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Contexte

En I’absence d’infection ou de processus auto-immun, un état inflammatoire chronique de bas de
grade se développe chez le sujet obese et joue un rdle important dans les comorbidités associées a
I’obésité, telles que les maladies hépatiques non alcooliques, I’insulinorésistance, le diabéte de type 2
et les maladies cardiovasculaires. Le tissu adipeux est en grande partie responsable de cet état via la
production de biomolécules pro-inflammatoires. Alors que les travaux initiaux ont souligné
I’importance des macrophages dans I’inflammation tissulaire, des études récentes démontrent des
altérations de la composition des sous-populations de lymphocytes T jouant également un réle dans ce
phénoméne pathologique. Cependant, chez I’humain, les données expérimentales concernant les
lymphocytes T du tissu adipeux restent parcellaires. Les mécanismes permettant le recrutement et
I’activation de ces cellules au cours de I’obésité ainsi que leurs roles dans le tissu adipeux sont

largement incompris.

L’objectif de cette thése est d’analyser I’implication des lymphocytes T dans la pathologie du tissu
adipeux induite par I’obésité et ses conséquences locales. Des travaux chez la souris ont révélé un réle
homéostatique de certaines sous-populations de lymphocytes T dans le tissu adipeux chez I’animal
mince, mais également une accumulation des lymphocytes T pro-inflammatoires chez I’animal obése.
Sur la base de ces observations, nous émettons I’hypothése qu’au cours de I’obésité, le profil anti-
inflammatoire des lymphocytes T du tissu adipeux dérive vers un profil pro-inflammatoire, contribuant

ainsi & I’inflammation chronique et & des altérations fonctionnelles des cellules du tissu adipeux.
Les objectifs spécifiques visent a :

I. Comparer les populations de lymphocytes T et de macrophages dans le tissu adipeux de patients
minces, obéses et obéses diabétiques, et caractériser le « dialogue » paracrine cytokinique pro-

inflammatoire entre ces deux types cellulaires au cours de I’obésité.

Il. Etudier I’impact des cytokines liées a ce « dialogue » paracrine pro-inflammatoire sur les cellules
non-immunitaires du tissu adipeux, en particulier sur les pré-adipocytes, les cellules endothéliales et

les adipocytes matures, en se focalisant sur leurs réponses inflammatoires et métaboliques.

Nous privilégions une approche chez I’humain, intégrant des études cliniques, tissulaires et cellulaires
grace aux bioressources obtenues chez des individus obeses participant & un programme de chirurgie

gastrique ainsi qu’a du tissu adipeux d’individus minces subissant une liposuccion.
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Introduction

I. L’obésite : une pandémie
I.A. Définition

D’un point de vue médical, I’obésité est I’état d’un individu ayant un excés de poids di a une
accumulation anormale ou excessive de masse grasse pouvant entrainer des inconvénients pour sa
santé et réduire son espérance de vie. Ainsi, I’obésité humaine a été reconnue comme une « maladie
chronique » en 1997 par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Aux Etats-Unis I’obésité fut

méme reconnue comme maladie dés 1985 par deux grands Instituts Nationaux.

Comme on ne peut pas uniquement se fier au poids d’une personne pour déterminer si elle est en
surpoids ou obeése, différents outils de mesure sont utilisés afin de fournir des renseignements
complémentaires et prédire plus précisément I’impact de I’exces de poids sur la santé. L outil le plus
couramment utilisé est I’indice de masse corporelle (IMC). Cet indice se calcule en divisant le poids
(kg) par la taille au carré (m?). Le « poids santé » correspond & un IMC entre 18,5 et 24,9 kg/m®.
Ensuite on parle de surcharge pondérale ou de surpoids lorsque I’IMC se situe entre 25 et 29,9 kg/m®.
Et finalement d’obésité lorsque I’IMC est > 30 kg/m?, avec différents stades d’obésité en fonction de
I’IMC et du risque de morbidité (Tableau 1). En effet, I’obésité morbide (IMC > 40 kg/m?®) ferait

perdre 8 a 10 années d’espérance de vie (Prospective Studies Collaboration et al., 2009).

Classification IMC (kg/m?) | Risque de morbidité

Maigreur extréme < ‘15,9 élevé
faible 16a18,4 accru
Poids « normal » 18,52 24,9 faible
Surpoids 25a29,9 accru
classe I, modérée 30a34,9 élevé

Obésité |classe I, sévere 35a39,9 tres élevé

classe 111, morbide >40

Tableau 1 : Classification de poids, IMC et niveau de risque de morbidité associé
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Cependant, cet outil de mesure ne permet pas de faire la distinction entre les masses o0sseuse,
musculaire et adipeuse qui varient considérablement d’un individu a I’autre. De plus, I’IMC ne donne
aucune information sur la répartition de la masse graisseuse, qui peut se répartir de deux maniéres
différentes. Au niveau des hanches, des cuisses et en périphérie, on parle alors d’obésité gynoide,
périphérique, ou sous-cutanée ; ce type d’obésité est principalement présent chez les femmes. Ou bien
dans la région abdominale, on parle alors d’obésité androide, abdominale ou viscérale ; ce type
d’obésité est principalement présent chez les hommes (Ley et al., 1992; Vague, 1947). Or, il est
maintenant bien établi que les individus atteints d’obésité androide ont un risque de morbidité plus
élevé que ceux atteints d’obésité gynoide (Balkau et al., 2007; Després, 2012; Després and Lemieux,
2006; Rexrode et al., 1998; Sam et al., 2009).

Il existe également d’autres types de mesures comme le tour de taille qui permet de déceler plus
précisément un excés d’adiposité au niveau de I’abdomen, ou le rapport «tour de taille/tour de
hanches » pour avoir une meilleure idée de la répartition de la masse grasse corporelle. Cependant ces
mesures sont seulement utilisées en complément de I’IMC. Ainsi, des chercheurs tentent de mettre au
point de nouveaux outils de mesure de I’excés de masse grasse. En 2011, I’indice de masse adipeuse
(IMA) a été étudié et publié mais n’est pas utilisé en médecine courante (Bergman et al., 2011). Plus
récemment, une équipe a développé et publié un nouvel indice, le Surface-based Body Shape Index
(SBSI), basé sur quatre mesures principales : la surface corporelle, la circonférence du tronc vertical,
la taille et le tour de taille. Or, ce nouvel indice est plus performant que I’IMC afin de prédire la
mortalité associée a I’obésité (Rahman and Adjeroh, 2015). Cependant, jusqu’a présent, la simplicité

de P’utilisation de I’IMC en fait le principal outil prédictif dans les études médicales sur I’obésité.

I.B. Epidémiologie

L’obésité est aujourd’hui considérée comme une pandémie. En effet, ’OMS en fait un probleme de
santé publique a I’échelle mondiale car I’épidémie d’obésité se poursuit sans relache dans les pays
occidentaux et augmente de fagon plus spectaculaire dans le reste du monde, paradoxalement méme
dans les pays ou la pauvreté et la malnutrition sont trés répandues. De fagcon dramatique, les taux
d’obésité sont en augmentation, non seulement dans les populations adultes, mais aussi chez les
enfants. En effet I’augmentation du poids moyen s’observe dans toutes les tranches d’age et dans tous

les groupes socio-économiques.

A I’échelle mondiale, la prévalence de I’obésité a plus que doublé durant ces 30 derniéres années.
Ainsi en 2013, il y avait environ 26 % d’adultes (> 20 ans) en surpoids et 13 % d’adultes obéses
(Figure 1). De plus, en 2013, I’OMS dénombrait environ 40 millions d’enfants de moins de 5 ans en

surpoids ou obéses.
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TAUX DE PERSONNES OBESES DANS LE MONDE EN 2013

(Indice de masse corporelle supérieur & 30)
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Figure 1 : Pourcentage d’individus obeses dans le monde en 2013

(D’apres : The Lancet.com)

Par exemple, en France, en 2012, il y avait environ 17 % d’adultes (> 18 ans) en surpoids et 15 %
d’adultes obéses (Figure 2). De plus, il y avait environ 15 % d’enfants (3-17 ans) en surpoids et 3,5 %
d’enfants obeses. Toutefois, pour la premiere fois en plus de 30 ans, la progression de I’obésité ralentit
enfin en France (ObEpi-Roche, 2012).

15% d’obéses en France 15,7
- 15,1 M
- Femmes
Hommes @
me BB 131%
10 [l

m 10,1%
8,5% On compte 6 922 215

personnes obéses
en 2012.

14,5%

1997 2000 2003 2006 2009 2012
Figure 2 : Evolution du pourcentage d’individus obéses en France entre 1997 et 2012

(D’aprés : ObEpi-Roche 2012)
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I.C. Origines multifactorielles

L’obésité est due au stockage excessif de graisse dans le corps. Or, de nombreux facteurs sont
impligués dans cette maladie tels que la génétique, la sédentarité et I’environnement (Bell et al., 2005;
Hill and Peters, 1998; Malik et al., 2013; McAllister et al., 2009; Mutch and Clément, 2006).
Cependant, elle résulte principalement d’un déséquilibre de la balance énergétique, c’est-a-dire d’une
dépense énergétique insuffisante par rapport a I’apport journalier en calories via I’alimentation, et ce
de fagon répétée et continue a long terme (Daniels et al., 2005; Hill et al., 2012; Malik et al., 2013;
Mokdad et al., 2004) (Figure 3).

Génétique Environnement

Psychologique Sédentarité

Figure 3 : Déséquilibre de la balance énergétique et autres facteurs favorisant I’obésité

Certains résultats suggérent que les apports caloriques ne joueraient pas un réle aussi important qu’on
le pensait dans I’étiologie de I’obésité (Heini and Weinsier, 1997). Par conséquent, I’insuffisance des
dépenses énergétiques quotidiennes serait prépondérante dans le déséquilibre de la balance énergétique
liée a I’obésité.

En effet, les aliments consommés fournissent de I’énergie a I’organisme dont la dépense dépend de
trois actions principales (Bergouignan and Blanc, 2006) :

- La dépense énergétique de repos : notre organisme consomme 60 % de la dépense énergétique
quotidienne pour assurer la circulation du sang via I’activité cardiaque, la respiration, les fonctions

gastro-intestinales et rénales ainsi que la thermorégulation de notre corps.

- La thermogenése post-prandiale : 10 % de la dépense énergétique quotidienne représente le colt de

la digestion, du transport et du stockage des nutriments.

- L’activité physique : qui utilise 30 % de la dépense énergétique quotidienne chez un individu

« moyen ».
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Mais laquelle de ces dépenses énergiques est réduite chez les individus souffrant d’obésité ?

Tout d’abord, plusieurs études ont montré que la dépense énergétique de repos n’est pas réduite au
cours de I’obésité, que ce soit chez les Indiens Pima (Ravussin et al., 1988), chez des femmes post-
obeses (Weinsier et al., 2002), ou en comparant des femmes américaines d’origines africaines et des
femmes nigériennes (Luke et al., 2000).

Ensuite, il y a I’hypothése selon laquelle une thermogenese post-prandiale réduite contribuerait au
développement de I’obésité. Cependant, une compilation des études de surnutrition estimant la
thermogeneése post-prandiale sur 24 heures en relation avec la prise de poids indique que ce facteur
joue un réle mineur, voire aucun role, sur la dépense énergétique totale dans I’obésité (Schoeller,
2001).

Pour finir, il y a I’activité physique, qui constitue I’élément le plus variable de la dépense énergétique.
Par exemple, le colt de I’activité physique peut représenter seulement 20 a 30 % de la dépense
énergétique quotidienne chez un individu sédentaire contre 50 a 60 % chez un individu trés actif.
Plusieurs études ont analysé la relation entre le niveau d’activité physique, caractérisé par un index
nommé PAL (Physical Activity Level), et leur adiposité, mais les résultats sont contradictoires
(Ekelund et al., 2002; Hunter et al., 1997). En revanche, toutes les études épidémiologiques,
prospectives et longitudinales ont montré le réle clef de I’activité dans la prévention de la prise de
poids, ce qui montre que les individus actifs présentent moins de risque de prise du poids que les
individus sédentaires (Williamson et al., 1993).

Généralement, la prédisposition a 1’obésité dépend de plusieurs génes (obésité polygénique), en effet
les formes d’obésité monogénique, dépendant d’un seul géne, sont environ de 5 %. Bien qu’il soit
estimé que 40 a 70 % de la variabilité interindividuelle dans la prévalence de I’obésité est génétique
(Bouchard and Pérusse, 1993), on considére trop souvent cette composante génétique comme causale
dans I’étiologie de I’obésité, indépendamment de I’environnement. Or, une étude sur 136 jumeaux a
montré que I’activité physique prévenait I’obésité quel que soit le degré de prédisposition génétique a
étre obése (Samaras et al., 1999). Ainsi, selon Roland Wiensier, “our genes permit us to become

obese, the environment determines if we become obese” (Weinsier et al., 1998).

L’évolution des habitudes en matiere d’alimentation et d’exercice physique est souvent le résultat de
changements environnementaux et sociétaux liés au progrés technologique ainsi qu’a un manque
d’investissement dans des secteurs tels que la santé, I’agriculture, les transports, I’urbanisme,

I’industrie agroalimentaire et surtout I’éducation (Malik et al., 2013).

Nous ne sommes donc pas identiques ou « égaux » face a I’obésité. Ainsi, accéder a une meilleure
compréhension des causes et des mécanismes biologiques conduisant & I’obésité est aujourd’hui un

des enjeux majeurs de la recherche. De plus, comme toutes les maladies chroniques, une fois
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« installée » I’obésité est quasiment irréversible. La prévention de son développement est donc

primordiale si I’on veut enrayer I’épidémie mondiale.

I.D. Conséquences

L’obésité est une maladie chronique. Effectivement, les problemes de santé commenceraient a se
manifester aprés environ 10 ans d’excés de poids, en particulier chez les individus atteints d’obésité
sévere ou morbide. Ainsi, de nombreuses études ont mis en évidence une étroite corrélation entre
I’IMC et de multiples pathologies associées a une mortalité accrue (Berrington de Gonzalez et al.,
2010).

L’ obésité sévere ou morbide est un facteur trés important de risque de maladies métaboliques et
chroniques telles que les maladies hépatiques, la résistance a I’insuline, le diabéte de type 2 (DT2),
I’hypertension artérielle, I’athérosclérose, les maladies cardiovasculaires, et méme plusieurs types de
cancers (Guh et al., 2009; Mokdad et al., 2003; Prospective Studies Collaboration et al., 2009). Ces

pathologies sont couramment appelées « comorbidités » associées a I’obésité (Figure 4).
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P AVC
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Figure 4 : Comorbidités associées a I’obésité

Il existe aussi ce qu’on appelle le « syndrome métabolique » (SMet) qui est un regroupement de
conséquences physiopathologiques di a la surnutrition, au mode de vie sédentaire, et a I’exces

d’adiposité en résultant. Le SMet regroupe I’obésité abdominale, la résistance a I’insuline, la
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dyslipidémie, I’hypertension artérielle, et est associé a d’autres comorbidités, y compris I’état
prothrombotique, I’inflammation chronique de bas grade et les maladies hépatiques non alcooliques
(Cornier et al., 2008). Cependant, du fait de son hétérogénéité et qu’il n’est pas une maladie, le SMet

peut avoir différentes définitions (Després et al., 2008).

- Les maladies cardiovasculaires associées a I’obésité sont principalement I’hypertension artérielle,
I’insuffisance coronaire et cardiaque, les accidents vasculaires cérébraux, les thromboses veineuses et
les embolies pulmonaires. Elles résultent généralement d’une dyslipidémie, et aboutissent a

I’athérosclérose et ainsi aux infarctus du myocarde (Feingold and Grunfeld, 2000).

- De plus, 1’obésité est associée a une forte augmentation de 1’incidence des maladies hépatiques telles
que la stéatose hépatique non alcoolique qui peut s’aggraver en cirrhose puis en cancer du foie (Lazo
and Clark, 2008; Lopez-Velazquez et al., 2014; Tilg and Moschen, 2010). Il existe aussi un risque
accru de certains cancers digestifs et de ’appareil génital (Calle and Kaaks, 2004; Font-Burgada et al.,
2016; van Kruijsdijk et al., 2009; Park et al., 2014).

- L’obésité est également associée a une forte augmentation de la prévalence du DT2 qui est
caractérisé par une hyperglycémie chronique due a une insulinorésistance des tissus périphériques, une
augmentation de la production hépatique du glucose (néoglucogenése) combiné ou non a un défaut de
la sécrétion d’insuline par le pancréas (Lillioja et al., 1993). Cette pathologie favorise elle-méme de

nombreuses maladies, notamment rénales, ophtalmiques et cardiovasculaires (Vijan, 2015).

- Finalement, I’inflammation chronique de bas grade systémique est considérée comme un facteur clé
dans le développement de ces comorbidités (Danesh et al., 2000, 2004; Pradhan et al., 2001; Ridker,
2004).

Cependant, I’obésité est une maladie complexe et hétérogéne, et pour un méme IMC plusieurs facteurs
peuvent influencer I’incidence de ces comorbidités, comme I’origine ethnique (Calle et al., 1999), ou
la maniére dont la graisse est répartie corporellement ainsi I’obésité androide a plus d’incidence sur

ces comorbidités que I’obésité gynoide (Després, 2012).

En raison de toutes ces comorbidités, le surpoids et I’obésité auraient provoqué 3,4 millions de déceés
au cours de la seule année 2010 (Murray et al., 2012). En particulier le DT2 et les maladies
cardiovasculaires entrainent le décés d’au moins 3 millions de personnes chaque année dans le monde
selon ’OMS. Ainsi, les individus obéses ont une espérance de vie plus courte (Fontaine et al., 2003),
mais également une moins bonne qualité de vie (Vita et al., 1998). D’ailleurs, on pense que les enfants
d’aujourd’hui seront la premiére génération dont I’espérance de vie ne dépassera pas celle de leurs
parents, principalement & cause des comorbidités associées a I’obésité (Adams et al., 2006; Olshansky
et al., 2005).
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L’obésité est également un fardeau psychologique et social. En effet, I’obésité peut entrainer des arréts
de travail pour raisons médicales, des difficultés a I’embauche, une moindre rémunération, un rejet et
de la discrimination sociale chez I’adulte comme chez I’enfant (Brewis, 2014; Judge and Cable, 2011).
L’obésité peut aussi engendrer des perturbations de I’image du corps, une mésestime de soi et des états
dépressifs (Wardle and Cooke, 2005). Cependant, il a ét¢ montré que la pandémie de I’obésité peut

aussi se propager a travers les liens sociaux (Christakis and Fowler, 2007).

Pour finir, I’obésité est aussi un probléeme économique majeur (Finkelstein et al., 2005). D’apres une
étude du McKinsey Global Institute (McKinsey & Company), le codt de I’obésité est estimé a 2 000
milliards de dollars par an a I’échelle mondiale (2,8 % du PIB mondial).

Ainsi, I’obésité est devenue un probléme planétaire de santé publique pire que d’autres risques
sanitaires majeurs, comme le tabac ou la malnutrition infantile. En effet, contrairement a ceux-ci,

aucun pays n’a réussi a réduire son taux d’obésité au cours des trois derniéres décennies.

|.E. Prévention et traitements

I.E.1. Prévention

Chez les adultes, comme chez les enfants, les changements alimentaires de ces derniéres décennies
sont étroitement liés avec I’épidémie d’obésité observée au niveau mondial, avec une disponibilité
quasi sans limite d’aliments peu codteux, a haute teneur en énergie, mais a faible valeur nutritionnelle
(Birch, 2006). Or, I’environnement familial a une forte influence sur I’alimentation et la prise de poids
(Birch, 1998; Birch and Davison, 2001; Birch and Fisher, 2000; Birch et al., 2003). Par exemple, les
nourrissons américains consommeraient 120 % de leurs besoins énergétiques quotidiens (Devaney et
al., 2004). Ainsi, la prévention de I’obésité commence dés I’alimentation infantile. 1l faut également
bien dormir (Chaput et al., 2006; Patel and Hu, 2008), gérer son stress (Moore and Cunningham, 2012;
Torres and Nowson, 2007), éviter les régimes a répétitions (Montani et al., 2006), et bien sQr avoir une
activité physique réguliere (Irving et al., 2008; Ohkawara et al., 2007). Finalement avoir un mode de
vie sain (American Heart Association Nutrition Committee et al., 2006), ce qui n’est pas facilité par
notre environnement et le secteur agroalimentaire. Par exemple, au Royaume-Uni, une étude a montré
que pour faire redescendre I’IMC a son niveau de 1980, il faudrait une réduction de 8 % de la
consommation dans le pays, mais que cela colterait environ 10,6 milliards par an a I’industrie

alimentaire.
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I.LE.2. La restriction calorique

En lien avec I’obésité, la proportion de personnes essayant de perdre du poids par restriction calorique
a fortement augmentée au cours des derniéres décennies. En effet, d’apres des enquétes nationales
américaines menées entre 1950 et 1966, environ 14 % des femmes et 7 % des hommes ont déclaré
qu’ils essayaient de perdre du poids. Or, dans le méme type d’enquéte menée au milieu des années
1990 aux Etats-Unis, impliquant plus de 100 000 adultes (> 18 ans), ce pourcentage était de 44 % chez
les femmes et 29 % chez les hommes (Serdula et al., 1999). Cependant, seulement 35 % des personnes
ont réussi & maintenir une perte de poids & long terme car la stratégie commune était de consommer
moins de matiéres grasses, mais pas moins de calories, et seulement 20 % des personnes ont déclaré
avoir utilisé la combinaison recommandée de manger moins de calories et de faire au moins 150
minutes d’activité physique par semaine (Serdula et al., 1999). Par exemple, aprés avoir analysé une
trentaine d’études, des chercheurs ont observé une perte de poids durant les six premiers mois d’un
régime, cependant, aprés 2 a 5 ans de régime, environ deux tiers des personnes revenaient a leur poids
initial ou avaient méme pris du poids (Mann et al., 2007). Ainsi, la reprise de poids concerne 80 % des
individus aprés un an et ce chiffre augmente avec le temps (Anses, 2010). Or, I’effet « yo-yo » di a
des régimes inefficaces répétés augmente les risques de maladies cardiovasculaires et de mortalité, et
ce indépendamment des maladies préexistantes (Lissner et al., 1991; Montani et al., 2006).
Finalement, le maintien d’une perte de poids a long terme passe par un régime alimentaire faible en
gras, une auto-surveillance fréquente de son poids corporel et de sa prise alimentaire, ainsi qu’une
activité physique réguliere (Wing and Hill, 2001). Il a également été souligné I’importance des
stratégies d’accompagnement pour faire face aux adaptations hormonales dues a la perte de poids
(Sumithran et al., 2011). Or, une perte de poids, méme limitée (5 a 10% du poids), a un effet bénéfique
sur les majorités des maladies liées a I’obésité et permet ainsi d’améliorer la santé des patients de
fagcon notable (Magkos et al., 2016).

I.E.3. Les médicaments « anti-obésité »

Tout d’abord il faut noter que les anciens médicaments dits « coupe-faim », comme les amphétamines
(Heal et al., 1998) et la fenfluramine (Pinder et al., 1975) ne sont plus autorisés. lls avaient trop
d’effets secondaires, notamment des problemes cardiovasculaires et d’hypertension (Fitzgerald et al.,
2000; James et al., 2010). Ainsi, actuellement en France, un seul médicament pour le traitement de
I’0bésité est en vente sur prescription médicale : I’orlistat. La prescription concerne uniquement deux
catégories de personnes, les obeses et les personnes avec un IMC > 28 présentant une ou plusieurs
complications métaboliques. Cependant le traitement par I’orlistat conduit généralement a une perte de
poids modeste, en moyenne de 3 kg (Rucker et al., 2007). En dépit de la faible incidence sur I’IMC, il
existe une réduction de 37 % de I’incidence du DT2 (Torgerson et al., 2004). 1l existe également une

amélioration de la pression artérielle et une diminution du taux sanguin de cholestérol (Rucker et al.,
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2007). Ces trois facteurs vont dans le sens d’une diminution du risque de survenue de maladies
cardiovasculaires méme si cela n’a pas été démontré. Cependant, le taux d’abandon du traitement est
important, seulement 10 % des patients poursuivent le traitement au-dela d’un an et 2 % au-dela de
deux ans (Padwal et al., 2007). En ce qui concerne les traitements « naturels », il n’y a aucune preuve
d’un effet amaigrissant particulier d’une plante ou d’un extrait de plantes dans les conditions

d’utilisation courante.

I.E.4. La chirurgie bariatrique

Si la restriction calorique et I’orlistat ont un impact limité sur la perte de poids, la chirurgie de
I’0bésité connait un développement important et des effets fulgurants. En effet, en 10 ans, entre 2003
et 2013, le nombre d’intervention a été multiplié par 3 dans les pays appartenant a la Fédération
Internationale pour la Chirurgie de I’Obésité (IFSO), passant d’environ 150 000 a 470 000 au niveau
mondial (Angrisani et al., 2015; Buchwald and Williams, 2004). A I’heure actuelle, 95 % des
opérations mondiales (100 % en France) se font par ccelioscopie (ou laparoscopie) qui est une

technique chirurgicale mini-invasive (Angrisani et al., 2015).

La chirurgie de I’obésité, nommeée chirurgie bariatrique, est réservée aux personnes souffrant d’obésité
morbide ou souffrant d’obésité et présentant une ou plusieurs complications métaboliques. En outre,
elle est déconseillée pour les patients présentant des difficultés comportementales psychologiques ou

sociales et interdite pour ceux ayant une maladie d’ordre psychologique (Hubbard and Hall, 1991).

La chirurgie bariatrique consiste a restreindre I’absorption des aliments afin de réduire I’apport
calorique journalier. Il existe 3 types majeurs d’interventions avec des caractéristiques bien distinctes :

I’anneau gastrique, la gastrectomie longitudinale et le court-circuit gastrique (Tableau 2).
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Caractéristiques

Anneau gastrique

Gastrectomie longitudinale

Court-circuit gastrique

% des
interventions

Monde : 10 %
France : 19 %

Monde : 37 %
France : 48 %

Monde : 45 %
France : 21 %

Durées

Intervention : 30-60 minutes
Hospitalisation : 1 a 2 jours

Intervention : 1-2 heures
Hospitalisation : 2-4 jours

Intervention : 2-4 heures
Hospitalisation : 2-4 jours

Opérations

Pose d’un anneau autour de la jonction
entre I'cesophage et I'estomac

Ablation des 2/3 de I'estomac

Réduction du volume de I'estomac et modification
du circuit alimentaire

Mode d’actions

Restriction de I'absorption
et sensation de satiété

Restriction de I'absorption
et diminution du taux de ghréline

Restriction de I'absorption, malabsorption,
diminution de la ghréline et syndrome de dumping

Perte de poids
(a 2-3 ans)

45-50 % de I'excés de poids

60-70 % de I'exces de poids

70-80 % de I'exces de poids

Comorbidités

Diminution

Forte diminution

Tres forte diminution

Complications
opératoires

Saignements, infections, embolie pulmonaire,
hernie hiatale et reflux gastro-cesophagien

Fistule, ulceres, sténose, hémorragies, reflux
gastrique et dilatation de I'estomac

Fistule, ulcéres, sténoses, hémorragies, carences
nutritionnelles et hernie interne

Avantages

Hospitalisation courte
et opération réversible

Confort alimentaire, meilleure perte de poids
et amélioration métabolique

Confort alimentaire, meilleure perte de poids
et amélioration métabolique

Inconvénients

Infection du boitier, glissement et migration
de I'anneau, reflux gastrique et cesophagite

Hospitalisation longue
et opération non réversible

Forte carence alimentaire
et opération pratiquement non réversible

Tableau 2 : Caractéristiques des trois principaux types de chirurgie bariatrique

L’efficacité de la chirurgie bariatrique sur la perte de poids est constante intrinséquement pour chaque

type d’intervention mais est plus efficace pour les techniques mixtes, qui associent restriction

gastrigue et malabsorption intestinale comme le court-circuit gastrique. Elle peut atteindre parfois 40
% du poids initial (Colquitt et al., 2005, 2014).

De plus, la chirurgie bariatrique diminue fortement les maladies cardiovasculaires et la mortalité des

individus obéses opérés (Adams et al., 2007; Sjostrom et al., 2007, 2012). Il y a également une

amélioration de I’hypertension artérielle, du bilan lipidique et du DT2 préexistant dans plus de 75 %

des cas (Buchwald et al., 2004, 2009). De plus, I’amélioration de la glycémie est trés précoce, avant

méme toute perte de poids (Pories et al., 1995). Il a également été montré que la chirurgie bariatrique

est supérieure aux traitements médicaux pour induire une rémission a court terme du DT2 et des

comorbidités associées (Muller-Stich et al., 2015). En outre, la chirurgie bariatrique prévient aussi la

survenue du DT2 (Carlsson et al., 2012). Pour finir, la récidive de I’obésité a lieu dans moins d’un cas

sur 10 sur le long terme (Sjostrom et al., 2004). (Figure 5).
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Niveau de changement ou de résolution (%) Echelle

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 temporelle

Anneau gastrique | | | | | | | | | |
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S o SE—
\/w a7.9% ~ —O0—
Gastrectomie longitudinale /‘ @i18% ?978% ,,,,,
55.0% —O—
—0— 20.0-30.0% Rapid
- apidement,
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—0— 47.0%
—O0— 75.0%
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67.5% —O—
—0—
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97.0% -@- avec mé@me une perte
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93.0% —O—
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(O Perte de I'excés de poids @ Résolution de I'hypertension © Résolution du DT2

@ Moyenne de perte de poids ) Amélioration de I'nyperlipidémie © Amélioration du DT2
@ Résolution absolue de HbAlc

Figure 5 : Effets sur la perte de poids et I’amélioration des comorbidités des trois principaux
types de chirurgie bariatrique

(D’apres : (Frihbeck, 2015))

Finalement, la chirurgie bariatrique aide a perdre du poids durablement et peut également réduire de
nombreuses comorbidités. Néanmoins, se faire opérer est une décision importante qui nécessite une
bonne préparation puis un suivi régulier a vie. La réussite de I’opération passe aussi par le changement
durable des habitudes alimentaires, la pratique réguliere d’une activité physique, et la prise

quotidienne a vie de compléments en vitamines, en minéraux et en oligoéléments (Bal et al., 2012).

Finalement, I’obésité est une maladie complexe et trés contraignante. Bien qu’un besoin fondamental
pour une meilleure prévention de I’excés de poids soit universellement reconnu, les conséquences
médicales, psychologiques et économiques de la pandémie d’obésité exigent I’application généralisée
des traitements et des interventions efficaces. Méme si a I’heure actuelle la chirurgie bariatrique
permet d’avoir des résultats notables sur la perte de poids et la survie des individus obéses, il est
nécessaire de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu dans I’obésité
afin d’améliorer la prévention des complications métaboliques, les soins médicaux et d’adapter une

stratégie thérapeutique a chaque individu. Or, I’organe cible de I’obésité est le tissu adipeux blanc.
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I1. Le tissu adipeux blanc : organe cible de I’obésité et contributeur majeur
de I’inflammation chronique

I1.A. Définition, répartition et composition

Le tissu adipeux (TA) est un tissu conjonctif lache dont le role principal est de stocker de I’énergie
sous forme de lipides, qui constituent environ 90 % du tissu, ce qui en fait la plus importante réserve
énergétique de I’organisme. Cette réserve énergétique est utilisée par I’organisme lorsque les réserves
glucidiques sont épuisées, par exemple durant un jedne, un effort physique, ou en période de froid. De
plus, il assure une isolation thermique et une protection autour des organes contre les chocs

mécaniques.

Longtemps ignoré par les anatomistes et les médecins qui le considéraient comme un simple organe
inerte servant uniquement au stockage lipidique, le TA a été de plus en plus étudié au cours des deux
derniéres décennies du fait de la découverte de son implication dans de nombreux processus
métabolique et homéostatique. En effet, outre son rdle dans la régulation de la masse grasse, le TA est
impligué dans I’homéostasie alimentaire, la réponse immunitaire, le contrble de la pression sanguine,
I’hémostase, la régulation de la masse osseuse, ainsi que dans les fonctions thyroidienne et de
reproduction. Tous ces processus sont régulés par la synthese et la libération de nombreuses hormones
et cytokines nommées « adipokines ». Par exemple le TA peut fournir des informations au niveau
cérébral pour controler la prise alimentaire, mais aussi produire de I’cestrogéne et des molécules
inflammatoires. Ainsi, le TA est un organe majeur du systeme endocrinien mais également de
I’inflammation chronique associée a I’obésité (Kershaw and Flier, 2004; Trayhurn and Wood, 2004)
(Figure 6).

Appétit
Bilan énergétique

T

Hémostase Reproduction

Métabilisme

lipidigue = - . _. — Angiogenése

Régulation de Ia‘/ \ Immunité
pression artérielle l Inflammation

Sensibilité a l'insuline
Homéostasie glucidigque

Figure 6 : Processus physiologiques et métaboliques du tissu adipeux blanc impliquant la
sécrétion d’adipokines

(D’apreés : (Trayhurn and Wood, 2004))

31



Le TA représente 20 a 25 % de la masse corporelle chez la femme et 15 a 20 % chez I’homme. Il
existe différents dépbts de TA, les deux principaux étant le TA sous-cutané et le TA viscéral (ou
omental). Il y a aussi d’autres dép6ts a travers le corps, généralement associés a des organes tels que le

ceeur, les reins, les poumons, les seins, et la moelle osseuse (Figure 7).

TA pulmonaire TA mammaire

TA périadventitiel

TA épicardique

TA périrénal

TAdela ,
moelle osseuse )
/)

Y

TA sous-cutané

TA viscéral

Figure 7 : Dépdts de tissu adipeux blanc chez I’humain

(D’apres : (Ouchi et al., 2011))

Or, chaque dép6t adipeux a un profil endocrinien bien distinct (Fried et al., 1998; Pezeshkian et al.,
2009; Samaras et al., 2010). Par exemple, contrairement au TA viscéral, le TA sous-cutané n’est pas lié
aux comorbidités associées a I’obésité et pourrait méme avoir un effet protecteur (Porter et al., 2009).
Il a aussi été montré que le TA épicardique est métaboliquement trés actif et pourrait affecter la

fonction cardiaque (Mazurek et al., 2003).

Le TA est composé principalement de cellules « graisseuses », appelées adipocytes, qui constituent la
majeure partie des réserves énergétiques corporelles. Pour cela, ils stockent les lipides sous forme de
triglycérides (TG) dans une grosse et unique vacuole appelée goutte lipidique, ils sont dits
uniloculaires. Leur cytoplasme est entiérement occupé par cette goutte lipidique et leur noyau est
rejeté en périphérie contre la membrane plasmatique. On dénombre entre 20 et 30 milliards adipocytes

chez un individu mince, avec un diamétre cellulaire généralement compris entre 50 et 150 pum.

Dans le TA, les adipocytes sont séparés par des fibres de réticuline et de trés nombreux capillaires

sanguins ainsi que par des fibres nerveuses amyéliniques. IlIs sont groupés en petits lobules séparés par
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de fines cloisons conjonctives contenant de nombreux autres types cellulaires. En effet, bien que les
adipocytes représentent la grande majorité des cellules du TA, 50 a 80 % de la fraction cellulaire, le
TA contient également d’autres cellules jouant un role essentiel dans son maintien, dans le
renouvelement adipocytaire ainsi que dans I’homéostasie tissulaire. Cet ensemble de cellules est
appelé la fraction stroma-vasculaire (FSV). Etudions plus spécifiquement les fonctions de chacune de
ces cellules et leurs altérations au cours de 1’obésité.

11.B. Les adipocytes

Les principales fonctions physiologiques des adipocytes sont d’une part ses propriétés anaboliques
caractérisées par sa capacité a synthétiser et a stocker des (TG) et d’autre part ses propriétés
cataboliques caractérisées par la voie lipolytique, c’est-a-dire I’hydrolyse des TG et la libération des
acides gras non estérifiés (AGNE). Par ailleurs, I’adipocyte est capable de produire et de sécréter de

nombreux facteurs exercant des fonctions endocrines, autocrines et paracrines.

11.B.1. Fonctions métaboliques

I1.B.1.a. La lipogenése et la synthese des triglycérides

Le stockage des lipides dans les adipocytes se fait sous forme de TG. La synthése des TG s’effectue a
partir de deux principaux substrats, les AGNE et le glucose, préalablement activés en acyl-CoA et en
glycérol-3-phosphate (G3P) respectivement. La principale source de lipides des adipocytes provient
des lipides plasmatiques circulants. Ces lipides circulants sont soit des AGNE liés a 1’albumine soit
des TG incorporés dans des lipoprotéines provenant de I’alimentation ou de la lipogenése de novo
hépatique (Brahm and Hegele, 2015), principalement des lipoprotéines de tres basse densité (VLDL)
en état postabsortif et des chylomicrons en état post-prandial. Les TG contenus dans les VLDL et les
chylomicrons sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase (LPL), une enzyme sécrétée par les adipocytes
et ancrée sur les cellules endothéliales des capillaires sanguins (Frayn, 2002; Preiss-Landl et al., 2002;
Wang and Eckel, 2009). Les AGNE peuvent ensuite étre captés par les adipocytes grace a des
protéines de transport (FATP) et a la protéine CD36 (Cluster of Differentiation 36, homologue du
transporteur murin Fatty Acid Transporteur (FAT)) qui semble étre responsable de la majorité de la
captation des lipides par les adipocytes (Ibrahimi and Abumrad, 2002). Puis, les AGNE, qui ne sont
pas solubles dans le cytosol et peuvent avoir des effets toxiques sur les membranes, sont liés aux
protéines de transport appelées FABP, notamment la protéine adipocyte 2 (aP2) qui est le produit du
géne FABP4 (Furuhashi and Hotamisligil, 2008; Hajri and Abumrad, 2002). Pour finir, les AGNE sont
activés en acyl-CoA par I’acyl-CoA synthase et peuvent étre ré-estérifiés en TG en présence de G3P et
ainsi stockés dans la gouttelette lipidique. En effet, la synthése de TG nécessite du G3P pour 1’étape
initiale de 1’estérification des AGNE. Pour cela, le glucose pénétre dans les adipocytes par un
mécanisme de diffusion qui est facilité grace a une protéine transmembranaire, la protéine GLUT4

(Glucose transporter type 4). Apres son entrée dans les adipocytes, le glucose est phosphorylé en
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glucose-6-phosphate par une hexokinase et entre dans la voie glycolytique pour fournir du G3P. La
glycolyse produit également du pyruvate qui est transformé en acétyl-CoA (complexe pyruvate
déshydrogénase) lui-méme transformé en malonyl-CoA (acétyl-CoA carboxylase (ACC)) qui sera
polymérisé en acide gras a longue chaine saturé (complexe synthase des acides gras (FAS)). Plusieurs
enzymes désaturases permettront la synthése d’acides gras plus ou moins saturés. Les acides gras
néosynthétisés par la voie lipogénique pourront étre estérifiés en présence de G3P afin d’assurer le
stockage des lipides sous formes de TG. Cette étape de lipogenése de novo a partir du glucose reste un
sujet trés controversé dans I’accumulation des TG dans les adipocytes chez I’humain, bien qu’ils en
possedent toutes les enzymes nécessaires. D’anciennes études montraient qu’elle était quasiment
absente dans le TA humain tandis qu’une étude plus récente a montré son existante, bien que beaucoup
plus faible que la lipogenese de novo hépatocytaire et que la synthése de TG a partir des lipides
alimentaires (Diraison et al., 2003). Finalement, en plus d’é&tre soumise a un contr6le nutritionnel, par
le glucose et les AGNE, la régulation du stockage des TG est également sensible a différentes
hormones telles que I’insuline, les catécholamines et les stéroides. Par exemple, afin de faciliter
I’entrée de glucose dans les adipocytes en situation post-prandiale, I’insuline stimule la translocation
des vésicules intracytoplasmiques contenant la protéine GLUT4 vers la membrane plasmique ot il y a
fusion des membranes (Kersten, 2001). De plus, I’insuline active la LPL et favorise I’entrée des AGNE
en stimulant I’expression de différents transporteurs FAT ainsi que leurs acheminements vers la
membrane plasmique (Czech, 2002). Par contre, les catécholamines, comme I’adrénaline, inhibent le

complexe multienzymatique triglycéride synthétase et par conséquent la synthese de TG.

