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INTRODUCTION

1. L’obésité

1.1 Définition

Le surpoids et 1’0bésité sont définis par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme
« une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui représente un risque pour
la santé ». L’obésité a été reconnue comme une maladie chronique par ’OMS en 1997. En
pratique, I’indice de masse corporelle (IMC), qui correspond au poids en kg divisé par le carré
de la taille en m?, est une mesure anthropométrique communément utilisée pour estimer la
corpulence d’un individu adulte. L’éventail dit « normal » se situe entre 18,5 et 24,9 kg/m?,
I’individu est en surpoids & partir de 25 kg/m?. Enfin, I’obésité se définit par un IMC supérieur
ou égal & 30 kg/m? et se divise en 3 classes associées & un degré de risque de comorbidité : au-

dela de 40 kg/m?, on parle d’obésité morbide (Tableau 1).

Classification IMC (kg/m?) Risque de comorbidité associé
Insuffisance pondérale | < 18,5 Faible (mais risque accru
d’autres problémes cliniques)

Valeurs de référence 18,5-24,9 Moyen
Surpoids 25,0-29,9 Accru
Obésité >30,0

Classe | (modérée) 30,0-34,9 Modére

Classe 1l (sévere) 35,0-39,9 Important

Classe 111 (morbide) > 40 Tres important

Tableau 1. Classification de [’obésité en fonction de l’indice de masse corporelle (d’apres

1"OMS)

Si plusieurs études ont effectivement établi une relation entre IMC et mortalité/morbidite, cet
indice ne permet toutefois pas de distinguer le poids associé a la masse musculaire ou calcique
de celui associé a la masse grasse, ou encore d’évaluer la répartition des graisses qui influence
considérablement le risque de comorbidités associées a 1’obésité. Des sujets de méme IMC

peuvent avoir des niveaux et/ou une répartition de masses grasses trés différents.
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On distingue deux types d’obésité : d’une part, 1’obésité androide (centrale et viscerale) qui se
distingue par une accumulation de graisse au niveau abdominal qui est associee au
développement de pathologies métaboliques et cardiovasculaires et a un risque de comorbidité
élevé (O’Neill and O’Driscoll, 2015), et d’autre part, 1’obésité gynoide (périphérique et sous
cutanée) ou la graisse est répartie au niveau des hanches et des cuisses et qui est rarement
associée a des complications cardiométaboliques (Després, 2012; Vague, 1947). Pour rendre
compte de cette répartition, des outils tels que la mesure du tour de taille ou du rapport tour de
taille/tour de hanche peuvent étre utilisés. Un rapport > 1,0 chez I’homme et > 0,85 chez la

femme indique une accumulation de graisse au niveau abdominal.

1.2 Epidémiologie

Véritable pandémie, le nombre de cas d’obésité a plus que doublé depuis 1980 au niveau
mondial. L’OMS estime qu’en 2014, plus de 1,9 milliards d’adultes étaient en surpoids parmi
lesquels plus de 600 millions étaient obéses, ce qui représente environ 13% de la population
mondiale (11% des hommes et 15% des femmes). Cette incidence croissante n’épargne aucune
tranche d’age et en 2014, ’OMS dénombrait en effet environ 41 millions d’enfants de moins
de 5 ans en surpoids ou obéses. Cette maladie ne concerne pas que les pays a haut revenu, elle
est également en augmentation dans les pays a revenu faible ou intermédiaire qui doivent en
paralléle faire face aux problémes des maladies infectieuses et de la dénutrition, on parle méme
de « double charge » de morbidité.

A I’échelle nationale, la prévalence de 1’obésité est également en hausse : en 2012, le rapport
ObEpi (Roche) indiquait que 32,3% des Francais adultes présentaient un IMC entre 25,0 4 29,9
kg/m? et 15% étaient obéses (contre 8,5% en 1997). Il est inquiétant de noter que la prévalence
de I’obésité de classe I11, dite morbide, est en constante hausse et est passée de 0,3% a 1,2% en
15 ans (Figure 1).
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Figure 1. Evolution de la prévalence de [’obésité en France entre 1997 et 2012 et répartition
de la population en fonction de I’IMC (kg/m?) en 2012 (Etude ObEpi Roche)

1.3 Des origines multifactorielles

L’obésité résulte classiquement de la perturbation de I’homéostasie énergétique (un apport
calorique supérieur a la dépense). Cependant, tous les individus ne répondent pas de la méme
facon aux changements environnementaux, témoignant ainsi de I’importance des
prédispositions biologiques individuelles (génétiques) et également de phénomeénes

épigénétiques (Figure 2) (Dubern and Clément, 2007; Mutch and Clément, 2006).

