de C/EBP associé a une augmentation de la phosphorylation de ERK
et I'induction de COX2 (Tanabe et al., 2004, Tanabe et al., 2008).

L'application de contraintes mécaniques statiques de compression perturbe les fonctions
des adipocytes matures (Pellegrinelli et al. 2014). De telles pressions perturbent aussi la
différenciation adipocytaire d’une lignée cellulaire préadipocytaire humaine (SGBS). Une fois
encore, I'expression de PPARy et de C/EBPa est réduite alors que celle de leurs modulateurs
négatifs comme COX2 ou WntlOb est augmentée (Hossain et al., 2010). Enfin, la
pluripotence des cellules souches mésenchymateuses hADSCs (Adipose-derived stem cells)
est modulée par la stimulation mécanique chronique. En effet, I'étirement mécanique
favorise la prolifération, 'adhésion et la migration des hADSCs et inhibe I'apoptose. De telles
stimulations inhibent I'adipogenése, mais augmentent I'ostéogenése (Fang et al., 2019). Au
contraire, d’autres stimulations statiques comme I'étirement accélérent au contraire la

différenciation adipocytaire (Hara et al., 2011; Shoham et al., 2012).

Bien que le contenu en gouttelettes lipidiques soit réduit dans I'adipocyte brun par rapport
au blanc, le TA blanc intact a une rigidité de 3 kPa, tandis que celle du TA brun est d’environ
4,5 kPa. De plus, la rigidité des adipocytes bruns ou d’explants de TA brun augmente
rapidement apres un traitement a l'isoprotérénol atteignant un maximum au bout de 30
minutes (Tharp et al., 2018). Cette contraction est dépendante de I'actomyosine et du
facteur de transcription YAP/TAZ. En effet, les capacités thermogéniques et la rigidité sont
diminuées en présence d’inhibiteurs pharmacologiques de la myosine. De méme, la délétion

de YAP/TAZ spécifiquement dans les adipocytes thermogéniques perturbe la thermogenése.
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Figure 42: Stimulation mécanique et adipogenése

D’aprés (Shoham et Gefen, 2012).
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Mécanotransduction et canaux ioniques

TRPV
En plus du remodelage extracellulaire et des réseaux d’actines intracellulaires, les cellules du

TA peuvent ressentir les contraintes mécaniques via certains canaux ioniques
mécanosensibles exprimés a la membrane. Parmi ces senseurs, on retrouve notamment
certaines protéines de la famille des canaux TRP (Transient Receptor Potential). Cette famille
est divisée en sept sous-familles (Gees et al.,, 2012). La transduction de signal issue de
I'activation de ces canaux repose sur I'augmentation du calcium intracellulaire. TRPV2, canal
initialement décrit comme étant sensible a la chaleur (Caterina et al., 1999), peut aussi étre
activé par les stimulations mécaniques comme I'augmentation de volume cellulaire (Muraki
et al., 2003). TRPV2 est présent dans le TA, et particulierement exprimé par I'adipocyte brun.
Son expression dans l'adipocyte augmente avec 'exposition au froid, le régime riche en
graisse ou chez la souris db/db, trois situations ou le volume de I'adipocyte est modifié (Sun
et al., 2017). L’étude de la souris délétée pour le TRPV2 indique que la signalisation calcique
médiée par le TRPV2 est impliquée dans la thermogenése lors de I'activation des récepteurs
B-adrénergiques. En effet, chez la souris, I'absence de TRPV2 provoque une intolérance au
froid et une plus faible induction d’Ucp1l et de PGCla. L'obésité et la résistance a l'insuline

sont aussi aggravées chez la souris TRPV2KO (Sun et al., 2016).

TRPV4 est un autre canal calcique mécanosensible exprimé par I'adipocyte (Strotmann et al.,
2000). Son expression dans le TA est également augmentée chez la souris db/db (Sun et al.,
2017). Cependant, TRPV4 semble étre un régulateur négatif de la thermogeneése. La délétion
de ce canal ou son inhibition pharmacologique facilite le brunissement du TA blanc (Ye et al.,
2012). La souris TRPV4KO est résistante a I'obésité induite par I'alimentation (Kusudo et al.,
2012). De plus, I'exercice physique est associé a une normalisation de I'expression de ce
canal qui est augmentée par le régime riche en graisse dans le TA blanc sous-cutané (Chen et

al., 2015).

D’autres canaux ioniqgues non mécanosensibles sont impliqués dans la formation
d’adipocytes. On peut notamment citer TRPV1, activé par la chaleur ou la capsaicine (Cao et

al.,, 2013).
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Piezol
Piezol et Piezo2 sont deux autres canaux ioniques cationiques non-sélectifs potentiellement

impliqués dans la mécanotranduction dans le TA. lls ont été caractérisés en 2010 dans les
cellules Neuro2A (Coste et al., 2010). Piezol est une protéine transmembranaire qui
fonctionne comme un canal ionique mécano-sensible, activée par des forces mécaniques
telles que la pression ou I'étirement (Coste et al., 2012). Sa mécanosensibilité repose sur sa
structure particuliere. La protéine Piezol posséde une structure 3D unique en forme de
triskelion ou de turbine, composée de trois segments distaux flexibles qui lui permettent de
détecter les forces mécaniques et de s'ouvrir en réponse a celles-ci (Figure 43). Lors de son
ouverture médiée par une déformation locale de la membrane, Piezol est perméable au
Na*, K* et Ca®*. Les courants de Piezol se caractérisent par une activation rapide en réponse
aux stimuli mécaniques. Piezol peut étre activé pharmacologiquement par Yodal ou Jedil/2
qui permettent en fait de retarder son inactivation. Au contraire, son activité est inhibée par

la toxine peptidique GsMTX4.

Extracellular view

CLOSED OPEN

Yodal Dooku1l

Jedil/2 GsMTx4
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Figure 43: La strucure de PIEZO1 et réqulation de son activité

PIEZO1 est ancrée a la membrane plasmique et I'incurve localement. Les stimulations mécaniques
déforment la membrane permettant Iouverture du canal. PIEZO1 est aussi activée
pharmacologiquement par Yodal et Jedil/2 alors qu’elle est inhibée par Dooku et le GsMTXA4.
Adaptée d’aprés (Zhao et al., 2018 ; Dienes et al., 2023).
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Piezol est fortement exprimé dans le TA. Chez la souris nourrie avec un régime riche en
graisse, sa délétion sous le controle du promoteur de I'adiponectine induit une insulino-
résistance, associé a une inflammation du TA (Zhao et al., 2019). Ces dysfonctions pourraient
étre liées a un défaut d’adipogenése (Wang et al., 2020). Le role de Piezol dans le TA brun
reste inconnu a ce jour. Notons cependant que l'activation pharmacologique de ce canal
inhibe la différenciation d’adipocytes bruns et d’adipocytes périvasculaires (Kenmochi et al.,

2022; Rendon et al., 2022).

122



Objectifs de la these

Le tissu adipeux peut étre considéré comme un organe extrémement plastique en raison de
sa capacité a se remodeler et a s'adapter en réponse a divers stimuli physiologiques et
environnementaux. Il est en effet capable de s’étendre par hypertrophie et hyperplasie en
situation d’excés calorique. Au contraire, en cas de jeline ou d’exposition au froid, la lipolyse
mobilise les réserves énergétiques stockées dans les adipocytes. Cette incroyable plasticité
repose sur la diversité et I'interaction entre les diverses cellules du TA, cellules de la FSV et
adipocytes. Par ailleurs, les adipocytes, eux-mémes, sont dotés d’'une importante plasticité
métabolique, particulierement les adipocytes thermogéniques bruns et beiges. Depuis la
redécouverte du TA thermogénique actif chez 'homme (Cypess et al., 2009; van Marken
Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen et al., 2009), augmenter le recrutement et I'activation de
ces adipocytes thermogéniques est considéré comme une piste prometteuse pour la prise
en charge de I'obésité et des comorbidités associées. Cela impose de mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents du brunissement ou encore ceux du remodelage

pathophysiologique du TA thermogénique, lors de son blanchiment durant I'obésité.

Ainsi, mon projet de thése a pour objectifs d’affiner les connaissances sur le réle de PPARa
dans le TA thermogénique chez ’homme et la souris. Il est clair que PPARy régule la fonction
thermogénique. Cela a été démontré grace a divers modeéles de délétion spécifique et
I'utilisation d’activateurs spécifique puissants comme la rosiglitazone. L'étude de l'influence
de PPARa sur le TA thermogénique est plus complexe en raison de la moindre spécificité de

ses agonistes et de I'importance de PPARa au niveau hépatique.
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Mon projet de these s’articule donc autour de deux axes principaux :

e Etudier in vitro le role de I'activation de PPARa par le pémafibrate dans la conversion
thermogénique d’adipocytes humains. Cette approche in vitro a pour avantage
d’éliminer toute influence de [l'activation de PPARa hors du TA, notamment

hépatique.

e FEtudier chez la souris, I'influence de la délétion de PPARa dans le TA brun dans des
conditions peu documentées, a savoir une double stimulation, nutritionnelle avec un
régime riche en graisse combiné a un traitement avec un agoniste des récepteurs B3-

adrénergiques.

Par ailleurs, le TA thermogénique étant un tissu extrémement plastique, il est fondamental
de comprendre comment les remodelages qu’il subit sont détectés par les adipocytes.
Durant ma thése, j'ai donc également exploré chez la souris le réle de Piezol dans le TA

thermogénique, sachant qu’il s’agit d‘'un mécanosenseur fortement exprimé dans ce tissu.
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Résultats in vitro
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Introduction de I'étude in vitro
Il est clair que PPARy est essentiel a la formation et au fonctionnement des adipocytes

blancs et thermogéniques. A ce titre, il est considéré comme le mastergene du TA. La réelle
implication de PPARa est plus discutée. Bien que fortement exprimé dans le TA brun, PPARa
I’est peu au sein du TA blanc. En revanche, son expression augmente dans ce tissu avec
I’exposition au froid. Chez ’lhomme, peu de données sont disponibles. Ainsi, pour combler
ces lacunes, j'ai utilisé un modéle d’adipocytes humains, les cellules hMADS capables de
conversion vers un phénotype thermogénique. L'étude de I'implication de PPARa dans cette
trans-différenciation a été réalisée par l'inhibition de son expression via des petits ARNs
interférents (siRNA), en complément de traitements pharmacologiques pour activer
spécifiguement, PPARa grace au pémafibrate, ou PPARy grace a la rosiglitazone. Le
pémafibrate étant un des derniers agonistes développés pour activer spécifiqguement PPARa.
Cette molécule est déja utilisée en clinique dans la prise en charge d’hyperlipidémie. Son
effet passe par I'activation de PPARa hépatique. En revanche, aucune donnée chez ’lhomme
n’est disponible sur ses effets directs sur I'adipocyte. Chez la souris, le pémafibrate induit le
brunissement du TA blanc et permet de maintenir I'expression des marqueurs
thermogéniques aprés 'arrét d’une stimulation B3-adrénergique. Notre approche in vitro
dans un modeéle d’adipocyte humain permet d’étudier uniqguement les effets directs sur
I'adipocyte en évitant les effets de I'activation de PPARa dans d’autres types cellulaires

comme les hépatocytes.
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Highlights

- PPARa inhibition enhances UCP1 expression induced by PPARY activation
- PPARa is a hindrance for the induction of UCP1 expression.
- Pemafibrate is a PPARYy agonist for adipogenesis and UCP1 induction
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Abstract

Objective : Thermogenic adipocytes are able to dissipate energy as heat from lipids and
carbohydrates through enhanced uncoupled respiration, due to UCP1 activity. PPAR family
of transcription factors plays an important role in adipocyte biology. The purpose of this work
was to characterize the role of PPARa and pemafibrate in the control of thermogenic
adipocyte formation and function.

Methods : We used human multipotent adipose-derived stem cells and primary cultures of
stroma-vascular fraction cells, transfected with siRNA against PPARa, differentiated into
white or beige adipocytes, in the presence of rosiglitazone or pemafibrate. The expression of
key marker genes of adipogenesis and thermogenesis was determined using RT-qPCR and
Western blotting. An RNAseq analysis was also performed.

Results: We show that inhibition of PPARa mRNA increases UCP1 mRNA and protein
expression in thermogenic adipocytes. Knock-down of PPARa also increases stimulated
glycerol release. Pemafibrate, described as a selective PPARa modulator, induces
adipogenesis and the expression of UCP1 in the absence of PPARa expression. These effects
are inhibited by a specific PPARy antagonist highly suggesting that the pemafibrate effects in
adipogenesis and beiging were mediated by PPARY.

Conclusions : Conversion of white into thermogenic adipocytes is mainly due to the
activation of PPARy. Moreover, we show that PPARa seems to act as a brake for PPARy-
dependent beiging. Our data question the role of PPARa in human adipocyte browning and

the specificity of pemafibrate in adipocytes.

Key words: beige adipocyte; white adipocyte; PPARa; PPARYy; pemafibrate.
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1. Introduction

The prevalence of overweight and obesity continues to grow [1]. Obesity results from energy
imbalance and affects the adipose organ. White adipose tissue (WAT) is specialized in energy
storage/release in the form of lipids depending on metabolic needs whereas brown adipose
tissue (BAT) burns fat to produce heat [2-4]. This thermogenic function of BAT mainly relies
on the activity of uncoupling protein 1 (UCP1), a mitochondrial protein that uncouples the
electron transport chain activity from ATP synthesis [4]. UCP1-independent thermogenesis
has been reported, it has been shown that UCP1 and creatine kinase B participate in
thermogenesis [5-7]. UCPL1 is present in classical brown adipocytes possessing multilocular
lipid droplets and high mitochondrial density. However, adipocytes expressing UCP1 can be
found within WAT after B-adrenergic stimulation or cold exposure [8], and these thermogenic
cells are named beige or brite (brown in white) adipocytes. In the late 2000s, advances in
imaging invalidated the admitted idea that, in humans, BAT disappeared with aging by
putting in evidence the presence of thermogenic adipose tissue in healthy adult humans [9-
11]. These thermogenic adipocytes originate either from de novo differentiation of precursor

cells or conversion of mature white adipocytes [12; 13].

The peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) family is involved in fatty acid
oxidation and adipogenesis [14-16]. PPARs regulate gene transcription through binding to
lipophilic ligands/activators, function as a heterodimeric complex with the retinoid X receptor
(RXR), regulate various cellular activities, and are involved in several pathologies such as
obesity, diabetes, neurodegenerative and cardiovascular diseases, and cancer [38; 39]. Three
isoforms of PPARs (a, /3, y) have been described, with different functions and tissue
expressions: PPARa is the most expressed isoform in the liver among the three isotypes,
while high levels of PPARYy are found in adipose depots. PPARa is also highly expressed in
BAT. Interestingly, PPARa expression is low in WAT, but it increases during browning of
white adipocytes upon cold exposure or treatment with CL316,243, a 3-adrenergic receptor
agonist [40], suggesting a role in WAT beiging. However, PPARa seems dispensable for
adipogenesis and cold-induced UCP1 expression as deletion of PPARa in mice does not lead
to any alteration in the WAT [40]. The role of PPARa in the regulation of thermogenic
capacity remains unclear, especially in humans, with very few data available in human

models or in clinics.

PPARs endogenous ligands are lipids, but they remain to be identified, even though several

studies have attempted to obtain crystallographic structures of the PPAR ligand-binding
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domain in complexes with endogenous fatty acids [17]. Synthetic PPAR activators/ligands
have been developed during the early 1990s as these transcription factors represent an
important class of drug targets. Studies have put in evidence the important role of the
activation of PPAR family in the browning process [8; 18]. Hence, numerous PPAR-
activating compounds have been developed, although only a few of them are used in clinic.
PPARy-specific agonists thiazolidinediones such as rosiglitazone or pioglitazone are widely
used in vitro to induce adipocyte differentiation and have been tested as insulin-sensitizers to
treat patients with diabetes. However, adverse secondary effects, including heart failure, have
pulled them out of the preferred drugs list in the treatment of hyperglycemia [19; 20]. While
the involvement of PPARy in the browning of white adipocytes is well established, the
importance of PPARa activation in this process remains under debate. Treatment with
rosiglitazone or GW7647 (a PPARa-specific agonist) of human multipotent adipose-derived
stem (hMADS) cells promotes the conversion of white adipocytes toward a thermogenic
phenotype [18]. The use of compounds developed as relatively specific agonists of PPAR
isoforms or panagonists have led to controversial data that are still the subject of debate [21;
22]. Pemafibrate (also known as K-877) has been identified as a selective PPARa modulator
(SPPARMa) with a very high affinity (kd of 7 nM) and is used in clinics for the treatment of
dyslipidemia [23-26]. Long-term exposure of mice to PPARa agonist pemafibrate suppressed
diet-induced obesity through the induction of hepatic FGF21 associated with browning of
subcutaneous white adipocytes [27; 28]. However, there is very little data available that
describes direct effect of pemafibrate especially in humans.

In the present study we aimed at characterizing the involvement of PPARa and/or its
activation in the formation and function of beige adipocytes. To this end, we combined
siRNA knock down and pharmacological treatment with specific PPARa or PPARY agonists
as well as a PPARY antagonist using human cell models of adipogenesis and white-to-beige

conversion.

2. Materials and methods
2.1.Reagents

Cell culture media, insulin, and trypsin were purchased from Invitrogen (Cergy-Pontoise,
France). Fetal bovine serum was from Eurobio (Les Ulis, France). hFGF2 was from Peprotech
(Thermo Fisher Scientific), and other reagents were from Cayman Chemical (Ann Arbor, Ml,
USA) or Sigma-Aldrich Chimie (Saint-Quentin-Fallavier, France).
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2.2. Cell Culture and Stromal Vascular Fraction Preparation
hMADS cell Culture

The establishment and characterization of human multipotent adipose-derived stem (hMADS)
cells have previously been described [29; 30]. Briefly, these cells, isolated from white adipose
tissue removed from surgical scraps of infants undergoing surgery, did not enter senescence
while exhibiting a diploid karyotype, were non-transformed though they expressed significant
telomerase activity, did not show any chromosomal abnormalities after 140 population
doublings (PDs), and maintained their differentiation properties after 160-200 PDs [30].
hMADS cells were able to withstand freeze/thaw procedures, and their differentiation could
be directed under different culture conditions into various lineages. The cell population that
has been studied here was isolated from the pubic region fat pad of a 4-month-old male donor
(hMADS?3). Cells were seeded at a density of 5000 cells/cm? in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS), 15 mM Hepes, 2.5
ng/mL human Fibroblastic Growth Factor (hFGF2), 60 mg/mL penicillin, and 50 mg/mL
streptomycin. hFGF2 was removed when cells reached confluence. Differentiation was
induced in a serum-free medium at day two post-confluence (designated as day 0, DO) in
DMEM/Ham’s F12 (1:1) media supplemented with 10 pg/mL transferrin, 10 nM insulin, 0.2
nM triiodothyronine, 1 uM dexamethasone, and 500 uM isobutyl-methylxanthine for four
days. Cells were treated between D2 and D9 with 100 nM rosiglitazone (#71740; Cayman
Chemical), a PPARY agonist, to enable white adipocyte differentiation. At D14, conversion of
white to beige adipocytes was induced by a second rosiglitazone treatment for four days as
previously described [18; 31-33]. All compounds tested herein were added at D14. For some
experiments, cells were treated with 100 nM of PPARa agonist pemafibrate (#AX8R50;
Interchim,Montlugon, France), or 3 PM carbaprostacyclin (cPGI2, #18210, Cayman
Chemical) to induce white-to-beige adipocyte conversion. One hundred or 300 nM of
GWO9662 (#70785, Cayman Chemical), a PPARY antagonist, was added during the conversion
periods for some experiments. Media was changed every other day, and cells were used at the

indicated days.
Human Adipose Tissue stroma-vascular fraction (SVF) Preparation and Culture

Abdominal subcutaneous human adipose tissue was collected from healthy patients
undergoing surgeries (non-pathologic abdominoplasty) for SVF isolation according to the
procedure previously described [34; 35]. SVF cells were plated and maintained in DMEM
containing 10% FBS until confluence. Differentiation of primary cultures in white and beige
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adipocytes was performed according to the protocol described above for hMADS cells [18;
35].