Chez I’humain, il a ét¢ montré que I’expression du geéne FAS diminue dans le TA sous-cutané obese
(Diraison et al., 2002) et est moins stimulée apres une « suralimentation » en glucides comparée a
celle d’individus minces (Minehira et al., 2004). De plus, il a été observé que plus un adipocyte est
petit plus il exprime les enzymes lipogéniques (Roberts et al., 2009).

Chez la souris, l’inhibition de la FAS au niveau systémique ou cérébral par des agents
pharmacologiques induit une diminution de la prise alimentaire et du poids corporel (Loftus et al.,
2000). De plus, la délétion du géne FAS spécifiquement dans le TA induit une augmentation des

dépenses énergétiques ainsi qu’une résistance a I'obésité induite par un régime gras.

L’ensemble de ces résultats suggere que la lipogenése de novo n’a probablement pas un réle important

dans ’accumulation des TG dans le TA au cours de I’obésité.

11.B.1.b. La lipolyse

La libération des AGNE se fait par I’hydrolyse des TG de la gouttelette lipidique. Ce processus est
nommeé lipolyse (Duncan et al., 2007; Nielsen et al., 2014). La lipolyse est principalement due a
I’action de deux lipases présentes dans le cytoplasme des adipocytes, la lipase hormonosensible (HSL)

et la triglycéride lipase (ATGL). Les AGNE libérés par ce processus vont dans le sang et sont
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utilisables par les autres cellules de I’organisme a des fins énergétiques. La lipolyse est également
soumise a un contréle nutritionnel et plurihormonal. En effet, aprés une prise alimentaire, le pancréas
sécréte de I’insuline afin de réduire la glycémie mais également afin d’induire un stockage des AGNE
dans les adipocytes. Inversement, une insulinémie faible induit une lipolyse accrue. La lipolyse est
également stimulée par les catécholamines, comme I’adrénaline et la noradrénaline. En outre, la
lipolyse est activée par les récepteurs adrénergiques B1 et B3, et inhibée par le récepteur adrénergique
a2 (Louis et al., 2000; Wright and Simpson, 1981).

Chez les individus obéses, I’augmentation de la lipolyse basale conduit & I’augmentation des acides
gras extracellulaires (Arner and Langin, 2014; Lafontan and Langin, 2009). Ainsi, les individus obeses
ont des taux plasmatiques d’acides gras plus élevés (Horowitz and Klein, 2000). Récemment, une
étude a montré que I’inhibition partielle de la lipolyse adipocytaire induit une amélioration de la

sensibilité a I’insuline et de la tolérance au glucose (Girousse et al., 2013).

Il'y a donc un flux constant d’AGNE entrant et sortant du TA qui est principalement régulé par I’état

métabolique, nutritionnel et hormonal, qui peut étre dérégulé au cours de I’obésité (Figure 8).
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Figure 8 : Mécanismes et régulation de la lipogenése et de la lipolyse adipocytaire

(D’apres (Rutkowski et al., 2015))
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11.B.2. Fonctions sécrétrice et endocrinienne

Les adipocytes sont également de Vvéritables cellules sécrétrices endocrines, autocrines et paracrines.
En effet, les adipocytes, longtemps considérés comme de simples cellules du stockage des lipides, ont
acquis le statut de cellules sécrétrices endocrines apres la découverte de I’adipsine (Cook et al., 1987),
dont le réle est encore mal défini. Ensuite, il y a eu les découvertes du facteur de nécrose tumorale
(TNF)-a, une cytokine pro-inflammatoire, puis de la leptine, une adipokine capable de communiquer
avec le systeme nerveux central, et de I’adiponectine qui joue un role dans la sensibilité & I’insuline.
Finalement, bien que I’ensemble des adipokines humaines ne soit toujours pas entierement caractérisé,

il a été montré que le TA peut potentiellement sécréter plus de 600 molécules (Lehr et al., 2012).

11.B.2.a. La leptine

La leptine a été découverte chez la souris possédant une mutation sur le géne « ob », présent dans les
adipocytes, et qui a I’état homozygote est responsable d’une obésité génétique. Chez I’humain, le géne
homologue du géne «ob » a été identifié (Friedman et al., 1991), cloné (Zhang et al., 1994), et la
molécule synthétisée (Pelleymounter et al., 1995). La leptine se comporte comme une hormone de la
satiété, agissant par rétrocontréle au niveau de I’hypothalamus afin de réguler I’appétit en fonction de
la masse de TA créant ainsi une boucle régulatrice de la prise alimentaire. La leptine active la voie
anorexigeéne qui coupe la faim et inhibe la voie orexigéne qui stimule I’appétit (Friedman and Halaas,
1998; Morton et al., 2006; Schwartz et al., 2000). Cependant, les taux de leptine circulante (Considine
et al., 1996) et I’expression de I’ARNm dans le TA (Ranganathan et al., 1998) sont augmentés chez les
individus obeéses, probablement en raison de I’existence d’une résistance a la leptine (Friedman and
Halaas, 1998). La leptine joue également un r6le important dans la régulation de I’homéostasie du
glucose, indépendamment des actions sur la consommation alimentaire, la dépense énergétique ou le
poids corporel, car elle altére la signalisation de I’insuline dans les adipocytes murins (Mdiller et al.,
1997; Pérez et al., 2004). Ainsi, il a été montré que la leptine peut induire la lipolyse (Wang et al.,
1999; Zeng et al., 2015). Par ailleurs, la leptine est impliquée dans la régulation des réponses
immunitaires (La Cava and Matarese, 2004). En effet, la leptine favorise la production de cytokines
pro-inflammatoires telles que I’IL (interleukine)-2 et I’IFN (interféron)-y, mais elle inhibe également
la production de cytokines anti-inflammatoires telles que I’IL-4 (Lord et al., 1998). De fagon
concomitante, les taux de leptine circulante et son expression dans le TA sont augmentés en réponse a
des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et ’IL-1pB, et au LPS (lipopolysaccharide)
(Grunfeld et al., 1996). En conséquence, les interactions entre la leptine et I’inflammation sont
bidirectionnelles, les cytokines pro-inflammatoires augmentent sa synthése et sa libération qui a son

tour contribue & maintenir un état inflammatoire chronique au cours de I’obésité.

11.B.2.b. L adiponectine
L’adiponectine a été découverte dans les années 1990 par quatre groupes indépendants. Elle est

principalement produite et sécrétée par les adipocytes (Scherer et al., 1995), mais il a été récemment
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montré qu’elle pouvait également étre sécrétée par les cardiomyocytes et les muscles squelettiques
(Brochu-Gaudreau et al., 2010). L’adiponectine est retrouvée dans des concentrations élevées au
niveau systémique chez les adultes sains, environ mille fois supérieures a celles de la leptine
(Whitehead et al., 2006). Deux récepteurs « fonctionnels » de I’adiponectine ont été identifiés,
AdipoR1 et AdipoR2. En effet, un troisieme récepteur a été décrit, la T-cadhérine (Hug et al., 2004),
qui est fortement exprimé dans les régions d’athérosclérose et ayant pour role de protéger les cellules
endothéliales de I’apoptose induite par le stress oxydatif (Joshi et al., 2005; Takeuchi et al., 2007).
Cependant, la T-cadhérine est uniquement exprimeée sur les cellules endothéliales et les muscles lisses,
mais ni dans les hépatocytes ni dans le foie qui est I’organe cible de I’adiponectine (Combs et al.,
2001; Kubota et al., 2006; Nawrocki et al., 2006). En outre, le récepteur T-cadhérine n’a aucun effet
sur la signalisation ou la fonction cellulaire de I’adiponectine, puisque qu’il n’a pas de domaine
intracellulaire (Kadowaki et al., 2006). AdipoR1 est ubiquitaire, mais est tres exprimé dans le muscle
squelettique et lié a I’activation de la voie de la kinase AMPK. AdipoR2 est principalement exprimé
dans le foie et associé a I’activation de la voie du récepteur o activé par les proliférateurs de
peroxysomes (PPAR-a) (Yamauchi et al., 2003, 2007). L’activation des récepteurs AdipoR1 et
AdipoR2 a de nombreux effets bénéfiques. En effet, cela induit I’augmentation de I’oxydation des
acides gras au niveau du foie et des muscles squelettiques, I’augmentation du captage glucidique
cellulaire, la diminution de la néoglucogenése hépatique, et I’inhibition de I’inflammation ainsi que du
stress oxydatif (Yamauchi et al., 2002; Yoon et al., 2006). Finalement bien que le rdle physiologique
de I’adiponectine ne soit pas parfaitement clair et ne semble pas étre essentiel a la survie (Ziemke and
Mantzoros, 2010), elle joue un réle essentiel dans la sensibilisation a I’insuline, la protection
vasculaire et est également anti-inflammatoire (Hu et al., 1996; Maeda et al., 2002; Maury and
Brichard, 2010; Robinson et al., 2011). Or, chez les individus obéses I’expression de I’adiponectine
dans le TA est plus faible que chez les individus minces. De plus, les taux d’adiponectine corrélent
négativement avec I’IMC et I’expression de TNF-a dans le TA, et au contraire correlent positivement
avec la sensibilité a I’insuline (Kern et al., 2003). Finalement, il a également été montré que les deux
récepteurs de I’adiponectine, AdipoR1 et AdipoR2, sont significativement diminués dans le muscle et
le TA des souris insulinorésistantes (ob/ob), probablement en partie a cause de I’hyperinsulinémie liée
a I’obésité (Tsuchida et al., 2004). Ainsi, I’obésité diminue non seulement les taux plasmatiques de
I’adiponectine, mais aussi I’expression de ses récepteurs, réduisant la sensibilité a I’adiponectine et
conduisant ainsi a une résistance a I’insuline, qui a son tour aggrave I’hyperinsulinémie, créant ainsi

un cercle vicieux.

11.B.2.c. Les autres adipokines
Les adipocytes sécretent également une multitude d’autres molécules, comme I’adipsine, I’apeline, des
eestrogenes, des facteurs angiogéniques, des prostaglandines, des chimiokines, des protéines du

complément, etc. Cependant, les adipokines proviennent également des autres types cellulaires
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composant le TA et sont régulées de fagon spécifique au cours de I’obésité (Tableau 3).

En effet, I’origine cellulaire précise des différents facteurs inflammatoires du TA fait débat.

L’isolement et I’analyse des différentes fractions cellulaires indiquent que les adipocytes expriment et

sécrétent in vitro des cytokines comme le TNF-a (Hotamisligil et al., 1993) et I’IL-6 (Fried et al.,

1998). Cependant I’importance de la FSV dans la production de facteurs inflammatoires par le TA est
importante (Bouloumié et al., 2005; Fain et al., 2004; Wellen and Hotamisligil, 2003).

Adipokines Fonctions Sécrétées par les Obésité
Acides gras libres Meétabolisme lipidique Adipocytes Augmente
Adiponectine Anti-inflammatoire ; sensibilité & I’insuline Adipocytes Diminue
Adipsine (facteur D du Réponse immunitaire ; anti-lipolytique ; .
complément) améliore la fonction des cellules Adipocytes et macrophages Augmente
Angiotensinogéne Homéostasie vasculaire Adipocytes et FSV Augmente
. B Adipocytes, FSV et
Apeline Sensibilité & I’insuline macrophages Augmente
CCL2 (MCP-1) Infllamma,tlon ; résistance a I’insuline ; Adipocytes et FSV Augmente
athérosclérose
CRP Inflammation FSV Augmente
FABP4 Métabolisme lipidique Adipocytes et macrophages Augmente
Hormones stéroidiennes Métabolisme lipidique ; résistance a I’insuline Adipocytes et pré-adipocytes | Augmente
IL-10 Anti-inflammatoire ; sensibilité & I’insuline Macrophages Augmente
IL-18 Infla.mmapon ; rgswtance a I’insuline ; diminue ESV Augmente
la prise alimentaire
Inflammation ; résistance a I’insuline ; .
IL-1P athérosclérose Adipocytes et macrophages Augmente
IL-6 Ian/ammapon ; résistance a I’insuline ; Adipocytes et FSV Augmente
athérosclérose
IL-8 Inflammation ; athérosclérose Adipocytes et FSV Augmente
. Régulation de la prise alimentaire, .
Leptine I’angiogenese et le systéme immunitaire Adipocytes Augmente
LPL Métabolisme lipidique Adipocytes Augmente
Omentine Résistance a I’insuline FSV et macrophages Diminue
PAI-1 Inflammation ; homéostasie vasculaire Adipocytes et FSV Augmente
. Régule le flux sanguin, la lipolyse et la .
Prostaglandines différenciation cellulaire Adipocytes et FSV Augmente
RBP4 Résistance a I’insuline Adipocytes et macrophages Augmente
Résistine Inflammation ; résistance a I’insuline Adipocytes et macrophages Variable
Adhérence, migration, croissance, .
TGF-p différenciation cellulaire et fibrose Adipocytes et FSV Augmente
Thrombospondine Angiogenése Adipocytes Augmente
TNE-o Infllamma,tlon ; résistance a I’insuline ; Adipocytes et FSV Augmente
athérosclérose
Visfatine (Nampt) Inflammation ; augmente la sécrétion d’insuline | Adipocytes et FSV Augmente

Tableau 3 : Fonctions, origines cellulaires et régulation au cours de I’obésité des principales

adipokines

(D’aprés (Badimon et al., 2015))
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I1.C. La fraction stroma-vasculaire

Bien que les adipocytes soient le composant cellulaire majeur du TA de par leur nombre, 50 a 80 % de
la fraction cellulaire, leur régulation du stockage énergétique et leur fonction endocrinienne, le TA est
également composé d’un mélange hétérogéne de cellules qui jouent un réle dans le maintien et
I’homéostasie tissulaire, participent grandement a la sécrétion d’adipokines et régule la plasticité et

I’expansion du tissu. Cet ensemble de cellules constitue la FSV du TA (Figure 9) et est composée de :

- Cellules souches mésenchymateuses et pré-adipocytes qui formeront des adipocytes matures en

fonction de la balance énergétique, des conditions hormonales et de nutrition.

- Fibroblastes qui assurent le renouvellement de la matrice extracellulaire grace a la sécrétion et a la

destruction des fibres et des collagénes via les métalloprotéinases matricielles (MMPS).

- Cellules endothéliales et péricytes qui ont un rdle essentiel dans la vascularisation et I’angiogenese

tissulaire.
- Cellules immunitaires qui maintiennent I’homéostasie du tissu.

Les cellules immunitaires de la FSV ayant fait I’objet de mes travaux de thése, un chapitre spécifique
leur est dédié (111).

Matrice extracellulaire

Adipocyte

Cellule endothéliale

Vaisseau sanguin

Fibroblaste Cellule musculaire lisse vasculaire
Figure 9 : Représentation approximative de la composition du tissu adipeux

(D’aprés (Ouchi et al., 2011))
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11.C.1. Les pré-adipocytes et I’adipogenese

De nombreux travaux suggérent I’existence de cellules souches mésenchymateuses (CSMs) au sein du
TA (Bjorntorp et al., 1978; Rodriguez et al., 2005). Les cellules de la FSV humaine peuvent acquérir
in vitro des marqueurs biochimiques caractéristiques de lignages cellulaires variés, y compris
myogeénique (Rodriguez et al., 2005), chondrogénique (Erickson et al., 2002), ostéogénique
(Halvorsen et al., 2001), et méme exprimer des marqueurs spécifiques des cellules endothéliales en
fonction des conditions de culture (Miranville et al., 2004). En outre, la FSV contient des pré-
adipocytes qui en condition adipogénique peuvent acquérir les fonctions métaboliques et sécrétoires

des adipocytes matures (Sengenés et al., 2005).

En effet, les adipocytes sont des cellules matures et ne peuvent pas se diviser. Ainsi, pour augmenter le
nombre d’adipocytes en fonction de la balance énergétique, des conditions hormonales et de nutrition,
il y a une différenciation cellulaire a partir de CSMs puis de pré-adipocytes, nommée adipogenése
(Lowe et al., 2011; Tang and Lane, 2012). Elle est trés étudiée depuis le développement de la lignée
cellulaire murine 3T3 (Green and Kehinde, 1975). Ainsi malgré les avancées dans I’analyse de la
différenciation adipocytaire in vivo (Wang et al., 2013b), la majeure partie des études se font in vitro,
principalement sur la lignée murine 3T3-L1. Cette différenciation adipocytaire se divise en deux
étapes majeures, tout d’abord I’étape de détermination des CSMs vers la lignée adipocytaire des
adipoblastes, puis I’étape de différenciation adipocytaire proprement dite des pré-adipocytes en
adipocytes matures. L’acteur central de cette différenciation adipocytaire est le récepteur activé par les
proliférateurs de peroxysomes (PPAR)-y (Rosen et al., 1999, 2002; Tontonoz et al., 1994). Quand ce
récepteur est activé par un ligand agoniste dans un pré-adipocyte, un programme de différenciation
complet et complexe est stimulé, incluant des modifications morphologiques, une accumulation
lipidique et I’expression d’un large panel de génes spécifiques des adipocytes matures. Les facteurs de
transcription de la famille des C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) jouent aussi un role
important dans I’adipogenése. En effet, le C/EBPP et le C/EBPS induisent 1’expression de PPAR-y au
début de la différenciation et le C/EBPa la maintient dans les phases tardives (Farmer, 2006). De plus,
le PPAR-y et le C/EBPa s’auto-régulent grace a un rétro-controle positif qui joue un réle central dans
la différenciation (Wu et al., 1999). Ainsi, les C/EBPs et le PPAR-y activent directement de nombreux
génes impliqués dans la phase finale de la différenciation (Figure 10). Des études sur le génome entier
des adipocytes matures ont montré que le PPAR-y et les C/EBPs induisent environ 60 % des génes
adipocytaires durant la phase terminale de différenciation et sont nécessaires a leur maintien
(Lefterova et al., 2008).
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‘ Stimuli adipogéniques ‘

Faible rigidité de la MEC, j
confluence, forme ronde
I C/EBPp
0 @ Etatde. transition épigénomique Différenciation terminale O
Induction de PPAR-y PPAR-y «—— C/EBPa
Cellules souches Pré-adipocytes Adipocytes matures
mésenchymateuses

Figure 10 : Principaux régulateurs de I’adipogenése
(D’aprés : (Cristancho and Lazar, 2011))

(La différenciation des CSMs multipotentes en adipocytes matures implique une intégration complexe
de modifications cyto-architecturales, de voies de signalisation et de facteurs transcriptionnels. La
premiére étape de I’adipogenése est la transition des cellules souches embryonnaires en CSMs (non
représentée ici). Puis, les CSMs se transforment en pré-adipocytes en fonctions de différents facteurs
tels que la rigidité de la matrice extracellulaire (MEC), la confluence ou la forme des cellules.
Finalement, les pré-adipocytes peuvent se différencier en adipocytes matures en fonction des stimuli
adipogéniques tels que les glucocorticoides, I’insuline et I’adénosine monophosphate cyclique).

Malgré la connaissance de I’adipogenése, en tout cas in vitro (Gregoire et al., 1998), les pré-adipocytes
sont un type cellulaire peu caractérisé phénotypiquement. Actuellement, il n’existe pas un marqueur
antigénique spécifique de ce type cellulaire, il faut une combinaison de marqueurs (Estéve et al.,
2015). De plus, chez I’humain, le renouvellement des adipocytes matures et I’induction de

I’adipogenése sont relativement faibles (Spalding et al., 2008).

Au cours de I’obésité, les cytokines pro-inflammatoires peuvent inhiber I’adipogenése en diminuant
I’activité de PPAR-y (Guilherme et al., 2008). Il a également été montré chez I’humain que du milieu
conditionné de macrophages de TA obése pouvait inhiber I’adipogenese des pré-adipocytes
(Keophiphath et al., 2009; Lacasa et al., 2007).

11.C.2. Les cellules endothéliales et I’angiogenése

Différentes études basées sur des méthodes immunohistochimiques quantitatives ont permis
d’identifier un important réseau vasculaire dans le TA, dénombrant environ un capillaire par adipocyte
(Ledoux et al., 2008; Xue et al., 2010). Cette vascularisation régule rigoureusement le développement
du TA. Il est possible de distinguer la vasculogenése, c’est-a-dire la différenciation des cellules
endothéliales a partir de cellules souches embryonnaires, de I’angiogenése (ou néovascularisation)
correspondant au développement de |I’arbre vasculaire a partir de vaisseaux préexistants
principalement constitués de cellules musculaires lisses, de péricytes et de cellules endothéliales. Les

cellules endothéliales sont les principales cellules constituant les vaisseaux sanguins. Elles régulent les
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échanges des métabolites et des cellules entre le TA et le sang. Elles sont en contact étroit avec les
péricytes, régulateurs importants des fonctions vasculaires et de la stabilisation des néovaisseaux
(Imhof and Aurrand-Lions, 2006). Or, I’angiogenése résulte d’un ensemble de signaux ciblant en

particulier ces deux types cellulaires (Christiaens and Lijnen, 2010) (Figure 11).

Si les vaisseaux sont généralement quiescents a I’age adulte (Wong et al., 1997), I’angiogenése peut
intervenir en conditions pathologiques, notamment dans la croissance tumorale (Welti et al., 2013) et
dans des maladies inflammatoires chroniques (Costa et al., 2007). Par contre, en condition
physiologique, le TA est un des tissus les plus angiogéniques du fait de sa grande plasticité de
stockage (Wong et al., 1997). En effet, I’activité angiogénique du TA a été démontrée dans de
nombreuses études et est méme utilisée cliniguement afin de favoriser la réparation tissulaire
(Silverman et al., 1988). 1l a été montré que I’angiogenése est cruciale pour, le développement du TA,
I’adipogenése et I’expansion du TA (Hahn and Novak, 1975; Lijnen, 2008). Pour cela, le réseau
vasculaire fournit de maniére adéquate de I’oxygene, des composants nutritifs, des facteurs de
croissance (FGs), des hormones, des cellules immunitaires et des cellules souches dérivées de la
moelle osseuse afin de maintenir I’homéostasie du TA et permettre son expansion (Cao, 2010;
Rupnick et al., 2002).

Cependant I’obésité peut induire une rarification des capillaires sanguins dans le TA résultant a une
hypoxie tissulaire (Pasarica et al., 2009; Ye et al., 2007). La réduction du flux sanguin dans le TA
obése peut contribuer a la nécrose des adipocytes par ischémie induisant ainsi un recrutement et une
prolifération des macrophages entrainant une inflammation tissulaire. Or les facteurs pro-
inflammatoires activent les cellules endothéliales et induisent un phénotype dysfonctionnel (Takaoka
et al., 2009). Ainsi, I’endothélium activé exprime des molécules d’adhésions et des chimiokines qui
accélérent et localisent I’inflammation du TA. En outre, il a également été récemment montré que les
cellules endothéliales du TA obése sont plus inflammatoires que celles du TA mince. De plus, en
présence d’adipocytes matures elles peuvent induire une diminution de la lipolyse, de la sécrétion de
I’adiponectine et de la leptine, et de la sensibilité a I’insuline, ainsi qu’une augmentation de la
sécrétion de molécules inflammatoires par les adipocytes (Pellegrinelli et al., 2014a). Donc, le statut
fonctionnel des cellules endothéliales peut avoir un role central en médiant les effets des maladies
métaboliques sur le systéme cardiovasculaire et en contr6lant le statut métabolique de I’organisme, de
maniére positive ou négative, en régulant le microenvironnement du TA. De plus, la densité des
capillaires est plus faible dans le TA obese et la largeur des vaisseaux plus importante suggérant une
vascularisation moins efficace. En accord avec cette hypothese, il a été montré que les cellules
endothéliales du TA viscéral d’individus obéses sont dans un état de sénescence qui est associé a une

augmentation de leur statut pro-inflammatoire (Villaret et al., 2010).

42



L’angiogenése est induite par différentes hormones et FGs connus pour étre augmentés dans I’obésité
tels que la leptine, le bFGF (facteur de croissance des fibroblastes) et le HGF (facteur de croissance
des hépatocytes) (Bell et al., 2006; Rehman et al., 2004; Salcedo et al., 1999; Vona-Davis and Rose,
2009), ainsi que par de nombreux médiateurs de [I’inflammation tels que des facteurs
hématopoiétiques, des cytokines, et certaines chimiokines (Costa et al., 2007; Rose et al., 2004). Ainsi,
les vaisseaux néoformeés participent alors & I’acheminement des cellules immunitaires au site de
I’inflammation. Cependant, le seul véritable FG des cellules endothéliales est le VEGF (facteur de
croissance de I’endothélium vasculaire), notamment le VEGF-A qui est essentiel dans I’initiation du
programme angiogénique (Ferrara et al., 2003; Olsson et al., 2006; Roy et al., 2006). Il exerce
naturellement son activité pro-angiogénique dans le TA (Zhang et al., 1997). La sécrétion de VEGF-A
est régulée par I’hypoxie, I’insuline, des FGs et certaines cytokines (Liekens et al., 2001; Rocha,
2007), et augmente au cours de I’adipogenése (Claffey et al., 1992; Rehman et al., 2004). Le VEGF-A
posséde deux récepteurs VEGF-R1 et VEGF-R2, exprimés par les cellules endothéliales, mais il
semble que le VEGF-R2 joue un réle primordial dans I’expansion du TA (Tam et al., 2009), en
induisant I’adipogenése (Fukumura et al., 2003). 1l a été montré que I’inhibition de I’angiogenése
dans des souris obéses induit une diminution du poids corporel et de la masse adipeuse ainsi qu’une
amélioration du statut métabolique (Brakenhielm et al., 2004; Kolonin et al., 2004; Rupnick et al.,
2002). Or, il a également été démontré que I’inhibition de la signalisation du VEGF-A conduit a une
diminution de I’adipogenese et a une réduction de la masse du TA, ce qui conduit a I’hypothése que
I’adipogenese et I’angiogenése sont mutuellement régulées (Fukumura et al., 2003; Nishimura et al.,
2007). De plus, I’obésité diminue des facteurs anti-inflammatoires tels que I’adiponectine qui joue un
role important dans I’homéostasie vasculaire et I’angiogenéese (Ouchi et al., 2011). L ensemble de ces
résultats incite a réaliser de nouvelles études sur le rble des adipokines dans le contrble de la

croissance vasculaire et des fonctions métaboliques au cours de I’obésité.

La surexpression du VEGF-A dans le TA de souris sous régime gras (HFD) les protége contre
I’obésité et la résistance a I’insuline (Elias et al., 2012; Sun et al., 2012). Cette protection passe peut-
étre par le recrutement accru de macrophages anti-inflammatoires (Elias et al., 2012). Bien que le
VEGF-A ait été largement étudié chez les individus obéses et dans des modéles animaux, les résultats
ne sont pas clairs. En effet, il y a des résultats contradictoires concernant la régulation du niveau
systémique et local au sein du TA du VEGF-A. Plusieurs études montrent que les taux systémiques du
VEGF-A corrélent avec I’IMC (Loebig et al., 2010; Silha et al., 2005). Cependant, une étude n’a pas
reproduit ces résultats (Rehman et al., 2003), et deux autre montrent méme une diminution de
I’expression du VEGF-A dans le TA de souris obeses (Halberg et al., 2009) et d’individus obéses
(Pasarica et al., 2009). Il a également été montré que I’expression du VEGF-A augmente dans le TA
obése comparé au TA mince mais diminue dans le TA obése insulinorésistant (Tinahones et al., 2012).

En outre, le VEGF-A est trouvé diminué dans d’autres tissus chez des individus diabétiques et ne
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répondant pas correctement a une hypoxie. Ainsi, le DT2 est associé a une mauvaise réponse, a la suite
d’événements vasculaires occlusifs aigus, par une diminution de la capacité a former de nouvelles
microvascularisations compensatoires adéquates en réponse a une ischémie (Chou et al., 2002;
Thangarajah et al., 2009). Cela indique clairement un réle protecteur du VEGF-A contre la résistance a
I’insuline induite par I’obésité. L élucidation des mécanismes précis par lesquels le VEGF-A exerce
ces actions sur le TA nécessite d’autres études, et une meilleure compréhension des actions du VEGF-
A sur le métabolisme serait d’une importance cruciale pour le développement de traitements contre

I’obésité et les comorbidités associées.

Signaux
endocriniens

FGs
Oxygéne
Nutriments

©
Cellules progénitrices Difféerenciation l Hormones

Cellulesimmunitaires

@ %@ Cellules.progén;tri.ces

Signaux FGs
w paracrines | | Adipocytes

Vaisseau sangum/

Produits
métaboliques
-~ (=" Pré-adipocytes
Adipokines @@ Cellules immunitaires

@ Cellules endothéliales

@ Cellules stromales
@ Péricytes

Figure 11 : Mécanismes de I’angiogenese du tissu adipeux

Facteurs angiogéniques

Note : tous ces mécanismes peuvent étre altérés au cours de I’obésité
(D’apreés : (Cao, 2010))

(Le développement des vaisseaux sanguins dans le TA fournit des FGs, de l'oxygéne, des nutriments,
des hormones, des cellules immunitaires et des CSMs de la moelle osseuse afin de maintenir les
fonctions homéostatiques des adipocytes et I'expansion du TA. De plus, les cellules périvasculaires
telles que les péricytes peuvent se différencier en pré-adipocytes. Les adipocytes produisent également
des facteurs angiogéniques et des adipokines qui induisent I'angiogenése. Pour finir, la vascularisation
du TA peut éliminer les produits métaboliques des adipocytes. Tous ces mécanismes peuvent étre
altérés au cours de ’obésité).

44



11.D. Inflammation du tissu adipeux

11.D.1. Définition de I’inflammation chronique de bas grade

Contrairement a I’inflammation aigué qui est une réaction immunitaire rapide avec pour symptdmes la
rougeur, la chaleur, le gonflement et la douleur, I’inflammation chronique de bas grade est sans signes
cliniques. Elle est le reflet d’une phase anormale de I’inflammation, caractérisée par sa persistance
dans le temps, d’ou le terme chronique. En effet, c’est une réaction lente et sournoise qui peut durer
plusieurs mois, voire plusieurs années, dont les symptémes sont multiples et variés et qui ont la
particularité d’étre récurrents. Ces symptdmes « alarmes » nous avertissent d’une maladie en devenir,
ainsi toute pathologie est le résultat d’une inflammation chronique de bas grade. Le maintien du
phénomeéne inflammatoire sous-tend tout d’abord la persistance de la Iésion tissulaire initiale, le tissu
ne se régénere pas correctement. Ainsi, il existe un infiltrat inflammatoire qui persiste contenant tous
les types de cellules immunitaires. Enfin, un phénoméne de cicatrisation pathologique s’installe, c’est
la fibrose. La fibrose est definie par un accroissement de la composante fibrillaire de la matrice
extracellulaire, notamment par I’augmentation de la proportion des collagenes. C’est cette derniére
caractéristique qui prédomine dans I’inflammation chronique, et qui peut étre responsable de la perte
ou de la diminution de la fonction de I’organe touché. Pour finir, alors que dans I’inflammation aigué
il existe une séquence stéréotypée (agression puis phase vasculaire, cellulaire et enfin cicatrisation),
dans I’inflammation chronique les phénomenes d’inflammation, de destruction tissulaire (nécrose) et

de réparation (fibrose) coexistent.

Or, une des anomalies majeures caractérisant le TA des individus obéses est une inflammation
chronique de bas grade principalement liée a I’infiltration et a la prolifération de cellules immunitaires
pro-inflammatoires au sein du TA. Le nombre des molécules contribuant a caractériser I’inflammation
chez les individus obéses ne cesse d’augmenter ces derniéres années, ainsi on peut véritablement
parler de « cocktail » inflammatoire dont les taux s’élévent modérément au cours de I’obésité
(Bastelica et al., 2002; Trayhurn, 2005). Ce phénoméne est au cceur des mécanismes par lesquels le TA
entraine les comorbidités associées a I’obésité (Hotamisligil, 2006). En effet, cet état inflammatoire du
TA est associé a une production anormale d’adipokines et de molécules inflammatoires qui vont
contribuer a générer des complications fonctionnelles au niveau du TA lui-méme mais également au
niveau systémique, ce qui va étendre les complications fonctionnelles aux autres organes. De plus,
I’inflammation peut contribuer a la mise en place d’une fibrose au sein du TA, ce qui constitue un

facteur supplémentaire de dysfonction cellulaire, et est impliquée dans la résistance a la perte de poids.

Finalement, suite a une perte de poids, induite par une restriction calorique ou par une chirurgie
bariatrique, les taux circulants de ces marqueurs de I’inflammation diminuent (Dalmas et al., 2011a;
Poitou et al., 2005). Or, la diminution de ces marqueurs de I’inflammation au niveau systémique est

généralement associée a I’amélioration des comorbidités (Ziccardi et al., 2002).
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Ainsi mieux comprendre les mécanismes qui initient cette inflammation du TA et ceux qui contribuent

a la maintenir est primordial dans la prise en charge de I’obésite.

11.D.2. Facteurs déclencheurs de I’inflammation au cours de I’obésité

11.D.2.a. Acides gras, stress du réticulum endoplasmique et stress oxydant

Tout d’abord, I’augmentation du flux de nutriment dans les adipocytes pourrait étre un des événements
initiateur de I’inflammation du TA. Par exemple, il a été montré que I’administration de lipides dans
des souris induit une réponse inflammatoire aprés seulement quelques heures de traitement (Watt et
al., 2006). A I’inverse, la perte de poids suite & une restriction calorique entraine une diminution de
I’inflammation (Kurki et al., 2012; Wang et al., 2013a). Ainsi, une des théories pour expliquer
I’origine de I’inflammation associée & I’obésité serait que les nutriments soient naturellement
inflammatoires. Par exemple, une étude a montrer qu’en condition normale d’apport de nutriments,
afin d’atténuer I’inflammation physiologique induite par les nutriments, les adipocytes peuvent
s’adapter au stress métabolique en augmentant I’expression de protéines anti-inflammatoires telles que
STAMP2 (protéine prostatique a six domaines transmembranaires). Mais, au cours de I’obésité,
I’apport excessif répété en nutriment pourrait conduire a une perte de la réponse anti-inflammatoire
des adipocytes (Wellen et al., 2007). De plus, il a été montré que les acides gras saturés (AGS)
peuvent induire une inflammation dans les adipocytes via le TLR4 (récepteur de type Toll 4) (Shi et
al., 2006). En outre, certains dérivés des acides gras tels que les céramides ou méme le glucose
peuvent aussi induire une inflammation et une résistance a I’insuline via I’inflammasome NLRP3
(récepteur de type NOD) (Stienstra et al., 2011a; Vandanmagsar et al., 2011; Wen et al., 2011).

L’augmentation de I’apport en nutriments peut également perturber I’homéostasie de différentes
organelles telles que le réticulum endoplasmique (RE). Or, il a été montré que dans le TA de souris
obéses il y a une augmentation du stress du RE associée a I’inflammation et a la résistance a I’insuline
(Hotamisligil and Erbay, 2008; Ozcan et al., 2004). Ce stress du RE peut étre induit par différentes
molécules telles les AGS et le glucose qui augmentent dans TA au cours de I’obésité (Gregor and
Hotamisligil, 2007). Finalement, le stress du RE dans les adipocytes inhibe la signalisation de
I’insuline (Gual et al., 2005), augmente la lipolyse (Bogdanovic et al., 2015; Deng et al., 2012), et
induit un profil sécrétoire pro-inflammatoire (Hotamisligil and Erbay, 2008; Kawasaki et al., 2012).
Chez I’humain, il a également été observé que le stress du RE est augmenté dans le TA obése et
diminué aprés une perte de poids induite par la chirurgie bariatrique (Gregor and Hotamisligil, 2007;
Gregor et al., 2009). Le stress du RE peut également étre la source d’un stress oxydatif, processus qui
peut aussi déclencher une inflammation (Furukawa et al., 2004; Marseglia et al., 2015). Inversement,
I’inflammation et le stress oxydant peuvent induire un stress du RE créant ainsi un cercle vicieux qui

perpétuent les complications métaboliques associées a I’obésité (Malhotra and Kaufman, 2007).
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Finalement, les acides gras, le stress du RE et le stress oxydant sont des mécanismes moléculaires
reliant I’obésité a I’insulinorésistance et au DT2, et sont susceptibles d’intervenir dans I’initiation et le

maintien de I’inflammation du TA.

11.D.2.b. Hypertrophie et hypoxie adipocytaires

Lors de I’obésité, le TA subit une expansion importante résultant principalement de I’augmentation de
la taille des adipocytes, c’est I’hypertrophie adipocytaire. Bien que tous les individus obeses subissent
cette expansion du TA, elle n’est pas nécessairement associée a des désordres pathologiques, en effet il
y a des individus obeses « métaboliguement sains » (Carnethon et al., 2012; Ruderman et al., 1981;
Wildman et al., 2008). On peut donc penser que ces personnes ont une expansion « saine » du TA,
limitant la lipotoxicité des dépdts ectopiques et conservant la sensibilité a I’insuline systémique
(Unger and Scherer, 2010). Cependant I’hypertrophie adipocytaire induit une augmentation de la
sécrétion de diverses chimiokines et cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, la CCL2, I’IL-
6 et I’1L-8 (Jernas et al., 2006; Skurk et al., 2007; Sopasakis et al., 2004).

De plus, I’hypertrophie peut rendre un adipocyte tellement large qu’il atteint la limite de diffusion de
I’oxygene a travers la cellule, et ainsi créer des zones de micro-hypoxie dans le TA (Trayhurn and
Wood, 2004). Or, ce phénoméne d’hypoxie est tres néfaste pour la biologie cellulaire et provogque un
dysfonctionnement du TA (Hosogai et al., 2007; Ye et al., 2007). Un des régulateurs clés de I’hypoxie
et de I’homéostasie oxygénique est le facteur HIF (facteurs induits par I’hypoxie) (Brahimi-Horn and
Pouysségur, 2007; Brahimi-Horn et al., 2007). Il existe trois isoformes du facteur HIF, mais HIF-1 est
I’isoforme la plus étudiée car elle est ubiquitaire. En tant que facteur de transcription, HIF-1
fonctionne comme un hétérodimeére, avec une sous-unité HIF-1o sensible aux variations oxygéniques
et une sous-unité HIF-1p constitutivement exprimée. En fait, la synthése de HIF-1a est indépendante
de la concentration d’oxygéne mais sa dégradation est augmentée en condition normoxique (Kaelin
and Ratcliffe, 2008).