Environment

Energy intake Energy expenditure NN
9y gy oxXp | =mp- Variation in
/\ body weight
Genetics
Structural Epigenetic Single-nucleotide
variation variation variation
Chromosomes Histones

Figure 2. Origines multifactorielles de I'obésité (d'apres (van der Klaauw and Farooqi, 2015)
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1.3.1 Composante géenétique

Le role de la génétique dans le développement de 1’obésité est aujourd’hui bien établi. Un
exemple illustrant cet aspect est I’existence de formes d’obésité dites monogéniques qui
résultent d’une mutation unique au niveau d’un géne clé dans la régulation de la prise
alimentaire, comme le géne de la leptine ou le géne du récepteur aux mélanocortines (MC4R)
(Farooqi et al., 2003). Ces cas sont rares, souvent trés séveres et a 1’origine d’une obésité
précoce avec des anomalies endocrines associées. L’impact des facteurs génétiques sur I’obésité
a également été illustré par plusieurs études chez des jumeaux et des familles : des expériences
de suralimentation montrent une corrélation entre la prise de poids chez 12 paires de jumeaux
homozygotes (Bouchard et al., 1990), deux autres études rapportent que 20 a 70% de la variance
de I’'IMC pourrait étre expliquée par la génétique (Allison et al., 1996; Stunkard et al., 19863,
1986b, 1990).

1.3.2  Société et environnement

L’obésité est cependant une maladie multifactorielle qui résulte d’une interaction entre
plusieurs facteurs génétiques et environnementaux (Basdevant, 2006). Lors de la phase de prise
de poids, ou se constitue 1’obésité, on observe un déséquilibre de la balance énergétique qui
résulte de facteurs comportementaux mais également environnementaux. L’environnement
nutritionnel, familial (habitudes alimentaires) et social ainsi que les modes de vie peuvent
favoriser le développement de I’obésité chez des individus prédisposés. Les modes de vie
malsains, caractérisés par la surconsommation alimentaire, 1’augmentation de la consommation
d’aliments caloriques et riches en lipides, 1’absence d’activité physique et la sédentarité qui
résultent de 1’évolution des modes de transport et de 1’urbanisation croissante représentent sans

surprise des facteurs de risque pour 1’0beésité.

La prévalence de 1’obésité est également trés influencée par des facteurs sociaux et
économiques, certains sous-groupes de populations paraissent en effet plus vulnérables que
d’autres. Il existe par exemple une corrélation inverse entre le niveau de revenus du foyer et la
prévalence de 1’obésité, il en est de méme pour le niveau d’instruction (Etudes ObEpi 1997 a
2012).
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1.4 Les conséquences liées a I’obésité

L’obésite et les complications qui lui sont associées constituent aujourd’hui un probléme majeur
de santé publique. Sans compter les conséquences psychosociales, I'obésité accroit fortement le
risque de mortalité et est associée a une prévalence accrue de troubles métaboliques (diabéte de
type 2, dyslipidémies, maladies hépatiques non alcooliques), de maladies cardio-vasculaires
(coronaropathies, hypertension artérielle, thromboses veineuses), de troubles musculo-
squelettiques (arthrose) et de certains cancers (endomeétre, sein, ovaires, prostate, foie, vésicule

biliaire, rein et colon).

141  Les complications métaboliques

L’obésité, et plus particulierement I’obésité androide, est associée a des complications telles
que le syndrome métabolique. Selon la définition de la Fédération Internationale du Diabete
(IDF), le syndrome métabolique est un regroupement de facteurs de risque prédisposant a des
complications métaboliques et/ou cardio-vasculaires. Il est défini par une obésité centrale
associee a deux autres facteurs de risques comme un taux éleve de triglycérides, un faible taux
de cholestérol HDL, une tension artérielle anormale ou un taux éleve de glucose plasmatique.
Les valeurs seuil sont décrites dans le Tableau 2.

Tour de taille Selon le groupe éthnique. En Europe :
> 94 cm chez les hommes

> 80 cm chez les femmes

Plus deux des quatre facteurs suivants :

Taux de triglycérides > 1,7 mmol/L ou un traitement spécifique de ce

trouble lipidique

Taux de cholestérol HDL | < 1,03 mmol/L chez les hommes
< 1,29 mmol/L chez les femmes

ou un traitement spécifique de ce trouble lipidique

Hypertension artérielle | Systolique > 130 mmHg ou diastolique > 85 mmHg
ou un traitement d’une hypertension diagnostiquée

précédemment

Glycémie a jeun > 5,6 mmol/L ou un diabéte de type 2 diagnostiqué

précédemment.