2.3. Oil Red O staining and quantification

Lipid accumulation was visualized by Oil Red O staining of 4% formaldehyde-fixed hMADS
adipocytes at D11 or D18. Lipid accumulation was quantified by eluting Oil Red O in 200 pL

of absolute ethanol. Optical density of 100 pL of eluate was measured at 490 nm.
2.4.Transfection of SiRNAs

PPARa mRNA inhibition was performed by transfecting a 4-siRNA mix provided as a single
reagent against human PPARa (Dharmacon: L.-003434-00-0005), or a non-targeting SiRNA
(siCtrl; ON-TARGETplus Non-targeting Control Pool) for g°PCR and Western-blot analysis
(Dharmacon: D-001810-10-05); three controls (siGfp, NOsiRNA and non-transfected cells)
for RNAseq analysis) as a control. Briefly, hMADS cells at D10 were incubated with a
mixture containing Lipofectamine RNAIMAX Transfection Reagent and siRNA (25 nM) in
Opti-MEM Reduced Serum Medium. After 24 h, the transfection medium was replaced by the

differentiation medium. .
2.5. RNA isolation and analysis

Cells were lysed in Tri-Reagent solution according to the manufacturer’s instructions and
stored at -80°C till analysis. These procedures followed Minimum Information for Publication
of Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE) standard recommendations and were
conducted as described previously [36]. The oligonucleotide sequences, designed using
Primer Express software, are shown in Supplementary Table S1. Quantitative PCR (qPCR)
was performed using ONEGreen® Fast qPCR Premix (Ozyme, Saint-Cyr-1"Ecole, France),
and assays were run on a StepOne Plus ABI real-time PCR machine (PerkinElmer Life and
Analytical Sciences, Boston, MA, USA). The expression of selected genes was normalized to

that of the 36B4 housekeeping gene and then quantified using the comparative-ACt method.
2.6. RNA sequencing (RNA-seq) analysis

To assess the transcriptome differences between hMADS cells expressing or not PPARa,
three biological replicates were sequenced, three controls (siGFP, NosiRNA and non-
transfected cells) were used. Before further analysis, RNA integrity number was verified
(RIN>8). All mRNA library preparation, quality examination, and RNA sequencing were
conducted by GENEWIZ France Ltd. Functional annotation of gene ontology (GO)

enrichment, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), and clustering analysis
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were performed from read counts with iDEP 2.0 web application (integrated Differential
Expression & Pathway analysis) using edgeR and DESeq2 packages [37]. FASTQ data have

been deposited on BioStudies and are accessible through accession number E-MTAB-12937.
2.7. Lipolysis Assays

Lipolysis was assessed by measuring glycerol release from differentiated cells at D18.
Differentiated adipocytes were insulin-deprived for 60 min; then, fresh medium was added
and the cells were immediately subjected to 1 uM isoproterenol, a pan -adrenergic receptor
agonist, for 90 min. The sampled medium was used to measure glycerol release with a
glycerol colorimetric assay kit (Cayman), according to the manufacturer’s instructions. The

results were normalized to the protein amount.
2.8. Western Blot Analysis

Proteins were extracted from cells or tissues as previously described [38]. Equal amounts of
cellular proteins, 30 to 50 pg, were separated by electrophoresis using gradient gels (4-15%)
and blotted onto PVDF membranes. Following blocking, membranes were incubated with
primary antibody overnight at 4°C (anti-UCP1, Abcam #ab10983, dilution 1:1000; anti-TBP,
CST #D5C9H, dilution 1:1000; anti pan-ACTIN, CST #8456, dilution 1:1000). Primary
antibodies were detected with HRP-conjugated anti-rabbit or anti-mouse immunoglobulins
(Promega, Madison, WI, USA). Chemiluminescence obtained after adding Immobilon Forte
Western HRP substrate (Merck-Millipore, Burlington, MA, USA) was detected using an
Amersham Imager 600 (GE HealthCare, Chicago, IL, USA) and quantified with ImageJ.

2.9. Statistical analyses

Statistical analyses were performed using Prism 9.1.1 software (GraphPad Software,
Dotmatics, Boston, MA, USA). Data statistical differences between experimental groups were
analyzed by one-way ANOVA followed by Siddk’s post hoc test or two-way ANOVA
followed by Tukey when appropriate. Data are expressed as mean values = SEM as relative
expression of control white adipocyte, unless otherwise described in legend. Differences were

considered statistically significant when P < 0.05.
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3. Results

3.1.Transcriptomic analysis confirmed the metabolic reprogramming induced by
rosiglitazone and revealed that PPARa mRNA silencing enhances the expression
of UCP1 in hMADS beige adipocytes.

While it is well established that activation of PPARY is important to induce the conversion of
white adipocytes into beige ones, the role of PPAR« in this process remains unclear. Here, we
aimed to investigate the role of PPARa in the rosiglitazone-dependent beiging process by
inhibiting its expression before the induction of adipocytes conversion. PPARa mRNA
silencing was performed on the 10" day of differentiation (D10) and cells were induced to

convert in the presence of 100 nM rosiglitazone at D14 for 4 days.

Transcriptomic analysis of white and beige hMADS adipocytes indicated a marked effect of
rosiglitazone on overall gene expression, as revealed by principal component analysis (Figure
1A) where all cells treated with rosiglitazone clustered together. Gene and KEGG pathways
enrichment confirmed metabolic reprogramming, including in PPAR signaling and fatty acid
metabolism upon rosiglitazone treatment (Figure 1B). siGFP and siPPARa groups clustered
together, indicating a similar overall gene expression profile in the two groups. Extended
RNAseq analysis revealed little changes after PPARa silencing in white or beige adipocytes
as only a few genes were differentially expressed in adipocytes downregulated for PPAR«
compared to control ones (siPPARa vs siGFP; Figure 1C). Of note, data analysis revealed that
UCP1 expression increased upon inhibition of PPARa expression in beige adipocytes (Figure
1D). This increase upon PPARo. expression inhibition was unexpected in view of previous
data obtained in hMADS adipocytes treated with PPARa agonist, GW7647 [18]. This

observation required further investigations and confirmations.

3.2. PPARa mRNA silencing enhances the expression of UCP1 in converted beige
adipocytes.

To further decipher the effects of PPARo. downregulation in white and converted beige
adipocytes, we performed qPCR analyses on siCtrl and siPPARa transfected cells. First, we
confirmed siRNA inhibition of PPARa expression in both white and beige adipocytes with a
90% decrease of PPARa mRNA levels (Figure 2A). On the contrary, the expression of the
other PPAR isoforms (6 and y2) did not present any significant variation upon PPARa
downregulation (Figure 2A). In these conditions, the expression of adipogenic markers (Plinl
and Fabp4) was not affected by the silencing of PPARo expression (Figure 2B). UCP1
MRNA expression in beige hMADS adipocytes induced by rosiglitazone was 60 % higher in
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the absence of PPARa expression compared to siCtrl (Figure 2C). This increase in UCP1
MRNA expression was associated with a similar increase at the protein level (Figure 2D).
Except for UCP1, other thermogenic (CPT1M, CIDEA, GK) markers expression was not
affected by the inhibition of PPARa expression (Figure 2E). Among few gene candidates that
were affected by the inhibition of PPARo expression, KCNK3, MCU, TAP1 and NLRC5
were identified as potential differential candidate by RNAseq analysis (Figure 1D), gPCR
analysis of KCNK3, MCU and TAP1 did not revealed any differences upon inhibition of
PPARa expression (data not shown) while NLRC5 only showed tendencies for increased
expression (Figure 2E).

To further characterize the effect of PPARa mRNA silencing, we investigated thermogenic
associated functions such as lipolysis. Isoproterenol-stimulated glycerol release was increased
in beige adipocytes downregulated for PPARa compared to basal glycerol release in beige
cells treated with siCtrl (Supplementary Figure 1). Basal lipolysis was not modified. In white
adipocytes, inhibition of PPARa slightly increased isoproterenol-stimulated glycerol release
without reaching significant level (Supplementary Figure 1). Furthermore, as UCP1 is a
mitochondrial protein, we investigated the relative mitochondrial DNA content in adipocytes
treated with siPPARa. Of note, mitochondrial DNA content increased upon rosiglitazone
treatment, PPAR« inhibition led to a further increase in agreement with the increase in UCP1

MRNA and protein content (Supplementary Figure 1B and Figure 2C and 2D).

3.3. Effects of PPARa silencing is consistent in various models of beiging

To determine whether the Ucpl induction in thermogenic adipocytes observed in hMADS
cells was specific or not to these cells, we investigated the role of PPARa in another human
adipocyte model. We performed silencing experiments in primary cultures of adipocytes
derived from human stroma-vascular fraction (hSVF) in a similar way than in hMADS cells.
Inhibition of PPARa expression reached the same efficiency in both cell types (90%
decreases). In addition, we found that, as observed in hMADS-derived adipocytes, inhibition
of PPARa expression increased UCP1 mRNA level by 60% in beige adipocytes induced with
100 nM of rosiglitazone while classical white adipocyte marker PLIN1 expression was not
modified (Figure 3A).

To ensure that this effect was not rosiglitazone-dependent, we used carbaprostacyclin
(cPGI2), a stable analog of prostacyclin, to induce white to beige adipocyte conversion in

hMADS derived adipocytes as described previously [32]. siRNA PPARa silencing also
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allowed the induction of UCP1 expression by 46% upon cPGI2 treatment compared to siCtrl-
transfected adipocytes (Figure 3B). Similar results were obtained in primary cultures of
adipocytes derived from human stroma-vascular fraction treated with cPGI2 (data not shown).
These results indicate that PPARa silencing enhances beiging in two models of human
adipocyte independently of browning inducers used.

3.4. PPARy antagonist GW9662 alleviates UCP1 induction of beige adipocyte
triggered by PPARa mRNA silencing.

To unravel the crosstalk between PPARa and PPARYy at play upon white-to-beige adipocyte
conversion, we blocked PPARY action with the GW9662 specific antagonist in hMADS-
derived adipocyte treated with siPPARa and converted through rosiglitazone treatment.
Measure of UCP1 mRNA showed a dose-dependent decrease in siCtrl-expressing beige cells,
indicating that GW9662 treatment inhibited the conversion of adipocytes induced by
rosiglitazone (Figure 4A, grey bars). As shown above, PPARa mRNA silencing induced an
increase of UCP1 expression in beige hMADS adipocytes, both at the mRNA and protein
levels (Figure 2C and 2D and Figure 4A). UCP1 mRNA and protein dosage showed that this
induction was inhibited by GW9662 treatment in a dose-dependent-manner (Figure 4A, red
bars on left panel, and right panel). Moreover, the expression of other PPARY targets such as
CPT1M or FABP4 tended to be reduced by GW9662 in beige adipocytes transfected with
both siPPARa and siCtrl (Figure 4B). Adipogenic marker PLIN1 expression was not affected
by PPARY antagonist (Figure 4B). The levels of the other PPAR isoforms (& and y2) were not
modified by the inhibition of PPARa expression nor the treatment with GW9662 (Figure 4C).
Altogether, these data suggest that PPARa could act as a negative modulator in PPARYy-

dependent beiging of human adipocyte.

3.5. Pemafibrate induces UCP1 expression in human white adipocytes.

PPARa agonists have been developed with low specificity at least in the adipocyte context,
and pemafibrate has been identified as the most selective PPARa modulator (SPPARMa) on
the market, with an EC50 around 7 nM [39; 40]. We aimed to investigate the contribution of
PPARa to beiging at a pharmacological level as inhibition of its expression led to an
enhanced rosiglitazone-induced UCP1 expression. For this purpose, hMADS cells were

differentiated into white adipocytes for 14 days and then treated with various amounts of
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pemafibrate for 4 days. hMADS adipocytes treated with similar doses of rosiglitazone were
used as controls. Rosiglitazone and pemafibrate treatments did not affect the morphological
shape of the cells, nor did they affect their lipid content as shown by Oil Red O staining
(Figure 5A). Treatment with 100 nM of pemafibrate induced the expression of UCP1 at the
protein level (Figure 5B), but to a lesser extent than rosiglitazone (50%). Pemafibrate also
increased the mRNA level of several thermogenic markers such as UCP1, CPT1M, PDK4 and
ANGPTL4 (Figure 5C). However, pemafibrate treatment was not as effective as rosiglitazone:
higher doses were required to reach similar levels (Figure 5C). Pemafibrate is able to promote
adipocyte beiging with a lower potency than rosiglitazone. The expression of the three PPAR
isoforms (0, B, y2) was not altered by pemafibrate or rosiglitazone treatment (Figure 5D).
Finally, simultaneous treatment with both activators (rosiglitazone and pemafibrate) did not
lead to any additive or synergistic effects, suggesting that both compounds use the same
signaling pathway (Supplementary Figure 2).

3.6. PPARy antagonist GW9662 interferes with PPARa activation induced by
pemafibrate.

As both PPARa and PPARy are expressed in adipocytes, we then aimed to characterize
whether pemafibrate effects were indeed mediated by PPARa activation. To this purpose, we
treated hMADS white adipocytes with pemafibrate in the presence of various amounts of
PPARYy antagonist (GW9662). Cells treated with rosiglitazone were used as controls. As
expected, UCP1 induction by rosiglitazone was inhibited by GW9662 treatment (Figure 6A).
Unexpectedly, the expression of UCP1 by pemafibrate was also affected by the PPARy
antagonist at all doses (Figure 6A). Rosiglitazone and pemafibrate effects were also observed
at the protein level as UCP1 protein content decreased in a dose dependent manner in the
presence of GW9662 (Figure 6A bottom). The level of other PPARY target genes such as
FABP4 and CPT1M was also slightly decreased by 300 nM of GW9662. PLIN1 expression,
which is not a PPAR target, was not affected (Figure 6B). The expression of the three PPARs
was not affected (Figure 6C).

In order to validate these observations, we tested the effects of pemafibrate in hSVF cells
differentiated into white adipocytes and treated with 100 nM of rosiglitazone or pemafibrate
in the presence of various amounts of GW9662 (Figure 6D). In agreement with results
obtained in hMADS adipocytes, pemafibrate-induced UCP1 and CPT1M expression was
inhibited by the PPARy antagonist GW9662 similarly to that induced by rosiglitazone. Our
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observations question the specificity of pemafibrate for PPARa in an adipose context.
Altogether, our findings suggest an effect of pemafibrate mainly through the activation of
PPARYy.

3.7. Effects of pemafibrate on adipocytes are likely due to PPARY activation.

Induction of thermogenic markers by pemafibrate in hMADS white adipocytes is abolished
by PPARY antagonist, suggesting that its beiging effect may not be mediated through PPARa.
To test this hypothesis, we transfected h(MADS white adipocytes with siRNA against PPARo
at D10, then treated the cells simultaneously with pemafibrate and GW9662 for four days. At
D18, PPARa mRNA level was decreased by 92% in siPPARa compared to cells treated with
siCtrl (Figure 7A, left). Of note, PPARJ and PPARy2 expression was not affected by the
downregulation of PPARa (Figure 7A, right). This strong inhibition of PPARa expression did
not affect pemafibrate-dependent induction of UCP1 mRNA and protein (Figure 7B).
However, this induction was inhibited by the PPARYy antagonist GW9662 in the presence or
absence of PPARa (Figure 7B). Consistently, the expression of PPARy-target genes CPT1M
and FABP4 was reduced by PPARYy antagonist in both adipocytes transfected with siCtrl or
siPPARa , whereas PLIN1 was not (Figure 7C).

As our observations strongly suggest that pemafibrate induces adipocyte beiging through
PPARy and not PPARa, we asked whether pemafibrate was able to induce adipogenesis,
another process known to be dependent on PPARYy. Indeed, pemafibrate induced adipogenesis
in hMADS cells when added at the same concentration as rosiglitazone between D2 and D9.
At the morphological level, pemafibrate-induced adipocytes appeared similar to those induced
by rosiglitazone, albeit showing a lower triglyceride accumulation, and RNA and DNA
content (Supplementary Figure 3A, 3B and 3C). The mRNA levels of adipogenic markers
FASN, GLUTL, and PLIN1 were similar in adipocyte induced by pemafibrate or rosiglitazone.
However, the expression of FABP4 and lipases such as HSL or LPL was reduced in
pemafibrate-induced adipocytes compared to those induced by rosiglitazone (Supplementary
Figure 3D). Our observations are reinforced by experiments intended to inhibit the expression
of PPARy or PPARa before the process of adipogenesis in hMADS cells. As expected, the
silencing of PPARY led to the complete inhibition of adipogenesis at the morphological level,
whatever the PPAR agonist used (Supplementary Figure 4). Silencing PPARa slightly
increased triglyceride accumulation in rosiglitazone-induced adipocyte, in agreement with our

data regarding adipocyte beiging. Pemafibrate-induced differentiation was similar in the
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absence or presence of PPARa (Supplementary Figure 4). These observations, highly
suggesting that pemafibrate is acting through the activation of PPARY, are further validated
when using a PPARy antagonist (Supplementary Figure 4). Indeed, GW9662 treatment
reduced lipid accumulation induced by both rosiglitazone and pemafibrate. Altogether, our
data clearly indicate that pemafibrate, although known as a potent PPARa agonist, induces

adipocyte beiging and differentiation through the activation of PPARY.
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4. Discussion

This study investigates the role of PPARa and its activation in human model for both
adipogenesis and adipocyte beiging. While previous studies have put in evidence that hepatic
PPARa activation was crucial for WAT beiging, direct effect of PPARa activation in
adipocyte remains unclear, especially in human. Fibrates have been developed and used since
the 1960s as hypolipidemic agents via hepatic PPARa activation [41-44]. Fenofibrate is
unable to induce the conversion of h(MADS adipocytes toward a thermogenic phenotype. In
humans, pemafibrate has been recently approved in Japan for the treatment of hyperlipidemia.
However, no study investigated the role of pemafibrate in human adipocytes.

Our results demonstrate that pemafibrate is able to induce UCP1 expression in two different
models of human adipocytes. This in vitro approach avoids the pleiotropic effects of
pemafibrate on other cell types, as reported previously. Indeed, several studies have put in
evidence that pemafibrate might act on adipocyte thermogenic capacity by increasing liver
and plasma FGF21 levels in mice [27; 28]. Beneficial effect of pemafibrate on the WAT
thermogenic program are absent in FGF21 KO mice [27]. FGF21 induction mediated by
PPARa activation in liver is crucial to improve whole-body glucose metabolism in obese
mice [45]. Here we show that pemafibrate induces UCP1 expression in human adipocytes.
hMADS adipocytes do express Fgfrl and Klb but display very low levels of Fgf21. In our
hands, FGF21 treatment failed to increase Ucpl expression in hMADS adipocytes (data not

shown).