Or, HIF-1a stimule une multitude d’adipokines pro-inflammatoires telles que MIF, PAI-1, CCL2 et
IL-6 (Chen et al., 2006; Hosogai et al., 2007; Lee et al., 2014b; Lolméde et al., 2003; Ye et al., 2007).
L’augmentation de la production des cytokines provient principalement de I’activation de voies
NF-xB, C/EBP et MAP kinases (O’Rourke et al., 2011; Teng et al., 2002). Il a aussi €té montré par
immuno-marquage que les zones hypoxiques du TA sont riches en cellules immunitaires (Rausch et
al., 2008) et que les marqueurs qui caractérisent les macrophages du TA sont inversement corrélés a la
pression partielle en oxygene chez I’humain (Pasarica et al., 2009). Au contraire, I’hypoxie diminue

I’expression de molécules anti-inflammatoires telles que I’adiponectine (Chen et al., 2006).

En outre, pour étudier les effets d’HIF-1a dans le TA, une équipe a développé un modele murin dans

lequel HIF-1a est surexprimé dans les adipocytes (Halberg et al., 2009). De facon inattendue, les
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auteurs de cette étude n’ont ni observé d’augmentation des génes classiquement régulés par HIF-1a,
tels que le VEGF-A, ni des genes impliqués dans I’angiogenése ou la glycolyse anaérobique.
Finalement, la modification principale dans ce modéle était I’augmentation de la fibrose, caractérisée
oar une induction de la LOX (lysyl oxydase), de I’élastine, des collagénes (COL) de type I et IlI, de
TIMP1 (inhibiteur tissulaire des métalloprotéinases-1) et de CTGF (facteur de croissance de tissu
conjonctif). Ainsi, on peut penser que I’hypoxie induite par I’hypertrophie adipocytaire est retransmise
par I’augmentation du facteur HIF-1a qui lui-méme induit la production aberrante de MEC (matrice
extracellulaire) et ainsi, de fagon chronique, résulte a une fibrose qui est un facteur clé de la

stimulation de I’inflammation au sein du TA obése.

Chez I’humain, le sujet fait débat car si certaines études ont mis en évidence des zones hypoxiques
suggérant une mauvaise oxygénation dans le TA d’individus obéses (Kabon et al., 2004; Lawler et al.,
2016; Virtanen et al., 2002), plus récemment ce concept a été remis en cause (Goossens et al., 2011;
Hodson, 2014; Hodson et al., 2013). De plus, bien que certains adipocytes hypertrophiques puissent
atteindre un diamétre supérieur a la distance de diffusion de I’oxygéne a travers une cellule, qui est en
moyenne de 100 & 160 um (Gatenby and Gillies, 2004), il y a une faible proportion d’adipocytes >
100 um dans le TA mince ou obése chez I’humain (Goossens et al., 2011; Skurk et al., 2007).

Ainsi, bien gque I’hypertrophie adipocytaire peut étre bénéfique pour atténuer les dép6ts lipidiques
ectopiques, cela peut aussi avoir des effets délétéres tels que I’hypoxie tissulaire et I’altération du
profil sécrétoire des adipocytes, ce qui conduit a une limitation de I’angiogenése, une surproduction de
MEC, une inflammation chronique locale, et ainsi a un dysfonctionnement métabolique du TA obeése
(Figure 12).
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Figure 12 : Hypertrophie et hypoxie adipocytaires au cours de I’obésité

(D’apres : (Sun et al., 2011))

(Au cours du développement pathologique du TA, I’hypertrophie adipocytaire associée a une
limitation de I’angiogenése peut induire une hypoxie tissulaire. Par conséquent, 1’activation du géne
HIF-1a entraine l'induction d'un programme fibro-inflammatoire qui est associé a la résistance a
l'insuline).

11.D.4.c. Microbiote intestinal, LPS et TLR

Par ailleurs, I’intestin joue un réle important dans 1’obésité et ses comorbidités associées. En effet, le
tube digestif est rapidement impacté par les modifications de régimes alimentaires. Or, il est considéré
comme le deuxiéme cerveau chez I’humain et sécreéte beaucoup d’hormones régulant la prise
alimentaire. La flore microbienne intestinale contient 3 & 4.10™ bactéries (Sender et al., 2016), a un
métagénome 150 a 200 fois plus important que celui du génome humain, et joue un réle crucial dans
I’homéostasie de I’organisme. Les bactéries symbiotiques colonisant le tractus gastro-intestinal
humain sont impliquées dans la régulation de plusieurs aspects de I’équilibre énergétique, y compris la
satiété, la dépense d’énergétique, le stockage des graisses et I’extraction des calories de I’alimentation
(Khan et al., 2014; Rosenbaum et al., 2015). Ainsi, la flore intestinale peut induire une altération de la
prise de poids, de I’inflammation et de I’insulinorésistance. Or, le systeme immunitaire est a
I’interface entre les modifications de la flore intestinale et les modifications du métabolisme (Belkaid
and Hand, 2014; Winer et al., 2016).

Une des premiéeres études montrant une relation entre le microbiote intestinal et I’obésité a été réalisée
dans des souris axeniques (sans flore intestinale et étudiées dans un environnement sans germes), qui

soumises & un reégime HFD grossissaient moins que des souris conventionnelles (Béckhed et al.,
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2004). De plus, ce méme groupe a démontré que des souris axéniques colonisées par une flore
intestinale provenant de souris obéses prenaient plus de poids que des souris axéniques colonisées
avec une flore provenant de souris minces (Turnbaugh et al., 2006). Ensuite, il a ét¢ montré que
I’obésité était associée a une dyshiose intestinale avec une plus faible diversité du microbiote
intestinal, que ce soit chez la souris (Turnbaugh et al., 2008) ou chez I’humain (Cotillard et al., 2013;
Le Chatelier et al., 2013; Turnbaugh et al., 2009). Finalement, bien que le microbiote intestinal induise
probablement une inflammation du TA de facon indirecte, par des effets sur la prise poids, de récentes
études suggérent également un impact direct des bactéries. En effet, plusieurs données in vivo ont
impliqué des « motifs moléculaires associés aux pathogenes » (PAMPSs) dérivés du microbiote comme
déclencheurs de I’inflammation du TA obeése. Il a été montré que les taux circulants de LPS sont
modérément élevés chez des souris obéses comparés a des souris minces, phénomeéne qui a été décrit
sous le nom « d’endotoxémie métabolique » (les taux de LPS sont 10 a 50 fois plus faibles que ceux
mesurés lors d’une infection bactérienne) (Cani et al., 2007). De plus, une infusion de LPS a des souris
minces induit une insulinorésistance et une prise de poids démontrant le rdle causal de cette
endotoxémie métabolique (Cani et al., 2007). A P’inverse, le traitement de souris obéses avec des
antibiotiques aboutit & une diminution des niveaux de LPS et de I’expression du TNF-a dans I’intestin,
ce qui s’accompagne d’une diminution du poids et des taux d’insuline au niveau systémique ainsi que
d’une amélioration de la tolérance au glucose (Cani et al.,, 2008; Membrez et al., 2008). Cette
endotoxémie métabolique a été retrouvée chez des individus a risque de développer des maladies
métaboliques, en particulier ceux consommant une alimentation riche en graisses (Amar et al., 2008;
Laugerette et al., 2011). La capacité du LPS dérivé du microbiote a induire I’inflammation du TA a été
testée chez des souris axéniques mono-colonisées avec des bactéries Escherichia coli sauvages ou
avec une autre souche exprimant un variant du LPS moins immunogénique. Dans cette étude, il a été
montré que I’immunogénicité du LPS n’est pas un critere pour I’induction d’une prise de poids mais
par contre est nécessaire a I’accumulation macrophagique dans le TA (Caesar et al., 2012). De facon
semblable, une récente étude du méme groupe a montré que I’inflammation du TA induite par le
microbiote intestinal résulte principalement du type d’acides gras ingérés (Caesar et al., 2015). En
effet, des souris axéniques nourries avec du lard ont une faible accumulation macrophagique dans le
TA comparées aux souris sauvages nourries avec le méme régime. Or, I’induction des effets
inflammatoires par un régime riche en AGS requiére a la fois la signalisation des TLR et le microbiote
intestinal. Enfin, la transplantation fécale du microbiote de souris nourries par un régime riche en
acides gras polyinsaturés dans des souris nourries par un régime riche en AGS limite I’inflammation
du TA.

En outre, des études chez la souris ont montré une diminution des Th17 dans I’intestin des souris
obéses mais une augmentation dans le TA (Cavallari et al., 2016; Garidou et al., 2015). Par contre,

chez I’humain, il a été montré que I’intestin des individus obeses est plus inflammatoire, avec
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notamment plus d’IL-17 et d’IL-22, que celui des individus minces, ce qui diminue la sensibilité a
I’insuline dans les entérocytes (Monteiro-Sepulveda et al., 2015). Pour finir, il a été observé chez la
souris obése une augmentation de la perméabilité intestinale bien que pour I’instant ce phénoméne ne

soit pas encore confirmié chez les individus obéses (Genser et al., 2016).

Finalement, ces données suggerent que la dysbiose du microbiote intestinal induite par I’alimentation
influe considérablement I’inflammation du TA (Figure 13), bien que les mécanismes ne soient pas
totalement élucidés et qu’il existe des différences entre les modéles murins et la physiopathologie
humaine. Cependant, des interventions nutritionnelles ou thérapeutiques visant a prévenir ou a corriger
les anomalies de compositions du microbiote pourraient constituer de nouvelles approches

thérapeutiques contre les complications de I’obésité.

51



Ingestion d'acides gras saturés et de cholestérol
Obésité l

Dysbiose du microbiote intestinal — Altérations de la production
de métabolites

Activation des TLRs et NLRs

!

Augmentation de la perméabilité intestinal
l (chez la souris)

Dans l'intestin

| tAccumulation:de cellules
immunitaires inflammatoires

Antigénes solubles
% bk Composants microbiens (LPS) 1:
et alimentaires

Hormones intestinales C
0O n

AA
Circulation systémique &/v\ Ganglions lymphatiques
A meésentériques
T Inflammation
TISSU AD P“iatix
Y \\ 1 Tolérance orale
\_/k__; J
AGNE 1 Inflammation

Cytokines
1 Résistance a l'insuline

Figure 13 : Processus physiopathologiques de I’axe intestin-tissu adipeux

(D’apreés : (Winer et al., 2016))

(L'ingestion d'AGS et de cholestérol conduit a une dyshiose du microbiote intestinal avec par exemple
une diminution des espéeces bactériennes qui produisent des métabolites ayant des propriétés anti-
inflammatoires, ce qui induit une augmentation des cellules immunitaires inflammatoires dans
I'intestin. En outre, ces changements microbiens peuvent déclencher I’inflammation directement via
’activation des TLR et des NLR (Récepteur de type NOD). Or, la sécrétion accrue de médiateurs pro-
inflammatoires fragilise la barriére intestinale, ce qui augmente la perméabilité intestinal (cela n’a pas
encore été démontré chez les individus obéses). Ainsi, la « fuite » d’antigénes solubles diminue les
réponses tolérogénes dans les ganglions lymphatiques mésentériques, ce qui favorise a son tour une
réponse inflammatoire dans l'intestin. En outre, I’inflammation de I’intestin peut modifier les taux
d'hormones produites par les cellules intestinales, ce qui affecte la diminution de la glycémie. Pour
finir, la « sortie » des composants microbiens et alimentaires induit une inflammation chronique au
niveau systémique mais également dans le TA, dans lequel il va y avoir une accumulation de cellules
immunitaires, une résistance a 1’insuline et un relargage accru d’AGNE. Ensemble, I’inflammation de
I'intestin induit par un régime gras interagit avec plusieurs organes ce qui aggrave les comorbidités
associées a I’obésité).
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11.D.3. Conséquences locales de I’inflammation chronique

I1.D.3.a. La résistance a | 'insuline et les voies inflammatoires

Le TA est I’un des tissus cibles majeurs de I’insuline, qui stimule le stockage des TG dans les
adipocytes. Pour cela, I’insuline agit par des mécanismes multiples favorisant 1’adipogenese et la
lipogenése et, au contraire, inhibant la lipolyse (Kahn and Flier, 2000). Les effets métaboliques de
I’insuline sont médiés par un réseau complexe de signalisation (non détaillé ici). Au cours de I’obésité,
différents acteurs tels que les acides gras, certains métabolites (céramides, diacyglycérol), le stress du
RE, ainsi que des cytokines pro-inflammatoires contribuent a altérer la signalisation de I’insuline.
Différentes voies de signalisation impliquant entre autres plusieurs kinases (PKC, MAPK, JNK), la
voie NF-kB (facteur nucléaire «B), et I’inflammasome relaient les effets délétéres de ces facteurs
(Schenk et al., 2008). A terme, une résistance a I’insuline entraine une dérégulation de la glycémie
conduisant au DT2 (Guilherme et al., 2008).

La plupart des facteurs pro-inflammatoires augmentés dans le TA obeése tels que le TNF-o (Ruan and
Lodish, 2003; Stephens et al., 1997), I’'lL-6 (Lagathu et al., 2003; Rotter et al., 2003), I’IFN-y
(McGillicuddy et al., 2009) et I’'IL-1p (Jager et al., 2007; Lagathu et al., 2006) peuvent induire une
résistance a I’insuline dans les adipocytes. Ces molécules sont connues pour interférer avec la
signalisation de [P’insuline en activant les protéines sérine/thréonine kinases. Cela comprend
notamment les kinases JNK1 et IKKf qui inhibent la phosphorylation de la tyrosine d’IRS-1 induite
par I’insuline en augmentant la phosphorylation de la sérine (Gao et al., 2002; Tanti and Jager, 2009).
De plus, les kinases régulent également les programmes de transcription en aval d’AP-1 et de NF-«B,
entrainant I’augmentation de I’expression et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les
adipocytes, ce qui crée ainsi une boucle d’insulinorésitance et d’inflammation (de Luca and Olefsky;,
2008). Or, la résistance a I’insuline adipocytaire inhibe son effet lipogénique et au contraire induit une
lipolyse accrue conduisant a I’augmentation du contenu d’ANGE dans le TA, ce qui augmente encore
I’insulinorésistance, mais également le dépdt ectopique d’acides gras créant ainsi un lipotoxicité

hépatique, pancréatique, cardiaque (Attie and Scherer, 2009; Schaffer, 2003).

Or, différentes voies de I’inflammation sont impliquées dans la résistance a I’insuline.

La voie NF-xB-IKKf
La voie NF-xB, qui est principalement activée par les TLR (Beutler, 2009), joue rdle essentiel dans la
régulation de I’inflammation (Ghosh et al., 2012; Oeckinghaus et al., 2011). Or, de nombreux génes
cibles de NF-«B tels que le TNF-a, I’IL-6 et CCL2 sont impliqués dans I’inflammation du TA et la
résistance a I’insuline induite par I’obésité. De plus, chez les animaux obéses, I’activité de NF-xB est
augmentée (Kim et al., 2001), principalement par I’activation des TLR (Holland et al., 2011; Lee et al.,
2001; Shi et al., 2006). Or, I’inhibition de la voie NF-xB par des inhibiteurs pharmacologiques de

IKKB (dose élevée d’aspirine ou salicylates), ou par la délétion de IKKp, améliore la résistance a
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I’insuline induite par un régime HFD (Kim et al., 2001; Yuan et al., 2001). Plus important encore,
chez des individus insulinorésistants ou DT2, les inhibiteurs pharmacologiques de IKK diminuent
I’activité de NF-«xB dans leurs cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMCs) et améliore leur
controle glycémique (Fleischman et al., 2008; Goldfine et al., 2008, 2010; Hundal et al., 2002). Ces
résultats suggerent fortement que la suppression de I’inflammation induite par la voie NF-xB-IKKf3

peut étre un traitement futur pour I’insulinorésistance induite par I’obésité.

La voie Jun N-terminal kinases (JNK)

Les protéines kinases JNK appartiennent a la famille des MAP kinases et sont impliquées dans de
nombreuses voies de stress (Bogoyevitch et al., 2010; Solinas and Karin, 2010). En effet, JNK est
connue pour jouer un role clé dans le stress du RE qui induit I’inflammation et inhibe la sensibilité a
I’insuline (Hotamisligil, 2010). Dans le TA, I’activation de JNK peut avoir lieu dans les cellules
hématopoiétiques (Solinas et al., 2007), notamment dans les cellules myéloides (Han et al., 2013),
mais également dans les cellules non-immunitaires (Vallerie et al., 2008) en particulier dans les
adipocytes (Sabio et al., 2008). Or, la suppression de JNK améliore la résistance a I’insuline induite
par I’obésité (Hirosumi et al., 2002; Jaeschke et al., 2004).

L inflammasome
L’inflammasome est un complexe protéique oligomérique impliqué dans I’immunité innée (Strowig et
al., 2012), notamment présent dans les cellules immunitaires myéloides et constitué entre autres de
NRLPs, NALPs, ASC, Pycard et caspase 1. Sa fonction principale est d’induire la maturation de I’IL-
1B et de I’IL-18 et donc de produire ces cytokines en réponse aux signaux de danger. Par conséquent,
I’inflammasome ne peut étre pleinement activé que lorsque que deux événements de signalisation se
produisent, tout d’abord I’augmentation de I’expression et de la production de la pro-IL-1p et de la
pro-1L-18 (principalement induite I’activation des TLR et de la voie NF-xB), puis par I’activation de
I’inflammasome afin qu’elle clive la pro -IL-1p et la pro-1L-18 via I’activité caspase 1 (principalement
induite par des PAMPs et des DAMPs) (Davis et al., 2011). Or, il a été montré in vitro que les AGNE
ou les céramides peuvent activer I’inflammasome dans des macrophages stimulés avec du LPS
(Vandanmagsar et al., 2011; Wen et al., 2011). De plus, trois études ont montré que la suppression
d’éléments de I’'inflammasome tels que NLRP3, PYCARD, caspase-1, ou I’ASC, induit une
diminution de I’inflammation du TA obése avec une diminution des macrophages inflammatoires et
améliore la sensibilité a I’insuline (Stienstra et al., 2011a; Vandanmagsar et al., 2011; Wen et al.,
2011). En outre, c’est I’activation de I’inflammasome dans les macrophages qui médirait les effets
déléteres dans le TA (Wen et al., 2011). Par contre, il n’est pas encore clair si cette activation de
I’inflammasome dans le TA au cours de I’obésité régule I’inflammation et la résistance de facon

directe ou indirecte suite a la prise de poids.
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Finalement, plusieurs voies d’activation de I’inflammation et de la résistance a I’insuline peuvent étre

activées au cours de I’obésité, que ce soit dans les adipocytes ou les autres cellules du TA (Figure 14).
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Figure 14 : Voies d’activation de I’inflammation et de la résistance a I’insuline

(D’apreés : (McArdle et al., 2013))

(Les voies de signalisation activées par les AGS ou par des cytokines pro-inflammatoires telles que
I’IL-1B, I’IL-6 ou le TNF-a déclenchent une cascade d’événements qui favorise la libération de
molécules inflammatoires et induit une résistance a I’insuline. En effet, ’activation des voies NF-«xB et
MAPK (Mitogen-activated protein kinases) entraine la translocation de facteurs de transcription dans
le noyau, I’activation de la transcription et la production de cytokines. De plus, cela entraine la
sécrétion d’IL-1p par un procédé en deux temps: d’abord I’induction du géne pro-IL-1B, puis
I’activation de I’inflammasome NLRP3 par I’ATP ou les céramides provoquant le clivage de la pro-IL-
1B en IL-1p via la caspase-1. En outre, les voies IKKf et JNK peuvent promouvoir la phosphorylation
d’une sérine sur le récepteur a I’insuline IRS-1, qui dans un état insulinosensible est phosphorylée sur
une tyrosine, ce qui est associée a la résistance a I’insuline et réduit ainsi I’absorption du glucose).
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11.D.3.b. La fibrose du tissu adipeux

La fibrose est la formation d’un exces de tissu conjonctif fibreux dans un organe lors d’un processus
de réparation tissulaire. Cela peut étre un état réactif, bénin, ou pathologique. En réponse a une
blessure, le processus de réparation tissulaire est nommé cicatrisation. Le processus fibrotique induit
un dép6t excessif de tissu conjonctif qui peut effacer I’architecture et la fonction de I’organe ou du
tissu sous-jacent et ainsi induire un état pathologique. La fibrose est similaire au processus de
cicatrisation, les deux phénomenes impliquent une stimulation de différents types cellulaires qui
génére du tissu conjonctif en produisant des collagénes. Parmi ces cellules il y a les fibrocytes dérivés
de la moelle osseuse, les cellules épithéliales, les péricytes, les cellules endothéliales et les
fibroblastes. La stimulation de ces cellules résulte généralement de la sécrétion constitutive de facteurs
solubles par des cellules immunitaires telles que les macrophages. Le médiateur profibrotique le plus
étudié et le mieux caractérisé est le TGF (facteur de croissance transformant)-p, notamment le TGF-p1
(Ask et al., 2008). De nombreux modéles animaux ont démontré un rdle important du TGF-f dans la
pathogénie fibrotique (Biernacka et al., 2011; Leask and Abraham, 2004; Pohlers et al., 2009). Par
exemple, I’inhibition du TGF-B atténue la fibrose hépatique, rénale et cardiaque dans divers modeles
animaux (Nakamura et al., 2000; Teekakirikul et al., 2010). D’autres médiateurs solubles de la fibrose
sont également importants, comme le CTGF, le FG dérivé des plaguettes (PDGF) et I’'IL-4. Ceux-ci
déclenchent différentes voies de signalisation telles que la voie AKT/mTOR (Mitra et al., 2015) et la
voie SMAD (Leask and Abraham, 2004) induisant ainsi la prolifération et I’activation des fibroblastes,

ce qui génere un excés de MEC autour du tissu conjonctif.

Or, dans le TA, les adipocytes sont incorporés dans un réseau dense de MEC (Chun et al., 2006;
Napolitano, 1963). Ce sont principalement les fibroblastes, les pré-adipocytes et les cellules
endothéliales qui apportent une fonction de soutien mécanique au tissu en régulant le renouvellement
de la MEC gréce a la synthése de fibres et de collagénes, ainsi que leur dégradation via la sécrétion de
métalloprotéinases matricielles (MMPs). La MEC fonctionne non seulement comme support
mécanique du TA, mais régule aussi les événements physiologiques et pathologiques du remodelage

tissulaire via de nombreuses voies de signalisation (Khan et al., 2009).

Ainsi, au cours de I’obésité il y a un remodelage actif de la MEC afin de répondre a I’expansion du
TA, avec une augmentation de nombreux composants de cette MEC (Divoux et al., 2010; Khan et al.,
2009; O’Hara et al., 2009). A terme, un état fibrotique se met en place, ce qui limite la plasticité du
tissu. Cette fibrose est une caractéristique clé d’un TA métaboliquement dysfonctionnel. Par exemple,
le collagene de type VI, qui est fortement augmenté dans le TA obeése, est corrélé a I’hyperglycémie et
la résistance a I’insuline (Berria et al., 2006; Muona et al., 1993). Or, une étude a montré que la
délétion du géne COLVI induit des améliorations de la survie et du métabolisme adipocytaire (Khan et
al., 2009). La MEC du TA est régulée par des MMPs, une famille des endopeptidases neutres, qui

clivent ses composants permettant ainsi le remodelage accru de la MEC. Certaines MMPs sont
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augmentées au cours de I’obésité telles que les MMP3, -11, -12, -13 et -14, tandis que d’autres sont
diminuées comme les MMP7, -9, -16 et -24 (Maquoi et al., 2002). En paralléle, les inhibiteurs
specifiques des MMPs (TIMPs) peuvent également étre dérégulés dans le TA obese. Plus précisément,
TIMP1 est augmenté et inversement TIMP4 est inhibé (Maquoi et al., 2002). Ces différentes
régulations des MMPs et des TIPMs suggérent leur rdle important dans la physiopathologie du TA. De
plus, certaines MMPs ont d’autres impacts importants comme il a été montré avec la MMP14 qui
régule directement la différenciation adipocytaire in vitro et in vivo (Chun et al., 2006). Ainsi
I’absence de MMP14 altére le développement du TA et peut provoquer une lipodystrophie (Chun et

al., 2006). Cependant, les différentes fonctions des MMPs doivent encore étre identifiées dans le TA.

Dans le TA, il existe un lien étroit entre I’inflammation, la production de la MEC et le développement
de la fibrose, or il a été montré que le récepteur TLR4 agit comme un régulateur clé dans la
fibrogenése (Poggi et al., 2007; Saberi et al., 2009; Shi et al., 2006; Vila et al., 2014). Une étude chez
la souris avec une inhibition du TLR4, au niveau génétique ou pharmacologiguement, a montré que ce
récepteur d’endotoxine est essentiel pour le développement de la fibrose du TA. Des expériences de
transfert de moelle osseuse, de déplétion des macrophages par le clodronate et I’administration de LPS
ont montré que I’activation des macrophages par le TLR4 est essentielle dans le développement de la
fibrose du TA, et que ce processus implique le facteur pro-fibrotique TGF-1 (Vila et al., 2014). Or,
les membres de la famille TGF-B sont principalement produits par les macrophages dans le TA et
induisent une réaction fibrotique en ciblant principalement les cellules pré-adipocytes et les cellules
endothéliales (Bourlier et al., 2012; Keophiphath et al., 2009; Reggio et al., 2016). De plus, par
I’intermédiaire des molécules mécanosensibles en partie stimulées par la déformation de cellulaire, la
fibrose peut affecter négativement la fonction des adipocytes humains, en particulier en induisant une
sécrétion accrue de molécules inflammatoires et I’expression de facteurs pro-fibrotiques (Pellegrinelli
etal., 2014b).

Ainsi, I’accumulation excessive de collagénes et le développement d’une fibrose peuvent limiter
I’expandabilité du TA, ce qui conduit a une inflammation et aux dép6ts lipidiques ectopiques.
Cependant, une nouvelle étude a montré que I’inhibition de macrophages pro-inflammatoires induit
une accumulation de macrophages anti-inflammatoires et I’augmentation de la fibrose dans le TA
viscéral, ce qui limite I’hypertrophie adipocytaire et induit une accumulation lipidique dans le TA
sous-cutané, ce qui est bénéfique pour la sensibilité a I’insuline (Dalmas et al., 2015; Divoux et al.,
2010). En outre, aprés une perte de poids induite par chirurgie bariatrique, il a été montré que le TA
sous-cutané subit un important remodelage de la MEC avec une dégradation des collagénes et surtout
une diminution de leur réticulation (ou rigidité) (Liu et al., 2016). De maniere intéressante, une des
options thérapeutiques anti-fibrosantes prometteuse est I’utilisation d’agonistes de PPARy. En effet, il
a été montré que PPARY est impliqué dans la régulation de la biologie vasculaire, de 1’inflammation et

de la fibrose et module directement la signalisation du TGF-f. Or, des agonistes de PPARY tels que la
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rosiglitazone améliorent I’hépatite induite par la Schistosoma ainsi que la fibrose induite par la

bléomycine dans des modeles murins (Chen et al., 2008; Wu et al., 2009).

Finalement, la fibrose du TA joue un réle important dans la dynamique du remodelage tissulaire, dans
le maintien de I’inflammation ainsi que dans les altérations métaboliques mais les mécanismes de sa
mise en place et de sa régulation sont trés complexes et encore peu connus dans le contexte de
I’obésité (Figure 15).
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Figure 15 : Deux théories sur les étapes séquentielles menant a la fibrose du tissu adipeux obése
(d’apres : (Sun et al., 2013)

(Comme je I’ai décrit précédemment, I’expansion du TA au cours de I’obésité peut conduire a un état
hypoxique et par conséquent induire I’expression du gene HIF-lo qui entraine un état fibro-
inflammatoire. Cependant, les étapes séquentielles menant a la fibrose et a I’inflammation ne sont pas
encore totalement élucidées. (1) Soit il y a d’abord I’induction d’une série de génes fibrotiques tels que
les collagénes et la LOX qui conduisent & la mise en place d’une fibrose, ce qui induit une nécrose
adipocytaire et finalement une accumulation de cellules immunitaires. (2) Soit HIF-1lo induit
directement des facteurs pro-inflammatoires tels que I’IL6 et MIF (Macrophage migration inhibitory
factor) qui induisent une infiltration de cellules immunitaires puis la mise en place de la fibrose. Dans
les deux cas, I’accumulation excessive de MEC semble étre délétére pour le bon fonctionnement du
TA).
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11.D.3.c. Les chimiokines du tissu adipeux

Les chimiokines jouent un r6le majeur dans le recrutement sélectif des différentes cellules
immunitaires par chimiotactisme sur les sites infectieux ou inflammatoires (Bromley et al., 2008;
Griffith et al., 2014). Or, au cours de I’obésité les TA sous-cutané et viscéral expriment plus fortement
un grand nombre de chimiokines (Huber et al., 2008). La chimiokine CCL2 (ou MCP-1 monocyte
chimoattractant protein 1) est I’une des chimiokines clés qui régulent la migration et I’infiltration des
monocytes dans le TA obese (Deshmane et al., 2009; Fain, 2010). Bien que les cellules secrétrices
majoritaires de CCL2 soient les cellules immunitaires, il a récemment été décrit que la sécrétion de
CCL2 par les adipocytes pouvait induire un recrutement monocytaire indépendamment de la sécrétion
de CCL2 pour les autres types cellulaires du TA (Meijer et al., 2011). En plus de CCL2, de
nombreuses autres chimiokines sont augmentées dans le TA au cours de I’obésité, telles que CCL3,
CCL5, CCL20, CXCL1, CXCL5, CXCL14 et CX3CL1, qui jouent un rble important dans le
recrutement de cellules immunitaires et dans la résistance a I’insuline (Chavey et al., 2009; Duffaut et
al., 2009a; Keophiphath et al., 2010; Nara et al., 2007; Shah et al., 2011) (Figure 16). Il a également
été montré que la plupart de ces chimiokines peuvent étre induites par des cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a dans des adipocytes 3T3-L1 et que leur activation est
essentiellement dépendante de NF-kB (Tourniaire et al., 2013). En outre, I’expression des récepteurs
spécifiques de ces chimiokines est aussi augmentée dans le TA obése, ce qui suggére que les cellules
cibles de ce chimiotactisme sont bien arrivées sur le site inflammatoire (Huber et al., 2008). Ainsi
I’augmentation de toutes ces chimiokines en méme temps au cours de I’obésité va contribuer a induire
un fort recrutement de cellules immunitaires au sein du TA, ce qui va perpétuer I’inflammation

chronique et les conséquences pathologies associées.

59



Monocytes

Rolling/adhési
Aiftias Intégrines '; ’ g
cellules immunitaires Ligands des sélectines cams 1 Fixation
Sélectines k=
VCAM PECAM-1
Lymphocytes v { o Sf‘“ ,’0“ ' \ ;
°® - " e
A Activation de I'endothélium
+ ¥ ° | Mastocytes Transmigation
Neutrophiles A *
CCL2, CCL3, CCL5, CCL20 . Différenciation
CXCL1, CXCLS, CXCL14, CX3CL1
A A

AR

Pré-adi
re-adipocytes Macrophages

Adipocytes

Figure 16 : Acteurs cellulaires et chimiokines impliqués dans le recrutement de cellules
immunitaires dans le tissu adipeux au cours de I’obésité

(d’apres : (Dalmas et al., 2011b))

(Au cours de I’obésité, les adipocytes hypertrophiques, les pré-adipocytes ainsi que les cellules
immunitaires produisent un large panel de cytokines pro-inflammatoires et de métabolites qui

participent a I’activation de I’endothélium. Ainsi, les cellules endothéliales produisent plus

de

molécules d’adhésion cellulaire, telles que les sélectines, qui participent a I’entrée des cellules
immunitaires dans le TA. De plus, toutes les cellules du TA peuvent sécréter de nombreuses
chimiokines, dont la quantité augmente au cours de I’obésité, ce qui induit également un recrutement
accru de cellules immunitaires. 11 y a donc un cercle vicieux qui s’installe entre I’accumulation et le

recrutement de cellules immunitaires dans le TA obese).
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I11. Cellules immunitaires du tissu adipeux

Le systeme immunitaire est un systéme composé de nombreuses structures et processus biologiques au
sein d’un organisme qui protége contre les infections et les maladies. Pour fonctionner correctement,
un systéme immunitaire doit détecter une grande variété d’agents pathogenes, tels que les virus, les
vers parasites, les bactéries, et les distinguer de ses propres tissus sains. Afin de s’adapter a
I’évolution des pathogénes, le systéme immunitaire multiplie les différents mécanismes de défense
avec plusieurs strates de réponse et une variété de cellules. Ainsi, chez plusieurs especes, dont
I’humain, le systéme immunitaire induit des réponses trés vastes et peut étre classé en deux grandes
parties, le systeme immunitaire inné et le systtme immunitaire adaptatif. Un dysfonctionnement du
systeme immunitaire peut entrainer des maladies auto-immunes, des maladies inflammatoires
chroniques et certains cancers (O’Byrne and Dalgleish, 2001). Ainsi, au cours de ces 10 derniéres
années, il a été mis en évidence I’accumulation de nombreux types de cellules immunitaires au sein du
TA obese induisant des conséquences pathologiques ou bénéfiques sur I’inflammation chronique de

bas grade et sur les comorbidités associées a I’obésité (Hotamisligil, 2006).

I11.A. Les cellules de Pimmunité innée

L’ immunité innée regroupe les cellules et les mécanismes permettant la défense de I’organisme contre

les agents infectieux de fagon immédiate et non spécifique.

I11.A.1. Les macrophages

En tant que cellules « professionnelles » de la phagocytose, les macrophages sont extrémement
compétents dans I’élimination de nombreuses molécules, comme les débris cellulaires, les pathogénes
et les petits lipides (Gordon, 1995).

I11.A.1.a. Accumulation macrophagique dans le tissu adipeux obése

En 2003, pour la premiére fois, il a été montré que TA obése, murin et humain, subissait une
accumulation de cellules immunitaires, précisément de macrophages, de facon proportionnelle a
I’adiposité et associée & I’inflammation et & la résistance a I’insuline (Weisberg et al., 2003; Xu et al.,
2003). Cette accumulation macrophagique est plus importante dans le TA viscéral que dans le TA
sous-cutané (Bruun et al., 2005), ce qui concorde avec le fait que le TA viscéral est plus fortement
associé aux complications métaboliques. De nombreuses études ont par la suite confirmé I’ importance
de ces cellules dans la production de cytokines inflammatoires et dans I’insulinorésistance (McNelis
and Olefsky, 2014). Des macrophages sont présents dans le TA mince mais leur prévalence augmente
lorsque le TA se développe et correle positivement avec I’IMC et I’hypertrophie adipocytaire (Vieira-
Potter, 2014). Ainsi, chez la souris, il a été estimé que 5 a 15 % des cellules de la FSV d’un TA mince

correspond a des macrophages, alors que cette proportion atteint 40 a 50 % dans un TA obése
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(McNelis and Olefsky, 2014). Chez I’humain, dans le TA viscéral, cela est plut6t de I’ordre de 4 %
chez le mince et de 12 % chez I’obese (Harman-Boehm et al., 2007). Or, la diminution de I’infiltration
macrophagique ou I’ablation des macrophages réduit I’expression des cytokines inflammatoires dans
le TA et améliore la sensibilité a I’insuline chez les souris HFD (Feng et al., 2011; Nara et al., 2007;
Nomiyama et al., 2007; Weisberg et al., 2006).

I11.A.1.b. Mécanismes d’accumulation macrophagique

L’accumulation macrophagique est principalement due a une infiltration monocytaire (Nagareddy et
al., 2014; Weisberg et al., 2003). Les mécanismes facilitant cette infiltration monocytaire et leur
activation sont multiples. Des signaux paracrines, autocrines et endocrines aussi bien que des
modifications mécaniques telles que I’hypertrophie adipocytaire peuvent jouer un role dans de ces
phénomeénes. En effet, la production de nombreuses chimiokines comme le CCL2, le CCL3, le CCLS5,
le M-CSF ainsi que I’expression de leurs récepteurs respectifs sont augmentées au cours de I’obésité
(Devévre et al., 2015). L’augmentation des chimiokines telles que la CCL2 (ou MCP-1), sécrétée par
les adipocytes hypertrophiques et les macrophages, joue un rdle physiopathologique dans la régulation
de P’infiltration monocytaire au sein du TA obése grace au récepteur CCR2 (Kanda et al., 2006;
Weisberg et al., 2006). D’autres chimiokines sont augmentées au cours de I’obésité telles que
CXCL14, MIP-1a, MCP-2, MCP-3, CCL5 (ou RANTES), IL-8, CCL20, favorisant le recrutement de
monocytes et de nombreux autres types cellulaires dans le TA obése (Kanda et al., 2006; Nara et al.,
2007; Xu et al., 2003). En outre, au cours de I’obésité, la nécrose adipocytaire, principalement induite
par une hypertrophie incontrélée, contribue au déclenchement de cette accumulation macrophagique.
Il en résulte des amas de macrophages autour des adipocytes nécrotiques qu’on appelle les « structures
en couronne » (CLSs) (Cinti et al., 2005; Giordano et al., 2013; Strissel et al., 2007). Ainsi, les
macrophages vont fusionner pour phagocyter la gouttelette lipidique résiduelle, formant un grand
syncytium multinucléé chargé en lipides qui est une caractéristique de I’inflammation chronique (Cinti
et al., 2005; Lumeng et al., 2007a). De plus, les AGNE peuvent également servir de ligands pour le
TLRA4, activant ainsi la réponse inflammatoire et I’accumulation de macrophages dans les endroits ou
il y a des concentrations pathologiques de lipidiques extracellulaires (Nguyen et al., 2005; Shi et al.,
2006; Suganami et al., 2005). Pour finir, comme je 1’ai décrit précédemment, I’hypoxie tissulaire, dont
les effets géniques sont relayés par le facteur de transcription HIF-1a, est une cause classique
d’attraction et de maintien des macrophages dans certaines tumeurs et dans les plaques d’athéromes, et
pourrait également contribuer au recrutement des monocytes au sein du TA obése. D’ailleurs,
I’expression de HIF-1a et de plusieurs de ses génes cibles sont augmentées dans le TA obeése et
diminuent aprés perte de poids (Cancello et al., 2005). Ces observations suggérent que le TA obese
puisse présenter des zones hypoxiques favorisant localement 1’expression de facteurs attractants, soit
par un effet direct, soit indirectement via la surproduction locale de leptine dont le géne est inductible

par HIF-1o (Grosfeld et al., 2002; Guerre-Millo et al., 2002). Une étude, in vitro, suggére également

62



que la leptine favorise I’adhésion des monocytes sur les cellules endothéliales du TA (Curat et al.,
2004). Des molécules d’adhésion, comme les sélectines et les intégrines, encore peu explorées dans le

TA, peuvent aussi intervenir sur I’attraction macrophagique.