Tableau 2. Définition du syndrome métaboligue selon les critéres de ['|DF
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L’obésité favorise également la résistance a I’insuline (RI), ¢’est-a-dire une diminution de la
capacité des organes périphériques (comme le muscle, le foie et le tissu adipeux) a répondre de
facon adaptée aux effets de I’insuline. Cette résistance a 1’insuline prédispose au développement
du diabéte de type 2 (DT2). Le DT2, qui touche environ 30% des sujets obeses, est une maladie
complexe qui représente bien plus qu’une comorbidité de 1’obésité. Cette maladie chronique
nécessite un suivi medical constant qui va au-dela de la simple réduction de la glycémie, le
diabéte multiplie par 2 ou 3 le risque d’accidents cardiaques ou vasculaires cérébraux. Les
criteres diagnostiques du DT2 définis par 1I’American Diabetes Association (ADA)
(Association, 2014) sont basés sur la mesure d’une glycémie a jeun supérieure ou égale a 1,26
g/L (ou 7,0 mmol/L), ou bien d’une glycémie supérieure ou égale a 2,00 g/L (11,10 mmol/L)
2h aprés une hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) par I’ingestion de 75 g de
glucose. En 2010, I’ADA a approuvé I’utilisation de I’hémoglobine glyquée (HbAlc) comme
outil de diagnostic pour le diabete de type 2 (Association, 2014). Ce parametre rend compte
de I’équilibre glycémique au cours des 3 mois qui précedent le dosage. La valeur seuil pour le

diabéte a été établie a > 6,5% de I’hémoglobine totale.

Le foie est un organe métabolique clé dans le métabolisme glucidique et dans sa régulation, de
ce fait, il est également sensible a un déséquilibre de la balance énergétique. Caractérisé par
une accumulation de triglycérides dans les hépatocytes, la stéatose hépatique non alcoolique
(NAFLD ou non alcoholic fatty liver diseases) est 1’'une des formes les plus courantes de
maladie chroniques du foie. La NAFLD commence donc par une accumulation de triglycérides
hépatique (stéatose hépatique) et peut progresser vers la stéatohépatite non alcoolique (NASH
ou non-alcoholic steatohepatatis) qui se définit par une stéatose, une inflammation lobulaire,
une ballonisation des hépatocytes et une fibrose dans les cas les plus sévéres. La NASH a une
prévalence plus élevée chez les sujets obéses et DT2 et peut évoluer vers une cirrhose et un
cancer hépatique.

1.4.2  Les complications cardio-vasculaires

Chaque élément du syndrome metabolique (hypertension artérielle, dyslipidémie,
hyperglycémie...) augmente le risque de developper des maladies cardio-vasculaires qui, en
2012, représentaient la premiere cause de décés dans le monde. Ces maladies regroupent
notamment I’hypertension artérielle, les maladies coronariennes, I’insuffisance cardiaque, les
accidents vasculaires cérébraux et les thromboses veineuses. La probabilité d’avoir

I’association de 3 facteurs de risque cardio-vasculaires augmente avec I’'IMC : elle est 14 fois
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plus importante chez les sujets obeses et 5 fois plus importante chez les sujets en surpoids par

rapport a des individus de corpulence normale (Figure 3).

% de la population
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Figure 3. Prévalence de sujets avec 1, 2 ou 3 facteurs de risques cardio-vasculaires (hors
tabagisme) par niveau d’IMC dans la population francaise entre 2000 et 2012 (ObEpi, Roche)

1.43  Complications non cardio-métaboliques

L’obésité peut également entrainer des complications respiratoires et étre a 1’origine du
syndrome d’apnée obstructive du sommeil et du syndrome obésité hypoventilation. Cette
difficulté respiratoire au cours du sommeil s’explique par des obstructions pharyngées répétées

dont la principale cause est anatomique.

L’obésité peut également favoriser des complications ostéo-articulaires trés invalidantes telles

que I’arthrose (Anandacoomarasamy et al., 2009).

Des études ont également montré un lien entre I'IMC et le risque de développer certains
cancers : prostate, colorectal, voies biliaires (hommes), endomeétre, voies biliaires, col utérin,

ovaires, sein, colorectal (femmes).