We show that pemafibrate, an agonist supposedly specific for PPARa, induces UCP1
expression even in the absence of PPARa. Moreover, this induction is inhibited by PPARy
antagonist GW9662. These results highly suggest that pemafibrate-dependent UCP1
expression in adipocyte is more likely due to PPARy activation, rather than PPARa
activation. This study also demonstrates that pemafibrate is able to induce adipogenesis,
another process under the control of PPARy. We confirm that pemafibrate-dependent
adipogenesis is mediated by PPARYy activation as it is not affected by the inhibition of PPARa
but completely suppressed by PPARYy silencing. In vivo, pemafibrate could drive the secretion
of hepatic FGF21 by activating PPARa while simultaneously activating PPARY in adipose
tissue. In the latter, pemafibrate seems to be a potent activator of PPARy. Although several
crystal structures of PPARa-Ligand Binding Domain (LBD)[17; 40; 46] with pemafibrate are
available in the Protein Data Bank, more studies in physiological context are needed to better

understand the effects of pemafibrate. Altogether, our data questions the specificity of
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pemafibrate and indicates that pemafibrate represents a PPARy activator in an adipocyte

context.

PPARYy synthetic agonists such as rosiglitazone can induce the thermogenic program in mice
WAT and the white-to-beige conversion in human adipocytes [8; 31]. Thiazolidinediones
used as insulin sensitizer, such as pioglitazone and rosiglitazone, have been associated with
body weight gain attributed to increased fat mass, especially for subcutaneous depots, and
associated with adverse effects such as heart failure [47]. These molecules are no longer
appropriate for clinical use. Moreover, several studies have shown that dual PPARa/y
activation is superior to selective PPARy activation at inducing white fat browning in vivo
[48; 49]. Mechanistically, the superiority of dual PPARa/y activators is mediated at least in
part via a PPARa-driven increase in FGF21. Combined treatment with rosiglitazone and
FGF21 results in a synergistic increase in UCP1 mRNA levels both in vitro and in vivo.
However, several dual PPARo/y agonists have been shown to induce tumors in rodents.
Tesaglitazar is a dual PPARa/y agonist that is more potent on PPARy than on PPARa.
Tesaglitazar and muraglitazar, showing improved metabolic parameters, were abandoned
when clinical trials showed either increased risk for cardiovascular events or other adverse
effects, such as increased peripheral edema and creatine phosphokinase. Tesaglitazar causes
cardiac dysfunction by inhibiting SIRT1-PGCla axis [50]. Pemafibrate could be a new dual
PPARo/y activation but with a good safety profile.

Using human cell models, we also show herein that rosiglitazone treatment leads to an
enhanced expression of UCP1 in the absence of PPARa. However, our RNAseq data did not
allow the identification of the involved mechanisms. Thus, it is tempting to speculate that
PPARa might interfere at a transcriptional level in the protein complexes to compete with
PPARYy in the recruitment of coregulators at the distal enhancer part of the promoter [51].
Further studies are necessary to shed light on the involved mechanisms. PPARy is an
important regulator of both white and brown adipocyte differentiation and function. By
contrast, PPARa seems to be dispensable for adipogenesis and beiging. PPARa may probably
play a negative role for UCP1 expression mediated by PPARY activation. Pemafibrate can
induce adipogenesis and UCP1 expression in adipocyte more likely due to PPARY activation,
rather than PPARa activation. However, these effects are weaker compared to rosiglitazone
treatment. To date, no adverse effect associated to with PPARY activation has been reported
with pemafibrate use, and pemafibrate treatment ameliorated lipids abnormalities in patients

with type 2 diabetes [51]. Our data identify pemafibrate as a potential therapeutic tool to
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control body weight and metabolic disorders, most probably without the secondary effects of

rosiglitazone and withdrawn dual PPARo/y activators.
5. Conclusion

This study investigates the role of PPARa and its activation in beiging of human adipocytes.
We show that PPARa expression in adipocytes is a brake for PPARy-induced UCP1
expression and that pemafibrate is a PPARy agonist for adipogenesis and beiging. These
observations are in favor of a crucial role of pemafibrate in the white-to-beige adipocyte

conversion.
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Transcriptomic analysis of hNMADS adipocytes transfected with different sSiRNAs at D10 after
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nM rosiglitazone. (A) Principal component analysis. (B) Gene and KEGG metabolic
pathways enrichment upon rosiglitazone treatment. (C) Numbers of differentially expressed
genes, down (green) and up-regulated (red) upon siRNA transfection in white or beige
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Figure 2. PPARa mRNA silencing enhances the expression of UCP1 in hMADS beige
adipocytes.

hMADS cells were induced to differentiate into adipocyte, transfected with siRNA (black
bars siCtrl and red bars siPPARa) at D10. At D14, cells were induced or not to convert into
beige adipocytes using 100 nM rosiglitazone. (A) PPARs, (B) adipogenic markers PLIN1 and
FABP4, (C) UCP1 mRNA levels were measured. (D) 40 ug total protein extracts were
analyzed by Western blot. for UCP1 content, (E) Thermogenic markers CPT1M, CIDEA, GK,
(F) NLRC5 mRNA levels were measured. Histograms display mean + SEM of 9 independent
experiments except 3 for (D). Statistics by two-way ANOVA with Tukey’s multiple

comparisons test, p<0.05 considered as significant: #, vs white siCtrl; *, vs beige siCtrl.
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Figure 3
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Figure 3. Effects of PPARa silencing is consistent in various models of beiging

SVF cells derived from human subcutaneous tissue (A) or hMADS cells (B) were induced to
differentiate, transfected at D10 and then induced to convert into beige adipocytes at dayl4
for the last 4 days in the presence of 100 nM rosiglitazone (A) or 3 uM cPGI2 (B). mMRNA
levels of thermogenic and adipogenic markers were analyzed. Histograms display mean +
SEM of 3 independent experiments. Statistics by two-way ANOVA with Tukey’s multiple
comparisons test, p<0.05 considered as significant: #, vs white siCtrl; *, vs beige siCtrl, $, vs
cPGI2 siCtrl.
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Figure 4
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Figure 4. PPARY antagonist GW9662 alleviates UCP1 induction of beige adipocyte after
PPARa mRNA silencing.

hMADS cells were induced to differentiate into adipocyte, were transfected with siRNA at
D10 and at D14 cells were induced or not to convert into beige adipocytes using 100 nM
rosiglitazone in the absence or the presence of GW9662, a PPARy antagonist. (A) UCP1
MRNA (left panel) and protein (right panel) were measured. (B, C) CPT1M, FABP4, PLIN,
and PPARs mRNA levels were measured. Histograms display mean £ SEM of 3 independent
experiments. Statistics by one-way ANOVA with Sidak multiple comparisons test, p<0.05

considered as significant: #, vs white siCtrl; *, vs untreated; £, vs beige siCtrl.
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Figure 5. Pemafibrate induces UCP1 expression in human white adipocytes.

hMADS cells were induced to differentiate into adipocyte. At D14, hMADS adipocytes,
considered as white adipocytes were converted for four days into thermogenic adipocytes
using rosiglitazone or pemafibrate, specific agonists of PPARy and PPARa, respectively. (A)
Oil red O staining. (B) UCP1 protein expression. (C) UCP1, CPT1M, PDK4 and ANGPTL4
MRNA levels were measured upon treatment with various amounts of rosiglitazone or
pemafibrate. (D) PPARs mRNA levels either as Ct values or relative expression. Histograms
display mean + SEM of 5 (B), 4-8 (C, D) independent experiments. Statistics by one-way
ANOVA with Sidak multiple comparisons test, p<0.05 considered as significant: #, vs white

siCtrl; *, Pemafibrate vs Rosiglitazone, $, vs Ppard.
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Figure 6
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Figure 6. PPARY antagonist GW9662 interferes with PPARa activation by pemafibrate.
hMADS cells were induced to differentiate into adipocyte, and at D14 cells were induced or
not to convert into thermogenic adipocytes using 100 nM rosiglitazone or 100 nM
pemafibrate in the absence or the presence of GW9662, a PPARy antagonist. (A) UCP1
MRNA and protein levels were measured. (B) CPT1M, FABP4, PLIN1 and (C) PPARs,
MRNA levels were measured. (D) UCP1 and CPT1IM mRNA expression in hSVF cells
differentiated into adipocytes and treated with either rosiglitazone or pemafibrate in the
absence or the presence of GW9662. Histograms display mean = SEM of 7 independent (A,
B, C) or 3 (D) experiments.

Statistics by one-way ANOVA with Sidak multiple comparisons test, p<0.05 considered as

significant: #, vs white; *, vs untreated.
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Figure 7
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Figure 7. Pemafibrate-dependent UCP1 induction is likely due to PPARYy activation.

hMADS cells were induced to differentiate into adipocyte, were transfected with SiRNA
(siCtrl or siPPARa) at D10 and at D14 cells were treated or not for 4 days with 100 nM
pemafibrate in the absence or the presence of GW9662, a PPARy antagonist. (A) PPARs
MRNA levels were measured, (B) UCP1 mRNA and protein, (C) CPT1M, FABP4 and PLIN1

MRNA levels were measured. Histograms display mean =+

SEM of 3 independent

experiments. Statistics by one-way ANOVA with Sidak multiple comparisons test, p<0.05

considered as significant: #, vs white siCtrl; *, vs untreated.
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Supplementary material

Supplemental Table 1. List of primers used in reverse transcription-quantitative PCR

Gene names Forward primer Reverse primer
UCP1 GTGTGCCCAACTGTGCAATG CCAGGATCCAAGTCGCAAGA
CPT1M GAGCAGCACCCCAATCAC AACTCCATAGCCATCATCTGCT
CIDEA GCGAGAGTCACCTTCGACTTG CGTTAAGGCAGCCGATGAA
GK TAATACAGGCCATAAGTGTGTATTTTCTG ACTGGTTTGTCTCTGCCAAGTTT
FABP4 TGTGCAGAAATGGGATGGAAA CAACGTCCCTTGGCTTATGCT
PPARa GGCGAACGATTCGACTCAAG TCCAAAACGAATCGCGTTGT
PPARy2 CAAACCCCTATTCCATGCTGTT ATCAGTGAAGGAATCGCTTTCTG
PPARO CCCTTTGTGATCCACGACAT TTCACCAACTGCTTCCACAC
PLIN1 ACCCCCCTGAAAAGATTGCTT GATGGGAACGCTGATGCTGTT
NLRC5 CTCCTCACCTCCAGCTTCAC GTTATTCCAGAGGCGGATGA
PDK4 TGGCAAGCCGTAACCAAAAC ATGGATAATTCCCGGAATGCT
ANGPTL4 CCACTTGGGACCAGGATCAC GGATGGAGCGGAAGTACTGG

36B4

TGCATCAGTACCCCATTCTATCAT

AGGCAGATGGATCAGCCAAGA
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1. PPARa mRNA silencing slightly enhances functions associated
to thermogenesis in hMADS beige adipocytes.

hMADS cells were induced to differentiate into adipocyte, then transfected with SiRNA
(black bars, siCtrl and red bars, siPPARa) at D10. At D14, cells were induced or not to
convert into beige adipocytes using 100 nM rosiglitazone. (A) Basal or Isoproterenol-induced
glycerol release was measured 90 min after vehicle or Isoproterenol (1 uM) treatment at D18.
(B) Relative mitochondrial content was measured at D18. Histograms display mean + SEM of
3 (A) or 2 (B) independent experiments. Statistical analysis: two-way ANOVA followed by
Tukey’s post hoc test, p<0.05 considered as significant: £, vs basal beige siCtrl.
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Supplementary Figure 2. Simultaneous treatment with rosiglitazone and pemafibrate
does not show additive or synergistic effects for adipocyte beiging.

hMADS cells were induced to differentiate into adipocytes. At D14, hMADS adipocytes,
considered as white adipocytes were converted for four days into thermogenic adipocytes

using rosiglitazone, pemafibrate or both rosiglitazone and pemafibrate at 100 nM. UCP1,
CPT1M and FABP4 mRNA levels were measured.
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 3. Pemafibrate induces adipogenesis in hMADS cells.

hMADS cells were induced to differentiate into adipocytes using 100 nM of rosiglitazone or
pemafibrate between day 2 and day 9. At D11, hMADS adipocytes were analyzed. (A) Oil red
O staining. (B) Corresponding quantification of Oil Red O staining. (C) RNA and DNA
quantity by well. (D) FASN, GLUT1, PLIN1, FABP4, HSL and LPL mRNA levels were

measured.
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Supplementary Figure 4
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Supplementary Figure 4. Pemafibrate-dependent adipogenesis is mediated by PPARy
activation.

hMADS cells were transfected with siCtrl or sSiRNA against PPARy or PPARa, then induced
to differentiate into adipocytes using 100 nM of rosiglitazone or pemafibrate between day 2
and day 9, in the presence or absence of 300 nM of PPARy antagoniste (GW9662). At D11,
hMADS adipocytes were analyzed. (A) Oil red O staining. (B) Corresponding quantification
of Oil Red O staining.
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Discussion de I'article in vitro
Au vu de l'ampleur de la pandémie d’obésité, le besoin de nouvelles stratégies

thérapeutiques reste important. Les PPARs, en tant que facteurs de transcription impliqués
dans le métabolisme glucido-lipidique, sont des cibles thérapeutiques de choix. Ils sont en
effet activés par des ligands lipidiques mal connus ce qui a poussé le développement de
ligands synthétiques des PPARs. Certains ont méme été utilisés avant de connaitre leur cible.
Par exemple, les fibrates sont utilisés comme hypolipidémiants depuis les années 60 alors

que leur cible physiologique, PPARa, n’a été clonée que dans les années 90.

Les Thiazolidinediones sont des ligands synthétiques de PPARYy, utilisés dans le traitement du
DT2. PPARy étant aussi essentiel a la formation des adipocytes et a I'activation d’adipocytes
thermogéniques, les thiazolidinediones comme la rosiglitazone induisent également
I'expression de marqueurs thermogéniques comme UCP1. Cependant, des effets
indésirables, notamment au niveau cardiaque, ont freiné leur utilisation clinique. Par
ailleurs, les thiazolidinediones peuvent induire une prise de poids et augmenter le risque de
fractures en raison d’une suractivation de PPARy dans les cellules stromales de la moelle

osseuse favorisant la formation d'adipocytes au détriment d’ostéoblates.

Certains agonistes synthétiques de PPARa comme le clofibrate ou le fénofibrate sont
incapables d’induire I'expression de marqueurs thermogéniques dans les adipocytes hMADS.
Un autre agoniste de PPARa, le GW7647, permet cette transdifférenciation a des doses plus
importante que la rosiglitazone. Cependant, le fait que le GW7647 favorise également la
différenciation adipocytaire alors méme que PPARa n’est pas nécessaire a cette
différenciation laisse penser que le GW7647 pourrait aussi activer PPARy. Récemment, le
pémafibrate est apparu comme étant I'agoniste synthétique le plus spécifique de PPARa
avec un kD de 7 nM. Dans notre modeéle d’adipocyte humain, le pémafibrate ne semble pas
favoriser la différenciation adipocytaire ou I'accumulation de TG. Le pémafibrate est, en
revanche, capable d’induire I'expression de marqueurs thermogéniques comme UCP1 ou
CPT1M, sans pour autant atteindre des niveaux comparables a ceux obtenus par I'activation
de PPARy grace a la rosiglitazone. Ces augmentations sont retrouvées au niveau de ’ARNm
et protéique. Ainsi, le pémafibrate pourrait étre utilisé pour favoriser la conversion
d’adipocytes blancs en adipocytes beiges. En revanche, il faudrait d’abord vérifier que ces

changements d’expressions géniques ont aussi des conséquences au niveau fonctionnel.
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Cependant, nous avons aussi montré que les effets du pémafibrate sur les marqueurs
thermogéniques étaient inhibés en présence d’un antagoniste spécifique de PPARy. De plus,
I'induction d’UCP1 par le pémafibrate est conservée méme lorsque I'expression de PPARa
est inhibée par des petits ARNs interférents. Ainsi, dans un contexte adipocytaire ou les trois
isotypes des PPARs sont exprimés, le pémafibrate semble étre un agoniste plus spécifique de
PPARy. Pour vérifier cette hypothése, nous avons essayé d’inhiber I'expression de PPARy au
lieu de PPARa dans les adipocytes hMADS blancs puis de les traiter au pémafibrate. En
transfectant les adipocytes hMADS avec des siRNA dirigés contre PPARy au jour 10 de notre
protocole, I'inhibition de I'expression de PPARy était tres faible au jour 18 ce qui nous a

empéché de confirmer notre hypothése d’un effet du pémafibrate médié par PPARy.

Il existe plusieurs possibilités pour expliquer cette trés faible efficacité de transfection. Les
siRNA pourraient étre mis en cause. Cependant, ils sont composés de plusieurs séquences
ciblant les différents transcrits de PPARy. Par ailleurs, la transfection de ces siRNAs dans les
cellules hMADS non différenciées, avant la transition vers un milieu adipogénique, empéche
complétement la différenciation adipocytaire. En revanche, la transfection des cellules
hMADS non-différenciées avec des siRNAs dirigés contre PPARa ne perturbe pas la
différenciation adipocytaire. Ces résultats confirment encore I'importance de PPARy. lls
écartent aussi de fait un éventuel défaut de ces siRNAs. La tres faible inhibition de
I’expression de PPARy en fin de protocole de différenciation pourrait venir du fait que, en fin
de différenciation CEBP/a permet de maintenir haut les niveaux de PPARy (Rosen et al.,
2002). Nous avons donc par la suite essayé de trouver la meilleure période de transfections
en fonction des cinétiques d’expressions de PPARy et de CEBP/a, permettant de maintenir
un phénotype adipocytaire tout en inhibant I'expression de PPARy. Cette mise au point ; en
cours de réalisation, pourrait réellement étre une plus-value pour affiner la caractérisation
des effets du pémafibrate dans un contexte adipocytaire. Par ailleurs, jai également testé
I'effet du pémafibrate sur I'adipogenése, une fonction dépendante de PPARy. Lorsque le
pémafibrate est utilisé a la place de la rosiglitazone, les cellules hMADS sont capables de se
différencier en adipocytes, suggérant encore un effet du pémafibrate médié par PPARy.
Notons cependant que I'adipogenese induite semble moins importante que celle induite par
la rosiglitazone. L'effet moins marqué du pémafibrate par rapport a la rosiglitazone sur
I'induction de I'adipogenese et du brunissement des adipocytes hMADS semble indiquer que

le pémafibrate est un agoniste de PPARy moins puissant que la rosiglitazone. Pour confirmer
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cette hypothese, jai traité au pémafibrate entre les jours 2 et 9 es cellules hMADS
préalablement transfectées avec des siRNAs dirigés contre PPARy ou PPARa. Des cellules
hMADS transfectées avec les mémes siRNAs mais traitées avec la rosiglitazone ont été
utilisées comme contréle. Linhibition de I'expression de PPARy empéche I'adipogenese
induite par la rosiglitazone mais aussi celle induite par le pémafibrate. Aussi, la formation
d’adipocyte par le pémafibrate n’est pas affectée par I'inhibition de I'expression de PPARa.
Ces données confirment ainsi que, dans un contexte adipocytaire, le pémafibrate agit en

activant PPARy.