Cependant, plus récemment, d’autres mécanismes ont été¢ décrits comme induisant cette augmentation
macrophagique dans le TA au cours de I’obésité. Il a notamment été mis en évidence que les
macrophages résidants subissaient une prolifération in situ (Amano et al., 2014; Zheng et al., 2016).
Une étude a également démontré que le « signal de guidage neuro-immunitaire nétrine-1 », qui est
fortement exprimé dans les macrophages du TA obése et dont I’expression est augmentée par le
palmitate, induit une rétention des macrophages dans le TA. En effet, Ramkhelawon et coll. ont montré
gue la délétion du géne NTN1 dans les cellules hématopoiétiques induit la « sortie » des macrophages
du TA, réduit l'inflammation et améliore la sensibilit¢ a l'insuline dans des souris sous HFD
(Ramkhelawon et al., 2014). Pour finir, une récente étude a mis en évidence que le
microenvironnement du TA obése active métaboliquement les macrophages et induit I’expression de
NF-kB, ce qui favorisent leur survie dans le TA au cours de 1’obésité (Hill et al., 2015). L’ensemble de
ces résultats indiquent que des mécanismes indépendants du recrutement monocytaire jouent un role
dans I’accumulation macrophagique dans le TA obese. Ainsi, une meilleure compréhension des
contributions relatives du recrutement, de la prolifération, de la rétention et de la survie dans le
contréle de la quantité des macrophages du TA obése pourrait ouvrir la voie au développement de

nouvelles thérapies contre les comorbidités associées a 1’ obésité.

I11.A.1.c. Polarisation pro-inflammatoire dans le tissu adipeux obése

Il existe plusieurs sous-populations de macrophages caractérisées par leurs phénotypes et leurs réles
immunitaires (Gordon and Taylor, 2005), qui sont polarisés en fonction du microenvironnement
cytokinique entre autres (Figure 17). Or, dans le TA, en plus de leur nombre, le phénotype des
macrophages est altéré au cours de I’obésité. En effet, il a été montré que dans le TA des souris minces
les macrophages sont principalement de type M2 ou « alternativement activés », tandis qu’au cours de
I’obésité il y a une accumulation des macrophages de type M1 ou « classiquement activés » (Lumeng
et al., 2007b; Nguyen et al., 2007). Or, les macrophages M2, polarisés par I’IL-4 et I’IL13, deux
cytokines principalement sécrétées par les lymphocytes T auxiliaires (Th) 2 et les ILC2, qui sont trés
exprimées dans le TA mince (Wu et al., 2011), produisent des cytokines anti-inflammatoires telles que
I’IL-10 et sont associés a la réparation tissulaire et a la résolution de I’inflammation (Gordon, 2003).
De plus, les macrophages peuvent étre polarisés en M2 par I’adiponectine (Hui et al., 2015; Ohashi et
al., 2010) qui diminue aussi au cours de I’obésité. En outre, il a été montré que les PPAR-y et-3
régulent la transcription de nombreux génes des M2, comme I’arginase 1, le récepteur de mannose 1 et
le récepteur antagoniste de I’IL-1 (IL-1Ra) (Kang et al., 2008; Odegaard et al., 2007, 2008). Or, les

macrophages M2 préserve les fonctions métabolique et sécrétoire des adipocytes, favorisent la
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réparation tissulaire et I’angiogenese du TA, a I’état sain et au cours d’une perte de poids (Kosteli et
al., 2010; Pini et al., 2016; Satriano, 2004). De plus, les macrophages M2 participent au remodelage
du TA, y compris la clairance des adipocytes morts ou mourants, et le recrutement et la différenciation
des progéniteurs adipocytaires (Lee et al., 2014a). Mais, au cours de I’obésité, I’augmentation de
I’interféron (IFN)-y, principalement secrété par les cellules NK et les Thl, et des produits bactériens
tels que le LPS induit la polarisation des monocytes recrutés en macrophages M1 (Mosser and
Edwards, 2008). Or les macrophages M1 produisent des cytokines pro-inflammatoires telles que le
TNF-a et I’IL-6, expriment I’oxyde nitrique synthase (iNOS) et produisent des espéces réactives de
I’oxygene (ROS) (Gordon, 2003). De plus, il a été montré que I’accumulation de lipides dans les
macrophages du TA contribue a leur polarisation vers un état pro-inflammatoire (Prieur et al., 2011).
Ainsi, il est suggéré les macrophages M2 servent a maintenir I’homéostasie du TA et la sensibilité a
I’insuline, et qu’au cours de I’obésité I’augmentation des macrophages M1 favorisent I’inflammation
et la résistance a I’insuline (Lumeng et al., 2007a; Odegaard and Chawla, 2011; Patsouris et al., 2008;
Shoelson, 2006). Il a également été montré que cette accumulation de M1 dans le TA obese pouvait

contribuer a la stéatose hépatique (Kanda et al., 2006).
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Figure 17 : Conditions de polarisation des macrophages anti-inflammatoires de type M2 et pro-
inflammatoire de type M1

(d’apres : (Biswas and Mantovani, 2010))

(Les monocytes sont polarisés en macrophages M1 pro-inflammatoires en présence d’IFN-y secrété
par les cellules NK et les lymphocytes Thl. Les monocytes sont polarisés en macrophages M2 anti-
inflammatoires en présence d’IL-4, d’IL-13 et d’IL-33 sécrétées par les basophiles, les cellules
lymphoides innées de type 2 et les lymphocytes Th2. FR, récepteur du folate (une vitamine B); GR,
récepteur du galactose; IFN-yR, récepteur de I'lFN-y; IL-1decoyR, récepteur « leurre » de I’'IL-1;
CMH-II, complexe majeur d'histocompatibilité de classe Il; MR, récepteur du mannose; SR, récepteur
scavanger; ST2, récepteur de I'IL-33; RNI, réactifs intermédiaires de l'azote; ROI, réactifs
intermédiaires de I'oxygeéne).

I11.A.1.d. Les macrophages apres perte de poids

Chez I’humain, aprés une perte de poids induite par la chirurgie bariatrique, il a été montré qu’au bout
de trois mois le pourcentage de macrophages du TA sous-cutané diminue de fagon importante, mais ne
revient pas a I’état « mince », et qu’il y a un modulation de leur phénotype. De plus, cette diminution
est associée a une réduction des profils pro-inflammatoires chez les individus obéses (Apovian et al.,
2008; Cancello et al., 2005; Clément et al., 2004; Harman-Boehm et al., 2007). Cependant, d’autres
résultats montrent au contraire une accumulation macrophagique au cours de la phase précoce d’une
perte de poids, probablement en raison de I’augmentation de la lipolyse du TA (Granneman et al.,
2005; Kosteli et al., 2010; Pini et al., 2016), mais contrairement au phénomene observé au cours de

I’obésiteé ou il y a une accumulation chronique et permanente provoquant une inflammation du TA, le
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recrutement est plus faible et transitoire. De plus, lors d’une perte de poids chronique, apres 21 jours
de restriction calorique, il y a une diminution progressive de la lipolyse et du nombre de macrophages
dans le TA avec plus de macrophages M2 (Kosteli et al., 2010). Ainsi, I’afflux transitoire de
macrophages dans le TA peut étre une réponse physiologique saine mais devient pathologique et
inflammatoire si cela devient chronique. En utilisant un modele murin de lipoatrophie inductible, il a
également été montré qu’une apoptose adipocytaire induit I’accumulation rapide de macrophages pour
le remodelage du TA, par les mémes mécanismes que ceux décrits aprés la nécrose adipocytaire
(Pajvani et al., 2005).

Pour finir, chez I’humain il est difficile de distinguer les macrophages M1 et M2. lls ont souvent un
phénotype mixte exprimant a la fois des marqueurs de type M1 et de type M2 et produisant des
cytokines pro- et anti-inflammatoires (Zeyda et al., 2007), ainsi peut étre que seul le nombre de
macrophages joue un réle dans I’inflammation plutét que leur phénotype qui est tres large et
« plastique ».

L’ensemble de ces résultats démontre que les macrophages sont vraisemblablement les cellules
immunitaires majeures de I’homéostasie du TA mais également de I’inflammation chronique et des
comorbidités associés a I’obésité. Cependant, il a été montré que la diminution du nombre de
macrophages dans le TA de souris obéses n’induit pas une restauration compléte de 1’homeéostasie
glucidique et de la sensibilité a I’insuline ce qui suggere que d’autres cellules immunitaires peuvent

avoir un rble dans ce mécanisme.

I1.A.2. Les cellules dendritiques

En tant que cellules présentatrices d’antigenes (CPA) « professionnelles », les cellules dendritiques
(DC) jouent un réle fondamental dans la mise en place de la réponse immunitaire adaptative. En effet,
de nombreuses études montrent que les DC sont a I’origine de la génération de différents types de
réponses Th et de la mise en place de la mémoire immunitaire (Kapsenberg, 2003; Lanzavecchia and
Sallusto, 2000). 1l existe plusieurs sous-types de DC présentes dans les différents tissus et arborant des
caractéristiques fonctionnelles bien distinctes (Ueno et al., 2010). En fonction des signaux activateurs
qu’elles ont recu, différentes réponses Th pourront étre générées (Maldonado-L6pez et al., 1999, 2001;
Pulendran et al., 1999). Or, ces signaux peuvent étre d’origines diverses, dont entre autres les facteurs
inflammatoires présents dans le microenvironnement (Matzinger, 2002; Rescigno, 2002). Les DC sont
donc des acteurs clés de I’immunité innée en favorisant I’accumulation de macrophages dans les sites
inflammatoires et de I’immunité adaptative en présentant des antigenes aux lymphocytes T naifs
permettant ainsi leur différentiation en différentes sous-populations selon I’environnement cytokinique
(Dominguez and Ardavin, 2010; Wu and Liu, 2007).
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Dans le TA, I’identification des DC est compliquée car I’un de leurs antigénes principaux, le CD11c,
est également fortement exprimé par les macrophages pro-inflammatoires M1 (Hashimoto et al.,
2011). Cependant, dans le TA de souris obese il a quand méme été récemment montré une
accumulation d’une population spécifique de cellules dendritiques CD11c"""B220°F4/80"". Cette
population qui exprime le récepteur de la fractalkine, CX3CR1, est capable d’induire in vitro la
différentiation de lymphocytes T naifs en Th17 (Bertola et al., 2012). De plus, le pourcentage de DC
CD103", considérées comme anti-inflammatoires (Jaensson et al., 2008), diminue dans le TA obése.
Une autre étude a montré que les DC du TA obese expriment moins de CD40, CD80, CD86, CMH-I et
CMH-I1I que les DC de la rate, mais qu’elles sécrétent plus d’IL-6, de TGF-B et d’IL-23 et peuvent
induire une différenciation de type Th17 in vitro (Chen et al., 2014). En outre, une étude a démontré
que les DC sont nécessaires pour I’accumulation macrophagique dans le TA et le foie, et que I’absence
de DC améliore la sensibilité a I’insuline (Stefanovic-Racic et al., 2012). Cependant, cette étude est
basée sur le phénotype de souris invalidées pour le ligand de FIt3, or ces souris présentent un défaut de
I’hématopoiese qui peut altérer d’autres cellules immunitaires. De plus, dans cette étude la mutation
induit une résistance a la prise de poids des souris sous HFD, donc il est difficile savoir si les
observations sont dues a un défaut de DC ou a une différence de poids entre les souris (Stefanovic-
Racic et al., 2012). Finalement, une étude a mis en évidence que la délétion du CD11c est bénéfique
pour induire une diminution de I’inflammation dans le TA et de la résistance a I’insuline chez des
souris obéses (Patsouris et al., 2008), mais comme indiqué précédemment cela peut également toucher

les macrophages du TA.

Chez I’humain, trés peu d’études ont été faites. Il a tout de méme été montré que dans le TA sous-
cutané d’individus obéses le nombre de cellules DC (CD11c*CD1c") corréle positivement avec I’IMC

et la résistance a I’insuline (Bertola et al., 2012).

Finalement, il semble trés important de réaliser de nouvelles études des DC dans le TA au cours de

I’obésité car elles jouent un réle essentiel dans I’immunité innée et I’'immunité adaptative.

I11.A.3. Les granulocytes

Les granulocytes, appelés autrefois polynucléaires, sont des leucocytes qualifiés de « non spécifiques
» dans la mesure ou ils ne sont pas dirigés contre un seul antigene. Il existe trois types de
granulocytes : les neutrophiles, les basophiles et les éosinophiles. Cette dénomination est basée sur
leur affinité a absorber des colorants neutres, basiques, ou acides a base d’éosine. Si actuellement
aucune étude ne semble impliquer les basophiles dans I’inflammation du TA, par contre les
neutrophiles et les éosinophiles ont été détectés dans le TA et sont impliqués dans la régulation de son

inflammation.
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IV.A.3.a. Les eosinophiles

Les éosinophiles sont les premiers effecteurs de la défense immunitaire contre les infections
parasitaires (Guigas and Molofsky, 2015). Pour cela, elles s’attaquent aux parasites de I’organisme
sans les phagocyter, mais se fixent dessus et déversent leurs granules enzymatiques. Elles jouent
également un rdle trés important dans les réactions allergiques (Rosenberg et al., 2013; Stone et al.,
2010). Les éosinophiles circulent dans un état immature et infiltrent les tissus spécifiques de
I’inflammation, ou leur activation se fait par I’IL-3, I’IL-5 et le GM-CSF. Elles sont des médiateurs
importants de I’immunité de type Th2 anti-inflammatoire. Pour cela, elles produisent une grande
variété de cytokines telles que I’IL4, I’IL10 et I’IL13 qui participent & la polarisation des macrophages
anti-inflammatoires M2 et a la différenciation des lymphocytes anti-inflammatoires Th2 (Spencer and
Weller, 2010; Stone et al., 2010). Les éosinophiles sécretent également de nombreuses autres

cytokines, chimiokines et FGs (Davoine and Lacy, 2014).

Chez la souris, il a été montré que le nombre d’éosinophiles est diminué dans le TA obéese (Wu et al.,
2011). En outre, en dépit du faible nombre d’éosinophiles dans le TA murin (environ 20 000/g), en
utilisant un gene rapporteur GFP (Green Fluorescent Protein) sur le promoteur de I’IL-4, il a été
démontré que 90 % de I’IL-4 produit par le TA mince provient des éosinophiles (Wu et al., 2011).
Ainsi, dans le TA mince, les éosinophiles peuvent induire une polarisation des macrophages M2 par
une forte sécrétion d’IL-4 et d’IL-13, mais au cours de I’obésité ce phénomene est altéré. De plus,
I’induction d’une augmentation d’éosinophiles dans le TA obese, par une infection parasitaire, induit
une amélioration de la tolérance au glucose (Wu et al., 2011). En outre, il a été démontré que I’IL-4
induit une amélioration de la sensibilité a I’insuline. En effet, la suppression de STAT6 qui régule
I’IL-4 induit une résistance a I’insuline, alors que I’injection d’IL-4 au niveau systémique induit une
diminution de I’inflammation et de la résistance a I’insuline dans le TA de souris obéses (Ricardo-
Gonzalez et al., 2010). Il a également été montré qu’une délétion du CCR2 pouvait induire une
accumulation accrue d’éosinophiles spécifiquement dans la cavité péritonéale et dans le TA de souris
obése, dont certaines étaient présentes au niveau des CLSs. De plus, leur nombre corréle positivement
avec les macrophages M2, I’expression de Foxp3 et de cytokines anti-inflammatoires de type Th2
telles que IL-4, IL-5 et IL-13 (Bolus et al., 2015). Finalement, il a récemment été montré que les
éosinophiles peuvent jouer un role dans le développement du TA beige (Qiu et al., 2014; Rao et al.,
2014), qui est un TA capable de dissiper I’énergie au lieu de la stocker grace a I’expression de la

protéine découplante UCP1 dans des adipocytes particuliers.

Cependant, chez I’humain, aucune étude n’a encore mis en évidence la présence d’éosinophiles dans le
TA. Au niveau circulant, une étude a montré une corrélation positive entre le nombre d’éosinophiles et
certains marqueurs du DT2 (Fukui et al., 2009), tandis qu’une autre étude observe I’inverse (Zhu et al.,
2013).
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Finalement, les éosinophiles s’avérent étre une cible thérapeutique intéressante de par leur capacité a
diminuer la réponse inflammatoire permettant ainsi une amélioration de I’inflammation du TA et de la

sensibilité a I’insuline. Cependant tout reste a découvrir chez I’humain.

I11.A.3.b. Les neutrophiles

Les neutrophiles sont des cellules phagocytaires qui constituent 60 a 70 % des leucocytes sanguins
chez I’humain. lls sont rapidement recrutés dans les tissus infectés mais meurent rapidement aprés
avoir phagocyté quelques agents pathogenes car ils ne sont pas en mesure de renouveler leurs
lysosomes (Pillay et al., 2010). Ainsi, ils sont considérés comme le premier type de cellules effectrices
dans les réponses inflammatoires aigués (Pham, 2006). Or, a la différence des éosinophiles, ils sont
plutbt impliqués dans les réponses immunitaires de type Thl antibactériennes en sécrétant de
nombreuses cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I’IL-1B et CCL2
(Amulic et al., 2012; Mantovani et al., 2011).

Le nombre de neutrophiles augmente dans le TA de souris obéses trés précocement, seulement 3 jours
aprés le début du régime, avant méme celui des macrophages (Elgazar-Carmon et al., 2008; Talukdar
et al., 2012). La premiére étude a montré que I’infiltration des neutrophiles était transitoire, de I’ordre
de quelques jours (Elgazar-Carmon et al., 2008), mais une étude plus récente n’a pas confirmé ce
résultat et a plutbt observé une accumulation sur le long terme, comme I’accumulation macrophagique
(Talukdar et al., 2012). Cette étude a également mis en évidence que les neutrophiles induisent une
inflammation et une résistance a I’insuline principalement par leur sécrétion d’élastase. En effet, les
souris HFD traitées avec un inhibiteur de I’élastase ou délétées pour I’élastase ont une amélioration de
I’inflammation et de la sensibilité a I’insuline (Talukdar et al., 2012). Cela passerait encore par une

activation du TLR4 et une induction de la polarisation des ML1.

Chez I’humain, les études sont principalement basées sur des marqueurs systémiques. En effet, il a été
montré que la concentration plasmatiqgue de facteurs dérivés des neutrophiles, comme la
myélopéroxidase et la calprotectine, ainsi que le nombre de neutrophiles activés, marqués par le
CD66b, sont augmentés chez les individus obéses (Nijhuis et al., 2009). Cependant, il n’a pas été
trouvé d’augmentation du nombre de cellules positives pour la myélopéroxidase dans le TA
d’individus obéses. De plus, il a aussi été démontré que I’augmentation de la sécrétion de CXCL2 dans
le TA obese pouvait stimuler I’adhésion des neutrophiles sur les cellules endothéliales du TA et

contribuer a leur état inflammatoire au cours de I’obésité (Rouault et al., 2013).

Finalement, bien que les neutrophiles semblent étre impliqués dans I’inflammation et la résistance a

I’insuline dans le TA au cours de I’obésité, il faut encore confirmer ces résultats chez I’humain.
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IH1A.4. Les mastocytes

Les mastocytes sont des cellules abondantes dans les barrieres telles que la peau et les muqueuses, et
sont un des premiers effecteurs contre les agents pathogénes en raison de leur capacité de
dégranulation rapide (Bischoff, 2007). Les mastocytes sont ainsi impliqués dans les réactions de
défense contre les infections bactériennes et parasitaires, mais leur activation incontrélée contribue de
maniére significative au développement de I’asthme, d’allergies et de I’anaphylaxie (Galli et al.,
2005). Pour cela, les mastocytes activés sécrétent un large spectre de médiateurs inflammatoires tels
que I’histamine, I’héparine, le TNF-a, I’IL-6 mais également des cytokines anti-inflammatoires telles
que I’IL- 4 et I’1L-10 (Abraham and St John, 2010; VVoehringer, 2013).

Dans le TA des souris obéses, le nombre de mastocytes est augmenté (Altintas et al., 2011; Liu et al.,
2009). Or, des souris sous HFD dépourvues de mastocytes ont une diminution de la prise de poids, une
amélioration de I’inflammation et de la sensibilité a I’insuline dans le TA, ainsi qu’une diminution des
risques cardiovasculaires (Liu et al., 2009; Xu and Shi, 2012). Parmi les divers médiateurs produits par
les mastocytes, I’l1L-6 et I’IFN-y semblent jouer un réle majeur dans I’induction de I’inflammation et

des comorbidités associées a I’insuline (Liu, et al., 2009).

Chez I’humain, une étude a montré une corrélation entre le nombre de mastocytes et plusieurs
caractéristiques du TA obése telles que la fibrose, I’accumulation macrophagique et I’inflammation.
De plus, le nombre de mastocytes est augmenté dans le TA d’individus obeses DT2 comparé au TA

d’individus minces et obéses (Divoux et al., 2012).

Finalement, bien que nécessitant des études supplémentaires, surtout chez I’humain, il semblerait que
les mastocytes induisent une résistance a I’insuline de facon indirecte en influencant I’adiposité plut6t

qu’en régulant directement I’inflammation.

I11.A.5. Les cellules lymphoides innées

Les cellules lymphoides innées (ILC) sont des cellules de la lignée lymphoide mais n’ayant pas de
specialité antigénique. Inconnues jusqu’a peu, elles sont classées selon leurs facteurs de transcriptions,
leur profil cytokinique et certains marqueurs de surface (Artis and Spits, 2015; Walker et al., 2013). Il
en existe 4 groupes. Le premier groupe comprend les cellules effectrices innées avec une activité
cytotoxique, les cellules NK. Le deuxieme groupe comprend les ILC1 qui sécrétent de I’IFN-y. Le
troisieme groupe est composé d’ILC2 qui sont définies par leur sécrétion cytokinique de type Th2
telles que I’1L-4, I’IL-5 et I’IL-13 ainsi que le facteur de transcription GATAS3. Le quatrieme groupe
inclue les ILC3 et les cellules inductrices de tissu lymphoide (LTi). Les ILC3 expriment le récepteur
d’activité des cellules NK, le NKp46 et le facteur de transcription RORyt. Mais au contraire des ILC1
elles ne produisent pas de médiateurs cytotoxiques. Elles sont principalement présentes dans les
mugueuses et I’intestin. Les ILC3 et les LTi sécretent de I’lL-17A et de I’IL-22 (Lanier, 2013; Spits et
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al., 2013). Finalement, les différents sous-types d’ILC représentent les différentes sous-populations de
lymphocytes T CD8" et CD4" effecteurs.

Pour PI’instant seules les cellules NK et les ILC2 ont été récemment décrites dans la régulation de

I’inflammation du TA.

IV.A5.a. Les cellules ILC2

Il a été montré que les ILC2 sont essentielles & I’homéostasie du TA mais que leur nombre diminue
dans le TA obése (Brestoff et al., 2015; Molofsky et al., 2013; Moro et al., 2010). En effet, elles
produisent les cytokines IL-5 et IL-13 qui permettent le recrutement des éosinophiles et la polarisation
des monocytes en macrophages M2 (Molofsky et al., 2013; Wu et al., 2011). Il a également été montré
que le traitement de souris obeses par I’1L-25 induit I’augmentation du nombre d’ILC2 dans le TA
ayant pour conséquences une perte de poids et une amélioration de la tolérance au glucose (Hams et
al., 2013). De plus, dans certaines conditions, I’lL-33, qui diminue dans le TA obese, peut également
induire les ILC2, puis le recrutement d’éosinophiles (Hashiguchi et al., 2015; Molofsky et al., 2015).
En outre, elles ont été récemment décrites comme jouant un rdle important dans I’induction du TA
beige (Brestoff et al., 2015; Lee et al., 2015).

Chez I’humain, il a également été mis en évidence une diminution du pourcentage d’ILC2 dans le TA
d’individus obéses (Brestoff et al., 2015).

Finalement, les ILC2 seraient importantes pour [’homéostasie du TA en induisant un
microenvironnement anti-inflammatoire et une activation de la dépense énergétique, ce qui limiterait

I’obésité. Cependant trés peu de données fonctionnelles existent chez I’humain.

I11.A.5.b. Les cellules NK

Les cellules « tueuses naturelles » (NK) sont des cellules sentinelles de I’organisme a la recherche de
cellules infectées, transformées ou stressées. Elles expriment de nombreux récepteurs activateurs et
inhibiteurs afin de détecter des différents signes de cytopathologie, tout en assurant la tolérance du
«soi » (Vivier et al., 2011). La diminution du CMH-I ou la surexpression de ligands du stress sur les
cellules cibles stimulent la sécrétion d’IFN-y et/ou 1’activité cytotoxique des cellules NK (Shi et al.,
2011). Elles jouent notamment un rdle important dans la défense immunitaire contre I’infection de la
grippe (Gazit et al., 2006), mais également dans des maladies auto-immunes telles que le diabéte de
type 1 (Gur et al., 2010). De plus, dans les tissus infectés, I’IFN-y dérivé des cellules NK est
indispensable & la polarisation des macrophages M1 (Goldszmid et al., 2012), et la polarisation des
macrophages in vitro par I’IFN-y induit un phénotype similaire a celui des macrophages M1 du TA
(Han et al., 2013).

Chez la souris, il est clairement établi que les cellules NK jouent un réle pathologique au cours de

I’obésité. En effet, leur nombre et leur activation augmentent tres rapidement aprés un régime HFD et
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leur production accrue d’IFN-y et de TNF-a induit une polarisation des macrophages de type M1,
entrainant une inflammation et une résistance a I’insuline (Lee et al., 2016; Wensveen et al., 2015). De
plus, leur déplétion est bénéfique car cela induit une diminution de I’infiltration monocytaire, de
I’inflammation du TA et de la résistance a I’insuline chez des souris obéses (Lee et al., 2016;
O’Rourke et al., 2014; Wensveen et al., 2015). Finalement, I’inhibition de I’IFN-y réduit le
développement d’une résistance a I’insuline associée a I’obésité (Rocha et al., 2008; Wong et al.,
2011).

Chez I’humain en revanche, bien que le nombre de NK et leur cytotoxicité augmentent dans le sang
des individus obéses (Basu et al., 2009; Ferlazzo et al., 2004), leur nombre ne change pas dans le TA
(Duffaut et al., 2009b). Il a toutefois été montré qu’elles pouvaient avoir un phénotype plus
inflammatoire avec I’augmentation de I’expression du récepteur activateur NKG2D (O’Rourke et al.,
2013), mais ce résultat n’a pas été confirmé dans une autre étude (Wensveen et al., 2015). En outre, au
niveau systémique, une récente étude a mis en évidence que I’obésité est associée a I’augmentation de
I’activation des cellules NK mesurée par les niveaux de CD69 et de granzyme B. Cependant, les
cellules NK des individus obéses ont une incapacité a répondre a une infection et a éliminer des
cellules tumorales, slrement en raison de leur activation chronique (Viel et al., 2016). Cela pourrait
contribuer a la déficience des individus obéses a monter une réponse immunitaire adéquate face aux

pathogénes ou aux tumeurs.

Finalement, chez la souris, les cellules NK augmentent dans le TA au cours de I’obésité et induisent
une polarisation des macrophages M1 via une sécretion accrue de I’IFN-y, ce qui entraine une
inflammation chronique et une résistance a I’insuline. Cependant, ces résultats restent a confirmer chez

I’humain.
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I11.B. Les lymphocytes T entre immunité innée et immunité adaptative

Trois sous-ensembles de lymphocytes T représentent un pont entre I’immunité innée et adaptative : les
lymphocytes NKT, les lymphocytes Tyd et les cellules T invariantes associées aux mugqueuses
(MAIT). En effet, ces trois types cellulaires expriment le récepteur des cellules T (TCR), mais leur
répertoire TCR est limité ou méme unique, ce qui restreint leur reconnaissance antigénique. Or, des
données récentes font état de leur implication dans I’homéostasie et I’ inflammation du TA au cours de

I’obésité.

111.B.1. Les lymphocytes NKT

Il a été proposé une classification des lymphocytes NKT en trois groupes, les NKT de type 1 ou
invariants, les NKT de type 2 ou non classiques, et les NKT-like qui sont moins bien décrits (Godfrey
et al., 2004). La sous-population de NKT invariants (iNKT) est la mieux décrite dans le TA. Ces
lymphocytes iNKT expriment une chaine alpha du TCR semi-invariante, ainsi ils ne reconnaissent pas
des complexes CMH/peptides, mais des lipides et glycolipides présentés par la molécule CD1d
(Beckman et al., 1994; Brigl and Brenner, 2004). De plus, ils peuvent induire des réponses
immunitaires pro- et anti-inflammatoires par leur aptitude a sécréter de grandes quantités d’IFN-y et
d’IL-4 en fonction du microenvironnement tissulaire (Berzins et al., 2011; Godfrey and Rossjohn,
2011).

Le rble exact des cellules iINKT dans I’inflammation et la résistance a I’insuline du TA induite par
I’obésité n’est pas encore trés clair. En effet, I’étude de la déplétion des cellules INKT dans des souris
HFD a donné des résultats contradictoires, cela induit soit une amélioration (Ohmura et al., 2010;
Satoh et al., 2012; Wu et al., 2012), soit pas d’effets (Kotas et al., 2011; Mantell et al., 2011), soit une
aggravation (Ji et al., 2012a, 2012b; Lynch et al., 2012; Schipper et al., 2012) de I’inflammation et de

la résistance a I’insuline comparés aux souris contréles.

Chez I’humain, il y a moins de lymphocytes iNKT et d’expression du CD1d dans le TA obése. De plus
le nombre de lymphocytes iNKT corréle négativement avec la résistance a I’insuline et la glycémie a
jeun (Ji et al,. 2012a; Lynch et al., 2009).

Finalement, certaines études tendent & montrer un effet protecteur des lymphocytes iNKT concernant
I’obésité et ses consequences métaboliques, mais il faut encore développer des analyses fonctionnelles
car la plupart de ces résultats sont obtenus & partir de modéles murins déficients en lymphocytes iNKT,

a savoir les souris CD1d™ et Jul8™", et certains résultats sont contradictoires.

111.B.2. Les lymphocytes Tyé
Les LTyd, qui représentent moins de 2 % des lymphocytes, possédent le TCR mais n’expriment
généralement pas les co-récepteurs CD4 et CD8 associés. Leur TCR est composé de deux chaines

protéiques vy et & par opposition au TCR des LT dits conventionnels qui est constitué des chaines a et 3.
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Le répertoire TCR est également plus restreint que le TCRaf. Comme les LT CD4", ils peuvent avoir
des programmes transcriptionnels distincts, de type « y3-T1 » ils expriment le facteur Thet et sécrétent
de I’IFN-y, de type « y3-T1 » ils expriment le RORyt et sécrétent de I’IL-17 (Korn and Petermann,
2012). Ainsi, il existe un grand nombre de sous-types de LTyd qui sont en majorité localisés dans les
épithéliums des muqueuses digestive et respiratoire jouant un réle crucial dans la mise en place de la
réponse immunitaire mais également dans les maladies auto-immunitaires (Chien et al., 2014,
Vantourout and Hayday, 2013).

Dans le TA murin, une étude a mis en évidence une augmentation des LTyo (Caspar-Bauguil et al.,
2005). Plus récemment, une autre étude a confirmé cette augmentation des LTyd et a montré qu’ils
sont la principale source de I’lL-17 dans le TA chez la souris. Ainsi, ils peuvent induire une
inflammation, diminuer I’adipogenése et altérer le métabolisme adipocytaire dans le TA obése (Zufiiga
et al., 2010). Une autre étude montre également un réle inflammatoire et insulinorésistant des LTyd
dans le TA obese en induisant une augmentation de CCL2, IL-6 et TNF-a (Mehta et al., 2015).

Finalement, les LTyd semblent étre impliqués dans I’inflammation du TA, mais de nombreuses
analyses restent a faire, notamment chez I’humain qui ont trés peu de LTyd dans leur TA et ou aucune

étude fonctionnelle n’a été faite.

111.B.3. Les cellules MAIT

Les cellules T invariantes associées aux muqueuses (MAIT) sont un sous-type de lymphocytes
récemment décrit. Elles se trouvent dans le sang périphérique, la muqueuse intestinale et
abondamment dans le foie (Dusseaux et al., 2011; Le Bourhis et al., 2011). Comme les lymphocytes
iNKT, elles expriment une chaine o semi-invariante du TCR et sont restreintes au CMH-I MR1
(Treiner et al., 2003). Elles peuvent produire de I’IFN-y, du granzyme B et de I’1L-17 (Dusseaux et al.,
2011), et sont impliquées dans I’immunité antibactérienne (Leeansyah et al., 2014; Ussher et al.,
2014).

Chez I’humain, une récente étude a montré que malgré une diminution de leur pourcentage, les MAIT
circulantes des individus obéses sécrétent plus de molécules pro-inflammatoires. De plus, bien que le
pourcentage de MAIT soit inchangé dans le TA obeése, elles sécrétent plus d’IL-17 comparé aux MAIT
du TA d’individus minces (Magalhaes et al., 2015a, 2015b).

Finalement, les MAIT semblent étre impliquées dans I’inflammation du TA obése humain, mais cette
population représente un trés faible pourcentage des cellules du TA (2 % des CD3'CD4) et suit la «
tendance » des autres types de LT conventionnels. De plus, pour une fois, aucune étude n’a encore été

faite dans des modéles murins.
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I11.C. Les cellules de Pimmunité adaptative

Les leucocytes du systeme immunitaire adaptatif sont nommés les lymphocytes. En termes de
structure et de fonction, on distingue deux grandes lignées lymphocytaires différentes, les lymphocytes
B (LB) et les lymphocytes T (LT). De plus, on distingue également deux types de LT, les LT CD8"

cytotoxiques et les LT CD4" auxiliaires.

I11.C.1. Les lymphocytes B

Les LB sont responsables de I’immunité humorale et produisent des protéines de la famille des
immunoglobulines (lgs) appelées anticorps. D’abord leur maturation a lieu dans la moelle osseuse,
puis une fois stimulés par un antigene ils se transforment en plasmocytes. Ainsi, un plasmocyte peut
produire jusqu’a 5 000 anticorps par seconde afin de neutraliser spécifiqguement I’antigene activateur.
Ils peuvent également servir de cellules présentatrices d’antigenes (CPA) et sécréter différentes
cytokines (Cooper, 2015). De ce fait, ils jouent un réle primordial dans I’élimination des agents
pathogenes et des certaines maladies auto-immunitaires (LeBien and Tedder, 2008). Cependant, il
existe différents sous-types de LB, comme les LB régulateurs (Breg) qui régulent la tolérance

immunitaire et attenue les réponses inflammatoires excessives (Mauri and Bosma, 2012).

Les LB sont augmentés dans le TA obese et jouent un rble délétére pro-inflammatoire et
insulinorésistant. Cela est d0 a leur profil de sécrétion et I’activation des LT (DeFuria et al., 2013),
mais également en raison de leur production pathologique d’immunoglobulines, principalement
d’1gG2b (Winer et al., 2011). De plus, certaines études ont montré que leur accumulation dans le TA
de souris sous HFD arrive avant celle des LT mais apreés celle des macrophages (Duffaut et al., 2009b;
Winer et al., 2011). Il a également été montré que les LB et les Igs peuvent étre accumulés au niveau
des CLSs (Winer et al,. 2011). De plus, cette méme étude démontre que les souris sous HFD
déficientes en LB (B™") ont une amélioration de I’inflammation, de la tolérance au glucose et de la
sensibilité a I’insuline au niveau du TA. Or, en injectant des LB ou des Igs de souris « sauvages »
obéses dans les souris B™" il y avait une « restauration » du phénotype pathologique, mais pas si cela
était fait dans des souris obéses déficientes en lymphocytes totaux (RAG1™). Ainsi, le role
pathologique passe essentiellement par I’activation des LT. Finalement, un traitement par
immunothérapie anti-CD20, qui est I’un des marqueurs principaux des LB, améliore I’inflammation et
les paramétres métaboliques des souris sous HFD. Bien qu’il ressorte clairement de cette étude que les
Igs peuvent favoriser la résistance a I’insuline dans des souris HFD, peut-étre en induisant une mort
adipocytaire ou en inhibant la signalisation a I’insuline, leur réle dans les événements précurseurs sont
plus contestables car il a été montré que les souris B™" présentent également des altérations dans la
population de LT (Baumgarth et al., 2000; Ngo et al., 2001).

Chez I’humain, en revanche il existe trés peu de données sur la variation et le r6le des LB au sein du

TA au cours de I’obésité. Une étude a montré la présence de LB dans les CLSs (McDonnell et al.,
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2012), pourtant leur nombre est extrémement faible (Duffaut et al., 2009a). Il a également été observé
que la résistance a l'insuline chez les individus obéses est liée a des auto-anticorps dirigés contre un

profil spécifique d’auto-antigénes au niveau sanguin (Winer et al., 2011).

Finalement, les LB semblent étre impliqués dans I’inflammation et la résistance a I’insuline du TA au
cours de I’obésité. Cependant, d’autres études doivent étre effectuées chez I’humain pour élucider le

réle des LB dans la physiopathologie du TA et notamment I’existence d’anticorps auto-immuns.

111.C.2. Les lymphocytes T CD8"

Les LT de type CD8", exprimant le co-récepteur CD8 sur leur TCR, sont dits cytotoxiques. En effet,
aprés maturation dans le thymus (Koch and Radtke, 2011), et activation par un antigéne pathogene, les
LT CD8" peuvent tuer des cellules infectées. Pour cela ils utilisent des fonctions cytotoxiques et non
cytotoxiques. La molécule perforine va perforer la membrane plasmique puis la granzyme B va induire
une cytotoxicité cellulaire. De plus, les LT CD8" expriment le ligand Fas (CD95L) qui va induire une
apoptose en présence de Fas sur la cellule infectée. Finalement ils sécrétent des cytokines pro-
inflammatoires telles que I’IFN-y et le TNF-o. qui vont amplifier la réponse immunitaire, des LT CD4"
par exemple (Bevan, 2004). Ainsi, les LT CD8" jouent ainsi un réle crucial dans la défense
immunitaire contre les infections intracellulaires virales, bactériennes et parasitaires (Zhang and
Bevan, 2011). lls ont également un réle important dans la mémoire immunologique (Harty and
Badovinac, 2008). Généralement les LT CD8" expriment le facteur de transcription Tbet qui induit la
sécrétion de I’IFN-y, cependant des sous-populations ont été récemment décrits comme des LT CD8"
sécrétant de I’IL-17 (Tc17) ou des LT CD8" régulateurs (Cox et al., 2011).

Chez la souris, il a été clairement mis en évidence une augmentation du pourcentage de LT CD8" dans
le TA au cours de I’obésité (Rausch et al., 2008) pouvant induire une inflammation et une résistance a
I’insuline (Nishimura et al,. 2009). Cette accumulation de LT CD8" a lieu avant celle des macrophages
et des LT CD8" sont présents au niveau des CLSs, ce qui peut potentiellement induire la polarisation
des macrophages M1. De plus, dans les souris HFD, la déplétion des LT CD8", par un anti-CD8, ou
dans des souris transgéniques CD8a”, induit I’amélioration de I’inflammation et des paramétres
métaboliques, qui sont restaurés aprés un transfert adoptif de LT CD8". Mais étonnamment, le déficit
des LT CD8" ne prévient pas complétement le phénotype de résistance a I’insuline, de plus le transfert
adoptif de LT CD8" dans des souris Rag” (sans lymphocytes) sous HFD n’aggrave pas la résistance a
I’insuline préexistant, ce qui suggere que d’autres facteurs ou d’autres cellules immunitaires sont
nécessaires pour induire pleinement le role pathologique des LT CD8" (Nishimura et al., 2009; Winer
et al., 2009a). Une autre étude a également montré I’augmentation des cytokines pro-inflammatoires
par les LT CD8" infiltrant le TA obeése, et de plus ils ont un répertoire TCR restreint comparé a ceux
de la rate suggérant qu’ils sont spécifiques pour un ou des antigénes encore inconnus (Yang et al.,
2010).
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Finalement, ces données indiquent que les LT CD8" sont nécessaires a I’initiation, la propagation et la
maintenance de I’inflammation du TA obése. Cependant, leur fonction principalement de cytotoxicité
n’est pas encore élucidée dans le TA obése. De plus, il n’y a aucune donnée permettant d’impliquer
une pathogénicité des LT CD8" dans I’obésité humaine.

111.C.3. Les lymphocytes T CD4"

I11.C.3.a. Activation et polarisation des sous-populations de lymphocytes T CD4*

Les LT CD4", qui expriment le co-récepteur CD4 sur leur TCR, sont des intermédiaires de la réponse
immunitaire, ils sont dits auxiliaires (« h» pour helpers). En effet, ils peuvent proliférer aprés un
contact avec un antigene présenté par une CPA afin d’activer d’autres types de cellulaires qui agiront
de maniére plus directe sur les pathogénes. Ainsi, Les LT CD4" régulent d’autres fonctions
lymphocytaires, comme la prolifération clonale et la différenciation des LT CD8" en cellules
cytotoxiques et des LB en plasmocytes (Zhu and Paul, 2008). Apres leur maturation dans le thymus,
les LT dits naifs doivent subir une série d’événements afin d’acquérir leurs fonctions effectrices. Cela
passe par trois signaux lors de leur interaction avec une CPA. Tout d’abord I’engagement du TCR sur
le complexe CMH-Il/peptide antigénique présent a la surface de la CPA (signal 1), ensuite la
costimulation de différentes molécules présentes a la membrane des deux cellules (signal 2), enfin la
présence de certaines cytokines spécifiques (signal 3) (Figure 18). Ces trois signaux vont conduire a

I’activation, la prolifération et la différenciation des LT CD4" (Kapsenberg, 2003).

De plus, les cytokines sécrétées par les deux cellules en interaction, plus les cytokines présentes dans
le microenvironnement, vont influencer la polarisation des LT CD4". En effet, il existe différentes
sous-populations de LT CD4", caractérisées par leurs facteurs de transcriptions, leurs marqueurs de
surface, et leur sécrétion cytokinique. Toutes ces caractéristiques distinctes vont déterminer les

principales fonctions immunes de ces cellules (Figure 19).
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Figure 18 : Les trois signaux nécessaires a I’activation et la différentiation de lymphocytes T
CD4" auxiliaires, ici exemple Thl et Th2

(D’apres : (Kapsenberg, 2003))

(Un LT naif doit subir une série d’événements afin d’acquérir ses fonctions effectrices. Tout d’abord,
le signal 1 est le signal spécifique de 1’antigéne via I’engagement du TCR sur le complexe CMH-
I1/peptide antigénique présent a la surface d’une CPA (ici une DC). Ensuite, le signal 2 est le signal de
costimulation de différentes molécules présentes sur le LT naif, principalement du CD28 dont le
déclenchement est médié par son interaction avec les molécules CD80/CD86 exprimées par la DC
ayant préalablement internalisée des PAMPs (motifs moléculaires associés aux pathogenes) via ses
PPRs (récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires). Enfin, le signal 3 est le signal de
polarisation qui est médié par différents facteurs solubles ou membranaires, tels que I’'IL-12 ou I’'IL-4
qui favorisent le développement des Thl ou des Th2 respectivement. Pour une expression optimale de
chaque profil de LTh, il est souvent nécessaire d’avoir une stimulation par rétroaction du CD40L
(ligand du récepteur CD40) qui est exprimée sur les LT aprés 1’activation des signaux 1 et 2. TNF-B,
facteur de nécrose tumorale-p).
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Figure 19 : Différenciations et fonctions immunes des principales sous-populations de
lymphocytes T CD4" auxiliaires

(D’aprés : (Di Cesare et al., 2009))

(Les cytokines présentes dans le microenvironnement, vont influencer la polarisation des LT CD4". En
effet, il existe différentes sous-populations de LT CD4", caractérisées par leurs facteurs de
transcriptions, leurs marqueurs de surface, et leur sécrétion cytokinique. Toutes ces caractéristiques
distinctes vont déterminer les principales fonctions immunes de ces cellules).

Lymphocytes T CD4" mémoires centraux
Durant I’interaction LT CD4" naif/CPA, I’intégration de plusieurs signaux détermine donc la qualité
de la réponse immunitaire mise en ceuvre. Ainsi ces paramétres définissent non seulement le sous-type
de lymphocytes, mais aussi I’ampleur de I’expansion clonale et la proportion de cellules effectrices ou
mémoires générées (Lanzavecchia and Sallusto, 2000). Seulement une faible fraction de cellules ayant
proliféré lors de la réponse immunitaire se maintient en tant que cellules mémoires. L’analyse de
différents marqueurs de surface a été particulierement utile pour déterminer les hétérogénéités
fonctionnelles qu’il existe au sein des LT CD4" mémoires humaines. En effet, I’expression combinée
de molécules d’adhésion et de récepteurs aux chimiokines confére aux cellules leur propriétés de

migration et de localisation dans les différents tissus du corps humain (Sallusto et al., 1999, 2000).
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Ainsi I’utilisation combinée des marqueurs suivants CD3, CD4, CD62L (ou CCR7), CD45RA est
suffisante pour discriminer les LT CD4" naifs (CD62L'CD45RA"), effecteurs (CD62L CD45RA"),
centraux mémoires (CM : CD62L"CD45RA) et effecteurs mémoires (EM : CD62L CD45RA") dans
un échantillon de sang périphérique humain.

111.C.3.b. Les lymphocytes Th2

Les LT CD4" naifs sont polarisés en Th2 en présence d’IL-2 et d’IL-4, ils expriment les facteurs de
transcriptions GATAS3 et STATS, et sécrétent principalement des cytokines connues pour étre anti-
inflammatoires telles que I’IL-4, I’IL-5, I’IL-13 et I’IL-25. IIs favorisent ainsi un microenvironnement
cytokinique pour leur propre polarisation et celle des macrophages M2. Finalement les Th2 limite
I’inflammation aigué et chronique, ce qui est cohérent avec I’accumulation de ces cellules a des stades

tardifs de la réponse immunitaire (Zhu and Paul, 2008).

Dans le TA des souris HFD, il a été montré que la proportion des Th2 diminue ainsi que I’expression
de I’lL-4 (Deiuliis et al., 2011; Strissel et al., 2010; Winer et al., 2009a). Dans leur étude, Winer et ses
collégues ont utilisé des souris Ragl™, c’est-a-dire sans lymphocytes. Or, ces souris sous HFD ont une
prise de poids, une hypertrophie adipocytaire, une intolérance au glucose et une résistance a I’insuline
plus élevées que les souris sauvages, suggérant un réle protecteur dans lymphocytes dans I’obésité. De
plus, le transfert de LT CD4" dans ces souris induit une augmentation de I’lL-4 et de I’IL-13 ainsi
qu’une amélioration de la sensibilité a I’insuline. Par contre, le transfert de LT CD4" STAT6" ne
reproduit pas ces effets bénéfiques sur le métabolisme, suggérant qu’ils passent par les Th2. Une autre
étude a également montré que des souris obéses traitées par de I’lL-4 ont une diminution de
I’inflammation du TA viscéral et une amélioration de la tolérance au glucose (Ricardo-Gonzalez et al.,
2010). Finalement, de fagon intéressante, grace a des souris IL-4-GFP, il a été montré que la source
majeure d’IL-4 dans le TA viscéral ne provient pas de Th2 mais provient des éosinophiles (Wu et al,.
2011).

Chez I’humain, les résultats sont seulement basés sur de I’expression génique et sont contradictoires.
En effet, le facteur de transcription GATA est diminué dans le TA viscéral des individus obeses dans

une étude (Deiuliis et al., 2011) et au contraire augmenté dans une autre (Zeyda et al., 2011a).

Ainsi, jusqu’a présent, les résultats sur le réle des Th2 dans le TA au cours de I’obésité sont peu
nombreux et contradictoires chez I’humain. Cependant, les Th2 et leur sécrétion d’IL-4 peuvent
induire une homéostasie tissulaire et un microenvironnement anti-inflammatoire, ce qui pourrait

contribuer & augmenter la sensibilité a I’insuline.

I11.C.3.c. Les lymphocytes T régulateurs
Les LT régulateurs (Tregs) sont une sous-population des LT CD4" impliqués dans I’homéostasie

lymphoide, la tolérance du « soi », et le contréle des maladies auto-immunes. Les Tregs peuvent étre
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de deux origines: d’une part, les Tregs « naturels » (nTregs) générés au cours de la maturation
thymique des LT effecteurs et d’autre part, les Tregs « inductibles » (iTregs) générés lors de la
polarisation de LT CD4" naifs (Josefowicz et al., 2012). En effet, les LT CD4" naifs peuvent étre
polarisés en iTregs en présence d’IL-2 et de TGF-p, ils expriment le facteur de transcriptions Foxp3 et
sécrétent principalement des cytokines connues pour étre anti-inflammatoires et immunorégulatrices
telles que I’IL-10 et le TGF-B (Vignali et al., 2008) . Ainsi, une déficience en Tregs a été impliquée
dans de nombreuses maladies auto-immunes (Dejaco et al., 2006), et au contraire un nombre élevé de

Tregs est délétére pour I’immunité anti-tumorale (Mougiakakos et al., 2010).

Chez la souris mince, il a été montré que le TA viscéral contient un grand nombre de Tregs Foxp3™IL-
10", représentant 40 a 50 % du compartiment des LT CD4" (Feuerer et al., 2009). Or, cette fraction de
Tregs est plus importante que celles retrouvées dans le TA sous-cutané, le foie, les poumons, mais
également que celles de la rate et des ganglions lymphatiques. De plus, la proportion de Tregs du TA
viscéral augmente ave I’age suggérant un role trés spécifique de cette population dans I’homéostasie
du TA chez la souris mince. Cependant, au cours de I’obésité le pourcentage de Tregs diminue
drastiquement, d’environ 75 %, dans le TA viscéral mais ni dans le TA sous-cutané ni dans la rate.
Une autre étude a également souligné que cette diminution du pourcentage de Tregs est négativement
corrélée a I’augmentation du pourcentage de macrophages M1 CD11c* (Deiuliis et al., 2011). De
facon intéressante, une autre étude a montré que bien que le pourcentage de Tregs diminue dans le TA
viscéral obése, leur nombre reste constant, suggérant plutdt un surplus de LT effecteurs submergeant
ainsi les fonctions immunosuppressives des Tregs (Winer et al., 2009). Feuerer et coll. ont démontré
que la déplétion des Tregs induit une inflammation dans le TA et une insulinémie, et au contraire
qu’un transfert adoptif de Tregs induit une expression accrue d’IL-10 et une tendance a la diminution
de la glycémie (Feuerer et al., 2009). Une autre étude a aussi mis en évidence que I’induction des
Tregs, par une administration orale d’un anticorps anti-CD3 plus du B-glucosylcéramide, induit une
diminution des macrophages et du TNF-o dans le TA et une amélioration de la résistance a I’insuline
dans souris HFD (llan et al., 2010).

Finalement, il a été montré que les Tregs du TA ont une signature génique différente de celle des
Tregs d’autres tissus. En particulier ils expriment de nombreux genes impliqués dans le contrdle du
métabolisme lipidique et ils expriment également le facteur de transcription adipogénique PPARy
(Cipolletta et al., 2012). Ainsi, une partie des effets bénéfiques des molécules antidiabétiques de la
famille des thiazolidinediones (TZD) qui activent PPAR-y pourrait passer par une modulation des
Tregs du TA. En effet, les TZD augmentent les Tregs dans le TA mais pas dans les autres tissus et
I’absence de Tregs dans le TA réduit les effets bénéfiques des TZD sur la sensibilité a I’insuline
(Cipolletta, 2014). Une autre caractéristique des Tregs du TA est que leur répertoire TCR est restreint
par rapport au Treg des organes lymphoides suggérant qu’un ou des antigénes sont responsables de

leur présence dans le TA. Leur identification permettrait de mieux comprendre les mécanismes
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d’accumulation et de rétention des Tregs dans le TA et pourrait éventuellement permettre de prévenir

la baisse des Tregs dans ce tissu lors de I’obésité.

Chez I’humain, cependant, il y a peu d’études et des résultats contradictoires. Une étude a montré que
le ratio Th1/Tregs du TA viscéral représenté par le ratio de I’expression T-bet/Foxp3 augmente avec
I’obésité et est corrélé avec I’IMC (sur seulement 6 individus) (Winer et al., 2009). Cependant, une
autre étude a montré que I’expression de Foxp3 augmente dans les TA sous-cutané et viscéral des
individus obéses, et que le ratio Th1/Tregs a méme plutbt tendance a diminuer (Zeyda et al., 2011a).
De plus, il a été montré que, contrairement aux résultats murins, c’est le TA sous-cutané qui possede la

plus grande proportion de Tregs (Feuerer et al., 2009).

Finalement, ces études indiquent que les Tregs sont bénéfiques pour I’homéostasie du TA mince et
peuvent inhiber I’inflammation induite par I’obésité grace a leur sécrétion d’IL-10 et a I’induction de
macrophages M2. Mais au cours de I’obésité, le nombre de Tregs ne diminue pas, voire méme,
augmente afin de réguler I’inflammation incontrélée. Cependant la chronicité de cette pathologie et
I’accumulation simultanée de nombreuses cellules immunitaires induisent une altération de la balance

anti-inflammatoire/pro-inflammatoire et ainsi submergent I’immunorégulation des Tregs.

111.C.3.d. Les lymphocytes Thl

Les LT CD4" naifs peuvent étre polarisés en Thl en présence d’IL-12 et d’IFN-y, ils expriment les
facteurs de transcriptions T-bet et STAT4, et sécrétent principalement des cytokines connues pour étre
pro-inflammatoires telles que I’IFN-y, le TNF-a et la lymphotoxine-a (ou TNF-B). Ainsi, les Thl
peuvent induire la polarisation des monocytes en macrophages M1, activer les macrophages et
augmenter la prolifération des LT CD8". Ils jouent donc un role crucial dans la défense immunitaire
contre les bactéries intracellulaires et les virus, mais également dans les maladies inflammatoires
chroniques (Zhu and Paul, 2008).

Il est maintenant bien établi qu’au cours de I’obésité il y a une augmentation du nombre de Th1l et de
la production d’IFN-y dans le TA des souris obeses (Kintscher et al., 2008; Rocha et al., 2008; Strissel
et al., 2010; Winer et al., 2009a). De plus, cette accumulation arrive rapidement, aprés environ 6
semaines de HFD (Strissel et al., 2010). Or, I’IFN-y semble étre un acteur clé de I’inflammation et de
la résistance a I’insuline, en effet les souris HFD IFN-y" ou IL-12p35” (qui est nécessaire & la
polarisation de Th1) ont une nette amélioration de I’inflammation, de la tolérance au glucose et de la
sensibilité a I’insuline (O’Rourke et al., 2009; Rocha et al., 2008; Winer et al., 2009a). Or, des
meécanismes complémentaires ont été décrits dans I’initiation de I’inflammation et de la résistance a
I’insuline par I’IFN-y. Tout d’abord, I’IFN-y peut directement induire une sécrétion accrue de

chimiokines par les adipocytes 3T3-L1 (Rocha et al., 2008). Ensuite, I’IFN-y pourrait inhiber
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I’adipogenese ainsi que la captation du glucose et I’augmentation des enzymes lipogéniques induite
par I’insuline dans les adipocytes (Duffaut et al., 2009a; McGillicuddy et al., 2009). Or, les souris
HFD IFN-y ™ ont bien une diminution du nombre de macrophages M1 et des CLSs dans le TA viscéral
(O’Rourke et al., 2009; Rocha et al., 2008). De plus, il a été réecemment montré que les macrophages,
de par leur fonction de CPA, peuvent induire les Thl et ce de fagon exacerbée au cours de I’obésité
(Cho et al., 2014; Morris et al., 2013). Finalement, cette fonction de présentation antigénique pourrait
également étre réalisée par les adipocytes eux-mémes, ce qui induirait une augmentation du profil Thl
(Deng et al., 2013).

Chez I’humain, plusieurs études ont clairement mis en évidence une accumulation des Thl et une
augmentation de I’IFN-y dans le TA obeése, principalement dans le TA viscéral, bien que peu d’études
fonctionnelles aient été réalisées (Duffaut et al., 2009a; McLaughlin et al., 2014; O’Rourke et al.,
2009; Zeyda et al., 2011b).

Finalement, ces résultats indiquent un réle crucial des Thl dans la régulation de la réponse
inflammatoire et de la résistance a I’insuline dans le TA au cours de I’obésité. Pour cela I’IFN-y peut
agir directement sur les adipocytes, mais surtout induire une polarisation des macrophages M1 qui a
leur tour sécretent de I’IL-12 nécessaire a la polarisation des Thl, créant ainsi une boucle pro-
inflammatoire qui maintient le microenvironnement dans un état d’inflammation chronique et

d’insulinorésistance.

I11.C.3.e. Les lymphocytes Th17

Plus récemment, une troisieme sous-population de LT CD4" effecteurs a été identifiée, les Th17
(Aggarwal et al., 2003). Contrairement aux Thl et aux Th2 leur polarisation est plus complexe,
flexible et différente entre la souris et I’humain (Figure 20). En effet, chez la souris il a été montré que
I’IL-6, le TGF-B et I’IL-21 pouvaient induire une polarisation Th1l7 (Laurence and O’Shea, 2007;
Mangan et al., 2006). Chez I’humain, la polarisation des LT CD4" naifs en Th17 a plutot lieu en
présence d’IL-6 et d’IL-1B, mais peut aussi avoir lieu en présence d’IL-21 et de TGF-p (Acosta-
Rodriguez et al., 2007; Yang et al., 2008). Le facteur de transcription est le RORyt chez la souris et
son orthologue chez I’humain, le RORC, et dans les deux cas I’lL-23 est nécessaire au maintien du
phénotype Thl7 (Korn et al., 2009; Wilson et al., 2007). Les Th17 sécrétent des cytokines pro-
inflammatoires telles que I’1L-17A, I’IL-17F, I’IL-21 et I’1L-22 qui, selon la cellule cible, induisent
I’expression de cytokines inflammatoires (IL-6, TNF-a, IL-1p) et de chimiokines (CXCL8, CXCLI,
CXCL10) permettant ainsi le recrutement de cellules de I’immunité innée et notamment des
neutrophiles (Korn et al., 2009). De plus, I’ensemble des données actuelles chez la souris et chez
I’humain montre un r6le majeur des Th1l7 dans les pathologies auto-immunes et inflammatoires
(Noack and Miossec, 2014). En outre, les Th17 expriment le récepteur CCR6 qui est spécifique de la
chimiokine CCL20 (Baba et al., 1997; Hirota et al., 2007; Singh et al., 2008).
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Figure 20 : Polarisation des Th17 chez la souris et chez I’lhumain

(D’apreés : (Noack and Miossec, 2014))

(Chez la souris, le TGF-B et I’IL-6 initient la différenciation des Th17 et activent le facteur de
transcription RORyt. Puis, la sécrétion d’IL-21 amplifie la différenciation de maniere autocrine. Enfin,
I’1L-23 sert a I’expansion et au maintien de la sous-population Th17. Chez I’homme, la différenciation
est majoritairement déclenchée par le TGF-p et I’IL-21 qui induisent le facteur de transcription RORC.
Puis, I’IL-1pB et IL-6 permettent 1’amplification de la différenciation des Th1l7. Enfin, I’IL-23 sert a
I’expansion et au maintien de la sous-population Th17).

Chez la souris, il a été montré que I’expression de CCL20, le pourcentage de LT CD4*IL-17" ainsi que
leur sécrétion d’IL-17 augmentent dans le TA obése (Bertola et al., 2012; Chen et al., 2014; Winer et
al., 2009b; Zlhiga et al., 2010). De plus, Winer et coll. ont mis en évidence que I’augmentation des
Th17 au cours de I’obésité accentue I’encéphalomyélite allergique expérimentale (EAE) (Winer et al.,
2009b). Dans une autre étude, il a été démontré que la source principale de I’IL-17 du TA ne provient
pas des Th17 mais des LTyd (ZUfiga et al., 2010). Dans cette méme étude, il a également été mis en
évidence que les souris HFD IL-17" ont plus de TA, sirement dii au fait que I’IL-17 peut inhiber
I’adipogenese, et une amélioration de la tolérance au glucose comparé aux souris HFD sauvages.
Cependant, ces effets bénéfiques sont perdus chez des souris agées. De facon intéressante, Zufiiga et
coll. ont également observé que les souris HFD TCRy&" n’ont pas de différences métaboliques avec
les souris HFD sauvages, suggérant la compensation de I’IL-17 par une autre source cellulaire (Zufiiga
et al., 2010).

Chez I’humain, il a été mis en évidence que I’expression de I’IL-17 est augmentée dans les LT du TA
sous-cutané obese (Bertola et al., 2012). De plus, une autre étude a montré que le pourcentage des LT
CD4'IL-17" et des LT CD4%IL-22" augmente dans le TA sous-cutané des individus obéses
insulinorésistants comparé aux individus minces et aux individus obéses insulinosensibles (Fabbrini et

al., 2013). En outre, il a été souligné que I’expression de CCL20 augmente dans les adipocytes du TA

84



sous-cutané obése, suggérant un potentiel recrutement accru des Th1l7 qui expriment le récepteur
CCR6 specifique a cette chimiokine (Duffaut et al., 2009a). Une étude a montré que les cellules
souches du TA obése pouvaient induire un phénotype Thl7, résultant & un environnement pro-
inflammatoire qui inhibe I’adipogenése et la sensibilité & I’insuline (Eljaafari et al., 2015). Plus
récemment, une étude a mis en évidence une augmentation du pourcentage des Th17 et de I’expression
de marqueurs spécifiques des Thl7 tels que RORC, I’IL-17 et I’lL-23R dans le TA viscéral
d’individus obéses «non sains métaboliquement » comparé aux individus obéses «sains
métaboliquement » et aux individus minces. De plus, les auteurs de cette étude ont observé
I’expression du CD39 sur les LT CD4" effecteur qui représente un nouveau marqueur des Th17 du TA
inflammé et qui leur confére une résistance face a la mort cellulaire induite par I’ATP (Pandolfi et al.,
2016).

Finalement, ces résultats suggérent un role pathologique des Thl7 dans I’obésité, avec un effet
délétére plus prononcé chez les individus obéses DT2. Cependant, d’autres études sont nécessaires
pour définir la contribution de I’IL-17 dans I’inflammation du TA. De plus, il a été montré que les
LTyd représentent une population négligeable dans le TA humain, suggérant de réelles disparités entre
les modéles murins et la physiopathologie humaine.

Ainsi, le TA est composé et infiltré par différentes populations de cellules immunitaires impliquées
aussi bien dans I'immunité innée que I'immunité adaptative. Les proportions de ces populations
cellulaires sont modifiées lors de I’obésité aboutissant schématiquement a une augmentation des
populations pro-inflammatoires alors que les populations anti-inflammatoires prédominent dans le TA
mince (Figure 21 et Tableau 4). Les cellules immunitaires interagissent avec les cellules
métaboliques telles que les pré-adipocytes, les cellules endothéliales et les adipocytes matures, et
influent leur métabolisme. Les adipocytes influent également la fonction de ces cellules immunitaires
indiquant qu’immunité et métabolisme sont intrinséquement reliés et ouvrant un nouveau champ
d’investigation dans le domaine des maladies métaboliques : I’'immuno-métabolisme. Les différents
facteurs pro-inflammatoires sécrétés dans le TA au cours de I’obésité participent et aggravent les
dysfonctions du TA contribuant ainsi a I’insulinorésistance. Au niveau moléculaire, ces différents

facteurs agissent en activant différentes voies de signalisation inflammatoire.

Finalement, I’accumulation de toutes les cellules immunitaires, principalement les macrophages et les
lymphocytes pro-inflammatoires, au sein du TA obése va induire un état inflammatoire chronique

local et systémique de bas grade et ainsi entrainer les complications métaboliques liées a I’obésité.
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(Dans le TA mince insulinosensible (en haut), I'TL-33 sécrétée par les cellules non-
immunitaires/adipocytaires induit la production d'IL-5 et d’IL-13 par les ILC2, ce qui favorise le
recrutement et la maturation des éosinophiles. Or, la sécrétion d’IL-4 par les éosinophiles et celle
d’adiponectine par les adipocytes maintiennent l'activation alternative des macrophages. Ainsi, les M2
et les Treg préservent la sensibilité a I’insuline des adipocytes via leurs sécrétions d’IL-10.
Dans le TA obése insulinorésistant (en bas), les adipocytes subissent différents stress cellulaires, ce
qui conduit & une sécrétion accrue de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires qui stimulent le
recrutement de nombreuses cellules immunitaires ainsi que la polarisation des monocytes en M1 via la
sécrétion d’IFN-y par les cellules NK et les LT CD8". Or, la production de TNF-a et d’IL-1p par les
M1 ainsi que la sécrétion d’élastase par les neutrophiles induisent une résistance a 1’insuline dans les
adipocytes. De plus, les macrophages et les adipocytes sont potentiellement capables de présenter des
antigenes, via le CMH-II, aux LB et LT, ce qui induit une réponse immunitaire adaptative avec
notamment une production d’auto-anticorps par les LB et une expansion clonale des Thl et des Th17.
Ainsi, la production de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires par toutes ces cellules crée une
boucle inflammatoire et contribue a la résistance a l'insuline).
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. . . L Proportion dans Impact sur la
Cellules immunitaires Profil de sécrétion R - s .
le TA obese résistance a l'insuline
Macrophages M1 Pro-inflammatoire : Souris.: | Souris.: )
TNF-a, IL-6, IL-12, NOS2 Humain : A Humain : ?
Macrophages M2 Anti-inflammato?re : Souris.: R} Souris‘:\
IL-10, IL-1Ra, Arginase 1 Humain: A ? Humain : ?
Cellules dendritiques Pro-inflammatoire : Souris: A Souris : A
IL-12, IL-15, IL-18 Humain : % Humain : ?
Eosinophiles Anti-inflammatoire : Souris.: 'Y Souris‘:x
IL-4, IL-10, IL-13 Humain : ? Humain : ?
Neutrophiles Pro-inflammatoire : Souris : A Souris : A
NE, MPO, TNF-q, IL-1B, IL-8 Humain : ? Humain : ?
Mastocytes Pro-inflammatoire : Souris: A Souris : A
Histamine, PGE2, TNF-a, IL-1p, Humain : A Humain : ?
ILC2 Anti-inflammatoire : Souris % Souris 1
IL-5, IL-13 Humain : » Humain : ?
Pro-inflammatoire : Souris : A Souris : A
Cellules NK Perforines, granzymes, IFN-y Humain:=7? Humain : ?
Pro- et anti-inflammatoire : Souris 4 Souris : g
Lymphocytes NKT TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-13 Humain : % Humain : ?
Lymphocytes Tys Pro-inflammatoire : Souris.: | Souris‘: ?
IL-17 Humain : ? Humain : ?
MAIT Pro-inflammatoire : Souris : ? Souris : ?
Granzyme B, IL-17 Humain : = mais ++IL-17 Humain : ?
Lymphocytes B Pro-inflammatoire : Souris.: ) Souris': A
1gG2c Humain : ? Humain : ?
R Pro-inflammatoire : Souris : A Souris : A
Lymphocytes T CD8 Perforines, granzymes, IFN-y Humain : #« Humain : ?
Anti-inflammatoire : Souris : w Souris 1%
Lymphocytes Th2 IL-4, IL-5, IL-13 Humain : ? Humain : ?
Lymphocytes Treg Anti-inflammatoire : Souris.:x Souris':x
IL-10, TGF-B Humain : ? Humain : ?
Pro-inflammatoire : Souris: A Souris : A
Lymphocytes Th1 IFN-y Humain : A Humain : ?
Pro-inflammatoire : Souris : A Souris :
Lymphocytes Th17 IL-17, IL-22 Humain : # Humain’:?

Tableau 4 : Résumé de I’implication des différentes populations immunitaires dans
I’inflammation et la résistance a I’insuline du tissu adipeux au cours de I’obésité
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Résultats

Projet de recherche

Les systémes métabolique et immunitaire font partie des structures fondamentales des étres vivants.
De plus, la réponse immunitaire et la régulation métabolique sont hautement liées et dépendantes I’une
de I’autre. Cette interface, qui est un mécanisme central pour I’homéostasie de I’organisme, est altérée
au cours d’un excés alimentaire chronique aboutissant in fine a un ensemble de complications

métaboliques chroniques, telles que I’obésité, le DT2 et les maladies cardiovasculaires.

En effet, en I’absence d’infection ou de processus auto-immun, un état inflammatoire chronique de bas
grade se développe chez les individus obéses et joue un réle majeur dans le développement des

comorbidités.

Or, le TA est grandement responsable de cet état via la production accrue de biomolécules pro-
inflammatoires au cours de I’obésité. De plus, une série d’études récentes chez I’homme et dans les
modeéles murins a mis en évidence une réponse immune, qui met en jeu des cellules de I’immunité
innée et de I’immunité adaptative, dans le TA. Alors gue les travaux initiaux ont souligné I’importance
des macrophages dans I’inflammation tissulaire, des études récentes démontrent des altérations de la

composition des populations des LT.

Chez la souris obése, le profil anti-inflammatoire des LT CD4" régulatrices et de type Th2 dérive vers
un profil pro-inflammatoire avec une accumulation de LT CD8" et CD4" de type Th1. Cependant, chez
I’humain, les données expérimentales concernant les LT du TA restent parcellaires, ainsi les
mécanismes de recrutement, d’interactions cellulaires et leurs roles au cours de I’obésité sont peu

connus.

Les objectifs de cette thése sont d’analyser les caractéristiques phénotypique et fonctionnelle des LT
au cours de I’obésité et d’étudier leur réle sur trois mécanismes essentiels de la physiopathologie du

TA obese que sont I’inflammation, la fibrose et le métabolisme adipocytaire.

Nous soutenons I’hypothése qu’au cours de I’obésité, il y a un déséquilibre du phénotype
lymphocytaire avec une accumulation de LT pro-inflammatoires ayant pour conséquence une
perpétuation et une aggravation des altérations cellulaires favorisant le dysfonctionnement du TA

obése.
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Tout d’abord, dans une premiere partie, nous avons caractérisé les populations de LT pro-
inflammatoires du TA d’individus minces, obeses et obéses DT2, et décrit un « dialogue » cytokinique

pro-inflammatoire entre les LT de type Th17 et les macrophages au cours de I’obésité.

Ensuite, dans une deuxiéme partie, nous avons analysé le rle du microenvironnement du TA viscéral
d’individus minces et d’individus obéses sur la polarisation des LT CD4" centraux mémoires issus du
sang d’un individu sain.

Finalement, dans une troisiéme partie, nous avons étudié I’impact des cytokines du « dialogue »
immunitaire pro-inflammatoire, I’IL-17 et I’IL-1, sur les cellules non-immunitaires substantielles du

TA, que sont les pré-adipocytes, les cellules endothéliales et les adipocytes matures.
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I. Article 1 : Caractérisation phénotypique et fonctionnelle des lymphocytes T et des
macrophages du tissu adipeux : « dialogue » immunitaire pro-inflammatoire au cours de
I’obésité

Dalmas E, Venteclef N, Caer C, Poitou C, Cremer I, Aron-Wisnewsky J, Lacroix-Desmazes S, Bayry
J, Kaveri SV, Clément K, André S, Guerre-Millo M. T cell-derived 1L-22 amplifies IL-/p-driven
inflammation in human adipose tissue: relevance to obesity and type 2 diabetes. Diabetes. 2014
Jun;63(6):1966-77

Obijectifs

Jusqu’a présent la plupart des résultats étudiant le phénotype et le réle des LT au sein du TA obeése ont
été obtenus dans des modeles murins ou & partir de TA sous-cutané humain. Or, comme je 1’ai décrit
dans I’introduction, d’une part, les réponses immunitaires ne sont pas totalement identiques dans le TA
obese entre les modéles murins et les humains et, d’autre part, I’inflammation du TA sous-cutané est
plus faible et moins associée aux complications métaboliques que celle du TA viscéral. Enfin, peu
d’études se sont intéressées aux interactions entre les cellules immunitaires du TA au cours de

I’obésité.

Ainsi, avant mon arrivée au sein de I’équipe, une étude avait été initiée afin de caractériser le
phénotype des LT du TA viscéral, d’étudier les différences entre des individus minces, obéses et obeses

DT2, et finalement d’analyser leur interaction avec les macrophages du TA.

Résultats

Tout d’abord, les co-auteurs de cette étude ont confirmé I’accumulation de macrophages pro-
inflammatoires au sein du TA obése et sa réversibilité apres perte de poids induite par la chirurgie
bariatrique. De facon intéressante, les macrophages des individus obéses DT2 ont un phénotype
inflammatoire exacerbé, comme le montre la corrélation entre la sécrétion d’IL-1p macrophagique et

le pourcentage d’hémoglobine glyquée (HbALc) reflétant la glycémique sur 3 mois.

Ensuite, j’ai participé a la mise en évidence d’une augmentation du pourcentage des LT CD4" IL-17"
IL-22", ainsi que de leurs sécrétions, dans le TA viscéral obése. Cette altération phénotypique
lymphocytaire est également accrue avec le DT2 et corréle avec le pourcentage d’HbAlc. De plus,
nous avons montré que cette sécrétion d’1L-17 et d’IL-22 par les LT CD4" peut étre induite par I’IL-1B
dérivée des macrophages. Réciproquement, I’lL-22 peut induire une sécrétion accrue d’IL-1p par les

macrophages du TA.
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Pour finir, dans une partie plus moléculaire a laquelle je n’ai pas participé, il a été montré que I’IL-17
peut contribuer & I’activation de la voie NLRP3/Caspase-1, alors que I’IL-22 agit directement sur la
voie C-Jun et I’expression de la pro-1L-1p.

Conclusion

Finalement, nous avons identifié un « dialogue » paracrine pro-inflammatoire dans le TA viscéral
obése, mettant en jeu les cytokines IL-1p dérivée des macrophages et IL-17/1L-22 sécrétées par les
Th17. Cette boucle pathologique, qui est diminuée aprés une perte de poids induite par la chirurgie
bariatrique, contribuerait a aggraver I’inflammation dans le TA obese, de maniére exacerbée chez les

individus DT2, et favoriserait ainsi les comorbidités associées a I’obésité (Figure 22).
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Figure 22 : Boucle pro-inflammatoire entre les lymphocytes Thl7 et les macrophages du tissu
adipeux obes
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Proinflammatory cytokines are critically involved in the
alteration of adipose tissue biology leading to deteri-
oration of glucose homeostasis in obesity. Here we
show a pronounced proinflammatory signature of adi-
pose tissue macrophages in type 2 diabetic obese pa-
tients, mainly driven by increased NLRP3-dependent
interleukin (IL)-1@ production. IL-1B release increased
with glycemic deterioration and decreased after gas-
tric bypass surgery. A specific enrichment of IL-17-
and IL-22-producing CD4* T cells was found in adipose
tissue of type 2 diabetic obese patients. Coculture
experiments identified the effect of macrophage-
derived IL-13 to promote IL-22 and IL-17 production
by human adipose tissue CD4* T cells. Reciprocally, ad-
ipose tissue macrophages express IL-17 and IL-22
receptors, making them sensitive to IL-17 and IL-22.
IL-22 increased IL-1p release by inducing pro-IL-183
transcription through activation of C-Jun pathways
in macrophages. In sum, these human data identi-
fied IL-13 and the T-cell cytokine IL-22 as key players
of a paracrine inflammatory pathway previously un-
identified in adipose tissue, with a pathological rel-
evance to obesity-induced type 2 diabetes. These
results provide an additional rationale for targeting
IL-1B in obesity-linked type 2 diabetes and may have
important implications for the conception of novel

combined anti-IL-13 and anti-IL-22 immunotherapy
in human obesity.

A causal relationship between macrophage accumulation in
adipose tissue and systemic insulin resistance has been
clearly established in mouse studies, in which macrophage
abundance can be manipulated through diet, genetic, or
pharmacological intervention (1-3). In humans, however,
the amount of adipose tissue macrophages is not consis-
tently associated with variables reflecting alteration of gly-
cemic status (4-6). Beside macrophages, growing emphasis
is laid on T-cell populations, which vary in proportion and
phenotype with obesity. Th2 and CD4" regulatory T cells
with anti-inflammatory properties predominate in lean
mice, while proinflammatory CD4" Thl and CD8" T cells
accumulate in adipose tissue of obese mice (reviewed else-
where [7]). In human adipose tissue, the amount of proin-
flammatory T lymphocytes producing interferon (IFN)-y
(8,9) or interleukin (IL)-17 (10) increased with the degree
of adiposity. Moreover, IL-17- and IL-22-producing T cells
accumulate in the adipose tissue of insulin-resistant obese
subjects (11).

Recently, adipose tissue macrophages were found
capable of processing antigens, thereby promoting the
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expansion of antigen-specific Thl skewed CD4" T cells
in diet-induced obese mice (12). Surprisingly, treatment
of obese mice with major histocompatibility complex II-
neutralizing antibodies did not improve whole-body
glucose homeostasis or reduce inflammatory gene expres-
sion in the adipose tissue (12). Thus, once established,
chronic adipose tissue inflammation may be fostered by
local proinflammatory interplays independent of antigen
presentation.