Le pémafibrate, pourtant développé comme agoniste spécifique de PPARa, semble avoir des
effets directs sur I'adipocyte en activant PPARy. Nos données ne sont pas incompatibles avec
la littérature. In vivo chez la souris, le pémafibrate induit le programme thermogénique dans
le TA blanc. In vitro dans divers modeles d’adipocytes humains (hMADS et adipocytes
différenciés issus de cellules de la FSV, nous avons montré que le pémafibrate induisait
I’expression de plusieurs marqueurs thermogéniques. Cependant, dans plusieurs études in
vivo chez la souris, les effets bénéfiques du pémafibrate sont associés a une augmentation
des niveaux circulants de FGF21 ou bien perdus chez la souris délétée pour le FGF21. Le
pémafibrate apparait donc non pas comme un agoniste spécifique de PPARa mais un
double-agoniste de PPARa et PPARy. Cette notion de doubles activateurs a déja été envisagé
en raison des effets indésirables des agonistes spécifiques de PPARy. Cependant, le
développement et |'utilisation de plusieurs de ces doubles agonistes ont d{i étre arrétés. La
pharmacovigilance concernant le pémafibrate indique un bon profil d’innocuité. Cette
molécule étant utilisée en clinique au Japon depuis 2017. Il serait maintenant intéressant
d’étudier si les effets hypolipidémiants du pémafibrate sont uniquement liés a I'activation
hépatique de PPARa. En d'autres termes, le pémafibrate pourrait-il augmenter la capacité
thermogénique du TA chez 'lhomme ? L’analyse de PET-scans de patients traités avec le
pémafibrate pourrait donner les premiers éléments de réponse. Par ailleurs, au vu de
I'activation de PPARy par le pémafibrate, on peut se demander si cette molécule permet
d’améliorer la sensibilité a l'insuline ? Bien que prescrit pour la prise en charge de
I'hyperlipidémie, certaines études ont montré que le pémafibrate améliorait certains
paramétres liés a ’homéostasie glucidique comme les niveaux d’hémoglobines glyquée, la
glycémie a jeln ou l'indice HOMA-IR (Ishibashi et al., 2017; Yokote et al., 2021).

L'amélioration de ces parametres est-elle uniqguement une conséquence de I'amélioration
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du profil lipidque due a l'activation de PPARa au niveau hépatique, ou bien une conséquence

de I'activation simultanée de PPARa dans le foie et de PPARy dans le TA?

In vivo chez la souris, I'effet du pémafibrate vis-a-vis de la thermogenése semble donc lié a
I'activation directe de PPARy sur lI'adipocyte couplé a un effet indirect via I'activation
hépatique de PPARa et la sécrétion de FGF21. Il serait intéressant de simuler cette double
activation in vitro sur les cellules hMADS en cotraitant avec le pémafibrate et le FGF21. Ces
cellules expriment d’ailleurs le FGFR1 et le co-récepteur B-Klotho. Cependant, des travaux
non publiés du laboratoire ont révélé que le FGF21 était incapable d’induire I'expression

d’Ucp1 dans les adipocytes hMADS ou bien de potentialiser I'effet de la rosiglitazone.

Dans cet article explorant le réle de PPARa dans la conversion d’adipocytes humains vers un
phénotype thermogénique, nous avons également montré que I'inhibition de I'expression de
PPARa augmentait la capacité thermogénique induite par I'activation de PPARy. En effet, le
fait de transfecter les adipocytes hMADS a jour 10, avec des siRNAs dirigés contre PPARq,
augmente l'induction d’UCP1 médiée par la rosiglitazone. Cette potentialisation des effets
de la rosiglitazone est inhibée par un antagoniste de PPARYy, confirmant I'implication de ce
dernier. En revanche, I'expression des autres marqueurs thermogéniques n’est pas modifiée
par l'inhibition de I'expression de PPARa. De plus, I'effet sur UCP1 est toujours retrouvé au
jour 18 aprés avoir inhibé I'expression de PPARa avant le début de la différenciation
adipocytaire. La surinduction de I'expression d’UCP1 est aussi retrouvée avec un autre
inducteur du brunissement, la carbaprostacycline qui est un analogue stable de
prostacycline 2 (PGI2). Cette prostaglandine induit le brunissement des adipocytes hMADS
via une voie directe par son récepteur IP et une voie indirecte activant PPARy (Ghandour et
al., 2016). Ainsi, le fait d’inhiber I'expression de PPARa semble potentialiser le brunissement
médié par PPARy. Nos résultats soulignent encore le réle primordial de PPARy dans
I’adipogeneése, et la transdifférenciation d’adipocytes blancs en adipocytes thermogéniques.
De plus, dans certains cas, PPARa pourrait méme étre un frein au brunissement. Le
séquencage ARN n’a pas permis lidentification de genes candidats pour expliquer
I'augmentation d’UCP1. D’autres types de séquencages prenant en compte les interactions
ADN/protéines pourraient étre plus pertinents, notamment pour étudier le complexe de
régulation transcriptionnel au niveau du promoteur d’UCP1. De telles analyses sont

nécessaires pour une meilleure compréhension des mécanismes impliqués.
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Résultats in vivo chez la souris
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Introduction de |'article in vivo
Au sein du TA brun, PPARa n’est pas nécessaire a la formation et a I'activation d’adipocytes

thermogéniques chez la souris nourrie en régime standard et maintenue a 22°C (Lasar et al.,
2018). Une certaine redondance avec PPARy pourrait expliquer l'apparente faible
importance de PPARa dans la thermogenése du TA brun. Certains genes sont, en effet, des
cibles communes de ces deux isotypes. Cependant, au sein de tissu, I'expression de PPARa
est importante. Ainsi, PPARa pourrait jouer un réle important dans le TA brun, au-dela de la
thermogeneése. Cette hypothése peut étre intéressante connaissant le role de PPARa dans
d’autres tissus, notamment le foie. PPARa hépatique peut en effet étre considéré comme un
senseur énergétique et lipidique. Ainsi, des souris délétées spécifiquement pour PPARa dans
le TA brun ont été maintenues a thermoneutralité en régime riche en graisse pendant 20
semaines, puis traitées une semaine au CL316,243, un agoniste des récepteurs P3-
adrénergiques. Cette double stimulation (nutritionnelle et B3-adrénergique) n’a pas été
étudiée dans ce modele de délétion génique. Or, elle permet d’illustrer le fait que le TA brun
est un tissu extrémement plastique. Le régime riche en graisse induit une accumulation de
lipides dans le TA brun, associé a son blanchiment. Pour limiter encore la thermogenése
basale, les souris ont été maintenues a thermoneutralité. Au contraire, le traitement avec un
agoniste des récepteurs B3-adrénergique permet de stimuler la thermogenese. Quelles sont
donc les conséquences de |'absence de PPARa dans le TA brun dans ces conditions

particuliéres ?
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Highlights
- The lack of PPARa in BAT modestly decreases UCP1 level in BAT of HFD-induced
obese female but not in male mice
- The lack of PPARa in BAT increases lipid droplet size in BAT of HFD-induced
obese mice
- The lack of PPARa in BAT induces BAT De Novo Lipogenesis after Bz-adrenergic
stimulation in HFD-induced obese mice
- The lack of PPARa in BAT alters Phospholipid and Triglyceride profiles after (3z-
stimulation in HFD-induced obese mice

Sous régime riche en graisse et traitée au CL316,243
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Abstract

Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARS) are nuclear receptors involved in the
control of lipid metabolism. The PPARy isoform is highly expressed in white (WAT) and
brown (BAT) adipose tissue, and its role in adipocyte differentiation and in the thermogenic
function of the BAT is well documented. The PPARa isoform is also robustly expressed in
brown adipocytes but its precise role in BAT remains unclear. In this work, we have
investigated the role of PPARa in BAT by using a tamoxifen-inducible BAT specific PPARa
knockout model (PPARaBATKO mice). Mice were housed at thermoneutrality to minimize
BAT basal activation, fed a high-fat diet for 20 weeks and challenged with a ps-adrenergic
agonist (CL316,243) during the last week of the diet. Both male and female mice were
studied. Body weight and glucose tolerance tests were similar in control and PPARaBATKO
mice. However, BAT morphology was changed in both male and female PPARaBATKO
mice, with more unilocular and larger lipid droplets compared to control mice, suggesting
BAT impaired function. Indeed, when treated with CL316,243, de novo lipogenesis (DNL)
was increased, reflected by a marked increase in the expression of ChREBPJ and the
lipogenic enzymes, ACLY, ACC1l, FASN and SCD1. This was accompanied by a
modification in the lipid profiles found in BAT, especially the composition of phospholipids.
We also found a slight impairment in BAT thermogenic capacity, but only in female
PPARoBATKO mice. Taken together, our results reveal a key role of PPARa in de novo

lipogenesis in BAT, and by doing so BAT could affect whole body lipid homeostasis in mice.
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1. Introduction
Overweight and obesity correspond to different degrees of accumulation of fat that can exert
deleterious health effects. Excess body weight initially affects the functioning of adipose
tissue, as this organ is specialized in storing energy in the form of lipids for future systemic
use. The prevalence of overweight and obesity is increasing worldwide reaching epidemic
proportions and is attributed to multiple factors, including changes in life style, increased
consumption of calorie rich food and insufficient physical activity 2. Targeting fat cell
metabolism to increase energy expenditure may be a promising path to counter obesity. One
way to increase energy expenditure is through non-shivering thermogenesis in brown adipose
tissue (BAT). PETscan analysis show that healthy adult humans possess active BAT depots
8. Non-shivering thermogenesis is achieved mainly through uncoupling protein 1 (Ucpl),
which is highly expressed in BAT 3. This protein is induced by specific stimuli, such as cold
exposure, in BAT but also in WAT giving arise to beige or brite adipocytes *°. Importantly,
the peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) family has been implicated in
adipocyte browning *°. It consists of three different isoforms (a, p/3, y) involved in fatty acid
metabolism 10-Souza-Tavares, 2023 #4700,11 ppARS is the most ubiquitous of the three isoforms and
plays a key role in skeletal muscle. Studies on mice lacking PPARS specifically in BAT
showed that PPARS was dispensable for BAT function ‘2. PPARy expression is important in
adipose tissue and is critical for both adipogenesis and thermogenesis 2. Global deletion of
PPARy results in postnatal death at E10. Inactivating mutations in PPARy cause
lipodystrophy and increased risk of type 2 diabetes (T2D) in humans. Synthetic selective
PPARYy activators, including thiazolidinediones (TZDs) such as rosiglitazone, have been
shown to induce the thermogenic program in mouse WAT “. Rosiglitazone also promotes the
conversion of human adipocytes from white adipocytes to brite adipocytes in vitro °. PPARa
Is present in tissues with high oxidative capacity, particularly BAT and liver and is considered
as a major regulator of hepatic lipid metabolism 34 The role of PPARa in adipose tissue
remains unclear even if several studies have been reported >, PPARa regulates SREBP-
mediated adipogenesis in WAT. Its expression is induced upon cold exposure in this tissue
1517 rapidly decreases after removal of thermogenic stimulation such as treatment with
rosiglitazone or B3-adrenergic agonist 8. Cold exposure induces transient hypothermia in
PPARo-/- mice *°. However, whole genome expression profiling on the inguinal WAT depot
showed no difference between wildtype and PPARa -/- mice exposed to thermoneutrality or
cold for ten days . In vivo and in vitro studies indicated that dual PPARa/y activation
synergistically favored UCP1-dependent and independent thermogenesis ©?°. PPARa
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activators such as pemafibrate can induce browning of white adipocytes, but to a lesser extent
than rosiglitazone 8. Moreover, effects of pemafibrate were more potent in vivo than in vitro
and were predominantly mediated by increases in FGF21 in the liver #2122 The importance
of PPARa in BAT therefore remains unclear. In present study, we investigated the specific
role of PPARa in BAT using an in vivo knockout model. Mice lacking PPARa specifically in
brown adipocytes were housed at thermoneutrality and fed a high fat diet. Treatment with the
3-adrenergic agonist CL316,243 revealed that PPARa regulates BAT thermogenic capacity,
mitochondrial dynamics and de novo lipogenesis.

Results

PPAR0BATKO mice: inducible deletion of PPARa specifically in brown adipose tissue
To investigate the role of PPARa in mature brown adipocytes, we generated PPARaBATKO
by crossing PPARa lox/lox with UCP1-CREER™ mice 2 (Figure 1A). The resulting mice and
control littermates were maintained at thermoneutrality (28-30°C) and were given a high fat
diet for 20 weeks. The last 7 days of the experiment, mice of each genotype were divided into
2 groups (Figure 1B). Half of the animals were daily injected with 1 mg/kg of CL316,243,
while the other half was injected with vehicle (NaCl). PPARaBATKO mice displayed, upon
tamoxifen treatment, a strong inhibition of Ppara mRNA levels (Figure 1C) in BAT compared
to control mice (up to 97% in female and 83% in male mice), whereas Ppary and Ppard levels
were not affected (Supplementary Figure 1A and 1B). B3-adrenergic agonist stimulation had
no significant effect on Ppara expression in BAT. Female PPARaBATKO mice displayed a
slight decrease of Pparo. mRNA level in scWAT in NaCl condition (Figure 1D). CL316,243
tended to increase Pparo expression in both genotypes of male and female mice in scWAT
(Figure 1D). The lack of Ppara expression in BAT did not alter its level in liver of both in
female and male mice (Figure 1E). Together our data showed that PPARaBATKO is an
appropriate model to investigate the role of PPARa specifically in BAT.

BAT specific deletion of PPARa does not alter glucose tolerance or weight gain in HFD-
induced obese mice

PPARaBATKO mice displayed a similar body weight compared to control mice during the 20
weeks of HFD (Figure 2A and 2C). The absence of PPARa in BAT did not alter glucose
tolerance neither in female nor in male mice (Figure 2B and 2D). The last week of the

experiment consisted for half of the animals in BAT stimulation with daily p3-adrenergic
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agonist injections. In female mice, no difference was observed between the two genotypes for
total body weight, fat pads weight of intrascapular BAT or scWAT (Figure 2E). The body
weight of PPARaBATKO male mice treated with vehicle was comparable to that of control
mice. However, when treated with 33-adrenergic agonist, total body weight was significantly
higher in male PPARaBATKO mice (Figure 2G), reaching the weight of mice treated with
NaCl. In male mice, CL316,243 treatment significantly reduced BAT weight but only in
control mice suggesting the occurrence of an altered response to 3-adrenergic stimulation in
PPAR0BATKO male mice. As observed in female mice, the weight of sScWAT was the same
between the two genotypes in male mice treated with vehicle or CL316,243. In female mice,
total AT volume, estimated by tomography, was significantly reduced by B3-adrenergic
agonist treatment only in control mice (Figure 2F). In male mice, AT volume was slightly
reduced by CL316,243 in control mice, while it was not modified in PPARaBATKO male
mice (Figure 2H).

Although the absence of PPARa in BAT did not modify glucose tolerance or weight in female
mice, PPARaBATKO female mice displayed changes in adipose tissue gene expression
(Figure 2I). BAT adiponectin mRNA levels after f3-adrenergic agonist stimulation were
significantly lower in PPARaBATKO mice compared to control mice, while leptin mRNA
levels tended to be higher. In female PPARaBATKO mice treated with vehicle, BAT leptin
MRNA levels were also significantly higher compared to control mice (Figure 2I). The
magnitude of these gene expressions in BAT was in agreement with the tendencies observed
for the corresponding adipokine levels in plasma (Figure 2K). In male mice, mRNA levels of
adiponectin and leptin as well as corresponding circulating levels were the same in both
genotypes (Figure 2J and 2L). Together, these data suggest that Ppara might be a regulator of

the response to B3-adrenergic agonist in BAT.

BAT specific deletion of PPARa alters BAT morphology

To better understand the role of PPARa in BAT, we performed histological analyses of this
tissue. Hematoxylin and eosin staining revealed that PPARaBATKO mice have more
unilocular and larger lipid droplets compared to control mice. These changes were observed
both in female (Figure 3A and 3B) and male (Figure 3D and 3E) mice. Morphological
changes induced by 3-adrenergic agonist treatment were still observed, but to a lesser extent,
in PPARaBATKO mice. However, mRNA levels of Cidea, a lipid droplet protein, were the
same in both genotypes (Figure 3C and 3F). As a morphological change in adipose tissue is

often associated to extracellular matrix remodeling, we stained BAT sections with Picro-
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Sirius Red. After B3-adrenergic agonist stimulation collagen deposition area tended to be
larger in PPARoBATKO mice, especially in female (Figure 3G and 31). However, mMRNAS
levels of Collal and Col6al were similar in the two genotypes (Figure 3H and 3J).
Histological analysis showed that BAT specific deletion of PPARa altered brown adipocyte
morphology, suggesting that BAT function might be hampered due to increased lipid

deposition or defective lipolysis.

BAT specific deletion of PPARa impairs BAT thermogenic capacity and mitochondrial
dynamics only in female mice

As PPARa activation has been shown to be involved in WAT browning, we investigated the
role of PPARa in BAT thermogenesis. In female mice, the expression of Ucpl mRNA, the
main gene involved in thermogenesis, was similar in BAT of PPARaBATKO and control
female mice treated with vehicle (Figure 4A). B3-adrenergic agonist stimulation induced
Ucpl expression in both genotypes. However, this induction was slightly reduced in female
PPARaBATKO compared to control mice (Figure 4A). This reduction in CL-induced Ucpl
level was also observed in female mice fed a standard chow diet (Supplementary Figure 2A).
The changes in UCP1 mRNA levels shown in Figure 4A were consistent with UCP1 protein
levels analyzed by Western-blot (Figure 4B), while no difference was observed using UCP1
IHC staining (Figure 4C). In female mice, the expression of other thermogenesis-related
genes was impaired by the absence of PPARa in BAT. Cptlm mRNA levels were lower in
female PPARoBATKO mice in both NaCl and CL conditions. Expression levels of Atgl and
Lpl were lower in PPARaBATKO mice compared to control mice, reaching significant
differences when mice were treated with B3-adrenergic agonist. Gyk mRNA levels were the
same in the two genotypes (Figure 4D). However, GYK protein levels were reduced in
PPARaBATKO mice and its induction by CL316,243 was blunted in the absence of PPARa
in BAT (Figure 4F). Furthermore, the lack of PPARa in BAT altered mitochondria-related
gene expression. Ppargcla mRNA levels in BAT were reduced in female PPARaBATKO
mice (Figure 4E), and this decrease was significant in NaCl condition. As PPARGC1A is a
major regulator of mitochondrial biogenesis, we analyzed other mitochondrial markers. In
PPARaBATKO mice, Letmdl tended to be less expressed, as well as less induced by CL
treatment (Figure 4E). When PPARa is absent in BAT, mitochondrial DNA content
(calculated as 2ACt of Cox1 with Ppia as housekeeping gene) was decreased by f3-adrenergic
agonist treatment (CL condition) compared to control mice (Figure 4E). Western-blot analysis

revealed that PPARa might play a role in mitochondrial dynamics upon f3-adrenergic agonist
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challenge. Indeed, in control mice, the level of DRP1 protein, involved in mitochondrial
fission, was markedly increased upon CL treatment, but this effect was absent in
PPARaBATKO mice (Figure 4F). However, OXPHOS protein levels were similar in control
and PPARaBATKO female mice (Figure 4G). In male mice, the absence of PPARa in BAT
did not alter the expression of genes related to thermogenesis or mitochondrial biogenesis
(Figure 4H). Together, our findings reveal sex differences concerning the role of PPARa in

BAT thermogenesis and mitochondrial dynamics.