In the current study, we identified IL-1 as the main
macrophage-derived cytokine increased in type 2 diabetic
obese subjects, enhancing the release of IL-17 and IL-22
by adipose tissue CD4" T cells. Reciprocally, IL-22 upreg-
ulated pro-IL-1f3 transcription, leading to enhanced IL-1f3
production by adipose tissue macrophages. High levels of
cytokine production in cells obtained from type 2 diabetic
obese patients emphasize the pathological relevance of
this paracrine inflammatory pathway hitherto unidentified
in visceral adipose tissue.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Human Subjects and Adipose Tissue Sampling

We enrolled three groups of participants. Groups 1 and 2
were composed of morbidly obese subjects eligible for
laparoscopic Roux-en-Y gastric bypass (RYGP) surgery
and included in a larger population previously described
(13). Obese subjects of group 1 were segregated in non-
diabetic (OB) and type 2 diabetic patients (OB/D) based
on fasting glycemia over 7 mmol/L or use of antidiabetic
drugs. All OB/D patients were treated with metformin,
including seven patients with additional insulin. In
group 2, the effect of weight loss was investigated at 3,
6, and 12 months after surgery. Four type 2 diabetic
patients were treated with metformin, including one pa-
tient treated with insulin. Group 3 was composed of
nonobese controls (NO) involved in programmed surgery
for hernia, nissen fundoplication, or gallbladder ablation.
NO participants were selected without dyslipidemia,
type 2 diabetes, or chronic inflammatory or infectious
diseases. In groups 1 and 3, subcutaneous and visceral
adipose tissue biopsies were sampled during surgery. In
group 2, subcutaneous adipose tissue biopsies were col-
lected by periumbilical surgical incision of the skin under
local anesthesia at the time of RYGP and 3, 6, and 12
months after surgery. The study was conducted in accor-
dance with the Helsinki Declaration and was registered
in a public trial registry (http://clinicaltrials.gov/ct2/
show/NCT00476658?term=poitou&rank=1). The Ethics
Committee (CPP Ile-de-France) approved the clinical
investigations for both obese and nonobese individuals.
All subjects provided written informed consent when in-
cluded in the surgery program. Characteristics of all sub-
jects are shown in Table 1.

Adipose Tissue Explants
Adipose tissue biopsies (0.1 g) were minced and incubated
in 1 mL of endothelial cell basal medium (Promocell,

Dalmas and Associates 1967

Heidelberg, Germany) containing 1% BSA, penicillin (100
units/mL), and streptomycin (100 mg/mlL) for 24 h.
Tissue viability was checked using lactate dehydrogenase
assay according to manufacturer’s instructions (Biovision,
Milpitas, CA). Conditioned media were analyzed for cyto-
kines using 27 Bio-Plex Pro Human Cytokine (BioRad,
Munich, Germany). Immunoselected cell and coculture
supernatant were analyzed by specific ELISA or by the
Luminex technology (Milliplex Map Kit, Human Th17
Magnetic Bead Panel, Millipore, Billerica, MA).

Adipose Cell Isolation

Adipocytes and cells of the stroma vascular fraction
were obtained by collagenase digestion of adipose tissue
(14). Stroma vascular fraction cells were resuspended
in endotoxin-free PBS supplemented with 2% FCS and
1 mmol/L EDTA. Isolation of CD14", CD3", and CD4" cells was
performed using positive selection magnetic beads (Stemcell
Technologies, Vancouver, Canada). The CD14 CD3" cells
(Neg) were also recovered. Fraction enrichment was veri-
fied by gene expression of leptin for adipocytes, CD3 for T
cells and CD68 for macrophages. Cell viability was mea-
sured by flow cytometry in CD3", CD4", and CD14" cells
before culture experiments using the fixable Viability Dye
eFluor 506 (eBioscience, San Diego, CA). Cell viability was
over 80% whatever the donor’s phenotype.

DNA Microarray

An Iumina (San Diego, CA) RNA Amplification Kit
(NuGEN, BiotinIL Module) was used according to the
manufacturer’s instructions to obtain biotin-labeled cDNA
from 50 ng of total RNA extracted from adipose tissue
CD14" cells. Hybridization was performed onto Illumina
Human HT-12 v3.0 Expression BeadChips containing
probes for 48,000 transcripts. Differential gene expres-
sion was determined with a standard analysis of micro-
array analysis using a false discovery rate of ~10%. We
performed a functional analysis of these gene lists using
the FunNet tool (15) (http://www.funnet.info/). Micro-
array experiments were performed according the Minimum
Information About a Microarray Experiment guidelines.
Data have been deposited in National Center for Biotech-
nical Information’s Gene Expression Omnibus under acces-
sion number GSE54350.

Cell Culture

CD14", CD3*, and CD4" cell supernatants (10° cells/mL)
were obtained after 48 h of culture in RPMI 1640 me-
dium (Lonza, Berkshire, U.K.) supplemented with 10%
FCS (HyClone, Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA),
plate-bound anti-CD3 (2.5 pg/mL; UCHT1), and soluble
anti-CD28 (1 wg/mlL; 37407) antibodies (R&D Systems,
Minneapolis, MN). For coculture experiments, CD14" cells
were cultured with autologous CD3" or CD4" for 48 h at
1/1 ratio in the same medium. When indicated, cells were
cultured with 10, 50, or 100 pwmol/L glyburide (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), with recombinant IL (rIL)-1
(10 ng/ml), IL-17 (20 ng/mlL), IL-22 (20 ng/mL), or
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Table 1—Bioclinical variables of three groups of study participants

Group 1 Group 2 Group 3
OB OB/D OB-MO0 OB-M3 OB-M6 OB-M12 NO

Months postsurgery 0 0 0 3 6 12 0
Number of subjects 41 31 20 20 20 9 10
Sex (female/male) 33/8 17/14 15/5 15/5 15/5 9/0 5/5
Age (years) 16*+19 47519t 41929 — — — 60.1 = 4.6
BMI (kg/m?) 475+12 48113 507 *+22 420=*=18" 38417 348+ 17" 261 +14
Type 2 diabetic subjects (n) 0 31 4 1 1 0 0
Glycemia (mmol/L) 54 + 0.1 7.7 = 0.7t 59 0.2 51 = 0.2* 4.7 = 0.1 4.8 = 0.3* 49 + 0.4
Insulinemia (wU/mL) 261 =40 224+32 271+33 10909 104 13 10.8 = 1.1* —
HbA; (%) 5.7 = 0.1 7.5 = 0.21 6.1 = 0.2 56 = 0.1* 5.5+ 0.1* 5.7 = 0.2* —
HbA; (mmol/mol) 39.3 = 0.7 56.7 = 3.2 431 = 21 374 1.2 37.2 £ 0.9 38.4 =22 —
Leptin (ng/mL) 83.1 =57 65.8*6.5t 496 +6.0 26533 20723 233=x29" —
Adiponectin (ng/mL) 4.7 £ 04 3.4 * 0.2t 51+ 05 51+ 05 51 +£0.5 49 £ 05 —
CD68* cells in SAT (n per

100 adipocytes) 111 £06 1213 =13 121 £1.0 11.7 £ 1.5 8.7 £ 0.9* 114 1.6 46 £ 1.7
CD68" cells in VAT (n per

100 adipocytes) 135 = 0.7 153 £ 1.1 132 £ 1.2 — — — 6.0 = 2.2
Number of subjects with

CLS in SAT 28 23 14 7 o) 3 —

Data are shown as mean = SEM. CLS, crown-like structure; MO, month 0; M3, month 3; M6, month 6; M12, month 12; SAT, sub-
cutaneous adipose tissue; VAT, visceral adipose tissue. TP < 0.05 versus OB. *P < 0.05 versus OB-MO.

IFN-y (20 ng/mL; all from Miltenyi Biotec); anti-IL-13
(2.5 pg/mL), anti-IL-17 (50 ng/mlL), or anti-IL-22 (100
ng/mL; all from eBioscience); anti-IFN-y (100 ng/mlL;
R&D Systems); or Jun NH,-terminal kinase (JNK) inhib-
itor (SP600125; Sigma-Aldrich). The respective isotype
controls were used at the same concentration. Cell viabil-
ity was estimated by the release of lactate dehydrogenase.
Cell cytotoxicity nonstatistically ranged from 5 to 15% of
the value obtained in cell lysate positive control, whatever
the culture conditions and donor’s phenotype.

Human Monocyte-Derived Macrophages and THP1

Cell Line

Human peripheral blood mononucleated cells were isolated
from enriched buffy coats of healthy volunteer donors.
Monocytes were purified by negative selection using
Monocyte Isolation Kit IT (Miltenyi Biotec). Monocytes were
differentiated for 6 days in RPMI 1640 medium sup-
plemented with 10% FCS and 100 ng/mL of macrophage-
colony stimulating factor (Miltenyi Biotec) to obtain
nonpolarized monocyte-derived macrophages (MDM).
THP1-defNLRP3 cells are human monocytes with reduced
NLRP3 activity (InvivoGen, San Diego, CA). THP1-defNLRP3
and wild-type THP1 cells were cultured according to
manufacturer’s instructions.

Real-Time PCR

Total RNA was extracted using the RNeasy RNA Mini
Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). cDNAs were synthesized
from and prepared with Supercript II reverse transcrip-
tase (Invitrogen). SYBR green primers were used for

quantitative real-time PCR using the 7300 real-time PCR
system (Applied Biosystem, Austin, TX). 18S was used
for normalization and for relative quantification of gene
expression.

Western Blot Analysis

Samples for Western blot analyses were diluted to
a concentration of 20 pg of protein per 15 pL and heated
at 70°C for 10 min. Membranes were imaged using a LiCor
Odyssey scanner. Boxes were manually placed around
each band of interest, which returned near-infrared fluo-
rescent values of raw intensity with intralane background
subtracted using Odyssey 3.0 analytical software (LiCor,
Lincoln, NE). The following antibodies were used: anti-
NLRP3 (Cryo-2, AdipoGen, San Diego, CA) and anti-IL-
17RA, anti-IL-22RA1, and anti—B-actin (all from Abcam,
Cambridge, U.K.).

Chromatin Immunoprecipitation Assay

Chromatin immunoprecipitation assays were performed
as described in detail previously (16). Quantification of
the precipitated DNA regions was performed by PCR.
Primer sequences are listed for IL-1 promoter: 5'-TC
CCTCCCTTAGTGCCAACTATGT-3' (forward) and 5'-ACAG
TCTCCACAGTTCTGCCATGT-3' (reverse) and tumor necro-
sis factor (TNF)-a 5'-GCTTCCTCCAGATGAGCTT-3' (for-
ward) and 5'-TGCTGTCCTTGCTGAGGGA-3’ (reverse). The
following polyclonal antibodies were used: antipolymerase
2 (H224, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA),
anti-NF-kB p65 (acetyl K310, Abcam), anti-C-Jun (AP-1;
Abcam), and normal rabbit IgG (Santa Cruz).
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Caspase-1 Assay

Caspase-1 activity was assessed using the Caspase-1
Colorimetric Assay Kit (Abcam) according to the manu-
facturer’s instructions.

Cell Surface Marker and Intracellular Cytokine Staining
Pacific Blue or BV421-labeled anti-CD4 (RPA-T4, BD
Biosciences, San Jose, CA), PerCP-Cy5.5-labeled anti-CD8
(RPA-T8, eBioscience), phycoerythrin (PE)-labeled anti-
IL1-R1 (FAB269P, R&D Systems), and appropriate isotype
controls were used to characterize freshly immunose-
lected adipose tissue CD3" cells. allophycocyanine-
eFluor780-labeled anti-CD45 (HI30, eBiosciences), PE-
Cy7-labeled anti-CD14 (M5E2, BD Biosciences), PE-labeled
anti-IL-17RA (133617, R&D Systems), allophycocyanine-
labeled anti-IL-22RA1 (305405, R&D Systems), and appro-
priate isotype controls were used to define receptor expres-
sion in CD14" cells. After 15 min incubation with Fc block
(eBioscience), cells were suspended in fluorescence-activated
cell sorter (FACS) buffer and stained with appropriate
antibodies or isotype controls for 30 min at 4°C in the
dark. Intracellular cytokine analysis of CD3" cells was per-
formed in cells stimulated with phorbol-12-myristate-
13-acetate (30 ng/mlL; Sigma-Aldrich) and ionomycin
(1 pg/mL; Alexis Biochemicals, San Diego, CA) at 37°C
for 6 h with GolgiStop (BD Biosciences). Cells were then
stained for CD4 and CD8 surface markers, permeabilized
with Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences), and
incubated for 40 min at room temperature in the dark
with PE-labeled anti-IL-17A (ebio64CAP17, eBioscience),
fluorescein-isothiocyanate-labeled anti-IFN-y (4S.B3, BD
Biosciences), Alexa647-labeled anti-IL-21 (3A3-N2.1, BD
Biosciences), or PE-Cy7-labeled anti-IL-22 (22URTI,
eBioscience). Cells were washed twice with FACS buffer
(PBS with 0.5% BSA and 2 mmol/L EDTA) after staining
and then analyzed on a FACS LSRII flow cytometer (BD
Biosciences) using FACS Diva software (BD Biosciences).
Data analysis was performed with Flow Jo 9.4 software
(Tree Star, Ashland, OR).

Statistical Analyses

Data are shown as mean *= SEM. Statistical analyses
were performed using GraphPad Prism software version
5.0 (GraphPad Sotware Inc., La Jolla, CA). Differences
between two groups were determined by nonparametric
paired Wilcoxon or unpaired Mann-Whitney comparative
tests. Correlations were assessed by Pearson’s test. For
visual purpose, straight lines were added based on linear
regression analysis. Differences were considered signifi-
cant when P < 0.05.

RESULTS

IL-18 Production by Adipose Tissue CD14*
Macrophages

We performed genome-wide profiling of CD14" cells iso-
lated from visceral adipose tissue of age- and sex-matched
OB and OB/D subjects. In OB/D patients, 167 genes
marked the expression pattern of adipose CD14" cells,
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while 70 genes were characteristic of CD14" cells in non-
diabetic OB individuals. Functional gene ontology anno-
tation revealed that genes upregulated in CD14" cells
from OB/D patients were mainly grouped in immune and
inflammatory response pathways (Fig. 1A and Supplemen-
tary Fig. 1). Pro-IL-1B and NOD-like receptor 3 (NRLP3)
were among the top 10 upregulated genes (Supplementary
Fig. 1). We confirmed increased pro-IL-183 gene expression
in adipose CD14" cells of OB/D versus OB in a larger group
of subjects (Fig. 1B). Pro-IL-3 and NLRP3 mRNA levels were
threefold to sixfold higher in CD14" cells of OB/D than
nonobese (NO) subjects (Fig. 1B and C). When adipose tissue
CD14" cells were cultured in presence of the NLRP3 in-
hibitor glyburide, IL-1f release was dose-dependently
inhibited (Fig. 1D), in line with the well-established re-
quirement of NLRP3 for caspase-1-mediated processing
of pro-IL-1B. Of note, TNF-« release was not significantly
altered in the same culture experiments (Supplementary
Fig. 2A). Supporting adipose tissue macrophages as the
major cellular source of IL-1B, the CD14" cell-enriched
fraction expressed 15-fold more pro-IL-13 and NLPR3
mRNA than any other adipose tissue cellular fractions
(Fig. 1E).

Several sets of observation support a relationship
between adipose tissue IL-1f and altered glycemic status
in human obesity. First, we showed that release of IL-13
was significantly higher in CD14" macrophages freshly
isolated from adipose tissue biopsies of OB/D compared
with NO or OB subjects (Fig. 1F) and was positively cor-
related with glycated hemoglobin (HbA;) values of the
donor (Fig. 1G). Second, in a kinetic study of cytokines
released by adipose tissue biopsies obtained surgically at
month 3, 6, and 12 after RYGB, IL-13 release decreased
steadily (Fig. 1H), while glycemic variables improved in
obese subjects (Table 1). By contrast, TNF-a production
in the same explants was not significantly changed with
weight loss (Supplementary Fig. 2B). Finally, we found
that IL-1B3 release was significantly higher in visceral
than in subcutaneous adipose tissue (Fig. 1I), suggesting
a prominent role of visceral adipose tissue linking IL-183
release to deterioration of glycemic status.

IL-17* and IL-22* CD4* T Cells in Adipose Tissue

Considering that IL-1 is a master regulator of Th17 ex-
pansion in humans (17), we ought to identify adipose
tissue T-cell populations potentially affected by increased
IL-1 production in type 2 diabetic patients. In support
of an inflammatory dialogue between macrophages and
T cells in adipose tissue, the numbers of CD14" and
CD3" cells isolated from the same biopsy were tightly
correlated (Fig. 2A). To identify adipose tissue T-cells pop-
ulations, we explored their cytokine signature, focusing
on Thl (IFN-y) and Thl7-related cytokines (IL-17 and
IL-22). At gene level, the three cytokines were found to
be expressed mostly in the CD3" cells enriched fraction
(Supplementary Fig. 3). Pro-IL-13 mRNA in CD14" cells
was strongly correlated with the levels of IL-17 and IL-22
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Figure 1—Transcriptomic signature of adipose tissue CD14" cells in OB/D patients. A: Genome-wide mMRNA expression analysis using
microarrays was performed in visceral adipose tissue CD14* cells isolated from OB (n = 6) and OB/D (n = 6) subjects included in group 1.
Age and BMI did not differ between the groups. Heat map representation of the genes significantly upregulated (red) or downregulated
(green) in adipose tissue CD14* cells isolated from OB and OB/D subjects. Genes are ordered by gene ontology annotations. B and C:
Quantitative PCR analyses of pro-IL-13 and NLRP3 in CD14" cells isolated from adipose tissue of NO (n = 4), OB (n = 16), and OB/D (n = 12)
subjects. *P < 0.05 versus NO; 3P < 0.05 versus OB. D: IL-18 production by CD14" cells isolated from adipose tissue of obese subjects
(n = 5) and treated with incremental doses of NLRP3-inhibitor glyburide. “*P < 0.05 versus vehicle using Wilcoxon matched pairs test. E:
Quantitative PCR analyses of pro-IL-18 and NLRP3 expression in cell fractions prepared from adipose tissue biopsies of obese subjects
(n = 10). F: IL-1pB secretion by adipose tissue CD14* cells of NO (n = 7), OB (n = 20), and OB/D (n = 15) subjects. Means are shown as
horizontal line. 3P < 0.05 versus OB. G: Correlations between IL-1B production by adipose tissue CD14* cells isolated from obese subjects
(n = 22) and HbA (percentage). The r correlation coefficient and P values obtained by Pearson’s test are indicated. H: Production of IL-13
by adipose tissue explants obtained from obese subjects at the time of RYGP surgery (month 0) and at months 3, 6 (n = 20), and 12 (n = 9).
*P < 0.05 versus month 0. : Comparison of IL-13 production by subcutaneous and visceral adipose tissue explants obtained from the
same obese subjects (n = 10). *P < 0.05 using Wilcoxon matched pairs test. All data are shown as mean + SEM. Ad, adipocytes; ECM,
extracellular matrix; Neg, CD14CD3" cells; SAT, subcutaneous adipose tissue; SVF, stroma vascular fraction; Vehi, vehicle; VAT, visceral

adipose tissue.

gene expression in autologous T cells (Fig. 2B and O),
suggesting coordinated regulation of these T-cell cytokines
and IL-1f in the human adipose tissue. Further FACS anal-
yses revealed a high prevalence of IEN-y-expressing cells in
both CD4" (83.7 = 1.1%; n = 50) and CD8" (91.1 *
0.8%; n = 50) subsets, whose frequencies were indepen-
dent of BMI or glycemic status (data not shown). Al-
though less abundant, IL-17- and IL-22-producing cells
increased in percentage within the CD4" population in
OB compared with NO subjects, with an additional effect
of type 2 diabetes on IL-17" cell prevalence (Fig. 2D and
E). A small proportion of CD8" cells was IL-17 or IL-22
positive, with no change according to the donor’s weight

or glycemic status. Of note, T cells producing IL-21, an
additional typical Th17-like cytokine, were not detected
in human adipose tissue (data not shown). Thorough
analysis of adipose CD4" cell subsets showed that the
percentages of single IL-17"-IL-22" and IL-17 -IL-22*
cells and double IL-17"-IL-22" cells all increased with
obesity (Fig. 2F) and in the relation with glycemic deteri-
oration assessed by increased HbA;,  values (Fig. 2G-I).
These data identify CD4" T-cell populations character-
ized by IL-17" and/or IL-22" production that accumulate
in visceral adipose tissue along with macrophages and
are likely to contribute to altered glycemic status in obese
subjects.
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Figure 2—Increased prevalence of IL-17- and IL-22-producing CD4* T cell in the adipose tissue of OB/D patients. A: Positive correlation
between the number of CD14* and CD3" cells isolated from the same visceral adipose tissue biopsy (n = 15). Correlation between (B) pro-
IL-18 and IL-17 or (C) IL-22 gene expression in adipose tissue of OB subjects (n = 8-9). Percentages of CD4* or CD8* T cells producing
(D) IL-17 and (E) IL-22 in NO (n = 5-9), OB (n = 13-24), and OB/D (n = 10-18) subjects. Means are shown as horizontal line. “P < 0.05 versus
NO; 8P < 0.05 versus OB. F: Percentages of CD4* IL-17*-IL-22%, IL-177-IL-22*, and IL-17*-IL-22"-producing cells in NO (n = 5), OB (n = 13),
and OB/D (n = 10) subjects. Data are mean *= SEM. *P < 0.05 versus NO. Correlations between the percentages of (G) CD4* IL-17*-IL-22",
(H) IL-177-IL-22", or (/) IL-17*-IL-227-producing cells and HbA in OB subjects (n = 12-13). The r correlation coefficients and P values obtained

by Pearson’s test are indicated.

Cytokine Dialogue Between Macrophages and T
Lymphocytes in Adipose Tissue

We next performed coculture experiments to specify a
potential cytokine dialogue between adipose CD14" and
T cells. The presence of CD14" macrophages enhanced by
threefold to sixfold the production of IFN-y, IL-17, and
IL-22 by autologous CD3" T cells (Fig. 34). This stimu-
latory effect on IL-17 and IL-22 release was reproduced
by adipose CD14" cell conditioned media, emphasizing the

importance of paracrine over cell contact effects in our
cocultures conditions. Addition of CD14" cells also in-
creased IL-17 release by CD4" cells in OB/D subjects,
with a similar trend for IL-22 release (Fig. 3B). In this
experimental setting, the amounts of cytokines produced
by CD4" T cells were systematically higher in OB/D than
in NO subjects, although the differences did not reach
statistical significance, due to a limited number of NO
subjects.
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Figure 3—IL-1B selectively enhances IL-17 and IL-22 production in human adipose tissue. A: IFN-vy, IL-17, and IL-22 production by
adipose tissue CD3* cells cocultured with autologous adipose tissue CD14* cells or conditioned media upon anti-CD3/anti-CD28 activa-
tion in 10, 13, and 8 obese subjects, respectively. *P < 0.05 versus CD3" cells alone using Mann-Whitney test. B: IFN-v, IL-17, and IL-22
production by adipose tissue CD4™ T cells cocultured with autologous adipose tissue CD14* cells upon anti-CD3/anti-CD28 activation in
NO (n = 2) and OB/D (n = 3-5) subjects. *P < 0.05 versus CD4* cells alone using Wilcoxon matched pairs test. C: Representative flow
cytometry histogram of IL-1RI expression on adipose tissue CD4" cells from one NO subject and one OB/D subject. Numbers on the
histogram profiles indicate the frequency (percentage) of IL-1RI* cells in total CD4* T cells. The graph shows the percentages of CD4* T
cells expressing IL-1Rl in adipose tissue of NO (n = 3) and OB/D (n = 5) subjects. *P < 0.05 versus NO using Mann-Whitney test. D: IFN-y
(n =5), IL-17 (n = 6), and IL-22 (n = 6) secretion in adipose tissue CD4" cells from obese subjects treated with recombinant human IL-18 for
48 h. *P < 0.05 versus isotype control using Wilcoxon matched pairs test. E: IFN-y (n = 5), IL-17 (n = 12), and IL-22 (n = 12) production by
adipose tissue CD4™ cells cocultured with autologous adipose tissue CD14™ cells of obese subjects upon anti-CD3/anti-CD28 activation
and in presence of isotype control or anti-IL-13 antibody as indicated. *P < 0.05 versus control using Wilcoxon matched pairs test. All data

are shown as mean = SEM. CM, conditioned media.

The role of IL-1B was first substantiated by the pres-
ence of IL-1B-signaling receptors (IL-1RI) on CD4" cells,
which were detected in larger amounts in cells obtained
from OB/D patients compared with NO (Fig. 3C). Then
we determined the effects of rIL-1B8 and IL-1B neutrali-
zation on CD4" T-cell cytokine release. While IFN-y pro-
duction was not significantly changed, the release of IL-17
and IL-22 was significantly increased upon rIL-1f treat-
ment of CD4" T cells (Fig. 3D) and decreased by IL-1B
neutralization in CD14" CD4" cocultures (Fig. 3E). These
findings indicate that macrophage-derived IL-1B selec-
tively alters the production of cytokines by adipose tissue
CD4" T cells, increasing IL-17 and IL-22 release, with
virtually no effect on IFN-vy.

The receptors IL-17RA and IL-22RA1 were both de-
tected on adipose tissue CD14" cells (Fig. 4A), suggesting
that these cells are responsive to IL-17 and IL-22. Of note,
the presence of IL-22RA1 on CD14" cells appears to be

adipose tissue specific, as circulating CD14" precursor
monocytes did not express it (Fig. 4A). When cocultured
with autologous CD3" cells, adipose tissue CD14" cells
secreted twice as much IL-1 than when cultured alone
(Fig. 4B). This stimulatory effect was observed in CD4"
CD14" coculture of cells obtained from OB/D subjects,
whereas it was not detected in cells from NO controls
(Fig. 40C). The role of T-cell cytokines to drive IL-1 pro-
duction was next explored in CD14" cells obtained from
obese adipose tissue. rIL-22 was the most potent to pro-
mote IL-1f3 release in CD14" cells (Fig. 4D). A stimulatory
effect of rIL-17, although significant, was much weaker
and not synergistic with that of rIL-22. IFN-y did not
increase IL-1B release in these primary cells. In CD4"-
CD14" cocultures, IL-22 neutralization slightly but signif-
icantly reduced IL-1B secretion, while anti-IL-17 and
anti-IFN-y antibodies were without effect (Fig. 4E).
We further assessed the effect of IL-22 neutralization



diabetes.diabetesjournals.org Dalmas and Associates 1973

CD14* cells
A B 150+ C 10009 — cpiat
Blood VAT * B CcD14"+CcD4’
IL-17RA = s o — = —_— = 800+ S
IL-2RAT £ 100- g %
Actin T — % % 600 —
g £ 400 5
= 50 =
A = 200-
- 1 0_ 0_
IL-17RA IL-22RA1 o \g‘ g NO OoB/D
OO QO C)Q\
x X
QO
400- 250 _ _ 30+ mmm rlL-22
. 500 500 Z2 T cell CM
_ *
c * < .
S = 200+ 4004 400+ * g 2
& 300+ s 2
2 A S 10
2 ¥ S 104
8 o 150+ 300- 300- S8 e
© € :'
S 2004 = T2 *
= & 100 200 200 Ty 4
D o
£ = >
100+ A 2
= 4 50 100 100 S 24
=|I fus
0- 0- 0- 0- 0-
> A @ A A @ A\ @ @ & S P f D
LN AN Q N NI & N Ny
ROECARNER RN REAN S S & G &
O N N > >
K v v v

4

<

Figure 4—IL-22 increases IL-1B release by adipose tissue macrophages in OB/D patients. A: Protein levels of IL-17RA and IL-22RA1 in
CD14"* cells isolated from peripheral blood mononuclear cells (blood) or visceral adipose tissue of obese subjects and representative flow
cytometry histogram of IL-17RA and IL-22RA1 expression on adipose tissue CD14* cells from one OB/D subject. B: IL-13 production by
adipose tissue CD14" cells cocultured with autologous adipose tissue CD3™ cells upon anti-CD3/anti-CD28 activation (n = 13). *P < 0.05
versus CD14* cells alone using Wilcoxon matched pairs test. C: IL-1B production by adipose tissue CD14" cells cocultured with autol-
ogous adipose tissue CD4™ cells upon anti-CD3/anti-CD28 activation in NO (n = 3) and OB/D (n = 5) subjects. *P < 0.05 versus CD14" cells
alone using Wilcoxon matched pairs test; 8P < 0.05 versus NO using Mann-Whitney test. D: IL-18 secretion from adipose tissue CD14*
cells stimulated with recombinant human IL-17 and IL-22 alone or combined or IFN-y for 24 h (n = 6). *P < 0.05 versus control using
Wilcoxon matched pairs test. E: IL-1B production by adipose tissue CD14™ cells cocultured with autologous CD4* cells upon anti-CD3/anti-
CD28 stimulation and in presence of anti-IFN-y (n = 5), anti-IL-17 (n = 9), or anti-IL-22 (n = 7) neutralizing antibodies or isotype controls.
Data are shown as mean = SEM. *P < 0.05 versus isotype control using Wilcoxon matched pairs test. F: Pro-IL-18 gene expression in
MDM treated for 24 h with rIL-22 or T cell-conditioned media in presence of isotype control or anti-IL-22 neutralizing antibody as indicated
(n = 5). *P < 0.05 versus isotype using Mann-Whitney test. All data are shown as mean = SEM. CM, conditioned media; VAT, visceral
adipose tissue.

on pro-IL-13 gene expression in MDM treated with rIL-22  their capacity to increase pro-IL-13 gene expression and
or CD3" conditioned media. In these experimental set- caspase-1 activity in macrophages. In line with data in Fig.
tings, anti-IL-22 antibody abolished the stimulatory effects = 4F, rIL-22 markedly increased pro-IL-18 mRNA in MDM,
of rIL-22 or T cell-conditioned media (Fig. 4F). These data  while a weaker or no stimulatory effect was found for rIL-
support a new paracrine dialogue sustained by IL-22- 17 and recombinant IFN (rIFN)-vy, respectively (Fig. 5A).
driven IL-1 production in human adipose tissue macro- Beside, pro-IL-13 mRNA levels were increased by rIL-1(3,
phages. in agreement with the cytokine self-stimulatory effect

(18). As a control, TNF-a gene expression was mostly pro-
IL-17 and IL-22 Target Distinct Molecular Pathways in ~ moted by rIFN-y. Chromatin immunoprecipitation showed
Macrophages that the marked stimulatory effect of rIL-22 relied on the re-
To get insights into the molecular pathways triggered by  cruitment of AP-1 (C-Jun), but not NF-«kB (p65), onto IL-13
T-cell cytokines to promote IL-13 production, we explored = promoter with a concomitant recruitment of polymerase 2
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Figure 5—T-cell cytokines regulate IL-1B production through distinct pathways. A: Quantitative PCR analysis of pro-IL-18 and TNF-a
expression in MDM treated with rIL-17, IL-22, IFN-y, or IL-1B (n = 4). B: Recruitment of AP-1 (C-Jun), NFkB (p65), and polymerase 2 onto
the IL-18 or TNF-a promoter in MDM stimulated with rIL-17, IL-22, or IFN-y. C: Quantitative PCR analysis of pro-IL-18 and TNF-a
expression in MDM treated for 24 h with rlL-22 in presence JNK inhibitor as indicated (n = 4). D: Caspase-1 activity in MDM (n = 1 in
quadruplicate) and THP1 wild-type or NLRP3 deficient (n = 1 in duplicate) in response to T-cell cytokines. def, deficient; inh, inhibitor; OD,
optic density; POL2, polymerase 2; WT, wild-type. *P < 0.05 vs. control using Mann-Whitney test.

(Fig. 5B). Stimulation by rIL-17 induced only a weak re-
cruitment of these transcription factors onto IL-1B pro-
moter. rIFN-y was efficient for their recruitment onto
TNF-a promoter, but without effect on IL-1f promoter.
The relevance of JNK pathways in promoting rIL-22-
mediated pro-IL-1f transcription was supported by a dose-
dependent inhibitory effect of SP600125 JNK inhibitor,
which was observed on pro-IL-18 and not on TNF-a gene
expression (Fig. 5C).

rIL-17- and rIFN-vy-induced caspase-1 activity in MDM
and THP1 macrophages, and these stimulatory effects were
reduced in NLRP3-deficient cells (Fig. 5D and E). By con-
trast, rIL-22 was virtually without effect on caspase-1 ac-
tivity. Additionally, JNK inhibitor had no effect on IL-17-
and [FN-y-induced caspase-1 activation (data not shown).
In sum, these data show that IL-22 promotes pro-IL-13
transcription through JNK pathway activation, while
IL-17 or IFEN-y may contribute to NLRP3/caspase-1 ac-
tivation required for pro-IL-1@ processing and IL-1f3 re-
lease in macrophages.

DISCUSSION

Human obesity is a condition marked by changes in the
immune cell composition of adipose tissue. While macro-
phages were initially considered major effectors, the
contribution of T cells to adipose tissue inflammation is
now established. The phenotyping of immune cells and
their local interactions have remained largely unexplored
in human adipose tissue, hampering potential trans-
lation into therapeutic strategies.

In the current study, we show here that the tran-
scriptomic signature of adipose tissue macrophages was
markedly influenced by altered glycemic status. Over-
expression of genes functionally related to inflammatory
and immune responses characterized macrophages of
diabetic patients, where TNF-a and IL-13 were among
the most upregulated genes. TNF-a has long been impli-
cated in obesity-induced insulin resistance in rodent mod-
els (19). In our human population, the production of TNF-a
by macrophages or adipose tissue explants was not strikingly
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modulated by type 2 diabetes or RYGB-induced weight loss,
whereas IL-1(3 was. Several experimental and clinical stud-
ies have stressed a pathological implication of IL-1f in
obesity-induced alteration of glucose homeostasis (20-
23). Blockade of IL-1f signaling improves glycemic status
in mice with diet-induced obesity (24,25) and in type 2
diabetic patients (26-28). Our current data highlight the
pathological relevance of increased local IL-13 production
by adipose tissue macrophages in chronically deteriorated
glycemic status, expanding the cellular targets of current
anti-IL-1B therapies. While numerous cell types, including
adipocytes, are known to process IL-13 (29), we show
here that macrophages are the major source of IL-1B in
human adipose tissue.

Investigating the cytokine signature of adipose tissue
T lymphocytes, we found that increased frequencies of IL-
17%-1L-227, 1L-17-IL-22", and IL-17"-IL-22* subpopula-
tions of CD4" cells were characteristic of visceral adipose
tissue of OB and OB/D subjects, in relation with deterio-
ration of glucose homeostasis. This supports the relevance
of this specific lymphocyte profile in obesity-related type 2
diabetes. In line with our observations, insulin-resistant
obese patients were shown to display a greater percentage
of lymphocytes producing IL-17 and IL-22 in their sub-
cutaneous adipose tissue than metabolically normal obese
or lean subjects (11).

In our study, the coincidental increase in macrophage-
derived IL-1P and T cells producing IL-17 and IL-22 led to
the hypothesis that these immune cells interact in adipose
tissue. Primary cell cultures implemented with recombi-
nant cytokine or neutralizing antibody revealed that IL-
1B specifically promoted IL-22 and IL-17 production by
adipose tissue CD4" cells. These two cytokines are estab-
lished to induce inflammatory responses in various cell
types (30-33). Thus the proinflammatory role of IL-1f3
in adipose tissue might be substantiated by indirect
effects mediated in part through IL-17 and IL-22. Recip-
rocally, the presence of IL-17 and IL-22 signaling recep-
tors, IL-17RA and IL-22RA1 (34,35), on adipose tissue
CD14" cells suggest that these cells are responsive to
a Th17-like environment. Of note, since IL-22RA1 is con-
sidered absent on hematopoietic cells (34), the unex-
pected expression of IL-22RA1 on CD14" cells might
constitute a novel feature of visceral adipose tissue mac-
rophages. The stimulatory effects of T-cell coculture or
recombinant cytokines on CD14" cell-derived IL-1f argue
for an effect of IL-22 and IL-17 to promote IL-1p release.

In the context of skin inflammation, both IL-17 and IL-
22 stimulate NLRP3-dependent secretion of IL-13 from
keratinocytes (36). In the human adipose tissue, our data
support a prominent role for IL-22, mostly through
C-Jun-mediated increase in pro-IL-18 transcription. The
use of anti-IL-22 antibody was successful to abolish
T cell-conditioned media-induced IL-1f3 expression in
MDM, whereas the neutralizing effect was only marginal,
although significant, in CD4"-CD14" coculture-mediated
IL-1B release. A possible explanation is that an unknown
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factor(s) reduced the efficiency of the antibody in our
coculture conditions. IL-22 is known to mediate either
proinflammatory or protective responses in different
pathological conditions (reviewed elsewhere [37]). Our
data suggest that IL-22 contributes to alter adipose tissue
biology in type 2 diabetic patients, at least in part by
increasing IL-1B local production. Interestingly, IL-1f3,
IL-17, and IL-22 have all been shown to promote anti-
adipogenic responses and insulin resistance in adipocytes
(33,38-40) likely to contribute to the development of
type 2 diabetes in obese subjects. Whether or not these
adipose tissue-derived cytokines also act at the systemic
level remains to be defined.

In our cellular experiments, IFN-y release was stimu-
lated by the presence of adipose tissue CD14" cells, but its
production was not affected by rIL-13 or neutralizing
anti-IL-13 antibody. Additional factors might stimulate
IFN-y secretion in adipose tissue, including adipocyte-
derived soluble mediators, such as free fatty acids and
leptin (41) or the Thl-promoting cytokine IL-18 (42). We
further observe that IFN-y increased NLRP3-dependent
caspase-1 activity in adipose tissue macrophages, in line
with its reported effect to increase caspase-1 gene expres-
sion in human pancreatic islets (43). High level of adipose
tissue IFN-y might also act locally as a negative regulator
of IL-1f3 expression since it is known to inhibit IL-13 self-
amplification at the transcription level in human peri-
pheral blood mononucdlear cells (18). Further studies are
warranted to unravel the pathological relevance of IFN-y in
human adipose tissue.

This study was performed mostly in primary human
cells immunoselected from adipose tissue with some inher-
ent limitations. First, freshly isolated macrophages might
be in a highly activated state. Ex vivo caspase-1 “over-
activation” could explain the limited effect of IL-17 to
promote IL-1p secretion in these primary cells compared
with MDM or THP1 macrophages. Second, we do not rule
out the possibility that adipose tissue CD14" cell fraction
comprises a minor subpopulation of myeloid CD14" den-
dritic cells (44). Third, cocultures were performed in pres-
ence of anti-CD3 and anti-CD28 antibody to minimize cell
contact mediated by antigen presentation or CD80/CD86,
respectively. However, this experimental setting does not
preclude cell contact relying on other costimulatory mole-
cules (e.g., CD40/CD40L). Given that CD14" cells or condi-
tioned media produced a similar amount of stimulation of
IL-17 and IL-22 release, it is likely that cell contact does not
play a major role in these coculture conditions. However, we
cannot rule out that cell contact mediated signaling path-
ways contribute to this inflammatory dialogue in vivo.

In this study exclusively performed in human samples,
we cannot infer a causal relationship between obesity-
induced type 2 diabetes and macrophage-derived IL-13 or
CD4" T cell-derived IL-17/IL-22. This represents a well-
known limitation of human investigation. Recent obser-
vations that cytokine production in mouse adipose tissue
does not reflect the human situation, for example, with
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virtually no IL-22 production (40), dampens the useful-
ness of mouse models in this specific context. The prom-
ising example of IL-1B8 blockade as being the most
advanced immune intervention in patients with type 2
diabetes (45) strengthens our observations.