BAT specific deletion of PPARa increases BAT De Novo Lipogenesis upon f3-
adrenergic stimulation by upregulating AKT2

Next, we investigated whether PPARa regulated BAT lipogenesis as it has been shown to be
altered upon B3-adrenergic activation. Obesogenic diets induce a reduction of the De Novo
Lipogenesis (DNL) both in WAT and BAT 2. Here, control female and male mice fed a high
fat diet showed low expression levels of genes involved in the DNL pathway (Figure 5A and
5F). However, PPARaBATKO mice displayed a strong induction of ChAREBP3 mRNA levels
after f3-adrenergic agonist treatment. ChREBPa and Srebpl levels were not modified by the
absence of PPARa in BAT (Supplementary Fig 1C and 1D). DNL genes such as Acly, Acaca,
Fasn, Scdl were also highly induced in PPARaBATKO treated with 3-adrenergic agonist,
reaching the same level of induction of those fed a standard chow diet (Fig5, Supplementary
Fig 3). However, expression levels of Acacb or Elovl6 were similar in the two genotypes.
Western-blot analysis confirmed these inductions for ACLY, ACC and SCD1 mRNA at
protein level (Figure 5B). The increase in expression of DNL enzymes in the absence of
PPARa in BAT was observed in both female and male mice. Next, we looked at AKT which
is a kinase involved in insulin signaling and which is downregulated by SCD1 inhibition in
white adipocytes 4. Further, AKT2 was found to be a cold-induced-kinase involved in
ChREBP-mediated DNL in BAT 2. Interestingly, we found in PPARaBATKO mice treated
with B3-adrenergic agonist increased expression of AKT to be associated to changes in DNL
enzymes (Figure 5E).

These changes in expression levels of DNL enzymes were associated with modified lipidomic
profiles in BAT of PPARaBATKO mice. Total fatty acid content in triacylglycerol (TAG)
was increased in PPARoBATKO mice treated with B3-adrenergic agonist compared to control
mice (Figure 5G). To elucidate the origin of the accumulating fatty acids in PPARaBATKO
mice, we performed fatty acid profiling using gas chromatography. In female mice treated
with vehicle, fatty acid profiles in TAG were similar in both genotypes (Supplementary Fig
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4A). In contrast, in male mice treated with vehicle, the absence of PPARa in BAT induced an
enrichment in SFA (C16:0 and C18:0) associated to a reduction in MUFA (C18:1 n-9)
(Supplementary Fig 4B). The ratio of palmitate (C16:0) to linoleic acid (18:2), or palmitoleic
acid (16:1) to (18:2) are markers of the amount of endogenously synthesized versus dietary
fatty acids. These lipogenic indexes were increased in BAT TAG of both female and male
PPARaBATKO mice treated with CL316,243 (Figure 5C and 5H). These observations were
in agreement with the increased expression of Acly, Acaca, Fasn and Scd in these conditions.
However, the fatty acid ratios corresponding to SCD1 activity and ELOLV6 activity were not
altered by CL316,243 nor the deletion of PPARa in female mice (Figure 5SD). In male mice,
the ratio reflecting the elongation of endogenously synthesized fatty acids by ELOVL6 was
decreased in PPARaBATKO mice treated with CL316,243, while the SCD1 ratio was
decreased in PPARaBATKO male mice treated with NaCl (Figure 5I). These data illustrate a
role for PPARa in the regulation of DNL for lipid accumulation in TAG after a double
challenge, a HFD followed by B3-adrenergic stimulation.

BAT specific deletion of PPARa impairs BAT fatty acid content in phospholipid after
exposure to a p3- adrenergic agonist

As de novo synthetized lipids can be incorporated in phospholipids (PL) they can change their
nature. Hence the composition of fatty acids in PL may influence membrane fluidity and thus
adipocyte functions, such as insulin signal transduction. Changes in PL can also alter various
lipid secretions 2%, To further elucidate how the increase in DNL observed in
PPARoBATKO mice impacted on fatty acid content, we performed PL fatty acid profiling
using gas chromatography in male and female mice. B3-adrenergic stimulation increased the
amount of total PL in BAT (Figure 6A and 6E). Compared to control mice treated with
CL316,243, this quantity decreased in female PPARaBATKO mice (Figure 6A), but further
increased in male PPARaBATKO mice (Figure 6E). In mice treated with vehicle, fatty acid
profiles in PL were similar in both genotypes (Figure 6B and 6F). In PPARaBATKO mice
treated with f3-adrenergic agonist, fatty acid profiles in PL were in agreement with increased
DNL gene expression. Indeed, relative abundance of C16:0, C16-1 n-7, C18:1 n-9 was
increased compared to control mice, while C18:0 molar percentage was decreased (Figure 6B
and 6F). In BAT PL of female mice with vehicle, C16:0/C18:2 n-6 ratio was reduced. This
lipogenic ratio was not altered in PPARaBATKO male mice. However, the lipogenic ratio
C16:1 n-7/C18:2 n-6 tended to be increased in PPARaBATKO mice treated with CL316,243
both in male and female animals (Figure 6C and 6G). In mice lacking PPARa in BAT and
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treated with B3-adrenergic agonist, SCD1 ratio was increased, while ELOVL6 ratio was
decreased (Figure 6D and 6H). Relative abundance of arachidonic acid (C20:4 n-6) was also

reduced in PPARoBATKO mice after CL316,243 treatment compared to control mice.

In male mice, we also carried out BAT eicosanoids content quantification as arachidonic acid
is the precursor of several oxylipins. PCA analysis revealed that both genotypes clustered
together for oxylipin content in mice treated with vehicle (data not shown). The
concentrations of oxylipins were increased by [3-adrenergic agonist treatment (Figure 6J). In
PPARoBATKO, these inductions were significantly alleviated for all arachidonic acid
derivatives metabolized by COX (Figure 61). However, the mRNA levels of Cox2 were the
same for both genotypes (data not shown). To sum up, our data suggest a role for PPARa in

the control of fatty acid content affecting oxylipin secretion.

Discussion

While the role of PPARa in the liver is well established, 27, its function in BAT remains
unclear. Previous studies focused mostly on the role of adipose PPARa in thermogenesis and
fatty acid oxidation. Products from lipolysis can activate PPARa and PPARS in BAT
providing a mechanism for matching oxidative capacity to substrate supply 2. However,
PPARa is dispensable for WAT browning upon cold exposure, despite transient cold
intolerance *°. The effects of CL316,243 on PPARa seems to be different from cold exposure,
as the p3-adrenergic agonist does not induce WAT remodeling in PPARa -/- mice °2°. These
data were obtained in total knock-out mice fed a standard chow diet. Hepatic PPARa is
required for optimal BAT activation in response to activation of 3-adrenergic stimulation.
Indeed, mice lacking PPARa only in the liver are cold intolerant and display reduced BAT
activation by CL316,243 injection %’. In the present study, we used a unique combination of
metabolic challenges, housing at thermoneutrality and obesogenic diet followed by [3-
adrenergic receptors stimulation. We showed that the absence of PPARa only in BAT
modestly decreased UCP1 levels after f3-adrenergic agonist treatment in female mice housed
at thermoneutrality, both fed a chow diet or a high fat diet. The CL316,243-induced GYK
expression was also inhibited in PPARaBATKO. GYK was previously reported as a target of
PPARy in brown adipocytes, positively correlated with Ucp1 levels 2. These data suggest that
BAT PPARua is dispensable for direct UCP1-dependent BAT thermogenesis.
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In female mice fed a HFD, the absence of PPARa in BAT followed by B3-adrenergic agonist
treatment also alters mitochondrial dynamics. Indeed, DRP1 protein, a mitochondrial protein
highly expressed in BAT and associated with WAT browning *, levels are reduced in BAT of
PPARaBATKO female mice. In adipose tissue upon p-adrenergic stimulation, DRP1
facilitates lipid droplet budding from the ER, and hence, new cytosolic lipid droplet
formation. Our data are also consistent with the fact that Adipo-Drp1flx/flx mice exhibit more
adipocytes with larger sizes, and form less multilocular structures upon cold exposure 7. It is
generally accepted now that obesity is associated with fibro-inflammation in WAT restricting
healthy plasticity of adipose tissue 4. However, fibrotic remodeling of BAT remains poorly
studied “°Here, PPARaBATKO mice exhibit larger lipid droplet in BAT associated with more
Picro-Sirius staining suggesting that PPARaBATKO mice have more fibrosis in BAT which
might aggravate adipose dysfunction. DRP1 is also essential for mitochondrial fission. Fission
facilitates mitophagy for the recycling of damaged mitochondria. Thus, PPARoBATKO
female mice might have altered mitophagy. However, no difference was observed between
the two genotypes for OxPhos complexes. Nevertheless, PPARaBATKO female mice display
lower relative mitochondrial DNA content when treated with CL316,243, compared to control

mice, suggesting an impaired mitochondrial biogenesis.

In recent years, there has been a growing interest in BAT lipogenesis. In BAT of mice fed a
standard diet, acute CL316,243 injection upregulates TG reesterification but inhibits DNL *°.
DNL is then rapidly induced by chronic activation. DNL genes are among the most
upregulated genes by mild cold in BAT. A recent study confirmed that the DNL increase after
cold exposure was BAT-specific . The situation is different in mice challenged with a HFD.
In the context of obesity, adipose function is dysregulated leading to increased basal lipolysis
and a defect in lipid incorporation 3", As a consequence, circulating FFAs and hepatic DNL
are increased while lipogenesis is decreased in adipose tissue 3°. Mice maintained on HFD
display decreased levels of ChREBP, as well as Acly, Acc, and Fasn in WAT and BAT 2
When energy intakes are higher than energy expenditure, BAT undergoes a “whitening”
process leading to increased lipid deposition. Nutrient availability is high, especially at 30°C,
so that DNL is not required to maintain homeostasis. Here, DNL in BAT is also inhibited by
HFD in control mice. However, in PPARaBATKO fed a HFD and treated with CL316,243,
DNL is still induced to the same extent as the DNL induced in control mice on standard chow
diet upon PB3-adrenergic stimulation. Thus, PPARa appears to be an energy sensor essential

for both fatty acid anabolism and catabolism. PPARa was previously shown to be involved in
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the regulation of lipogenesis as adipocyte-specific deletion of PPARa increased SREBP1-
lipogenesis in WAT Y. DNL is finely regulated by ChREBP and SREBP-1 . In WAT,
deletion of target genes (FASN, ACC1 or both enzymes) induces browning of white
adipocytes and Scd1 controls de novo beige fat biogenesis 3132, lizuka et al. 3* demonstrated
that Ppara and Chrebpp were negatively correlated in liver and BAT in a feedback loop

manner during fasting, another metabolic challenge.

There are two characterized isoforms of ChREBP, ChREBPa and ChREBPf. Several studies
attempted to investigate the role of the two ChREBP transcripts in BAT with unclear
outcomes. Using lipogenesis inhibitors and ChREBP KO mice housed at 22 and 30°C,
Schlein et al. demonstrated that lipid remodeling and BAT involution are prevented by
ChREBP deficiency and pharmacological inhibition of lipogenesis “°. Study of mice lacking
ChREBP specifically in BAT showed that ChREBP is not required for non-shivering
thermogenesis by BAT under acute or long-term cold exposure “!. However, most
experiments were carried out on mice fed a standard chow diet. Sanchez-Gurmaches et al.
published that AKT2 drives cold-related lipogenesis induced in BAT by stimulating ChREBP
activity 2%. They also reported that AKT2 levels and activity were reduced by an obesogenic
diet. In our study, AKT2 was upregulated in PPARaBATKO mice on HFD. PPARaBATKO
mice fed a HFD seem to lack metabolic sensors to maintain lipid homeostasis. As a result, the
complete morphology of BAT is changed dramatically. Indeed, in PPARaBATKO, global
response to [3-adrenergic agonist is alleviated, which results in larger, and with more
unilocular adipocytes in BAT. Phenotypes observed in PPARaBATKO mice are generally
speaking quite similar to those obtained in mice overexpressing ChREBPJ specifically in
BAT “2. These mice display increased DNL, morphological changes in BAT with increased
lipid deposition, associated with reduced expression of thermogenic markers and
mitochondrial content as well as cold intolerance. It is also worth noting that chronic
overexpression of ChREBP in pancreatic B-cells results in apoptosis and diabetes . Thus,
fine regulation of ChREBPJ appears to be essential for homeostasis in several organs, and

hence for organismal well-functioning.

Cold exposure or B-adrenergic stimulation change markedly fatty acid content in BAT. Our
data are consistent with results obtained in ChREBP KO mice “¢. The global deletion of
ChREBP increases expression levels of electron transport system proteins including UCP1
and decreases the size of mitochondria in BAT. ChREBP KO mice display also altered
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lipidomic profile with reduced concentration of fatty acids up to about 18 carbon atoms such
as myristic acid, palmitic acid, palmitoleate, stearic acid and linoleic acid. BAT levels of
cardiolipins were also lower in ChREBP KO mice. Here, the absence of PPARa in BAT
increased the synthesis of FA by FASN in mice fed a HFD and treated with CL316,243.
Moreover, expression of SCD1 is also increased while the levels of ELOVLG6 remain the same
between the two genotypes. As a results, PPARaBATKO mice display impaired FA profiles
in TAG and PL, especially after B3-adrenergic stimulation. In agreement with increased levels
of DNL genes from Acly to Scdl, relative abundances of palmitoleate in TAG and PL are
reduced in PPARaBATKO mice. Monounsaturated FAs, especially palmitoleate, can down-
regulate Ucpl expression via attenuation of BAR-CAMP-CREB pathway through increased
PDE activity %°. This regulation was found by studying the role of GYK in browning.
Consistently, we found that GK protein levels were decreased in PPARaBATKO mice.

Stimulations such as cold exposure or 33-adrenergic agonist also increase the expression and
activity of enzymes involved in lipid oxidation. Oxylipins, bioactive lipids, are important
signaling molecules in health and disease, implicated in the control of adipogenesis,
inflammation or browning of adipose tissue- Some COX metabolites derived from ARA such
as prostaglandin E2 (PGE2) and prostacyclin (PGI2) promote the formation of beige
adipocytes 0%, ARA, precursor of these bioactive lipids, comes from PL. As PPARaBATKO
mice display altered FA profile both in TAG and PL, we quantified some of these molecules.
We showed that PPARaBATKO PL content in BAT was less enriched in ARA, precursors of
several eicosanoids. PPARa is activated by various ligands such as PUFA or eicosanoids.
Thus, to cut out PPARa expression could inhibit the synthesis of its endogenous ligands. In
agreement, LC-MS analysis revealed that the content of COX2-mediated-oxylipins was
depleted in PPARaBATKO.

Limitations of the study

This study highlighted a sexual dimorphism. Only female PPARaBATKO mice displayed
decreased expression of genes involved in thermogenesis and lipolysis. Our analysis did not
reveal an explanation for this sexual dimorphism. Furthermore, we did not measure
parameters such as temperature or oxygen consumption to verify whether energy expenditure
was affected. ChREBP was first described as a carbohydrates (glucose or fructose) sensor 2.
The diet used in the present study was a HFD with 60% of energy coming from lipids. One

can question whether the absence of PPARa in BAT would have the same consequences with
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another nutritional challenge such as a high glucose or high fructose diet. Upregulation of
DNL in PPARaBATKO was only observed after CL316,243. This stimulation allows to
exclusively target B3-adrenergic receptors contrary to cold exposure which induces a broader

but more physiological response. We did not investigate the lipogenesis in these conditions.

In conclusion, our study demonstrates an important novel role for PPARa in BAT lipogenesis.
This novel role has been identified because of the unique experimental protocol used in this
study. We combined housing at thermoneutrality and a HFD followed by a B3-adrenergic
agonist treatment. PPARa specifically regulates ChREBPB-mediated De Novo Lipogenesis.
Hence, PPARa appears to be essential to maintain BAT lipid homeostasis. The upregulation
of DNL after a combination of a HFD and B3-adrenergic stimulation alters BAT morphology,
mitochondrial dynamics, FA profiles in TAG and PL, as well as oxylipin content.
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Figure 1: Generation of PPARaBATKO mice showing deletion of PPARa specifically in
brown adipose tissue

(A) Schematic representation for the generation of PPARaBATKO.

(B) Experimental design. Control (UCP1-WT-PPARalphalox/lox) and PPARaBATKO
(UCP1-CREERT2-PPARalphalox/lox) were housed at thermoneutrality and fed a high fat diet
(HFD) for 20 weeks and daily injected with 1 mg/kg of CL316,243 or NaCl the last week of
the experiment.

(C) Relative mRNA levels of Ppara in brown adipose tissue (BAT) of female and male adult
mice (n=5-6 per group).

(D) Relative mRNA levels of Ppara in subcutaneous (scWAT) of female and male mice (n=5-
6 per group).

(E) Relative mRNA levels of Ppara in liver of female and male mice (n=3 per group).

Data are displayed as mean + SEM. Statistical analysis was performed using 2-way ANOVA
with Sidak’s post hoc test (C, E) or Mann-Whitney test (D); * P < 0.05.
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Figure 2: BAT specific deletion of PPARa does not alter glucose tolerance or weight gain
in HFD-induced obese mice

(A, C) Growth curves of control and PPARaBATKO female (A) and male (C) mice (n=12 per
group) on high fat diet (HFD) during 20 weeks.

(B, D) Glucose tolerance test (GTT) after 13 weeks of HFD, and corresponding area under
curves (AUC) (n=8-12 per group).

(E, G) Total Body weight (TBW), subcutaneous white adipose tissue (scWAT) fat pad and
intrascapular brown adipose tissue (BAT) weights in female (E) and male (G) mice (n=4=6
per group).

(F, H) Total Adipose tissue volume estimation assessed by tomography in female (F) and
male (H) adult mice (n=3-6 per group).

(I, J) Relative mRNA levels of Adiponectin and Leptin in BAT of female (I) and male (J)
adult mice (n=4-6 per group).

(K, L) Plasma levels of Adiponectin and Leptin in female (K) and male (L) mice (n=4-6 per
group).

Data are displayed as mean + SEM. Statistical analysis was performed using 2-way ANOVA
with Sidak’s post hoc test, Mann-Whitney test (E for TBW, J for Adiponectin) or student t-test
for AUC. *P <0.05.

NaCl: vehicle; CL: CL316,243 (B3-adrenergic agonist).
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Figure 3: BAT specific deletion of PPARo remodels BAT morphology in HFD-induced
obese mice

(A, D) Representative H&E staining of brown adipose tissue (BAT) in female (A) and male
(D) mice fed a HFD (scale=50pum).

(B, E) Quantification of BAT lipid droplet area in female (B) and male (E) mice treated with
vehicle (NaCl).

(C, F) Relative mRNA levels of Cidea in BAT of female (C) and male (F) mice (n=4-6 per
group).

(G, I) Representative Picro-Sirius staining of BAT in female (G) and male (I) mice
(scale=50pum).

(H, J) Relative mRNA levels of Collal and Col6al in BAT of female (H) and male (J) mice
(n=4-6 per group).

Data are displayed as mean = SEM. Statistical analysis was performed using unpaired two-
tailed Student’s t test (B, D), Mann-Whitney test (H, J for Collal) or 2-way ANOVA with
Sidak’s post hoc test (C, F, J for Col6al) . *P < 0.05.

NaCl: vehicle; CL: CL316,243 (pB3-adrenergic agonist). Ctrl: control mice; KO:
PPARaBATKO mice.

188



Figure 4
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Figure 4: BAT specific deletion of PPARo impairs BAT thermogenic capacity and

mitochondrial dynamics only in obese female mice fed a HFD

(A) Relative mRNA levels of Ucpl in brown adipose tissue (BAT) of female mice (n=4-6 per
group).

(B) UCP1 protein content in BAT of female mice.

(C) Representative IHC staining of UCP1 protein in BAT of female mice.

(D) Relative mRNA levels of Cptlm, Atgl, Lpl and Gk in BAT of female mice (n=4-6 per
group).

(E) Relative mRNA levels of Ppargcla, Letmdl and mitochondrial DNA content in BAT of
female mice (n=4-6 per group).

(F) MFN2, DRP1 and GK protein contents in BAT of female mice.

(G) OXPHOS protein content in BAT of female mice.

(H) Relative mRNA levels of Ucpl, Cptlm, Atgl, Lpl and Ppargcla in BAT of male mice
(n=4-6 per group).

Data are displayed as mean + SEM. Statistical analysis was performed using 2-way ANOVA

with Sidak’s post hoc test. *P < 0.05, **P < 0.01.

NaCl: vehicle; CL: CL316,243 (B3-adrenergic agonist). Ctrl:

PPARaBATKO mice.

control mice; KO
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Figure 5
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Figure 5: BAT specific deletion of PPARa increases BAT De Novo Lipogenesis after p3-
stimulation in HFD-induced obese mice

(A, F) Relative mRNA levels of De Novo Lipogenesis (DNL) genes in brown adipose tissue
(BAT) of female (A) and male (F) mice (n=4-6 per group).

(B) DNL proteins content in BAT of female mice.

(C, H) Lipogenic indexes in BAT triglycerides of female (C) and male (H) mice (n=4 per
group)

(D, I) SCD1 activity ratio and ELOVL6 activity ratio in BAT triglycerides of female (D) and
male (I) mice (n=4 per group).

(E) AKT2 protein content in BAT of female mice.

(G) Relative fatty acid content in BAT triglycerides compared to internal standard C19 of
male mice (n=4 per group).

Data are displayed as mean + SEM. Statistical analysis was performed using 2-way ANOVA
with Sidék’s post hoc test or Mann-Whitney test (A for Chrebpb, Acly, Fasn, and E, Chrebpb,
Acly, Acaca, Scdl, Fasn). *P <0.05, **P < 0.01.

NaCl: vehicle; CL: CL316,243 (pB3-adrenergic agonist). Ctrl: control mice; KO
PPARaBATKO mice.
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Figure 6
Q BAT lysates: Fatty acid profile in PL
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Figure 6: BAT specific deletion of PPARa alters phospholipid fatty acid profile and
oxylipin content in BAT after B3-stimulation in HFD-induced obese mice

(A, E) Relative phospholipid content in brown adipose tissue (BAT) of female (A) and male
(E) mice (n=4 per group).

(B, F) Phospholipid fatty acid profile in BAT of female (B) and male (F) mice fed a HFD and
challenged with CL.316,243 (CL) or vehicle (NaCl) (n=4 per group).

(C, G) Lipogenic indexes in BAT phospholipid of female (C) and male (G) mice (n=4 per
group).

(D, H) SCD1 and ELOVLS6 ratios in BAT phospholipid of female (D) and male (H) mice (n=4
per group).

(I) Relative abundance of cox2-derived oxylipins in BAT of male mice (n=4 per group).

(J) Heatmap of normalized oxylipin content.

Data are displayed as mean = SEM. Statistical analysis was performed using 2-way ANOVA
with Sidak’s post hoc test. *P < 0.05.

Ctrl: control mice; KO : PPARaBATKO mice.
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STAR»Methods

Key resources table

REAGENT or RESOURCE \ SOURCE \ IDENTIFIER
Antibodies

UCP1 Abcam Ab10983
GK1 Santa Cruz sc-393555
DRP1 CST #5391
OXPHOS Abcam ab110413
ACC CST #3662
Phospho-ACCL1 (Ser79)[Ser80] Affinity AF3421
FASN ABclonal A19050
ACLY Santa Cruz sc-517267
SCD ABclonal A16429
panACTIN CST #8456
AKT2 CST #2964
Anti-Mouse IgG (H+L), HRP Conjugate Promega W402B
Anti-Rabbit 1gG (H+L), HRP Conjugate Promega W401B
Chemicals, peptides, and recombinant proteins

CL316,243

Tamoxifen Sigma T5648-5G
sunflower seed oil Sigma S5007
Critical commercial assays

Fibroblast Growth Factor 21 Mouse/Rat ELISA Biovendor RD291108200R
Adiponectin (mouse) ELISA Bertin Bioreagent A05187
Leptin (mouse, rat) ELISA Bertin Bioreagent A05176

Deposited data

Experimental models: Organisms/strains

Mouse: C57BL/6N UCP1-CREERT?

Christian Wolfrum

Mouse: C57BL/6N PPARalpha'/iox

Chrsitian Wolfrum

Oligonucleotides

COX1 (mitochondrial DNA)-F

ACTATACTACTACTAACAGACC

G
COX1 (mitochondrial DNA)-R GGTTCTTTTTTTCCGGAGTA
PPIA (nuclear DNA)-F ACACGCCATAATGGCACTGG
PPIA (nuclear DNA)-R CAGTCTTGGCAGTGCAGAT

Ppara-F AGTTCACGCATGTGAAGGCTG
Ppara-R TGTTCCGGTTCTTCTTCTGAATC
Pparg-F CATAAAGTCCTTCCCGCTGA
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Pparg-R

GAAACTGGCACCCTTGAAAA

Ppard-F AGATGGTGGCAGAGCTATGAC
C

Ppard-R TCCTCCTGTGGCTGTTCC

Adiponectin-F GGAGAGAAAGGAGATGCAGGT

Adiponectin-R CTTTCCTGCCAGGGGTTC

Leptin-F CAGGATCAATGACATTTCACAC
A
Leptin-R GCTGGTGAGGACCTGTTGAT
Ucpl-F CACCTTCCCGCTGGACACT
Ucpl-R CCTGGCCTTCACCTTGGAT
Cidea-F CTGTCTCAATGTCAAAGCCACG
Cidea-R GAACTGTCCCGTCATCTGTGC
Cptlm-F TGCCTTTACATCGTCTCCAA
Cptlm-R GGCTCCAGGGTTCAGAAAGT
Atgl-F CAAGGGGTGCGCTCTGTGGATG
G
Atgl-R AGGCGGTAGAGATTGCGAAGG
TG
Lpl-F TTATCCCAATGGAGGCACTTT
Lpl-R CACGTCTCCGAGTCCTCTCTC
Gk-F CAAATGCAAGCAGGACGATG
Gk-R AGGCCCCAGCTTTCATTAGG
Ppargcla-F GAAAGGGCCAAACAGAGAGA
Ppargcla-R GTAAATCACACGGCGCTCTT
Letmd1-F CTACCCACATTGCTGACGAC
Letmdl1-R GGGACAGCTCGGGTTCTT
MiIxipl(ChREBPa)-F CGACACTCACCCACCTCTTC
Mixipl(ChREBPa)-R TTGTTCAGCCGGATCTTGTC
MIxipl(ChREBPB)-F TCTGCAGATCGCGTGGAG
MIxipl(ChREBPB)-R CTTGTCCCGGCATAGCAAC
Srebfl-F GCATGCCATGGGCAAGTAC
Srebfl-R TGTTGCCATGGAGATAGCATCT
Acly-F TGTGCTCGGGCTGGGAAGGAC
Acly-R GTGGCGGGGAAGTGCTGTTTGA
Acaca-F GAAGGCATCCCACGCATCT
Acaca-R GCGTATTTCTTCTGCAAGTCCA
A
Acacb-F CTCGAAGCCGCTCACCAA
Acacb-R GAAAGGGACTCCTCGCTTGAA
Scdl-F CCTTCCCCTTCGACT
Scd1-R GCCATGCAGTCGATG
Fasn-F GCTGCGGAAACTTCAGGAAAT
Fasn-R AGAGACGTGTCACTCCTGGACT
T
Elovl6-F TCAGCAAAGCACCCGAAC
Elovl6-R AGCGACCATGTCTTTGTAGGAG
Cox2-F TGCTGGTGGAAAAACCTCGT
Cox2-R AAAACCCACTTCGCCTCCAA
Collal-F GCTCCTCTTAGGGGCCACT
Collal-R CCACGTCTCACCATTGGGG
Col3al-F CTGTAACATGGAAACTGGGGA
AA
Col3al-R CCATAGCTGAACTGAAAACCAC

C
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Col6al-F CTGCTGCTACAAGCCTGCT

Col6al-R CCCCATAAGGTTTCAGCCTCA
36b4-F CTTTATCAGCTGCACATCACTC
AGA
34b4-R TCCAGGCTTTGGGCATCA
Software and algorithms
GraphPad Prism v9.1.1 GraphPad Software Inc. https://www.graphpa
d.com/
Fiji ImageJ https://imagej.net/
Other

Resource availability

Lead contact

Isabelle Mothe-Satney, Ph.D. iBV, Institut de Biologie Valrose, Université Cote d’Azur, CNRS UMR
7277, Inserm U1091; Faculté de Médecine; 28, avenue de Valombrose, 06107 Nice, France. E-mail
Isabelle. SATNEY @univ-cotedazur.fr; Tel: +33

Materials availability

This study did not generate new unique reagents

Data and code availability
- All original data reported in this manuscript will be shared by the lead contact upon request
or are included in the original figures or the supplemental information.
- This study did not generate any original code.

- Any other data presented in this manuscript can be obtained by contacting the lead author
upon request.

Experimental model and study participant details

Method details

Animals and housing

The experiments were conducted in accordance with the French and European regulations (directive
2010/63/EU) for the care and use of research animals and were approved by national experimentation
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committees. Male and female mice of the inbred strain C57BL/6N were bred and housed at room
temperature (22 £ 2°C) with 12:12 h light-dark cycles and fed chow diet with ad libitum access to food
and water prior to the beginning of experiments. At the age of 7-9 weeks, mice were transferred to
ventilated cabinets at thermoneutrality.

UCP1-CREERT2-PPARalphalox/lox (PPARaBATKO) and UCPI1-WT-PPARalphalox/lox (Ctrl) mice
were kindly provided by Dr. Christian Wolfrum. At the age of 15-16 week, PPARaBATKO and control
littermates were divided in 2 groups, fed for 20 weeks either a chow or high fat diet (60% energy
content as lipids). After 13 weeks of diet, glucose tolerance was assessed. Briefly, after 6 h of fasting,
mice received an intraperitoneal injection of glucose (2 g/kg body weight). Blood glucose levels were
measured at incised tail tips before (0 min) and at 15, 30, 60, 90 and 120 min after glucose injection.
[3-adrenergic receptor stimulation was carried out during the last week of the diet treatment by daily
intra-peritoneal injections of CL316,243 (1 mg/kg in saline solution) at the same time of the day.
Control mice were injected with vehicle only. 1 day after the last CL316,243 injection, mice were
anesthetized, tomographied, blood was recovered through heart punction and euthanized. Blood,
interscapular BAT (iBAT), epididymal WAT (eWAT), inguinal subcutaneous WAT (scWAT) and liver
were sampled and used for different analyses.

METHOD DETAILS
Tamoxifen injections

Tamoxifen (T5648-5G) was dissolved in sunflower seed oil (Sigma, S5007) at a concentration of 15
mg/mL by incubating at 42°C overnight. The mice were then intraperitoneally injected with tamoxifen
at a dosage of 60 mg/kg the first three days of the experiment, then every three weeks to induce
CREERT?2 activity.

Tomography

Adipose tissue quantification was carried out using a SkyScanll178 X-ray micro-CT system as
previously described *. Briefly, mice were anesthetized and scanned using the following parameters:
104 pm of voxel size, 49 kV, 0.5 mm thick aluminum filter, 0.9° of rotation step. Vertebrae size and
total adipose tissue volume was measured between caudal vertebra 1 (C1) and thoracic vertebra 13
(T13) whereas subcutaneous (SCWAT) and intra-abdominal (iaWAT) white adipose tissue surface were
measured on one section between the lumbar 5 (L5) and the lumbar 6 (L6) level. 3D reconstructions
and analysis of adipose tissue areas or volumes were performed using NRecon and CTAn software
(Skyscan).

Histology

Inguinal WAT, interscapular BAT and liver were fixed in 4% (V/V) paraformaldehyde for 48 h then
stored in 0.4% (V/V) paraformaldehyde until processed. Following dehydration and paraffin-
embedding, 5 #m sections were stained with hematoxylin and eosin. Sections were mounted, dried and
analyzed by bright field microscopy (Slide Scanner Vectra Polaris). Adipocyte and lipid droplet area
were quantified with Fiji software. Displayed images are representative of four to six mice per group
analyzed.
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For immunohistochemical analysis of UCP1 content, the adipose tissue sections were permeabilized
and incubated overnight at 4 °C with rabbit polyclonal anti-UCP1 antibody (1:400, #ab10983,
Abcam, Cambridge, UK) and then incubated with HRP-polymer conjugated anti rabbit at room
temperature for 2 h. Staining was then amplified and visualized with VECTASTAIN® ABC-HRP Kit,
Peroxidase (PK-4000) and DAB Substrate Kit, Peroxidase (HRP), (SK-4100) and imaged with a
Vectra Polaris slide scanner.

Isolation and Analysis of RNA

These procedures followed Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments (MIQE) standard recommendations and were conducted as described previously °**°,
Total RNA was extracted using TRI-Reagent kit (Euromedex, Souffelweyersheim, France) according
to the manufacturer’s instructions. RT-PCR was performed on 1pg of RNA using M-MLV-RT
(Promega). Quantitative PCR (qPCR) was performed using ONEGreen® Fast gPCR Premix (Ozyme,
Montigny-le-Bretonneux, France), and assays were run on a StepOne Plus ABI real-time PCR
machine (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Boston, USA). The expression of selected genes
was normalized to that of the 36B4 housekeeping gene and then quantified using the comparative-ACt
method. The oligonucleotide sequences are shown in Star Methods section.

Western Blot Analysis

Interscapular BAT was fine powdered in liquid nitrogen, lysed in lysis buffer followed by sonication as
previously described *°. After centrifugation performed at 14,000 RPM for 10 min, protein content was
guantified with BCA kit. Equal amounts of total proteins, 10 to 30 ug, were separated by 10 or 12%
SDS-PAGE gel electrophoresis and transferred onto the PVDF membrane. Following blocking,
membranes were incubated with primary antibody overnight at 4°C (Star Methods section). Primary
antibodies were detected with HRP-conjugated anti-rabbit or anti-mouse immunoglobulins (Promega,
Charbonnieres Les Bains, France). Chemiluminescence obtained after adding Immobilon Forte
Western HRP substrate (Merck-Millipore, ST Quentin En Yvelines, France) was detected using an
Amersham Imager 600. Loading control was performed with total coomassie staining or panactin
content.

Isolation and Analysis of DNA

Genomic and mitochondrial DNA were extracted from iBAT by the PureLink Genomic DNA kits
(Invitrogen, Villebon Sur Yvette, France). Quantitative PCR was performed on 3 ng of total DNA
using Cox1 primers for mitochondrial DNA and Ppia primers for nuclear DNA. Mitochondrial DNA
was calculated as 2ACt of Cox1 with Ppia as housekeeping gene. The oligonucleotide sequences are
shown in Star Methods section.

Plasma analyses

Blood was collected in heparinized tubes via cardiac puncture. Plasmas were obtained after 10 min of
centrifugation at 4000 rpm and stored at -80°C until further analyses. Adiponectin, leptin and FGF21
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levels were measured using Adiponectin (mouse) ELISA (Bertin Bioreagent, A05187), Leptin (mouse,
rat) ELISA (Bertin Bioreagent, A05176) and Fibroblast Growth Factor 21 Mouse/Rat ELISA
(Biovendor, RD291108200R) specific Kits, respectively.

Lipidomics

Quantification of oxylipins was performed at the METATOUL platform (MetaboHUB, Inserm UMR
1048, 12MC, Toulouse, France) by mass spectrometry analysis. All tissues (iBAT) were snap-frozen
with liquid nitrogen immediately after collection, powdered in liquid nitrogen and stored at -80°C
until extraction. Extraction and analysis were performed as previously described >

Fatty acid composition of brown adipose tissue triglycerides was determined by capillary gas
chromatography. Tissue samples were homogenized in methanol/butylated hydroxy toluene (10 mg/L)
and stored at —20°C until analysis. Neutral lipids (corresponding to an equivalent of 20 mg tissue)
were extracted following the Folch method using chloroform/methanol (2:1 vol/vol), in the presence of
the internal standard glyceryl trinonadecanoate (Sigma-Aldrich). . The extracts were filtered, and
lipids recovered in the methanol-chloroform phase. TAG and PL were isolated using thin layer
chromatography on silica glass plates (E. Merck, Darmstadt, Germany) developed in petroleum ether,
ethyl ether, acetic acid (80:20:1) and visualized by fluorescein (2,7 — dichlorofluoresceine (Sigma)
0.2% in ethanol). The TAG and PL bands were scraped from the plate and transmethylated using 5%
acetyl chloride/95 % methanol. The methylated fatty acids were extracted with isooctane and analyzed
by gas chromatography using a gas chromatograph GC30 equipped with flame ionization detectors
(Shimatzu), and CP-Wax 58 capillary column, 50 m in length,0.25 mm external diameter, 0.2 um
thickness of the stationary phase (Varian Inc., Les Ulis, France)). Helium was used as a carrier gas.
Fatty acid methyl esters are identified by comparing the retention times to those of known standards.

Quantification and statistical analysis

Data are expressed as mean values = SEM and were analyzed using Prism 9.1.1 software (GraphPad
Software). Shapiro-Wilk test was used to test distributions normality. For normally distributed
variables, data were analyzed by two-way ANOVA followed by Siddk’s post hoc test to assess
statistical differences between experimental groups. Differences between two groups were analyzed
using unpaired two-tailed Student’s t-test. For non-normally distributed variables, data were analyzed
by Mann-Whitney test. Differences were considered statistically significant with P < 0.05.
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Additional resources

Related to Figure 1, Figure 2 and Figure 5
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Supplementary F1, related to Figure 1, 2 and 5

(A) Relative mRNA levels of Pparg in brown adipose tissue (BAT) of female and male adult
mice fed a high fat diet (HFD) (n=5-6 per group).

(B) Relative mRNA levels of Ppard in BAT of female and male adult mice (n=5-6 per group).
(C) Relative mRNA levels of ChrebpA in BAT of female and male adult mice (n=3-6 per
group).

(D) Relative mRNA levels of srebpl in BAT of female and male adult mice (n=3-6 per
group).

(E) Plasma level of FGF21 in female mice (n=4. per group).

Data are displayed as mean + SEM. Statistical analysis was performed using 2-way ANOVA
with Sidak’s post hoc test. *P < 0.05.