Our primary cell cultures were performed with cells
isolated from visceral adipose tissue. It remains to be
determined if a similar interplay between T cells and
macrophages takes place at other locations. Of note, excess
visceral adiposity is defined as the most proinflammatory
fat depot and is widely accepted as a better correlate of
metabolic abnormalities than the amount of subcutaneous
adipose layer (46). In support of this idea, IL-1 produc-
tion was higher in visceral than in subcutaneous adipose
tissue of the same subject.

In summary, our data support a feed-forward proin-
flammatory loop between macrophages and CD4" T cells
prominently mediated by IL-18 and Thl7-related IL-22
within human visceral adipose tissue. Association of both
macrophage-derived IL-1f and frequencies of Th17 cells
with obesity-induced deterioration of glycemic variables
enlightens the pathological relevance of this interplay.
We provide an additional rationale for targeting IL-18 in
obesity-linked type 2 diabetes through dampening this local
proinflammatory loop. While early clinical data now de-
scribe the promising effect of IL-17 blockade in numerous
autoimmune diseases (47), this study opens new avenues
to the conception of innovative combinatorial anti-IL-13
and anti-IL-22 immunotherapy in human obesity.
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SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary Figure 1. Transcriptomic signature of adipose tissue CDI14+ cells from type
2diabetic obese patients.Genome-wide mRNA expression analysis using microarrays was performed
in adipose tissue CD14+ cells isolated from obese (OB, n = 6) and type-2 diabetic obese (OB/D, n
=6) subjects. (A) Venn diagram depicts the number of genes specifically regulated in CD14+ cells
isolated from OB and OB/D subjects. The functional themes regulated in CD14+ cells isolated from
OB/D subjects represented by enriched annotating categories of Gene Ontology (GO) are shown. (B)
Summary of the top 10 up-regulated genes in CD14+ cells isolated from OB/D compared to OB
subjects. FDR represents the False Discovery Rate. Genes were considered significantly regulated
when FDR is <5 %.
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SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary Figure 2. (A) NLRP-3-independent TNF-o production by adipose CD14+ cells.
CD14+ cells were isolated from adipose tissue of obese subjects (n = 5) and treated with incremental
doses of NLRP3-inhibitor glyburide. (B) TNFU production by adipose tissue during RYGPinduced
weight loss. Adipose tissue explants were obtained from obese subjects at the time of RYGP surgery
(month 0) and at months 36 (n =20) and 12 (n =9). Data are shown as means + SEM.
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Supplementary Figure 3. Expression of T cell cytokines in adipose CD3+ cell enriched

fraction. Quantitative PCR analyses of CD3 and T cell cytokine gene expression in cellular fractions
prepared from adipose tissue biopsies of OB subjects (n=10). Ad: adipocytes; Neg: CD14-CD3-
cells; SVF: stroma vascular fraction.
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Il. Etude complémentaire : Réle du microenvironnement du tissu adipeux sur
I>activation des lymphocytes T CD4" mémoires centraux

Objectifs

Comme décrit dans Iintroduction, les LT CD4" mémoires centraux (LT4 Cm) humains peuvent étre
activés en Th17 en présence d’IL-1pB, principalement, et/ou d’IL-6 (Acosta-Rodriguez et al., 2007;
Laurence and O’Shea, 2007; Yang et al., 2008 Nature). De plus, les LT4 Cm de type Th17 expriment
fortement le récepteur CCR6 qui leur permet d’étre recrutés dans les tissus sécrétant la chimiokine
CCL20 (Baba et al., 1997; Hirota et al., 2007; Singh et al., 2008).

Ainsi, nous avons voulu savoir si le microenvironnement cytokinique du TA viscéral obése pouvait

sélectivement promouvoir le recrutement et I’activation des LT4 Cm.

Matériels et méthodes

Pour cela, nous avons constitué une « banque » de milieux conditionnés d’explants de TA viscéral
provenant d’individus minces et d’individus obéses. D’une part, nous avons quantifié leur profil de
sécrétion cytokinique par Luminex, d’autre part, nous les avons mis en culture avec des LT4 Cm
obtenus a partir du sang d’un individu sain. Les LT4 Cm ont éte triés par cytométrie en flux sur la base
de leur profil phénotypique CD4"'CD25 CD62L"CD45RA". lls ont été cultivés dans du milieu X-Vivo
+ 2 % sérum durant 7 jours en présence d’anti-CD3/CD28 selon quatre conditions différentes : seuls,
en présence de cytokines recombinantes IL-1p (12,5 ng/mL) et IL-6 (25 ng/mL) utilisées comme
contréle positif, et avec des milieux conditionnés d’explants de TA d’individus minces ou d’individus
obeses. Finalement, la sécrétion des LT4 Cm aprés 7 jours de culture a été mesurée par Luminex
(Figure 23).
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Figure 23 : R6le du microenvironnement du tissu adipeux sur I’activation des lymphocytes T
CD4" mémoires centraux

Résultats

Tout d’abord, on observe que le TA viscéral, mince ou obése, sécréte peu de molécules inflammatoires
détectables dans nos conditions de culture (Tableau 5). De plus, les quantités sécrétées sont assez
faibles excepté celles de I’IL-6 et de CCL20. En outre, le TA obése sécréte plus d’IL-6, de CCL20, de
TNF-a, d’1L-1p, d’IL-2, mais également d’IL-10, par contre le TA mince sécrete un peu plus d’IL-33.
De facon attendue, on peut noter une corrélation entre la sécrétion des molécules inflammatoires telles
que I’IL-6, I’IL-1B et la CCL20 dans les milieux conditionnés d’explants de TA (Figure 24).

Ensuite, aprés avoir cultivé des LT4 Cm en présence de ces milieux conditionnés, on a constaté une
augmentation simultanée de leur sécrétion d’IL-17A et d’IL-17F spécifiquement avec les milieux
conditionnés d’explants de TA obése (Figure 25). Finalement, cette sécrétion accrue d’IL-17 est

corrélée avec I’état inflammatoire du TA obése (Figure 26).

Conclusion

Tout d’abord, notons le faible nombre de molécules inflammatoires sécrétées par les explants de TA

viscéral obése détectées dans nos conditions de culture : 7 sur 25.
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Par contre, on observe une augmentation de CCL20 qui pourrait contribuer au recrutement des Th17
dans le TA obeése. De plus, I’augmentation de I’IL-1B et de I’IL-6 dans le TA obése semble induire
I’activation des LT4 Cmen Th17.

Ainsi, ces deux phénomeénes pourraient en partie expliquer I’augmentation du pourcentage des LT
CDA4"IL-17" et la sécrétion accrue d’1L-17 que nous avons mises en évidence dans I’Article 1.

Finalement, cela nous pousse encore d’avantage a comprendre les différents roles de cette cytokine sur
la physiopathologie du TA obeése.
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Controles (n=3) Obeéses (n=10)

Molécules pg/ 0,1 g TA viscéral / 24h
IL-6 585,5 + 450,6 44405,4 + 10155,8
CCL20 12,5+12,5 2343,2 £1195,6
IL-10 0,7+0,3 67,5%15,8
TNF-a 1,4+1,1 57,4 +10,6
IL-1B 0,8+0,1 49,4 +17,3
IL-33 34,8+20,3 9,5+1,8
IL-21 0,6+0,6 6,90,5
GM-CSF n.d n.d
IFN-y n.d n.d
IL-12 n.d n.d
IL-13 n.d n.d
IL-15 n.d n.d
IL-17A n.d n.d
IL-17E n.d n.d
IL-17F n.d n.d
IL-2 n.d n.d
IL-22 n.d n.d
IL-23 n.d n.d
IL-27 n.d n.d
IL-28 n.d n.d
IL-31 n.d n.d
IL-4 n.d n.d
IL-5 n.d n.d
IL-9 n.d n.d
TNF-B n.d n.d

Tableau 5 : Inflammation du tissu adipeux viscéral obése

Sécrétion d’explants de TA viscéral d’individus minces et obéses. Les données représentent la
moyenne + SEM (TA : tissu adipeux, n.d : non détecté).
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Figure 24: Inflammation « collective » du tissu adipeux viscéral obese

(A) Sécrétion d’IL-1B, d’IL-6 et de CCL20 par les explants de TA viscéral d’individus minces et
obéses. (B) Corrélation entre les trois molécules. Les données représentent la moyenne = SEM (TA :

tissu adipeux).
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Figure 25 : Activation des lymphocytes T CD4" mémoires centraux en Th17 spécifiquement en
présence d’explants de tissu adipeux viscéral obése

Sécrétion d’IL-17A et d’IL-17F par les LT4 Cm en fonction des conditions de culture. LT mémaoires
cultivés seuls (n = 1 en duplicate), en présence de cytokines recombinantes IL-1B (12,5 ng/mL) et IL-6
(25 ng/mL) (n = 1 en duplicate), ou en présence d’explants de TA viscéral d’individus non obéses
controles (n = 3) ou d’individus obéses (n = 10). *P < 0,05 et **P < 0,01 comparé aux explants
contrdles d’individus minces. Les données représentent la moyenne + SEM.
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sécrétion d’IL-17A et d’IL-17F par les LT4 Cm et la sécrétion des explants de TA viscéral.

101



102



I11. Article 2 : Impact des cytokines IL-17 et IL-1p sur les cellules non-immunitaires
du tissu adipeux

Caer C*, Rouault C*, Poitou C, Aron-Wisnewsky J, Torcivia A, Bichet J-C, Clément K, Michele
Guerre-Millo M, André S. Pro-inflammatory and catabolic effects of immune cell-derived cytokines in
human adipose tissue. Soumis dans Int J Obes. 2016

Objectifs

Apres avoir observé une augmentation de la production d’IL-17, d’IL-22 et d’IL-1p dans le TA obese,
ainsi qu’un « dialogue » paracrine pro-inflammatoire entre les Th17 et les macrophages, le tout étant
accentué par le DT2, nous avons tenté de mieux comprendre le réle de ces trois cytokines dans la
physiopathologie du TA en étudiant leur impact sur les trois principales cellules non-immunitaires du
TA.

Pour cela, nous avons utilisé trois modeles de cellules primaires humaines, bien caractérisés au sein de
notre laboratoire, les pré-adipocytes, les cellules endothéliales CD31" et les adipocytes matures
cultivés en 3D dans un hydrogel, obtenues a partir de TA sous-cutané provenant de liposuccion. Nous
avons cultivé ces trois types cellulaires avec des cytokines recombinantes humaines ou en présence de
milieu conditionné de cellules immunitaires CD45" obtenues a partir de TA viscéral obése afin de
refléter I’état physiopathologique cytokinique dans lequel se trouvent ces cellules au cours de
I’obésité. Finalement, nos analyses ont porté sur trois altérations majeures du TA obese que sont

I’inflammation, la fibrose et le métabolisme adipocytaire.

Résultats

Tout d’abord, nous avons confirmé que I’IL-17 et I’IL-22 sont exclusivement exprimées dans les LT
CD4", alors que la pro-IL-1B, bien que trés largement exprimée par les macrophages, est aussi

exprimée dans les adipocytes matures et les cellules non-immunitaires, au sein du TA viscéral obése.

En outre, I’expression des récepteurs IL-17RA et IL-1R1sur nos trois modeles cellulaires nous a
permis d’explorer les effets de I’IL-17 et I’IL-1p, contrairement a 1’1L-22 dont le récepteur spécifique,

I’IL-22RA1, n’est pas présent dans nos trois modeles cellulaires en culture.
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De facon synthétique, I’IL-17 et IL-1p induisent :

- Une inflammation dans les trois types cellulaires.

- Une diminution des genes du métabolisme adipocytaire.

- Pas de réelle fibrose sur les pré-adipocytes et les cellules endothéliales.

Les effets de ces deux cytokines, bien qu’allant dans le méme sens, sont nettement plus prononcés
avec I’I1L-1.

De facon intéressante, le milieu conditionné de cellules immunitaires CD45" reproduit les réponses
pro-inflammatoires et cataboliques induites par les cytokines recombinantes spécifiquement dans les
adipocytes. Enfin, ces effets néfastes sont efficacement inhibés en présence d’anticorps neutralisants
anti-1L-17 et anti-1L-1p.

Conclusion

Finalement, I’ensemble de ces résultats tend a argumenter pour un rdle pathologique de I’IL-13, mais
également de I’IL-17, dans le dysfonctionnement du TA induit par I’obésité. Pour cela, ces deux
cytokines ont la capacite de favoriser I’inflammation dans les trois principales cellules non-

immunitaires du TA et d’induire une diminution du métabolisme adipocytaire.
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ABSTRACT

BACKGROUND/OBJECTIVE: Increased production of inflammatory cytokines contributes to
disrupt adipose tissue biology in human obesity. We previously identified IL-1B and Thl7-related
cytokines as key players of an immune cell paracrine crosstalk leading to reciprocal amplification of
their release in adipose tissue of obese subjects. The aim of the present study was to investigate the
contribution of these cytokines to alter adipose tissue homeostasis.

METHODS: Pre-adipocytes, CD31" endothelial cells and primary adipocytes were isolated from
human adipose tissue obtained in non-obese women undergoing lipoaspirate. We explored and
confronted the effects of recombinant human cytokines, rlL-1B and rIL-17, on gene expression and
pro-inflammatory factors release. Same analyses were conducted in response to conditioned medium
of obese adipose tissue-derived CD45" immune cell, with or without anti-IL-1B and anti-1L-17
neutralizing antibodies.

RESULTS: rIL-1pB and rIL-17 induced concordant pro-inflammatory transcriptional programs in the
three human cell models and down regulated metabolic genes in adipocytes. The effects of rIL-1p
were markedly more pronounced and not synergistic with those elicited by rlIL-17 in the same cells.
CD45" cell conditioned medium reproduced recombinant cytokine-induced pro-inflammatory and
catabolic response in adipocytes. These effects were efficiently rescued upon IL-1B and IL-17
neutralization. Despite marked induction of matrix metalloproteinases by IL-1B, none of the
recombinant cytokines or CD45" cell conditioned medium promoted major fibrotic alterations in pre-
adipocytes and endothelial cells.

CONCLUSIONS: Our data enlighten a pathological implication of IL-1B and IL-17 to obesity-
induced adipose tissue dysfunction, relying on their potential to promote inflammation in non-immune
cells and metabolic deregulation in adipocytes. The prominence of IL-1p contribution to these adverse

effects provides new rationale for anti-I1L-1 immunotherapy in human obesity.
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INTRODUCTION

In obesity, adipose tissue is a site of marked immune cell accumulation, which maintains a state of
chronic low-grade inflammation. Colonization occurs in absence of infection or autoimmune process,
in response to positive energy balance and subsequent cellular injuries such as adipocyte hypertrophy.
In turn, deregulation of adipose secretory and metabolic functions contributes to the development
and/or maintenance of co-morbidities, including insulin resistance and type 2 diabetes. Macrophages
are the most abundant immune cells, which accumulate and display phenotypic changes in
hypertrophied adipose tissue. In the lean state, macrophages with a M2-like anti-inflammatory
phenotype prevail, while adipose tissue colonization by pro-inflammatory macrophages is a hallmark
of obesity."* Of note, the phenotype and function of adipose tissue macrophages, which display
distinct characteristics in mice and human obesity, are still a matter of debate.’

Beside macrophages, numerous cell types from both the innate and adaptive arms of the immune
system colonize adipose tissue, with ensuing pathological but also beneficial consequences (reviewed
ine). Immune cells implicated in tissue dysfunction include CD8" T cells, mast cells, neutrophils, NK,
B and yé T cells, while Th2 and Tregs subsets, NKT cells, eosinophils or type 2 innate lymphoid cells
are protective against obesity-induced adipose tissue inflammation. Recently, mucosal-associated
invariant T cells (MAIT) were also described in human adipose tissue, where they exhibited a IL-17
profile in obese subjects.’

Cell-to-cell communication is crucial to ensure coordinated responses to environmental changes
within tissues. Signaling mediators include direct cell-cell contact as well as secreted factors, such as
cytokines, which are key components of paracrine dialogues. In the context of adipose tissue, pro-
inflammatory macrophages are a prominent source of molecules with a potential to induce
inflammatory, profibrotic and insulin resistant states in pre-adipocytes and adipocytes.®*? Cell cultures
implemented with neutralizing antibodies enlightened a crucial role of TNF-o®'* and IL-B* in
mediating the deleterious effects of macrophage secreted factors. Mice and human studies showing
that anti-TNF-o™** or anti-IL-1p'**® immunotherapy improved glycemic status, support the
implication of these inflammatory cytokines in linking adipose tissue inflammation to metabolic
alterations. Other factors such as IL-6, prominently produced by pro-inflammatory macrophages,
impaired insulin signaling and induced inflammation in 3T3-L1 murine adipose cell line."*® In
humans, IL-6 content decreased in the adipose tissue of obese women submitted to very low calorie
diet and positively correlated with reduced whole body insulin sensitivity in obese subjects.”*?
Collectively,these observations emphasize the pathological relevance of macrophage-derived pro-
inflammatory cytokines to promote adipose tissue deregulation and to alter glucose homeostasis in
obesity.

Among additional factors potentially involved in obesity-induced adipose tissue dysfunction, IFN-
v, mostly produced by Thl and CD8" T cells, has long been known to alter insulin signaling and lipid

metabolism in adipose cells.?**® More recently, we and others revealed that a specific subset of Th17
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lymphocytes accumulate in the adipose tissue in relation with deterioration of subjects’ glycemic
status.””*® Th17 cells produce specific cytokines, including IL-17 and IL-22. Using human adipose
tissue-derived cells, we showed that IL-17 and prominently IL-22 target macrophages to increase the
release of IL-1p, while, in turn, IL-1p enhanced the production of Th17 cytokines by CD4" T cells.”®
This pathway was amplified in type 2 diabetic subjects and attenuated after weight loss, congruent
with concordant variations in glucose homeostasis. These human observations suggest that immune
cell paracrine interactions, leading to reciprocal amplification of IL-18 and Th17 cytokines, are critical
to promote a pro-inflammatory milieu in adipose tissue contributing to glycemic deterioration.
However, it is not well established how these specific cytokines impinge upon adipose tissue non-
immune cells. On the one hand, a deleterious action of IL-1p to induce inflammation and insulin
resistance has been demonstrated in mouse and human cultured adipocytes.’***% Recently, a similar
effect was attributed to IL-17, which was shown to impair insulin action in murine 3T3-L1
adipocytes.® Surprisingly, mice lacking IL-17 were not protected against high fat diet-induced insulin
resistance and exhibited increased adiposity. In line IL-17 demonstrated an anti-adipogenenic effect in
vitro.*** These observations are at odds with accumulation of Th17 cells in the adipose tissue of obese
and diabetic obese subjects, suggesting species differences in the pathological relevance of Thl7
cytokines.

The aim of the present study was therefore to substantiate and compare the effects of IL-1p and Th17
cytokines in primary non-immune cells isolated from human adipose tissue. To investigate this, human
adipose tissue-derived pre-adipocytes, adipocytes and endothelial cells were cultured in presence of
the two cytokines, alone or combined. Our data show that IL-1f and IL-17 induced concordant pro-
inflammatory transcriptional programs in the three cell types and down regulated metabolic genes in
adipocytes. The hierarchy between the two cytokines was established on the basis of a markedly more
pronounced effect of IL-1f compared to IL-17 with no evidence for synergistic effects, whatever the
pathway or cell type.
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MATERIALS AND METHODS

Human adipose tissue

Omental adipose tissue biopsies were obtained during bariatric surgery in a population of 10 morbidly
non-diabetic obese women (age 42.2 + 2.6 years; BMI 43.1 £ 1.6 kg/m?, fat mass 47.9 = 1.4 %).
Adipose tissue was dissociated by collagenase treatment and centrifuged to separate floating
adipocytes from cells of the stroma vascular fraction (SVF). CD45" immune cells, CD4" T cells
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) and CD14" macrophages (Stemcell Technologies,
Vancouver, Canada) were independently isolated from SVF cells, using positive selection magnetic
beads. CD45 non-immune cells were harvested during CD45" cells immunoselection. Cells were
recovered in RLT Qiagen buffer and kept frozen until use. To obtain conditioned medium, CD45"
cells were seeded 1x10° per mL in RPMI 1640 (Lonza, Berkshire, U.K.) with 10% Fetal Bovine
Serum, 1% penicillin-streptomycin, 1% sodium pyruvate and 1% NEAA and cultured for 48 h. A pool
of 8 separate cell culture media was used for the experiments.

Non-immune cells were obtained from subcutaneous adipose tissue collected in 27 non-obese
female subjects (age 44.2 + 3.3 years; BMI 22.3 + 0.5 kg/m?) undergoing lipoaspirate. Adipose tissue
was submitted to collagenase digestion to recover adipocytes and SVF cells. Pre-adipocytes were
selected from SVF cells grown in DMEM with 10% Fetal Bovine Serum and 1% penicillin-
streptomycin after at least 2 passages to eliminate non pre-adipocyte cell contamination.'! Endothelial
cells were isolated from SVF cells by CD31" bead positive selection (Stemcell Technologies) and
grown in ECGM medium (PromoCell, Heidelberg, Germany ) as described in*. Floating adipocytes
were incorporated immediately in hydrogel (Puramatrix, Corning, Bedford, MA, USA) for 3D setting
according to the protocol described in®.

The study was conducted in accordance with the Helsinki Declaration and approved by the Ethics
Committee (CPP lle-de-France 1). All obese subjects provided written informed consent when
included in the surgery program (Fibrota NCT01655017).

Adipose tissue non-immune cell culture
Pre-adipocytes were seeded in six well plates at 4x10* cells per mL and cultured in DMEM/F12,
supplemented with 1% penicillin-streptomycin and human insulin (5 nM). Endothelial cells were
seeded in six well plates at 4x10” cells per mL and cultured in ECBM (1% penicillin-streptomycin and
1% Bovine Serum Albumin fatty acid free) with or without cytokines. Adipocytes were embedded at a
concentration of 1x10° cells per mL of hydrogel preparation into 96-well plates containing 150 uL of
DMEM/F12, supplemented with 1% Bovine Serum Albumin fatty acid free, 1% penicillin-
streptomycin and human insulin (5 nM).

Human recombinant cytokines, riL-1f, riL-17, riL-22 (10 ng/mL; Miltenyi Biotec) and rTGF-B1 (5
ng/mL; Bio-Techne) were added, alone or combined, to cell culture medium. Pre-adipocytes and

CD31" cells were cultured for 96 h and adipocytes for 72 h with medium replacement after 48 h. In
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some experiments, CD45" immune cell conditioned medium was added at a dilution of 1 to 8 in cell
culture medium in presence of isotype control (mIgGlx, 2.55 pg/mL) or anti-IL-1B (2.5 pg/mL) and
anti-IL-17 (50 ng/mL) neutralizing antibodies (eBioscience, San Diego, CA, USA). Culture media
were recovered and kept frozen at -80°C until use. Pre-adipocytes and endothelial cells were harvested
in RLT Qiagen buffer + 1% p-mercaptoethanol. Adipocytes were immediately lysed using
QuantiGene Sample Processing kit (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).

Gene expression and secretion studies

For RT-PCR analysis, total RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France). cDNAs were synthesized from and prepared with M-MLV reverse transcriptase (Promega,
Fitchburg, WI, USA) and Supercript 11 reverse transcriptase (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
Exiqon primers were used for quantitative Real-Time PCR using the 7300 real-time PCR system
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). Data were normalized according to the RPLPO gene
expression. QuantiGene Plex analysis of gene expression in cultured adipocytes was performed with
QuantiGene 2.0 Plex Assay kit (Affymetrix) according to manufacturer instructions. Plates were
analyzed in the Bio-Plex Luminex 200 system (BioRad, Hercules, CA; USA), gene expression was
calculated using Bio-Plex Manager 5.0 software, and results were normalized to 18S expression.
Concentrations of secreted factors were assessed in non-immune cell culture media by the Luminex
technology (Millipore, Billerica, MA, USA) or by ELISA (Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA) in
CD45" cell conditioned medium.

Statistical analyses

All data are shown as mean + SEM. Differences between two groups were performed using the
nonparametric paired Wilcoxon or unpaired Mann-Whitney comparative tests. For all analyses, a P
value < 0.05 was considered statistically significant. Statistical analyses were done with GraphPad

Prism version 6.0 (GraphPad Software).
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RESULTS

Expression of immune cell-derived cytokines and their cognate receptors in adipose tissue cell types
The cellular sources of IL-1p and Th17 related-cytokines were explored in adipocytes and cells of the
stroma vascular fraction (SVF) isolated from omental adipose tissue of obese subjects. IL-17 and IL-
22 were both exclusively expressed in the CD45" immune cells of the SVF (Figure 1a, b). Pro-I1L-1B
gene expression was detected in immune cells and, at lower levels, in SVF CD45" cells and in
adipocytes (Figure 1c). Within adipose tissue immune cell fraction, Th17 cytokines were expressed in
CD4" T cells, while the CD14" cell-enriched fraction was the main site of pro-IL-1p gene expression.
Collectively, these data confirm that immune cells are the major source of cytokines in human adipose
tissue.

As a prerequisite for investigation of the effects of IL-1p and Th17 cytokines, we explored the cell
distribution of their cognate receptors. IL-17RA and IL-1R1 mRNA were detected in CD45" and
CD45 cells and in adipocytes, with a markedly prominent expression of IL-17RA in CD45" immune
cells (Figure 1d). A distinct distribution was found for IL-22RAL, expressed mostly, if not
exclusively, in non-adipocyte CD45 cells. These data indicate that non-immune cells of human
adipose tissue are potential target for both IL-1p and Th17 cytokines. Here, we explored this question
in three human cell types, including pre-adipocytes, CD31" endothelial and adipocytes, which were
cultured for various periods of time. By the end of the culture periods, IL-1R1 and IL-17RA mRNA
were readily expressed in the three cell types (Figure 1e). By contrast, IL-22RA1 mRNA was not

detected, precluding further in vitro exploration of the impact of 1L-22 in these human cell models.

Induction of a pro-inflammatory signature in human adipose tissue non-immune cells

To assess and compare the effects of IL-17 and IL-1p, pre-adipocytes were screened by PCR array for
change in the expression of 84 genes related to inflammation and extracellular matrix remodeling in
response to recombinant human cytokines (rlL-1p, rIL-17). This analysis revealed that both rIL-1p and
riL-17 induced an inflammatory signature, but of different nature (Table 1). Indeed, 41 genes were
induced by rIL-1B versus only 8 by rIL-17, according to a 2-fold induction threshold. Moreover, the
fold stimulatory effect of rIL-1p was markedly higher than that of rIL-17 on the same genes. Thus,
riL-1B induced qualitatively distinct and quantitatively more pronounced responses than rIL-17 in
human pre-adipocytes. Matrix modifying enzymes MMP-1 and MMP-3, the chemokine CCL2 and
pro-IL-1B were among the genes most up-regulated by the two cytokines.

This initial screen in pre-adipocytes prompted a search for cytokine-induced inflammatory
alterations in other adipose tissue non-immune cells. To this aim, we focused on a set of inflammation-
related genes, including chemokines (CCL2, IL-8, CCL20) and cytokines (pro-IL-1p and IL-6) known
to be altered in the adipose tissue of obese subjects. Confirming and extending previous data, all five
genes were up-regulated in response to rlL-1p in pre-adipocytes, CD31" endothelial cells and primary

adipocytes. A stimulatory effect of rIL-17, although significant on most genes, was markedly weaker
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(Figure 2a-c). In presence of both cytokines combined, the inflammatory response was of similar
amplitude as that induced by IL-1f alone (data not shown).

To substantiate the effects of IL-1p and IL-17 in the context of adipose tissue microenvironnement,
cells were cultured with CD45" cell conditioned medium (CD45" CM). Several factors were quantified
in this medium, including IL-18 (153 pg/mL), IL-17 (102 pg/mL), IL-22 (134 pg/mL), TNF-a (138
pg/mL) and much larger concentrations of IL-6 (853 pg/mL). CD45" CM up-regulated inflammatory
gene expression in the three cell types with distinct amounts of stimulation (Figure 2d-f). CD45" CM
fold inductions were lower than that elicited by rlL-1B in pre-adipocytes and CD31" cells. In these cell
types, weak inhibitory effects were observed in presence of anti-IL-1p and anti-1L-17 neutralizing
antibodies (Figure 2d,e). In adipocytes, however, CD45" CM exerted a strong pro-inflammatory effect
of similar magnitude as that induced by rIL-1p. Importantly, the CD45" CM stimulatory effects on
inflammatory genes were efficiently dampened upon IL-1pB and IL-17 neutralization (Figure 2f).

We next measured the release of a series of inflammation-related factors in cell culture media.
CD31" cells and adipocytes produced significant amounts of several chemokines (CCL20, CXCL1,
IL-8, CCL2), cytokines (TNF-o, IL-6, IL-1B) and other factors (VEGFa, G-CSF, PAI-1). The
secretory capacity of pre-adipocytes was weaker, as suggested by lower or undetectable amounts of
these factors (Figure 3a-c). rIL-1p and rIL-17 to a lesser extent increased the release of virtually all
factors (Figure 3d-f). No further effect over IL-1p-induced stimulation was detected in response to the
two cytokines combined (data not shown). Interestingly, low amounts of IL-1B were secreted by the

three cell types and significantly increased in response to rlL-17 (Figure 3g).

Low impact on extracellular matrix and fibrotic gene expression

Since adipose tissue inflammation is associated with fibrosis accumulation in human obesity, we next
explored whether IL-1p and IL-17 might contribute to fibrotic alterations, focusing on the response of
pre-adipocytes (Figure 4a-c) and CD31" endothelial cells (Figure 4d-f). Based on previous data from
our team showing that these cells were responsive to TGF-B1, we used this master regulator of
fibrogenesis as a positive control in this set of experiments. Gene- and cell-specific responses to
recombinant TGF-B1 (rTGF-1) were found. Collagen types IV (COL4A1) and fibronectin (FN1)
were up-regulated in both cell types, with a more pronounced effect in CD31" cells than in pre-
adipocytes, while collagen types | and I11 (COL3A1, COL1A1) were induced only in CD31" cells.
Pro-fibrotic activation was substantiated by induction of a collagen cross-linking enzyme (LOX) and
fibrogenic factors (CTGF, PAI-1), which were all induced. Notably, rTGF-B1 enhanced its own gene
expression, indicating self-amplification of its pro-fibrotic effect. Compared to rTGB-B1, the effects of
riL-17 and riL-1p on this set of fibrotic genes were less pronounced or even absent. Only PAI-1 gene
expression was up-regulated in a concordant manner by the three factors in both cell types. A notable

exception is a striking up-regulation of MMP-1 and MMP-3 by rlL-1f, confirming and extending PCR
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array data (Table 1). CD45" CM reproduced this effect, which was partly inhibited by anti-IL-1 and

anti-1L-17 neutralizing antibodies.

Down-regulation of metabolic genes in primary human adipocytes

The impact of rIL-1p and rIL-17 on metabolic genes was investigated in human adipocytes cultured in
Puramatrix hydrogel, a condition where metabolic capacity was maintained over prolonged period of
culture. We found that both rIL-1p and rIL-17 exerted catabolic effects, witnessed by down regulation
of a series of metabolic genes (Figure 5a). This includes genes functionally related to de novo
lipogenesis (ACC, FAS, PPARG), fatty acid binding and transport (LPL, CD36, FABP4) and lipolysis
(PLIN1, ATGL, FSP27, AdPLA, LIPA). Other genes such as the glucose transporter GLUT1 were not
affected. In cell cultured implemented with CD45" CM, the amplitude of metabolic gene down
regulation was in the same range as that produced by recombinant cytokines. Neutralization of IL-1p
and IL17 attenuated but did not fully block the catabolic effects of CD45" CM (Figure 5b).
Interestingly, the amounts of down regulation of CD36 and FABP4 genes were inversely correlated

with the magnitude of inflammatory gene response in adipocytes (Figure 5c,d).
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DISCUSSION

Adipose tissue is composed of a variety of structural, metabolic and immune cells, which
communicate through a network of mediators. In obesity, accumulation of immune cells in the adipose
tissue compromises local cytokine production, with deleterious consequences on adipose tissue
biology. The complex crosstalks implicated, potentially involving a number of paracrine factors and
cell types, are not precisely understood, especially in the human adipose tissue.

Among a myriad of factors, we previously identified macrophage-derived IL-1f and Thl17
cytokines as major contributors of a chronic inflammatory state in the adipose tissue of obese
subjects.”® Here, we extended the deleterious implication of these cytokines by showing that they
induce pro-inflammatory and catabolic responses in adipose tissue non-immune cells. Although IL-17
contributes to these cellular alterations, our data enlighten a markedly more potent effect of IL-1p,
adding further support for its role of “master” regulator of adipose tissue dysfunctional state in human
obesity.

Whereas fundamental insights in adipose tissue immunity and its deterioration in obesity have
emerged from studying animal models, adipose immune cell profile and cell-cell interactions might be
critically different between mice and humans. We previously showed® and confirmed here that CD4*
T cells are the main IL-17 and IL-22 producing cells in human adipose tissue. In mice, IL-17 was
shown to be produced by different cell types mostly CD4'CD8 y/5 T cells.® A few mouse studies
have explored the pathogenicity of Th1l7 cytokines in the context of metabolic alterations. In one
study, phenotypic exploration of mice lacking IL-17 did not demonstrate a protective effect against
diet-induced obesity and insulin resistance.* In other studies, pharmacological administration of 1L-22
to genetically and diet induced obese mice improved insulin sensitivity,* while 1L-22 overexpression
in adipocytes did not alter metabolic phenotype.®’

These limited observations suggest that Th17 cytokines might be more pathologically relevant in
human than in mouse adipose tissue. Thus, to address a potential deleterious implication of Thl7
cytokines, we used relevant primary cells derived from human adipose tissue, which have been
extensively explored in our team in the context adipose tissue inflammation.™**3**>3 As previously
reported in cultured human keratinocytes®, IL-22RA1 was suppressed in these cell models. By
contrast, all three cell types, including pre-adipocytes, adipocytes and CD31" endothelial cells
expressed the signaling receptor of IL-17, allowing identification of a direct stimulatory effect of the
cytokine on inflammation related factors.

Our results reveal the existence of complex relationships between immune and non-immune cell
compartments within the human adipose tissue. In response to immune cell-derived cytokines, pre-
adipocytes, endothelial cells and mature adipocytes undergo marked inflammatory activation,
promoting enhanced production of chemokines known to attract and maintain immune cells within
adipose tissue. As such, non-immune cells are likely to amplify the signals required for recruitment of

monocyte precursors of macrophages (CCL2), neutrophils (IL-8) or T cells (CCL20). Our data
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indicate that IL-1pB and IL-17 are important actors of this vicious circle. The potent inhibition CD45"
CM-induced pro-inflammatory effect upon IL-1f and I1-17 neutralization suggests that adipocytes are
major targets of both cytokines. The effects of CD45" CM, as well as antibodies-mediated inhibition,
were less marked in pre-adipocytes and endothelial cells than in adipocytes, indicating that non-
immune cells might contribute differentially to inflammation in the context of obese adipose tissue
microenvironment.

Pro-IL-1p was one of the most up-regulated genes by IL-1p it-self, in line with the well established
self-amplification of this cytokine.*”* Interestingly, IL-17 increased by more than two fold the release
of mature IL-1B by the non-immune cells explored in the present study. This extends the cellular
targets of the deleterious paracrine dialogue mediated by these cytokines within human adipose tissue.
Further studies are now needed to substantiate the molecular mechanisms, by which IL-17 activates
the NLRP3/caspasel dependent pathways driving pro-IL-1p maturation and release.**** Of note, IL-17
enhanced NLRP3-dependent IL-1p release by human keratinocytes™, suggesting that the cytokine has
the capacity to promote IL-1p release in non-immune cells.

In obesity, chronic inflammation associates accumulation of several fibrosis components in the
adipose tissue. Our team has highlighted the presence of collagen types | and 11 in fibrotic areas and
stressed the leading roles of pre-adipocytes and endothelial cells in human adipose tissue
fibrogenesis.**** Recently, we proposed the contribution of basement membrane components such as
collagen 1V in adipose tissue fibrosis.*® This prompted us to ask whether IL-1p and Th17 cytokines

were only pro-inflammatory or also profibrotic. In line with previous observations 2%

, pre-
adipocytes and CD31" endothelial cells displayed fibrotic activation in response to rTGF-p1. By
contrast, riL-17 and rIL-1p did not demonstrate a significant pro-fibrogenic effect. This was supported
by the failure of CD45" CM to induce a fibrotic signature. Since these cytokines have been implicated
in mediating experimental pulmonary fibrosis in mice*"*, their fibrogenic potential might be cell-
specific and/or dependent on tissue local inflammatory milieu.

rIL-1p markedly enhanced MMPs gene expression in both pre-adipocytes and CD31" cells, an
effect, which was reproduced by CD45" CM. In line with our current data, IL-1B was previously
shown to contribute to macrophage-induced expression and release of MMP-1 and MMP-3 in human
pre-adipocytes.”® Although the role of MMPs remain to be fully deciphered, their extracellular matrix
remodeling function could favor immune cell infiltration, thereby contributing indirectly to pro-
inflammatory effects of IL-1p in human adipose tissue.

Within the adipose tissue, adipocytes are exposed to the effect of numerous factors, including
cytokines, metabolites, hormones and even pollutants, which affect their metabolic capacity and
cellular functions. Here, we enlighten a role for IL-1p and IL-17 to induce a catabolic state in these
cells, as suggested by coincident down regulation of genes involved in both lipogenic and lipolytic
pathways. CD45" CM induced roughly similar metabolic deregulation as IL-1pB, but this effect was
only partly blocked by IL-1B and IL-17 neutralization. IL-6 and/or TNF-a are likely candidates to
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contribute to CD45" CM effects for their well established effect to promote inflammation and insulin
resistance in adipocytes and at systemic level.”® Whether the effects of IL-17 and IL-1f to down
regulate metabolic genes in adipocytes are direct or secondary to increased release of IL-6 and/or
TNF-a remains to be determined. The inverse relationship found between metabolic and inflammatory
gene expression strengthens the negative impact of inflammation on adipocyte metabolism and
particularly accurate on storage capacity. Our data suggest that the fatty acid binding proteins, CD36
and FABP4, are prominently altered. Given their implication in fatty acid uptake and intracellular

transport,>*>!

reduced levels of CD36 and FABP4 gene expression could contribute to alter proper
lipid storage in adipocytes.