NaCl: vehicle; CL: CL316,243 (B3-adrenergic agonist). Ctrl: control mice; KO :
PPARaBATKO mice.
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Related to Figure 4 .
S2
A Q@ chow Diet30°C

Ppara Ucp1 Cptim Ppargcia Leptin

. 8 kK * 15

0209 Loy I 0.20 0.10 «
g r T © 2 Soosd ~ _
© © [ D 2 0.
3015 6 8 10 g 0.15 H
é 010 % . g < < 0.06
£ £ £ Z 0.10 &
2 2 205 2 g 00
T 0.05 © 2 ® % 0.05 g
® © ° s =002

0.00 0 0.0 0.00 0.00

NaCl CL NaCl Cl NaCl Cl NaCl Cl NaCl Cl
cD cD cb cD cD

mm Ctrl B PPARaBATKO

B
Coomassie
UCP1
H (-]
d Chow Diet 30°C
C
Ppara Ucp1 Cptim Ppargcia Leptin
025 10 25 0.15 015
€ 020 g 8 €20 § § *x
3 T L L =010 =0.10
< 0415 £ 6 515 5 = *
g : : : £
0.10 4 1.0
H H H $ 005 £ 005
0.00 0 0.0 0.00 0.00
NaCl cL NaCl cL NaCl cL NaCl cL NaCl cL
cD ) cD cD cD

= Ctrl Ea PPARaBATKO

Supplementary F2, related to Figure 4

(A) Relative mRNA levels of Ppara, Ucpl, Cptlm, Ppargcla, Leptin in brown adipose tissue
(BAT) of female adult mice fed a standard chow diet (n=5-6 per group).

(B) UCP1 protein content in BAT of female mice fed a standard chow diet.

(C) Relative mRNA levels of Ppara, Ucpl, Cptlm, Ppargcla, Leptin in BAT of male adult
mice fed a standard chow diet (n=5-6 per group).

Data are displayed as mean = SEM. Statistical analysis was performed using 2-way ANOVA
with Sidak’s post hoc test. *P < 0.05.

NaCl: vehicle; CL: CL316,243 (B3-adrenergic agonist). Ctrl: control mice; KO :
PPARaoBATKO mice, CD: chow diet.
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Related to Figure 5
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Supplementary F3, related to Figure 5

(A, B) Relative mRNA levels of Chrebpb, Acly, Acaca, Fasn, Scdl in BAT of female (A) or
male (B) adult mice fed a standard chow diet (n=5-6 per group).

Data are displayed as mean + SEM. Statistical analysis was performed using 2-way ANOVA
with Sidak’s post hoc test. *P < 0.05; ns: non-significant.

NaCl: vehicle; CL: CL316,243 (B3-adrenergic agonist). Ctrl: control mice; KO :
PPARaoBATKO mice, CD: chow diet.
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Related to Figure 5

Q BAT lysates: Fatty acid profile in TAG
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Supplementary F4, related to Figure S

(A, B) Triglyceride fatty acid profile in BAT of female (A) and male (B) mice fed a HFD and

challenged with CL316,243 (CL) or vehicle (NaCl) (n=4 per group).

Data are displayed as mean £ SEM. Statistical analysis was performed using 2-way ANOVA

with Sidak’s post hoc test. *P < 0.05.
Ctrl: control mice; KO : PPARaBATKO mice.
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Supplementary F4, related to Figure 3
(A, B) Representative H&E staining of BAT in female (A) and male (B) mice fed a HFD and

housed at 22°C (scale=50pm).
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Discussion de I'article in vivo
Notre premiere étude in vitro a confirmé qu’il était encore a ce jour tres difficile de cibler

pharmacologiquement PPARa dans le TA. Par ailleurs, plusieurs modeles de délétion de
PPARa indiquent que l'expression de cet isotype n’est pas nécessaire a la fonction
thermogénique. Nos données, obtenues chez la souris délétée pour PPARa dans le TA brun,
confirment cette idée. En effet, chez la souris PPARaBATKO femelle uniquement, les niveaux
d’UCP1 sont légerement inférieurs au génotype contréle. Cependant, cette différence n’est
observée qu’apres un traitement au CL316,243 et elle est totalement absente chez les souris
males. Cette différence male/femelle pourrait étre expliquée par le niveau basal d’UCP1
supérieur chez les femelles, ou encore par les niveaux d’hormones sexuelles. PPARa n’est
pas nécessaire pour le brunissement du TA blanc induit par le froid. Cependant, en I'absence
de PPARa, ce remodelage est tout de méme inhibé lorsqu’il est induit par le CL316,243
(Barquissau et al., 2016). Il serait intéressant de voir si I'expression d’Ucpl est également
altérée chez la souris PPARaABATKO exposée au froid. En effet, la stimulation du TA
thermogénique liée au CL316,243 et a I'exposition au froid ne modulent pas exactament
I'expression des mémes génes. Le froid réduit notamment I'inflammation et la fibrose, la
stimulation des récepteurs B3-adrénergiques modifie I'expression du nombre plus important

de genes (Li et al., 2021).

L'augmentation de la Lipogenése de Novo est en revanche un phénotype observée a la fois
chez les souris PPARaBATKO males et femelles. La lipogenése du TA brun a connu un regain
d’intérét ces dernieres années. En effet, lorsque le tissu thermogénique est activé, le
catabolisme lipidique est augmenté, mais c’est aussi le cas pour I'anabolisme lipidique.
L’activation de la voie B3-adrénergique mobilise trés rapidement les réserves de triglycérides
du TA blanc et du TA brun ce qui diminue le contenu en triglycérides ou le poids des dépots
de TA. En revanche, si la stimulation persiste, la lipogenése est, elle aussi, activée mais
uniquement dans le TA brun. Cela permet le retour a I'homéostasie lipidique tout en
continuant de répondre a un fort besoin d’oxydation lipidique. Cette augmentation
simultanée de la lipolyse et de la synthése lipidique n’est réalisée qu’en situation ol I'apport
calorique correspond aux besoins. Lorsque la balance calorique est excédentaire, le TA brun
acquiert progressivement des caractéristiques du TA blanc. Dans ces conditions, les
gouttelettes lipidiques du TA brun perdent leur aspect multiloculaire. Ainsi, chez la souris

maintenue en régime riche en graisse, la lipogenése de novo n’est pas induite a la suite

204



d'une stimulation B3-adrénergique. Sous un régime riche en graisse, I'absence de PPARa
dans le TA brun maintient 'augmentation de la lipogenéese de novo apres un traitement aux
agonistes des récepteurs B3-adrénergiques. En effet, dans ces conditions, I'expression de
ChREBPB mais pas de ChREBPa est augmentée et atteint méme celle de souris nourries en
régime contrdle et traitées au CL316,243. PPARa pourrait ainsi étre un senseur énergétique
contrélant I'homéostasie lipidique. Sans PPARa, le blanchiment du TA brun et
I'augmentation de son contenu en lipides n’est pas détecté, provoquant une levée de
I'inhibition de la lipogenése normalement induite par le régime riche en graisse. En
conséquence, le contenu en triglycérides du TA brun des souris PPARaBATKO traitées au
CL316,243 est augmenté, non pas a cause d’un défaut de lipolyse mais bien en raison d’un
exces de synthese lipidique. Cette synthese est réalisée par des enzymes comme ACC1 ou
FASN qui sont aussi induites. Ces génes sont des cibles de ChREBPB tout comme ACLY qui
permet la synthése de I'acétyl-CoA, précurseur de la synthése des AG, a partir du citrate
provenant de la mitochondrie. La synthése des AG saturés a 16 et 18 carbones est donc
augmentée. Mais les AG monoinsaturés issus des C16 et C18 le sont aussi puisque
I’expression de SCD1 est également induite. Notons aussi que I'expression d’ACC1 est
augmentée contrairement a celle d’ACC2. ACC1 est cytoplasmique alors qu’ACC2 est
exprimé au niveau de la matrice mitochondriale. Cette derniére produit du malonyl-CoA qui
inhibe la carnitine palmitoyltransférase 1 (CPT1), I'enzyme clé dans le transport des acides
gras dans les mitochondries pour la B-oxydation. Ainsi, ACC2 régule la dégradation des
acides gras. Le malonyl-CoA produit au niveau cytoplasmique par ACC1 sert pour la
biosynthese des AG. Ainsi, la délétion de PPARa semble impacter I'lanabolisme plutét que le
catabolisme lipidique. Par ailleurs, I'absence de PPARa dans le TA brun ne modifie pas

significativement I'expression de marqueurs de la lipolyse.

Nous avons par la suite réalisé des analyses lipidomiques pour comprendre comment les
différents types de lipides étaient affectés par les changements d’expressions des acteurs de
la lipogeneése de novo. Ces analyses biochimiques ont confirmé les données obtenues au
niveau de ’'ARNm et de la protéine. Elles sont aussi en accord avec I'analyse histologique du
TA brun et des poids de ce dép6t. Le contenu total en AG des TG des souris PPARaBATKO
stimulées par un agoniste des récepteurs B3-adrénergiques est supérieur a celui des souris
contréles dans les mémes conditions. Plus précisément, les profils d’AG des TG ont révélé

une augmentation de la proportion de I'acide palmitique et de I'acide palmitoléique. Il a été
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montré que le traitement a l'acide palmitoléique inhibe I'expression d’UCP1 induite par
I'isoprotérénol (lwase et al., 2020). L'effet de I'acide palmitoléique sur UCP1 est également
retrouvé lorsque I'expression de la glycérol kinase (GK) est inhibée. Or, dans le TA brun des
souris PPARaBATKO traitées au CL316,243, on retrouve I'augmentation de SCD1 et de 'acide
palmitoléique, associée a la diminution des niveaux de glycérol kinase et d’'UCP1 chez les
femelles. Il a été montré par ailleurs que la glycérol kinase est régulé dans le TA brun par
PPARy pour moduler I'expression d’UCP1 dans ce tissu (Lasar et al., 2018). La glycérol kinase
est impliquée dans la réestérification des AG libres issus de la lipolyse. Elle permet le
resynthese des TG dans un processus thermogénique dit futile. Ici, en I'absence de PPARaq, la
synthése des AG participant a la formation des TG est augmentée tandis que leur
mobilisation lors de la lipolyse n’est pas modifiée et que leur recyclage est diminué,
perturbant ’homéostasie lipidique de ce tissu. Chez la souris PPARaBATKO femelle nourrie
en régime riche en graisse et traitée au CL316,243, I'expression de PGCla dans le TA brun
est également diminuée. Or, il a été montré que PPARa interagissait avec PGCla pour

induire la GK dans le TA blanc (Mazzucotelli et al., 2007).

Ces derniéres années, la lipogenése du TA brun a connu un regain d’intérét. Plusieurs études
ont cherché a identifier le role des deux isoformes de ChREBP dans ce tissu. Bien que
I’expression de ChREBPB augmente lors d’'une stimulation B3-adrénergique, cette isoforme
ne semble pas nécessaire a la thermogeneése basale. En effet, sa délétion dans tout le TA ne
modifie pas les niveaux protéiques d’UCP1 ou des chaines respiratoires a thermoneutralité.
De plus, la morphologie des dépdts de TA ou bien 'homéostasie glucidique restent normales
(Langin et al., 2022). En revanche, la surexpression de ChREBPB spécifiqguement dans le TA
brun provoque I'apparition de phénotypes assez similaires a ceux obtenues dans notre étude
(Wei et al., 2020). Ces souris présentent une augmentation de la lipogenése de novo, des
changements morphologiques dans le TA brun avec une augmentation des dép6ts lipidiques,
associés a une réduction de l'expression des marqueurs thermogéniques, du contenu

mitochondrial ainsi qu'une intolérance au froid.

La dérégulation de la lipogenése de novo chez les souris délétées pour PPARa dans le TA
brun remodeéle également le contenu lipidique des phospholipides de ce tissu. La encore, les
proportions d’acide palmitoléique au sein des phospholipides des souris PPARaBATKO

nourries en régime riche en graisse et traitées au CL316,243 est augmentée. Chez ces souris,
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on retrouve aussi une proportion plus importante d’acide oléique des phospholipides du TA
brun, en accord avec I'augmentation des niveaux de SCD1. Enfin, les pourcentages molaires
d’acide arachidonique (ARA) sont diminués dans les phospholipides des souris PPARaBATKO
nourries en régime riche en graisse et traitées au CL316,243. L’ARA est un précurseur
important pour la biosynthese de nombreux médiateurs lipidiques bioactifs, tels que les
prostaglandines, les thromboxanes et les leucotrienes. Nous avons donc quantifié nombre
de ces lipides bioactifs pour explorer la régulation cellulaire médiée par PPARa dans le TA

brun.

Parmi les oxylipines dosées, on retrouve de nombreuses espéces dont la concentration
augmente avec la stimulation B3-adrénergique. Elles peuvent étre dérivées de I’ARA, de
I'acide linoléique, de I'EPA ou encore du DHA. En revanche, chez la souris PPARaBATKO
stimulée, les niveaux d’oxylipines dérivés de I’ARA et produits par la voie des
cyclooxygénases sont augmentés par la stimulation B3-adrénergique mais dans une moindre
mesure que chez les souris contréles. Parmi elles, la prostaglandine E2 (PGE2) et la
prostacycline (PGI2), (dosée indirectement via son métabolite 6-keto-prostaglandin Fla),
influencent la thermogenese et la fonction métabolique du TA brun en modulant la
signalisation et I'activation des adipocytes bruns. Par ailleurs, la prostaglandine D2 (PGD2)

stimule la prolifération des préadipocytes beiges (Abe et al., 2023).

En l'absence de PPARa dans le TA brun de souris sous régime riche en graisse,
I"augmentation de la lipogenése a la suite de la stimulation B3-adrénergique est associé a
une augmentation des niveaux d’AKT2 dans ce tissu. AKT2 est une kinase décrit comme
étant activée par le froid et régulant la lipogenése du TA brun. Elle est habituellement
inhibée par un régime riche en graisse ce qui n’est pas le cas chez les souris PPARaBATKO
traitées au CL316,243 pour lesquelles les niveaux d’AKT2 sont maintenus élevés. AKT2 est un
acteur majeur de la voie de signalisation de l'insuline. Dans le TA brun, I'activation d'AKT2
par l'insuline stimule le transport du glucose en augmentant la translocation des
transporteurs de glucose (GLUT4) a la membrane cellulaire. Aucun effet sur la glycémie
basale ou la tolérance au glucose n’a été observée chez les souris délétées pour PPARa dans
le TA brun. Cependant, ces parametres ont été mesurés avant le début des injections
d’agonistes des récepteurs B3-adrénergiques. Il serait pertinent de mesurer ces données

apres cette stimulation pour savoir si I'accumulation de lipides liée a 'augmentation de la
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lipogenese chez la souris PPARaBATKO se fait au profit d’une meilleure homéostasie
glucidique. Un tracage métabolique du glucose pourrait également fournir de plus amples
informations sur I'origine des AG nouvellement synthétisés chez la souris PPARaBATKO, et
vérifier si d’autres intermédiaires de la synthese des AG sont modifiés, comme ceux du cycle

de Krebs par exemple.

Les conséquences de la délétion de PPARa dans le TA brun sont aussi visibles au niveau
morphologique. En accord avec les modifications d’expression génique, le TA brun des souris
PPARaBATKO nourries en régime riche en graisse et traitées avec un agoniste des récepteurs
B3-adrénergiques présentent des adipocytes contenant de plus grosses gouttelettes
lipidiques. Etonnamment, méme apres les injections avec le véhicule, la taille des
gouttelettes lipidiques est plus importante chez les souris PPARaBATKO que chez les souris
controles, alors méme que nos analyses n’ont révélées que trés peu de changements dans
ces conditions. Cela pourrait suggérer I'existence d’autres voies métaboliques modulées par
I'absence de PPARa que nous n’avons pas explorée. Les conséquences de I'absence de
PPARa au sein du TA brun pourraient étre différentes selon I'activité lipolytique. Par ailleurs,
les changements histologiques sont accompagnés d’un certain remodelage fibrotique du TA
brun. En effet, la coloration Picro-Sirius est plus important chez les souris PPARaBATKO,
surtout chez les femelles traitées au CL316,243. En revanche, I’'analyse de I’expression
génique ne confirme pas une synthese accrue de collageéne. Il serait cependant pertinent de
chercher a identifier ces collagenes caractéristiques d’un remodelage pathologique du TA au
niveau protéique. La fibrose du TA blanc durant I'obésité est bien documentée tout comme
son réle dans l'inflammation, I'inflexibilité métabolique ou encore l'insulino-résistance. Au
contraire, la fibrose du TA brun est peu étudiée. Elle semble tout de méme étre un frein a la

plasticité et la thermogenése au sein de ce tissu.

L'absence de PPARa dans le TA brun semble aussi modifier la dynamique mitochondriale.
Chez la souris PPARaBATKO nourrie en régime riche en graisse et traitée au CL316,243, la
guantité d’ADN mitochondrial est plus faible que chez la souris controle. De méme pour les
niveaux de la protéine DRP1. Il s’agit d’'une protéine mitochondriale fortement exprimée
dans le TA brun et associée au brunissement du TA blanc. Le régime riche en graisse induit
une diminution de I'’expression de DRP1 dans le TA. La perte de fonction de DRP1 entraine

des formes mitochondriales anormalement géantes, une structure membranaire
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mitochondriale altérée et une architecture des crétes perturbée. Aussi, elle induit la
rétention de gouttelettes lipidiques naissantes dans le RE, entrainant une perturbation de la
dynamique globale des lipides (Li et al., 2024). Chez les souris controles, son expression est
d’ailleurs fortement induite par le traitement aux agonistes B3-adrénergiques, alors qu’elle
est réduite chez les souris PPARaBATKO. Dans le TA, sous stimulation B-adrénergique, DRP1
facilite le bourgeonnement des gouttelettes lipidiques a partir du réticulum endoplasmique,
et donc, la formation de nouvelles gouttelettes lipidiques cytosoliques. La fission joue un
réle important dans |'élimination des mitochondries endommagées par autophagie (Youle
and van der Bliek, 2012). Dans le TA brun, une dynamique mitochondriale flexible est
cruciale pour s'adapter aux variations des besoins thermogéniques. DRP1, en régulant la
fission mitochondriale, permet au TA brun de maintenir une population mitochondriale
saine et fonctionnelle, optimisée pour la production de chaleur. Nos données sont
également cohérentes avec le fait que les souris délétées pour DRP1 dans le TA présentent
plus d'adipocytes de plus grande taille et forment moins de structures multiloculaires lors de
I'exposition au froid. Aussi, dans les adipocytes hMADS, la conversion vers un phénotype
thermogénique est associée a une activation de la protéine DRP1 (Pisani et al., 2018). Une
analyse plus poussée des mitochondries, notamment par microscopie électronique, aurait
été pertinente. En effet, la souris délétée pour ChREBP posséde de petites mitochondries,
avec de nombreuses crétes mitochondriales et des niveaux augmentés d’UCP1 (Sakiyama et

al., 2021).