In conclusion, this study extends the pathological relevance of IL-1B and IL-17 to non-immune
cells in human adipose tissue. Coupled with our previous data, we propose a scenario, in which the
pathogenicity of IL-1p and Thl17 cytokines relies on amplification of their release through
macrophage-T cell interactions associated with their potent capacity to induce pro-inflammatory and
catabolic responses in adipose tissue non-immune cells, including adipocytes. We cannot exclude the
implication of several pro-inflammatory mediators in the complex interplay between immune and non-
immune cells driving obesity-induced cellular alterations in adipose tissue. Nevertheless, the
prominent effect of IL-1p demonstrated in the present study provides additional rationale for future

anti-IL-1B immunotherapy to tame adipose tissue metabolic deterioration in human obesity.
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TABLE

Table 1. PCR array analysis of 84 genes related to inflammation and fibrosis in primary human pre-adipocytes.
Symbol Refseq Description IL-1B IL-17
MMP1 NM_002421 Matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase) 924.2 4.8
MMP3 NM_002422 Matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progelatinase) 882.8 2.7
IL1B NM_000576 Interleukin 1, beta 412.7 6.9
CCL2 NM_002982 Chemokine (C-C motif) ligand 2 137.8 6.1
MMP8 NM_002424 Matrix metallopeptidase 8 (neutrophil collagenase) 98.8 6.4
CCL3 NM_002983  Chemokine (C-C motif) ligand 3 48.2 -1.2
CXCR4 NM_003467  Chemokine (C-X-C motif) receptor 4 42.1 -2.7
ITGA2 NM_002203 Integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor) 35.1 -1.9
IL1A NM_000575 Interleukin 1, alpha 26.1 -1.1
CEBPB NM_005194 CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta 24.9 2.3
SERPINA1 NM_000295  Serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 1 16.3 19
SERPINEL NM 000602 Serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor

- type 1), member 1 11.5 2.8
MMP14 NM_004995  Matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted) 6.5 19
LTBP1 NM_000627  Latent transforming growth factor beta binding protein 1 6.4 -1.3
JUN NM_002228  Jun proto-oncogene 5.7 15
TNF NM_000594  Tumor necrosis factor 5.4 -3.9
MMP9 NM 004994 Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type 1V

- collagenase) 4.7 -1.1
GREM1 NM_013372 Gremlin 1 4.7 2.7
TGFBR1 NM_004612  Transforming growth factor, beta receptor 1 4.1 11
ITGA3 NM_002204 Integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 subunit of VLA-3 receptor) 40 -1.2
TGFB2 NM_003238  Transforming growth factor, beta 2 3.7 13
TGIF1 NM_003244  TGFB-induced factor homeobox 1 3.6 11
NFKB1 NM_003998  Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 3.6 11
SMAD7 NM_005904 SMAD family member 7 35 -2,0
IL13RA2 NM_000640 Interleukin 13 receptor, alpha 2 35 -1.1

Integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29 includes MDF2,

ITGB1 NM_002211 MSK12) 35 10
PLAU NM_002658  Plasminogen activator, urokinase 3.4 11
ITGAL NM_181501 Integrin, alpha 1 34 -11
COL3A1 NM_000090  Collagen, type 111, alpha 1 3.4 15
TGFB1 NM_000660  Transforming growth factor, beta 1 3.3 19
TIMP1 NM_003254  TIMP metallopeptidase inhibitor 1 3.1 -1.6
VEGFA NM_003376  Vascular endothelial growth factor A 30 -1.9
THBS1 NM_003246  Thrombospondin 1 2.9 15
THBS2 NM_003247  Thrombospondin 2 2.8 -1,0
TIMP4 NM_003256  TIMP metallopeptidase inhibitor 4 2.7 11
STAT1 NM_007315  Signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa 2.5 13
SMAD3 NM_005902 SMAD family member 3 2.3 10
MMP2 NM 004530 Matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type 1V

- collagenase) 2.2 11
MYC NM_002467  VV-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) 2.1 -15
PDGFA NM_002607  Platelet-derived growth factor alpha polypeptide 2.1 -1.1
HGF NM_000601 Hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor) 20 -3.6

Cells were treated or not by recombinant rIL-1p (10 ng/mL) or rIL-17 (10 ng/mL). The data show the fold changes over untreated control
cells for 41 genes up-regulated by rIL-1f with a 2-fold threshold. Bold labeling identifies 8 genes up-regulated by rIL-17 in the same culture.
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Figure 1. Expression of IL-17, IL-22, IL-1B and their cognate receptors in human adipose tissue
immune and non immune cells. (a-c) IL17, IL22 and pro-IL-/5 mRNA levels were determined by RT-
gPCR in adipocytes, CD45", CD45", CD4" and CD14" cells freshly isolated from omental adipose
tissue of obese subjects (n = 10). *P < 0.05 versus CD45"cells. (d) IL17RA, IL22RA1 and IL1R1
mRNA were determined in adipocytes, CD45" and CD45" cells freshly isolated from omental adipose
tissue of obese subjects (n = 10). *P < 0.05 versus CD45 cells. (e) IL17RA, IL22RA1 and IL1R1
mRNA were determined in pre-adipocytes (n = 7), CD31" endothelial cells (n = 6) and adipocytes 3D
(n = 4) obtained from lipoaspirate adipose tissue samples. *P < 0.05 versus CD31" cells. Data are

shown as mean = SEM. n.d: not determined.
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Figure 2. Induction of a pro-inflammatory signature in human adipose tissue non-immune cells. (a-c)
CCL2, IL-8, CCL20, pro-IL-1p and IL-6 mRNA were determined by RT-gqPCR in pre-adipocytes (n =
10) and CD31+ endothelial cells (n = 6) cultured for 96 h and by QuantiGene Plex in adipocytes 3D
cultured for 72 h (n = 10) without or with rIL-17 (10 ng/mL) or rIL-1f (10 ng/mL). Fold inductions
were statistically significant for all genes, except when indicated (n.s). *P < 0.05 versus cells treated
by riL-17. (d-f) CCL2, IL-8, CCL20, pro-IL-1B and IL-6 gene expression in pre-adipocytes (n = 6),
CD31+ endothelial cells (n = 6) and adipocytes 3D (n = 6) treated or not with CD45+ cells
conditioned medium (CD45+ CM) in presence of isotype or anti-IL-1B (alL-1B) and anti-IL17 (alL-
17) neutralizing antibodies. Fold inductions over basal were statistically significant (P < 0.05) for all
genes, except when indicated (n.s). #P < 0.05 versus cells treated by CD45+ cells CM + isotype. Data

are shown as mean + SEM. n.s: not significant.
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Figure 3. Release of pro-inflammatory factors by human adipose tissue non-immune cells. (a-c)
Concentrations of 9 secreted factors were quantified by Luminex technology in cultured pre-
adipocytes (n = 6), CD31" endothelial cells (n = 6) and adipocytes (n = 7) in basal conditions. (d-f)
Concentrations of 9 secreted factors in cells treated by riL-17 (10 ng/mL) or rIL-18 (10 ng/mL).
Stimulated rates of release were significantly increased (P < 0.05) compared to basal condition, except
for CCL20, CXCL1 and IL-8 in response to rlL-17 in pre-adipocytes. *P < 0.05 versus cells treated by
riL-17. (g) Basal and rlL-17-stimulated IL-1 release in cells described above. *P < 0.05 versus basal
condition. Data are shown as mean + SEM.
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Figure 4. Low impact of IL-17 or IL-1P on extracellular matrix and fibrotic gene expression. (a,d)
extracellular matrix genes COL3A1, FN1, COL1A1, COL4A1, (b,e) pro-fibrotic genes LOX, TGFB1,
PAIL, CTGF and (c,f) remodeling factor genes TIMP1, MMP2, MMP1 and MMP3 were quantified by

RT-gPCR in cultured pre-adipocytes (n = 10) and CD31" endothelial cells (n = 6) treated or not by
riL-17 (10 ng/mL), rlL-1B (10 ng/mL), rTGF-B1 (5 ng/mL) or with CD45" cell conditioned medium
(CD45" CM) in presence of isotype or anti-IL-1p (aIL-1B) and anti-IL17 (alL-17) neutralizing
antibodies. *P < 0.05 versus basal condition. #P < 0.05 versus cells treated by CD45" cells CM +

isotype. Data are shown as mean + SEM.
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Figure 5. Down-regulation of metabolic genes in primary cultured adipocytes. (a) GLUT1, PLIN1,
LPL, FSP27, ATGL, AdPLA, ACC, FAS, LIPA, PPARG, FABP4 and CD36 mRNA levels were
quantified by QuantiGene Plex in adipocytes cultured in Puramatrix hydrogel for 72 h (n = 10) treated
or not by rIL-17 (10 ng/mL) or rIL-1p (10 ng/mL). Down-regulation was statistically significant (P <
0.05 versus basal) for all genes, except when indicated (n.s). *P < 0.05 versus cells treated by rlL-17.
(b) FAS, LIPA, ACC, CD36, FABP4 and PPARG mRNA in adipocytes in presence of CD45" cells
conditioned medium (CD45" CM), with addition of isotype or anti-IL-1B (aIL-1B) and anti-IL17 (alL-
17) neutralizing antibodies (n = 6). Down-regulation was statistically significant (P < 0.05 versus
basal) for all genes. #P < 0.05 versus CD45" CM + isotype. (c,d) Relationship between mRNA levels
geometric means of metabolic (CD36 and FABP4) and inflammation related genes (CCL20, IL-8, IL-6
and pro-IL-7p) determined in the culture conditions described above. Data are shown as mean £ SEM.

n.s: not significant.
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Résultats complémentaires
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Figure 27 : Corrélation entre la sécrétion et I’expression génique dans les adipocytes matures

Corrélation entre la sécrétion et I’expression genique dans les adipocytes matures cultivés seuls, en
présence d’IL-17, ou en présence d’IL-1B (n = 10 pour chaque condition). *P < 0,05 ; **P < 0,01 ;
***P < 0,001 ; ****P < 0,0001. L’IL-17 et I’'IL-1p sont a 10 ng/mL.
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Figure 28 : Doses réponses d’I1L-17 et d’IL-1p dans des adipocytes matures

Expression génique relative de génes de I’inflammation et du métabolisme aprés 72 heures culture

dans des adipocytes matures traités avec différentes concentrations d’I1L-17 ou d’IL-1B (de 0,1 & 100

ng/mL) en fonction de la condition non traitée. Les données représentent 1 préparation d’adipocytes.
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Figure 29 : Cinétique d’expression génique d’adipocytes matures « controles »

(A-C) Cinétique d’expression génique relative dans des adipocytes matures non traités apres 24 et 72
heures de culture en fonction de I’expression & 12 heures. (D) Expression génique relative dans des
adipocytes matures non traités aprés 12 et 72 heures de culture. Les données représentent la moyenne

+ SEM de 5 préparations d’adipocytes différentes.
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Figure 30 : Impact inflammatoire de différentes cytokines sur des adipocytes matures

Expression génique relative aprés 72 heures de culture de 6 molécules inflammatoires dans des

adipocytes matures traités avec différentes cytokines en fonction de la condition non traitée. Les

données représentent la moyenne £ SEM de 8 préparations d’adipocytes différentes (sauf pour TNF-a

et LPS n = 2). Toutes les cytokines sont a 10 ng/mL, sauf le TGF-B1 a 5 ng/mL.
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Figure 31 : Impact métabolique de différentes cytokines sur des adipocytes matures

Expression génique relative aprées 72 heures de culture de 6 génes du métabolisme dans des adipocytes
matures traités avec différentes cytokines en fonction de la condition non traitée. Les données
représentent la moyenne + SEM de 8 préparations d’adipocytes différentes (sauf pour TNF-a et LPS n

= 2). Toutes les cytokines sont a 10 ng/mL, sauf le TGF-B1 a 5 ng/mL.
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Figure 32 : Cinétigue d’expression génique inflammatoire d’adipocytes matures traités avec des

Cinétique d’expression génique de 6 molécules inflammatoires dans des adipocytes matures traités

avec des cytokines apres 12, 24 et 72 heures de culture en fonction de la condition non traitée. Les

données représentent la moyenne + SEM de 5 préparations d’adipocytes différentes. L’IL-17 et I’IL-
1B sont a 10 ng/mL, le TGF-Bl est a 5 ng/mL.
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Figure 33 : Cinétique d’expression génique métabolique d’adipocytes matures traités avec des

cytokines

Cinétique d’expression génique de 9 genes du métabolisme dans des adipocytes matures traités avec

des cytokines aprés 12, 24 et 72 heures de culture en fonction de la condition non traitée. Les données

représentent la moyenne + SEM de 5 préparations d’adipocytes différentes. L’IL-17 et I’IL-1pB sont &

10 ng/mL, le TGF-B1 est a5 ng/mL.
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Discussion et conclusion

Discussion et perspectives

Ce travail de these détaille certains aspects de I’implication des cellules immunitaires, en particulier
des LT CD4" de type Thi17, sur la triade délétére dans le TA au cours de I’obésité, c’est-a-dire
I’inflammation, la fibrose, et le dysfonctionnement métabolique.

Un des atouts majeurs de ce projet a été de privilégier une approche expérimentale chez I’humain,
intégrant des études cliniques, tissulaires et cellulaires grace aux bioressources obtenues chez des
individus obéses participant & un programme de chirurgie gastrique, ainsi qu’a du TA d’individus

minces subissant une liposuccion.

En effet, la plupart des études actuelles proviennent de modéles de souris alors que les systémes
immunitaires des souris et des humains sont évidemment tres différents. Par exemple, chez I’humain,
environ 2/3 des leucocytes sanguins sont des neutrophiles et 1/3 sont des lymphocytes, alors que c’est
I’inverse chez la souris. De plus, avec I’utilisation de modéles de souris transgéniques, nous sous-

estimons la complexité des processus mis en jeu dans la pathologie de I’obésité.

Ainsi, bien que certains traits de I’inflammation tels que I’accumulation de macrophages sont
retrouvés dans le TA obése humain, la principale difficulté est de transposer les résultats de
précliniques obtenus chez la souris a des essais de traitements thérapeutiques chez les individus obéses
et DT2.

Nous avons donc tenté d’analyser les changements dans la composition des cellules immunitaires du
TA humain au cours de I’obésité et d’étudier I’impact de ces changements sur la biologie de cellules

primaires humaines jouant un role fondamental dans le TA.

1) Composition et « dialogue » immunitaire

Tout d’abord, dans la premiére étude (Dalmas et al., 2014), nous avons mis en évidence une
augmentation de I’inflammation des macrophages dans le TA viscéral chez les individus obeses
comparé aux individus minces, qui est accrue chez les individus obéses DT2. Cela se traduit par
I’augmentation de la sécrétion d’IL-1B par ces macrophages qui est une cytokine impliquée dans
différentes pathologies inflammatoires (Dinarello, 2009), mais également dans la résistance a
I’insuline chez la souris (Jager et al., 2007; McGillicuddy et al., 2009; Stienstra et al., 2011b;
Vandanmagsar et al., 2011), et dans les adipocytes différenciés humains (Gao et al., 2014; Lagathu et

al., 2006). De plus, cette secrétion d’IL-1B par des explants de TA est diminuée aprés une perte de
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poids induite par chirurgie bariatrique, ce qui est cohérent avec une diminution des complications

métaboliques, y compris le DT2, observée apres ce « traitement » chirurgical (Frihbeck, 2015).

Ensuite, en étudiant la signature cytokinique des LT du TA, nous avons constaté une augmentation du
pourcentage des LT CD4"IL-17"1L-22" dans le TA viscéral obése comparé au TA d’individus minces,
et ce en relation avec la détérioration de I’homéostasie glucidique. Or, il avait déja été montré que les
individus obéses insulinorésistants ont un pourcentage plus élevé de LT CD4*IL-1771L-22" dans le TA

sous-cutané que les individus minces ou obéses « métaboliquement sains » (Fabbrini et al., 2013).

Finalement, grace a différentes expériences de culture cellulaire en présence de cytokines
recombinantes et de co-cultures en présence ou non d’anticorps neutralisants nous avons mis en
évidence, d’une part, que I’IL-1p dérivée des macrophages stimule spécifiqguement la sécrétion de
I’IL-17 et de I’1L-22 par les LT CD4" du TA, mais pas de I’IFN-y, et, d’autre part, que I’IL-22 sécrétée

par ces lymphocytes peut également induire une sécrétion accrue d’IL-1B par les macrophages.

Ainsi, le role pro-inflammatoire et insulinorésistant de I’IL-1p dans le TA viscéral humain pourrait

étre exacerbé par des effets indirects relayés par I’IL-17 et I’1L-22 sécrétées par les Th17.

2) Microenvironnement « pro-Th17 » du tissu adipeux obese

Dans un deuxieme temps, nous avons voulu comprendre quels mécanismes pouvaient induire cette
augmentation du pourcentage des LT CD4IL-1771L-22" dans le TA viscéral obése. Pour cela, nous
avons analysé le microenvironnement cytokinique de TA viscéral d’individus minces et d’individus
obéses, et étudié leurs impacts sur I’activation/polarisation de LT CD4" centraux mémoires (LT4 Cm)
circulants d’un individu sain. Tout d’abord, nous avons observé que le TA viscéral, mince ou obése,
sécréte peu de molécules inflammatoires détectables (Tableau 5). Cela pourrait étre di a nos
conditions de culture, en effet on cultive les explants dans du milieu basal pour cellules endothéliales
(ECBM) plus propice a la survie des cellules non-immunitaires du TA, alors qu’une récente étude a
montré une sécrétion, entre autres, d’IL-23 et d’IL-17 dans des explants de TA viscéral d’individus
obeses (Pandolfi et al., 2016). Cependant on observe une sécrétion accrue d’IL-1B et d’IL-6 par les
explants de TA obéses (Figure 24), deux cytokines connues pour étre impliquées dans la polarisation
des Th17 (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Laurence and O’Shea, 2007; Yang et al., 2008 Nature). Or,
apres avoir cultivé des LT4 Cm en présence de ces milieux conditionnés, on a constaté une
augmentation simultanée de leur sécrétion d’IL-17A et d’IL-17F spécifiquement avec les milieux
conditionnés d’explants de TA obese (Figure 25). De plus, la sécrétion accrue de CCL20 par les
explants de TA obéses comparés a ceux d’individus minces pourrait également contribuer a un
recrutement des Th17 circulants dans le TA au cours de I’obésité, en sachant que ces lymphocytes

expriment le récepteur CCR6 spécifique de cette chimiokine (Baba et al., 1997; Hirota et al., 2007;
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Singh et al., 2008). Finalement, la sécrétion d’IL-17A et d’IL-17F par les LT4 Cm est corrélée avec
les concentrations d’IL-18 et d’IL-6 présents dans les explants de TA (Figure 26). Ainsi,
I’accumulation de Th17 dans le TA viscéral obése pourrait résulter, d’une part, a un recrutement actif
via la forte sécrétion de CCL20 et, d’autre part, a un microenvironnement cytokinique « pro-Th17 » dd
a I’augmentation des concentrations d’IL-6 et d’IL-1p comme nous I’avons observé, mais également
de TGF-B1 et d’IL-23 comme le suggérent des études chez la souris (Chen et al., 2014) et chez
I’humain (Pandolfi et al., 2016).

Finalement, I’ensemble de nos résultats nous on incité a approfondir nos analyses sur I’impact des

Th17, mais également de I’IL-1B, dans la physiopathologie du TA au cours de I’obésité.

3) Impact des cytokines IL-17 et IL-1p sur les cellules non-immunitaires du tissu
adipeux

Ainsi, dans une troisiéme étude, nous avons analysé I’impact des cytokines IL-17 et IL-1pB sur les trois
types de cellules non-immunitaires du TA. Pour cela, nous avons utilisé trois modeles de cellules
primaires humaines, bien caractérisés en sein de notre laboratoire, les pré-adipocytes (Keophiphath et
al., 2009; Lacasa et al., 2007), les cellules endothéliales CD31" (Pellegrinelli et al., 2014a; Rouault et
al., 2013), et les adipocytes matures cultivés en 3D dans un hydrogel (Pellegrinelli et al., 2014b,
2015). Ces trois types de cellules primaires humaines ont été obtenus a partir de TA sous-cutané
provenant de liposuccion. Nous avons cultivé ces trois types cellulaires avec des cytokines
recombinantes humaines ou en présence de milieu conditionné de cellules immunitaires CD45"
obtenues a partir de TA viscéral obése afin de refléter I’état physiopathologique cytokinique dans
lequel se trouvent ces cellules au cours de I’obésité. Finalement, nos analyses ont porté sur trois
altérations majeures du TA obése : I’inflammation dans les trois types cellulaires, la fibrose dans les

pré-adipocytes et les cellules endothéliales, et le métabolisme dans les adipocytes.

Il faut tout d’abord noter que nous n’avons pas pu étudier I’impact de I’IL-22 sur ces trois modeles
cellulaires car I’expression de son récepteur spécifique, I’IL-22RAL1, n’est pas présente sur les cellules
en culture. En effet, bien que nous ayons observé une expression de I’IL-22RAL sur les cellules CD45
non-immunitaires du TA, comprenant entre autre des pré-adipocytes et des cellules endothéliales, son
expression est perdue durant la culture comme cela a déja été observé dans des keratinocytes humains
(Tohyama et al., 2009). En revanche, nos trois modéles cellulaires expriment les récepteurs IL-1R1 et

IL-17RA en culture, permettant ainsi une étude de I’effet de nos cytokines d’intérét IL-1pB et IL-17.

Dans un premier temps, nos résultats révélent un fort impact inflammatoire de I’IL-17, mais encore
plus de I’IL-1B, sur les pré-adipocytes, les cellules endothéliales et les adipocytes matures. En effet, en

réponse aux cytokines recombinantes, les cellules endothéliales et les adipocytes matures expriment et
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sécretent de nombreuses molécules inflammatoires telles que les chimiokines CCL2, qui induit un
recrutement des monocytes, I’IL-8 qui induit principalement une neutrophilie tissulaire, et CCL20 qui
comme discuté précédemment peut induire un recrutement de lymphocytes dont les Th17. De plus, on
observe également une expression et une sécrétion accrue du TNF-a, de I’IL-6 dans nos trois types
cellulaires. Ici, I’IL-1p et I’IL-17 sont des acteurs importants d’un potentiel cercle vicieux recrutement
immunitaire et inflammation chronique. Finalement, les adipocytes semblent é&tre une des cibles
principales de ces deux cytokines car les effets inflammatoires médiés par les milieux conditionnés de
cellules immunitaires CD45", qui reproduisent ceux induits par les cytokines recombinantes, sont trés

fortement inhibés en présence d’anticorps neutralisants anti-1L-17/IL-1B.

Nous avons également observé que la pro-I1L-1p est I’un des genes les plus induits par la cytokine IL-
1P elle-méme, ce qui étaye I’auto-amplification bien établie de cette cytokine (Dinarello et al., 1983;
Weber et al., 2010), méme si nous n’avons pas le confirmé en sécrétion en raison de la présence de la
cytokine recombinante dans les milieux de sécrétion. Or, de fagon intéressante, I’IL-17 peut augmenter
la sécrétion de I’IL-1p mature par les trois types cellulaires d’un facteur 2. Ainsi, cela étend les cibles

cellulaires du « dialogue » paracrine délétere médié par ces deux cytokines dans le TA humain.

Ensuite, en raison de I’effet délétere de la fibrose au sein du TA au cours de I’obésité (Sun et al., 2013)
et de son association avec I’inflammation chronique, nous nous sommes intéressés a un éventuel role
pro-fibrotique de ces deux cytokines sur les cellules majeures de la fibrogenese du TA que sont les
pré-adipocytes et les cellules endothéliales (Keophiphath et al., 2009; Divoux et al., 2010; Reggio et
al., 2016). Récemment, une autre étude de notre équipe a proposé une contribution des composants de
la membrane basale, comme le collagéne de type IV, dans cette fibrose (Reggio et al., 2016). Tout
d’abord, conformément aux observations précédentes (Bourlier et al., 2012; Keophiphath et al., 2009;
Reggio et al., 2016), nous avons observé que ces deux types cellulaires répondaient bien a un stimulus
pro-fibrotique, en réponse a la cytokine recombinante TGF-B1. En revanche, ni les cytokines IL-17 et
IL-1B, ni les milieux conditionnés de cellules immunitaires CD45" n’ont de réel impact pro-fibrotique
sur ces deux types cellulaires. Alors que ces cytokines ont été impliquées dans 1’induction de la fibrose
dans différents tissus, comme dans les poumons (Mi et al., 2011; Wilson et al., 2010), leur potentiel
fibrogénique semble étre spécifique du type cellulaire ou du milieu inflammatoire tissulaire.
Cependant, I’IL-1 B induit trés fortement I’expression des MMPs dans les pré-adipocytes et les
cellules endothéliales, et cet effet est reproduit par milieux conditionnés de cellules immunitaires
CD45". Or, il a déja été montré que I’IL-1B dérivée des macrophages augmente 1’expression et la
sécrétion des MMP-1 et MMP-3 dans le pré-adipocytes humains (Gao and Bing, 2011). Bien que les
roles des MMPs dans la physiopathologie du TA au cours de I’obésité soient peu connus, leur fonction
principale de dégradation des collagenes et ainsi de remodelage de la matrice extracellulaire pourrait
favoriser I’infiltration de cellules immunitaires, contribuant ainsi indirectement a des effets pro-

inflammatoires de I’IL-1p.
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Finalement, au sein du TA, les adipocytes sont exposés a de nombreux facteurs, notamment des
cytokines, des métabolites, des hormones et ainsi que des polluants, qui affectent leur capacité
métabolique et leurs fonctions cellulaires. Or, dans cette étude nous avons observé que I’1L-17 et de
facon plus notable I’IL-1B induisent un état catabolique dans les adipocytes matures, en inhibant un
certain nombre de génes impliqués dans la lipogenese et la lipolyse. De plus, les milieux conditionnés
de cellules immunitaires CD45" induisent la méme diminution métabolique que celle induite par I’IL-
1B, mais cet effet n’est que partiellement bloqué par la neutralisation de I’I1L-17 et I’IL-1p. Ainsi, le
TNF-o et/ou I’IL-6 sont des candidats susceptibles de contribuer aux effets induits par le milieu
conditionné de CD45" en raison de leurs caractéristiques bien établies a induire I’inflammation et la
résistance a I’insuline dans les adipocytes et au niveau systémique (Hotamisligil, 2006). Ainsi, il reste
a déterminer si la diminution du métabolisme dans les adipocytes en présence d’IL-17 et d’IL-1p est
directe ou secondaire a une libération accrue de TNF-o et/ou d’IL-6 par ces mémes adipocytes. De
plus, on a constaté une relation inverse entre I’inflammation des adipocytes et I’expression de certains
génes métaboliques, principalement du CD36 et du FABP4. En raison de leur implication dans
I’absorption des acides gras et le transport intracellulaire (Furuhashi and Hotamisligil, 2008; Hajri and
Abumrad, 2002), la diminution de I’expression du CD36 et du FABP4 pourrait contribuer a déréguler
le stockage et le relargage lipidique par les adipocytes.
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Cytokines Etudes Adipocytes Impacts

3T3-F442A

3T3-L1
Pré-adipocytes de TA
sous-cutané humain
différenciés

< pIRB, pIRS-1, pAkt, pERK1/2

< Transport du glucose et accumulation lipidique
> Relargage de glycérol

< Geénes GLUT4, FAS, ACC, FABP4 et LPL

(Lagathu et al.,
2006)

3T3-L1 > Translocation de GLUT1, absorption basale de
IL-1B (Jager et al., Pré-adipocytes de TA glucose, pERK1/2 et pp38
2007) sous-cutané humain < Absorption de glucose induite par l'insuline
différenciés < GLUT4 et pIRS-1
373-L1
(Gao et al., Pré-adipocytes de TA < Génes du métabolisme, IRS-1, PI3K
2014) sous-cutané humain > Geénes et sécrétion de molécules de I'inflammation
différenciés
(2dfiiga et al., 3T3-11 < Adipogeneése et génes du métabolisme
2010)
IL-17 E;t:gifj;(;ﬁ;) 3T3-L1 < Adipogenese et genes du métabolisme
(Quetal, 3T3-L1 > Genes du métabolisme
2016) > Genes de l'inflammation
(Wang et al., > pERK
IL-22 2011) 313-11 > Genes IL-1B et IL-10

Tableau 6 : Impacts de 'IL-1f, ’IL-17 et I’IL-22 sur différents modéles d’adipocytes matures en
culture

(La plupart des études de I’impact de nos cytokines d’intéréts sur les adipocytes matures en culture ont
été réalisées dans le modele murin 3T3-L1 ou dans des pré-adipocytes de TA sous-cutané humain
différenciés. On peut voir en rouge les résultats similiares a ceux obtenus dans notre étude).

Nous avons un peu poussé nos investigations dans les adipocytes matures. En effet, grace a la méthode
de la culture en 3D développée au sein de notre laboratoire et breveté (Brevet US20130183706) nous
avons pu cultiver et étudier des adipocytes matures humains sur plusieurs jours. Or, la plupart des
résultats sur les adipocytes proviennent d’études sur des 3T3-L1 ou des pré-adipocytes humains
différenciés in vitro. Nous avons tout d’abord observé une forte corrélation entre les différentes
molécules inflammatoires, que ce soit au niveau de I’expression génique ou de la sécrétion (Figure
27). Au niveau du métabolisme, les principaux genes qui correlent négativement avec I’inflammation
sont CD36 et FABP4 comme discuté précédemment. Ensuite, en effectuant des doses réponses, nous
avons observé que I’IL-17 peut induire encore plus d’inflammation a 100 ng/mL méme si cette dose
n’est pas physiologique, par contre I’IL-1B induit une inflammation dés 0,1 ng/mL et il y a un plateau
a partir de 10 ng/mL (Figure 28). On peut ainsi penser qu’a 10 ng/mL on est dans une bonne dose
d’analyse. Par ailleurs, en étudiant la cinétique d’expression génique dans les adipocytes matures, bien

gue certains génes cruciaux restent constants en 12 et 72 h, comme PPARG, il semble gue des genes
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de « survie » augmentent au cours du temps, comme LIPA et GLUTZ, alors que d’autres diminuent,
comme PLIN1 et LPL (Figure 29). On peut ainsi imaginer que la sortie de ces adipocytes du TA et
leur culture sans acides gras les poussent a utiliser leur réserve lipidique. Ensuite, nous avons étudié la
réponse inflammatoire et métabolique de ces adipocytes en présence de nombreuses cytokines pro- et
anti-inflammatoires considérées comme présentes dans le TA (Figures 30, 31). On observe que la
principale cytokine pro-inflammatoire dans ces conditions de culture c’est I’IL-1p, suivie du TNF-o, et
ensuite IL-17 et LPS. De fagon intéressante, ni I’IFN-y ni le TGF-B1 n’induisent d’inflammation (et
seraient méme plutdt anti-inflammatoires), par contre le TGF-B1 induit une diminution du
métabolisme du méme ordre que celle induite par le TNF-a et I’IL-1B. En outre, I’I1L-10, I’IL-22 et
I’IL-33 n’ont ni d’effet sur les génes de I’inflammation ni sur ceux du métabolisme, il sera intéressant
d’analyser I’expression de leur récepteur sur des adipocytes « frais » et apres culture. En analysant
I’effet de I’IL-17, I’1L-1p et du TGF-B1 sur ces mémes génes, mais en cinétique (Figures 32, 33), on
observe que I’IL-1f initie I’inflammation avant de diminuer le métabolisme. Ainsi, on ne peut pas
savoir si la diminution du métabolisme est un effet direct de I’IL-1p ou résulte d’un effet indirect de
I’augmentation de TNF-a par exemple. En tout cas, le TGF-B1 semble pouvoir induire une diminution
du métabolisme sans forcément induire une inflammation. Pour conclure, I’IL-17 induit une

inflammation et une diminution du métabolisme, mais 1’effet de 1I’IL-1f sur ces deux mécanismes est

Limitations

Dans nos études, on peut principalement critiquer le fait que nous avons sélectionné les cellules
immunitaires a partir de billes magnétiques, ainsi il peut y voir des contaminations cellulaires. De plus,
nous aurions pu tester la culture d’adipocytes matures en présence d’acides gras afin de limiter le
stress de leur « retrait » du TA. Finalement, malgré des tentatives d’analyses fonctionnelles telles que
la phosphorylation d’Akt en réponse a I’insuline ou le relargage du glycérol en réponse a de

I’isoprotérénol nous n’avons pas obtenu de résultats analysables.

Perspectives

Tout d’abord, cela pourrait étre intéressant de travailler sur un modéle de souris et de vérifier I’ impact
de I’IL-17 « specifiquement » dans le TA. En effet, la grande majorité des résultats chez la souris sont
obtenus a partir de modeéles transgéniques avec une délétion totale pour le géne d’intérét. Or, il existe a
I’heure actuelle des méthodes afin d’analyser I’invalidation d’un géne dans un tissu spécifique, ce qui
est tres attractif. De plus, il faudrait essayer de mieux comprendre le role de I’1L-22 dans le TA, car
bien que nous ayons observé un effet pro-inflammatoire de cette cytokine sur les macrophages nous
n’avons pas pu éetudier son impact sur les cellules non-immunitaires alors qu’elles expriment son

récepteur in vivo. Or, une étude a montré son réle protecteur sur les cellules B pancréatiques et sur le
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DT2 chez la souris (Wang et al., 2014). Ainsi, les effets de I’IL-22 dépendent slrement du tissu et des
cellules comme cela est le cas pour I’IL-6 par exemple (Mauer et al., 2015). On peut donc se demander
quel est I'impact systémique de I’augmentation des LT CD4"IL-17"1L-22" observée dans le sang des
individus obéses (Zhao et al., 2014). Finalement, la perspective la plus intéressante serait de mettre en
place un essai d’immunothérapie combiné. En effet, pour I’instant seul des « mono-traitements » anti-
inflammatoires sont utilisés pour des essais cliniques contre 1’obésité et le DT2. Actuellement, le
traitement anti-IL-1p est I’intervention immunitaire ayant les meilleurs résultats dans le traitement du
DT2 (Donath et al., 2013). Cependant, la complexité du systéme immunitaire et les différentes voies
d’activation de I’inflammation inhibent les effets des traitements. Or, il a réecemment été décrit qu’une
approche combinée d’immunothérapie grace a un anticorps bispécifique anti-IL-17/TNF-o pouvait
avoir des résultats intéressants dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide chez des souris
transgéniques humanisées et sur des cellules primaires humaines (Fischer et al., 2015). En outre, il y a
un vrai développement de médicaments contre les maladies auto-immunes a base d’anti-1L-17 et/ou
d’anti-TNF-a  (Beringer et al., 2016). Finalement, on serait tenté de développer un essai
d’immunothérapie combinée anti-IL-1p/IL-17 afin de lutter contre I’obésité et ses complications

métaboliques associées.
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Conclusion

Pour conclure, nous avons mis en évidence I’existence d’une boucle pro-inflammatoire entre les
macrophages et les lymphocytes T CD4" Th17 dans le tissu adipeux viscéral chez les individus obéses.
Or, lPaugmentation des cytokines IL-1B et IL-17 au cours de ce «dialogue » paracrine pro-
inflammatoire peut induire une inflammation accrue dans les cellules non-immunitaires dans le tissu
adipeux humain ainsi qu’une diminution du métabolisme adipocytaire (Figure 34). Nous ne pouvons
pas exclure P’implication de plusieurs autres médiateurs pro-inflammatoires dans I’interaction
complexe entre les cellules immunitaires et non-immunitaires conduisant aux altérations cellulaires et
tissulaires du tissu adipeux obese. Finalement, bien que I’IL-17 joue un rdle indéniable dans ce
phénomene, I’IL-1B semble étre le régulateur principal de 1’état dysfonctionnel du tissu adipeux au
cours de I’obésité humaine. Ces résultats sont des raisons supplémentaires de développer des essais
thérapeutiques a base d’immunothérapie dans I’obésité humaine, peut-étre en utilisant une

combinaison innovante anti-1L-17/1L-1.

Tissu adipeux humain

« Dialogue » paracrine immunitaire
; ; . IL 22

pro-inflammatoire chez I’obése

’ Th17 @ @ I\IdClOphages ’

IL 17

Inflammation et
dysfonction métabolique IL-17 g I]-;'IB
dans les cellules non-immunitaires L P

Pré-adipocytes | Cellules endothellales Adipocytes

Inflammation: IL-6, TNF-a, IL-13

©
TIMP1 MVIP1 MIVIP3 CCL2 CXCL1 CCL20 IL-8 FABP4 CD36 PPARG
Remodelage Recrutement Dysfonction
MEC immunitaire métabolique

Figure 34 : « Dialogue » paracrine inflammatoire entre les cellules immunitaires et non-
immunitaires du tissu adipeux humain : importance des Th17 et r6le majeur de I’lIL-1p
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Inflammation du tissu adipeux au cours de I’obésité humaine : implication des Th17
Une série d’études récentes chez I’homme et dans les modéles murins a conduit a la mise en évidence
d’une réponse immune, qui met en jeu des cellules de 'immunité innée et de I’immunité adaptative
dans le tissu adipeux (TA) obese.
Nous avons mis en évidence un dialogue pro-inflammatoire entre les macrophages et les LT CD4"
dans le TA humain obése mettant en jeu I’'IL-1B, I'IL-17 et I’'IL-22. Le pourcentage de Thl7 est
positivement corrélé au % d’HbAlc. De plus, la sécrétion des cytokines impliquées dans cette boucle
pro-inflammatoire diminuent aprés une perte de poids induite par la chirurgie bariatrique.
Par la suite, nous avons montré que I’IL-1f et 1’IL-17 induisent des programmes transcriptionnels
pro-inflammatoires concordant dans trois types de cellules non-immunitaires du TA, les pré-
adipocytes, les cellules endothéliales et les adipocytes, et diminuent les genes du métabolisme dans les
adipocytes. Les effets d’IL-1p sont nettement plus prononcés que ceux de I’IL-17. Le milieu
conditionné de cellules immunitaires CD45" reproduit les réponses pro-inflammatoire et catabolicue
induites par les cytokines recombinantes dans les adipocytes, et ces réponses sont inhibées apreés la
neutralisation de I’IL-17 et I’'IL-1p.
Ces résultats démontrent une implication pathologique de I'IL-1 et de 1'L-17 dans les altérations du
TA induites par I'obésité.

Mots clés : obésite, tissu adipeux, Th17, IL-1B, cellules non-immunitaires, inflammation, métabolisme
Adipose tissue inflammation during human obesity: involvement of Th17 cells

A series of recent studies in humans and mouse models has led to the detection of an immune
response, which involves cells of the innate immunity and adaptive immunity in obese adipose tissue
(AT).

We highlighted a proinflammatory crosstalk between macrophages and CD4" T cells in obese human
AT involving IL-1B, IL-17 and IL-22. Percentage of Th17 is positively correlated with HbAlc %.
Moreover, the secretion of the cytokines implicated in this proinflammatory loop decreased after

weight loss induced by bariatric surgery.

Subsequently, we have shown that IL-1p and IL-17 induce proinflammatory transcriptional programs
in three types of non-immune cells of the TA, preadipocytes, endothelial cells and adipocytes , and
decrease metabolism genes in adipocytes. IL-1p effects are much more pronounced than those of IL-
17. The conditioned medium of CD45" immune cells reproduces the pro-inflammatory and catabolic
responses induced by the recombinant cytokines in adipocytes, and these responses are inhibited after
the neutralization of IL-17 and IL-1.

These results demonstrate a pathological involvement of IL-1B and IL-17 in the AT dysfunction

induced by obesity.

Keywords: obesity, adipose tissue, Th17, IL-1B, non-immunes cells, inflammation, metabolism
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