Alors que la plupart des études réalisées jusqu’a présent décrivent que PPARa est plutot
impliqué dans I'oxydation des lipides, nos données montrent clairement que PPARa régule la
lipogeneése de novo du TA brun. Cette régulation négative semble étre levée en son absence
ce qui permet d’induire la synthése lipidique en réponse a une stimulation 3-adrénergique,
méme lorsque ce n’est pas nécessaire. En conséquence, la morphologie du TA brun, le
contenu en AG, la dynamique mitochondriale s’en retrouvent perturbés. La dérégulation de
la lipogenese affecte également la capacité de synthése de lipides bioactifs impliqués dans
I'activation et le recrutement d’adipocytes thermogéniques. PPARa au sein du TA brun
semble donc étre un senseur énergétique impliqué dans I’homéostasie glucido-lipidique. On
pourrait se demander quels seraient le phénotype de la souris PPARaBATKO nourrie en
régime riche en glucides et traitées aux agonistes des récepteurs B3-adrénergiques. En effet,

ChREBP est d’abord un senseur de glucides, glucose ou fructose notamment. Tres
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récemment, une étude a montré I'importance de ChREBPB dans le TA brun dans d’autres
situations nutritionnelles. La souris délétée spécifiquement pour ChREBPB et nourrie en
régime riche en glucides voit la morphologie de son TA brun modifiée. La taille de ces
gouttelettes lipidiques est réduite en raison de la diminution de I'expression d’Acly, Acc,
Fasn, Scdl, Elovl6. De plus, I'expression des enzymes de la glycolyse est diminuée, tout
comme celle des genes de la voie des pentoses phosphate qui est une voie métabolique
alternative de I'oxydation du glucose. Aussi, la souris délétée pour ChREBPB dans le TA brun
nourrie en régime cétogene voit I'inflammation de ce tissu réduite par rapport a la souris
controle alors que I'expression des genes de la thermogenése et de la phosphorylation
oxydative est augmentée. Ces changements d’expression génique pourraient contribuer au
remodelage du TA brun. En effet, en régime cétogene, la souris délétée pour ChREBPJ dans
le TA brun présente également une taille de gouttelettes lipidiques réduite (Baek et al.,

2024).

Au vu de notre premiére étude in vitro sur le pémafibrate, on pourrait envisager un
traitement au pémafibrate chez la souris PPARaBATKO. Comme les niveaux de PPARa dans
le foie ne sont pas modifiés chez cette souris et que les niveaux circulants de FGF21 sont
normaux, les effets du pémafibrate sur I'adipocyte pourrait, en théorie étre maintenus. Par
ailleurs, nos données obtenues in vivo m’ont amené a explorer la lipogeneése in vitro dans les
adipocytes hMADS. Bien que la délétion de PPARa dans les adipocytes beiges induits par la
rosiglitazone augmente I'expression d’UCP1, I'expression des genes de la lipogenése de novo
n’est pas modifiée. Ce résultat n’est pas étonnant puisqu’in vivo chez la souris PPARaBATKO,
la synthese lipidique n’est augmentée qu’en réponse a la double stimulation nutritionnelle
et B3-adrénergique. Il faudrait ainsi reproduire cette double stimulation métabolique in vitro
dans les adipocytes hMADS ce qui est envisageable mais difficile a réaliser. L’environnement
du régime riche en graisse peut étre approché par I'ajour d’AG saturés dans le milieu de
culture. Le traitement au CL316,243 peut étre effectué sur les adipocytes hMADS mais leur

réponse est bien plus faible que celle d’adipocytes murins.
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Résultats complémentaires

Mon travail de these a permis d’affiner les connaissances sur le réle de PPARa dans le TA
thermogénique humain et murin. J’ai également travaillé sur I'implication de la protéine
Piezol dans l'activité thermogénique. Ce canal est fortement exprimé dans le TA,
légerement plus dans le TA brun que le TA blanc. Dans les cellules hMADS, son expression
augmente avec la différenciation adipocytaire. Le remodelage du TA module également
I’expression de Piezol. En effet, aussi bien dans le TA brun que le TA blanc, le régime riche
en graisse induit une augmentation des niveaux de Piezol (Figure 44). De méme, I'induction
génétique de I'obésité chez la souris Ob/Ob augmente aussi I’'expression de Piezol dans le
TA. Ces deux modeles d’obésité sont associés a un profond remodelage du TA, notamment
une augmentation de la taille des adipocytes et un blanchiment du TA brun. On peut alors
émettre I'hypothése que Piezol détecte et intégre ce remodelage pour induire la

transduction de ce signal dans I'adipocyte.
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Figure 44: Expression de Piezol dans le tissuadipeux dans deux modéles d'obésités

Les niveaux d’expression de Piezol ont été quantifiés par RT-qPCR. Dans le TA, aussi bien blanc sous-
cutané (scWAT) que brun (BAT), ils sont augmentés dans deux modeles d’obésités (régime riche en
graisse (colonnes vertes) ou délétion du récepteur a la leptine colonnes beiges) par rapport aux
souris contrdles. N=4-7 par groupe, * : P < 0.05, 2-way ANOVA et Sidak’s post hoc test.
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Ainsi, nous avons par la suite étudié l'influence de I'absence de la transduction du signal
médié par Piezol sur le TA thermogénique grace a la souris male de fond génétique C57BI/6J
délétée spécifiquement pour Piezol dans les adipocytes bruns (UcplCRE-Piezollox/lox ou
Piezo1BATKO). La prise de poids en régime standard est similaire chez les souris
Piezo1BATKO et controles maintenus a thermoneutralité (Figure 45A). De méme, 'absence
de Piezol dans le TA brun ne n’altére pas la tolérance au glucose (Figure 45B),

contrairement a son absence dans tout le TA (Zhao et al., 2019; Wang et al., 2020).

Pour analyser la fonction thermogénique chez la souris Piezo1BATKO, la moitié des animaux
de chaque groupe a recu quotidiennement pendant la derniére semaine d’hébergement une
injection d’agonistes des récepteurs B3-adrénergiques (CL316,243). L'autre moitié étant
traitée au véhicule (NaCl). L’absence de Piezol dans le TA brun n’affecte pas la fonction
lipolytique mesurée grace a la glycérolémie 10 minutes apres la premiere injection de

CL316,243 (Figure 45C).
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Figure 45: Effets de la délétion de Piezol dans le TA brun sur la prise de poids, la tolérance au
glucose et la lipolyse

Courbes de poids de souris males Piezo1BATKO (rouges) et contrdles (bleu) maintenues en régime
standard a thermoneutralité pendant 20 semaines (n=12 par groupe)(A), Test de tolérance au
glucose de souris males PiezolBATKO et controles maintenues en régime standard a
thermoneutralité (n=8 par groupe) (B), Glycérolémie sanguine de souris males PiezolBATKO et
contréles maintenues en régime standard a thermoneutralité 10 minutes aprés une injection de
CL316,243 a 0,5mg/kg ou de véhicule NaCl (n=6 par groupe) (C). ). *: P < 0.05, 2-way ANOVA et
Sidak’s post hoc test.
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Le poids des dép6ts de TA blanc, sous-cutané et épididymaire, sont similaires chez la souris
Piezo1BATKO et les controles, quel que soit le traitement (Figure 46). Il en est de méme pour
le poids du foie. En revanche, le poids du TA brun interscapulaire est significativement réduit

en I'absence de Piezol dans ce tissu, mais uniquement lorsque celui-ci n’est pas stimulé.
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0.020 0.04-
0.015 0.03
0.010 0.02-
0.005 0.01-
0.000- 0.00-
Nacl cL Nacl cL
BAT/TBW
C X D iventBW
00054 T 0.05-
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Bl Piezo1 LoxLox =l UCP1cre Piezo1 Lox/Lox

Figure 46: Effets de la délétion de Piezol dans le TA brun sur les poids relatifs de TA et du foie

Poids relatifs de tissus de de souris méles PiezolBATKO (rouge) et contréles (bleu) maintenues en
régime standard a thermoneutralité pendant 20 semaines puis traités quotidiennement ou non avec
0,5mg/kg de CL316,243 (n=6 par groupe). Tissu adipeux blanc sous-cutané inguinal (A), Tissu adipeux
blanc périgonadique (B), Tissu adipeux brun (C), Foie (D). * : P < 0.05, 2-way ANOVA et Sidék’s post
hoc test

L’analyse de I'expression génique indique que chez les souris Piezo1BATKO, seul I'expression
de Piezol est réduite et uniquement dans le TA brun (Figure 47A). L’inhibition relativement
faible (de I'ordre de 50%), peut étre expliquée par le fait que Piezol est assez exprimé dans
les cellules de la FSV. En revanche, I'expression de Piezo2 est beaucoup plus réduite. Au sein
du TA brun, I'expression de plusieurs marqueurs thermogéniques tend a étre supérieure
chez la souris Piezo1BATKO traitée au NaCl (Figure 47B). C'est le cas notamment pour

PGCla, Dio2, Prdm16. Pour ce dernier, la différence est méme statistiquement significative.
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En revanche, suite a la stimulation B3-adrénergique, les inductions au niveau de I’/ARNm, des
marqueurs thermogéniques sont similaires dans les deux génotypes. L’'analyse des niveaux
protéiques d’UCP1 dans le TA brun indique cependant que cette protéine est plus exprimée
chez la souris Piezo1BATKO traitée au NaCl ou au CL316,243 (Figure 47C). L'absence de

Piezol dans le TA brun augmente les niveaux d’UCP1 dans ce tissu.
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Niveaux relatifs d’ARNm dans le tissu adipeux brun de de souris males Piezo1BATKO (rouge) et
contrdles (bleu) maintenues en régime standard a thermoneutralité puis traités quotidiennement ou
non avec 0,5mg/kg de CL316,243, Piezol et Piezo2 (A), marqueurs thermogéniques (B). Niveaux
relatifs d’UCP1 correspondants (C) (n=6 par groupe). * : P < 0.05 vs Génotype Contrdle, #: P < 0.05
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Figure 47: Effets de la délétion de Piezol dans le TA brun sur I'expression de marqueurs

thermogéniques dans ce tissu

vs NaCl, 2-way ANOVA et Sidak’s post hoc test.
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L'analyse de I'expression génique révele également que I'absence de Piezol dans le TA brun
peut affecter la capacité thermogénique du TA blanc. Aucune différence d’expression
concernant les marqueurs associés a la thermogenése n’est observée entre les deux
génotypes traités au NaCl. Cependant, dans le TA sous-cutané des souris PiezolBATKO
traitées au CL316,243, I'expression de plusieurs marqueurs associés a la thermogenése est
plus importante que chez les souris controles (Figure 48A). C'est le cas pour Ucpl, Cidea,
Cptlm et Elovi3. La plus grande induction d’UCP1 se confirme au niveau protéique (Figure
48C). Or les niveaux de Piezol ne sont pas du tout modifiés dans le TA blanc (Figure 48B).
Ainsi, il semblerait que ce brunissement soit une conséquence de la délétion de Piezol dans
le TA brun. Cependant, l'induction d’Ucpl par la stimulation B3-adrénergique est tres
variables selon les animaux. Il serait pertinent de confirmer cette observation sur d’autres
cohortes. On peut alors envisager un dialogue entre ces deux types de dépots par des
médiateurs lipidiques ou protéiques. La délétion de Piezol dans le TA brun pourrait induire
la sécrétion de BATokines favorisant I'activation des adipocytes thermogéniques. Notons par
exemple que lorsque Piezol est délété dans tout le TA, il a été montré que les adipocytes
présentaient un défaut de sécrétion de FGF1, inhibant par la suite la différenciation

adipocytaire (Wang et al., 2020).
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Figure 48: Effets de Ila délétion de Piezol dans le TA brun sur l'expression de marqueurs
thermogéniques dans le TA blanc sous-cutané

Niveaux relatifs d’ARNm dans le tissu adipeux blanc sous-cutané inguinal de de souris males
Piezo1BATKO (rouge) et controles (bleu) maintenues en régime standard a thermoneutralité puis
traités quotidiennement ou non avec 0,5mg/kg de CL316,243, marqueurs thermogéniques (A),
Piezol et Piezo2 (B). Niveaux relatifs d’'UCP1 correspondants (C) (n=6 par groupe). * : P < 0.05, vs
génotype controle, 2-way ANOVA et Sidak’s post hoc test.

En parallele de ces analyses in vivo chez la souris, j'ai également exploré le role de Piezol
dans les cellules hMADS différenciés en adipocytes blancs et beiges. Linhibition de
I'expression de Piezol par des siRNA au jour 10 de notre protocole de culture (Figure 37),
soit juste avant la conversion thermogénique semble étre cohérente avec les résultats
obtenus chez la souris. En effet, son inhibition augmente légérement les niveaux d’UCP1. Ces
observations restent cependant a confirmées. Par ailleurs, 'activation pharmacologique de

Piezol par Yodal inhibe drastiquement les niveaux d’UCP1.
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Méme si la fonction lipolytique n’est pas modifiée chez la souris Piezo1BATKO, il se pourrait
qu’elle régule le role de Piezol. Grace a des collaborations avec I'Institut des maladies
métaboliques et cardiovasculaires (12MC) a Toulouse, nous avons pu obtenir des données
chez des souris exposées au froid. Une telle stimulation induit la lipolyse mais aussi
I'augmentation de I'expression de Piezol mais uniquement dans le TA brun (Figure 49).
Piezo2 n’est, en revanche, pas régulé par I'exposition au froid. Par ailleurs, 'augmentation
d’expression de Piezol dans le TA brun est perdue chez la souris présentant un défaut de
lipolyse, la souris délétée a la fois pour ATGL et HSL (dKO). Au contraire, chez la souris
double KO, Piezo2 est induit par I'exposition au froid. Il pourrait s’agir d’'un mécanisme de
compensation. L’analyse de données de RNAseq issu de la littérature confirme que I'expression de

Piezol est augmentée de fagon transitoire avec I'exposition au froid avant de retrouver son niveau

précédent la stimulation aprés un retour a la thermoneutralité (Lundgren et al., 2023).
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Figure 49: Réqulation de I'expression de Piezol dans le TA brun par le froid et la lipolyse

Niveaux relatifs d’ARNm de Piezo1l et Piezo2 dans le tissu adipeux brun et inguinal de souris délétées
pour ATGL et HSL (dKO) ou contrdles, a thermoneutralité ou exposées au froid. * < 0.05, 2-way
ANOVA et Sidak’s post hoc test.
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L’étude du réle de Piezol dans la fonction thermogénique est en étroite collaboration avec
d’autres laboratoires de recherche nicois, le Centre Méditerranéen de Médecine Moléculaire
(C3M) et [lInstitut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire (IPMC). Les données
présentées dans ce manuscrit permettront d’orienter la suite de recherches a mener, en se
focalisant notamment sur la régulation de Piezol par la lipolyse. Quels sont les mécanismes
expliquant I'augmentation de I'expression de Piezol par le froid. Les produits de la lipolyse
permettent-ils de stabiliser le canal Plezol a la membrane ? Son activité est-elle augmentée
en conséquence ? En effet, I'ouverture du canal Piezol permet principalement le passage de
calcium et le flux calciques sont impliqués dans la régulation de I'activité thermogénique

(Ikeda et Yamada, 2022 ; Oflaz et al., 2023).

Aussi, I'invalidation de Piezol spécifiquement dans le TA brun semble indiquer que ce canal
est un régulateur négatif de la thermogenése médiée par UCP1. Or, I'expression de Piezol
est aussi augmentée dans deux modeéles d’obésités induites, situations dans lesquelles
I'activité thermogénique est réduite. Chez la souris, I'obésité induit une diminution de
I'activité thermogénique parfois associée a une augmentation des niveaux d’UCP1. Ainsi, une
étude plus poussée des autres fonctions du TA comme la lipogenése, la sécrétion pourra

permettre de mieux comprendre le réle de Piezol dans le TA thermogénique.
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Conclusion et perspectives

Le TA brun est bien connu pour son role dans la thermogenése. Cet organe a pourtant bien
d’autres fonctions importantes au-dela de la production de chaleur. Les adipocytes
thermogéniques possedent une plasticité métabolique incroyable leur permettant d’utiliser
de nombreux substrats. Le TA brun contribue a la régulation du métabolisme lipidique en
oxydant les acides gras, réduisant ainsi les niveaux de lipides circulants et améliorant la
santé métabolique. Ces lipides proviennent majoritairement de la lipolyse du TA blanc mais
aussi de celle du TA brun ou encore des acylcarnitines du foie. Ils peuvent aussi étre
directement synthétisés a partir de glucose. Ainsi, le TA brun capte le glucose circulant pour
son métabolisme, aidant a réguler les niveaux de glucose sanguin et a améliorer la sensibilité
a l'insuline. Il s’agit donc d’un véritable siphon métabolique, dont I'intérét va bien au-dela de

I’'augmentation de la dépense énergétique.

Les PPARs sont des facteurs de transcriptions impliqués dans le métabolisme du TA. Il est
établi que PPARYy est I'isotype primordial dans le métabolisme du TA thermogénique. Il induit
I’expression d’UCP1, participe donc a I'oxydation des AG mais il favorise aussi I'anabolisme
lipidigue comme en témoigne l'induction de la glycérol kinase par la rosiglitazone. Ce
recyclage lipidique permet d’optimiser les quantités d’AG a oxyder. Ces AG peuvent

également étre directement synthétisés.

Durant mon travail, nous avons montré que PPARa était un régulateur de la lipogenése de
novo dans le TA brun de souris. Ce role, n’avait, jusqu’a présent, pas été décrit. Nous avons
choisi de maintenir les souris a thermoneutralité et en régime riche en graisse, puis de
stimuler leur TA thermogénique. Ce protocole a permis de mettre en évidence un nouveau
role pour PPARa au-dela de la thermogeneése. Le réle de PPARa était jusqu’a présent étudié
dans un contexte d’oxydation lipidique. Nous avons ainsi mis en évidence lI'importance
d’étudier le métabolisme du TA brun dans sa globalité, en étudiant son métabolisme glucido-
lipidigue. Il serait intéressant maintenant pertinent d’étudier PPARa chez ’homme pour voir
si I'on retrouve son implication dans le contrdle de la lipogenése de novo dans le TA brun
humain. Existe-t-il des mutations de PPARa chez ’lhomme participant au blanchiment du TA
brun ? Peut-on activer pharmacologiquement PPARa pour limiter la lipogenése du TA brun

ainsi que son blanchiment pendant I'obésité ?
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Cependant, I’étude in vitro a encore souligné la difficulté de cibler spécifiquement un isotype
des PPARs dans un contexte physiologique ou les trois sont exprimés. De plus, nous avons
affiné les connaissances sur un des derniers agonistes de PPARa, le pémafibrate. Celui-ci
induit des effets directs sur I’adipocyte en activant PPARy. Contrairement a ce qui est décrit
dans la littérature, le pémafibrate est en fait un dual agoniste de PPARa/y. Comme cette
molécule est déja utilisée en clinique, on pourrait essayer de vérifier si I'on retrouve cette

double activation en clinique associé a une augmentations de I'expression d’UCP1.
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Figure 50: Schéma récapitulatif des résultats obtenus in vitro sur le brunissement des adipocytes hMADS

PPARa est un régulateur négatif de I'induction d’UCP1 médiée par PPARy. Dans un
contexte adipocytaire, le pémafibrate est en réalité un agoniste de PPARYy.
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Figure 51 : Schéma récapitulatif des résultats obtenus in vitro sur I’adipogenése des cellules hMADS

Dans un contexte adipocytaire, le pémafibrate est en réalité un agoniste de PPARy pour I'adipogenése.
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Sous régime riche en graisse et traitée au CL316,243
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Figure 512 : Schéma récapitulatif des résultats obtenus in vivo chez la souris

Chez la souris nourrie en régime riche en graisse et traitée avec un agoniste des

récepteurs B3-adrénergiques, la délétion de PPARa dans le TA brun induit fortement la

Lipogenese De Novo dépendante de ChREBP, affectant le contenu en acides gras des

triglycérides et des phospholipides ainsi que la dynamique mitochondriale.
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Annexes

Annexe 1 : Thermoneutralité chez la souris et

expérimentation animale
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