L’obésité peut également avoir de lourdes conséquences psychosociales : une altération de la

qualité de vie, une discrimination, une altération de 1’image et de I’estime de soi.
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1.5 La chirurgie bariatrique

De nombreux patients obéses et obéses diabétiques ne parviennent pas a perdre leur exces de
masse grasse ni a contrbler leurs parametres glycémiques. Pour ces patients, la chirurgie
bariatrique est une intervention permettant une perte de poids drastique ainsi qu’une
amélioration et une réduction des comorbidités associées a I’obésité. Ce traitement est indiqué
pour les patients pour lesquels les autres mesures de perte de poids ont échoué et qui présentent
les formes les plus sévéres d’obésité, c’est-a-dire avec un IMC > 40 kg/m?, ou bien un IMC >

35 kg/m? accompagné de comorbidités.

Parmi les interventions chirurgicales les plus pratiquées, I’anneau gastrique et la gastrectomie
ou « sleeve » sont des méthodes restrictives permettant la réduction du volume de I’estomac et
par conséquent de la quantité d’aliments pouvant étre ingérées, ce qui déclenche la satiété avec
des quantités d’aliments plus faibles. La « sleeve » en particulier induit une perte de poids

significative ; les résultats pondéraux des patients opérés d’anneau sont moindres.

Le « bypass » gastrique Roux-en-Y est une méthode qui combine la restriction (gastrectomie)
et la malabsorption, c’est-a-dire le détournement du duodénum et d’une partie de I’intestin gréle
absorptif (jéjunum). Cela permet aux aliments ingérés de se déverser directement dans une
partie distale du jéjunum ou ils sont absorbés. Plusieurs études cliniques ont montré I’efficacité
de cette opération sur 1’évolution du diabéte de type 2 et les autres comorbidités associées a
I’obésité (Bradley et al., 2012). Une étude a montré que les traitements médicamenteux
conventionnels et le changement de mode de vie étaient moins efficaces que la chirurgie
bariatrique pour résoudre I’hyperglycémie des patients obeses diabétiques (Mingrone et al.,
2012). D’autres ¢tudes ont montré que la chirurgie bariatrique permettait d’améliorer le statut
métabolique des patients, leur hypertension, leur profil lipidique et ainsi de réduire le risque

cardiovasculaire (Sjostrom et al., 2012) (Figure 4).
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Figure 4. Les 3 principaux types de chirurgies bariatriques et leurs effets sur la perte de poids
et les principales co-morbidités dans les 3 a 5 années suivants [’'opération. (Adapté de
(Frihbeck, 2015).

2. Systéme immunitaire dans I’obésité humaine et les maladies cardiométaboliques

2.1 Relations entre systeme immunitaire et métabolisme

2.1.1 Inflammation de bas grade dans ’obésité humaine

L’obésité est aujourd’hui reconnue comme une maladie inflammatoire de bas-grade (Cancello
and Clément, 2006). Classiquement, 1’inflammation est décrite comme une réponse adaptative

de I’organisme déclenchée par un signal de danger tel qu’une infection ou une Iésion tissulaire.
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Elle se caractérise par des symptdmes comme le gonflement (tumor), la rougeur (rubor), la
douleur (dolor) et la chaleur (calor) (Medzhitov, 2008). Cette réponse adaptative est transitoire
et de courte durée et son prolongement peut étre néfaste pour la santé. Dans I’obésité, les
caractéristiques classiques de I’inflammation ne sont pas, ou peu retrouvées, I’inflammation est

dite de bas grade, c’est-a-dire chronique et persistante dans le temps (Hotamisligil, 2006).

En 1993, I’équipe de Bruce Spiegelman décrit dans plusieurs modéles murins d’obésité une
augmentation de I’expression et de la production de TNF-a (tumor-necrosis factor o) dans le
sang et le tissu adipeux (TA) (Hotamisligil et al., 1993). Le TNF-a est une cytokine pro-
inflammatoire qui peut activer une cascade de signaux de transduction dont certains peuvent
inhiber I’action de I’insuline (décrit dans le chapitre suivant). Dans 1’étude de Spiegelman, la
neutralisation du TNF-a chez les souris obéses induit une amélioration de la sensibilité a
I’insuline et de I’homéostasie du glucose. Cette étude établit pour la premiére fois un lien entre
inflammation chronique et résistance a 1’insuline dans I’obésité. Cette relation sera également
confirmée chez I’homme par la méme équipe dans une cohorte de 19 sujets obéses par rapport
a 18 sujets minces. L’expression de I’ARNm du TNF-q et sa concentration sont augmentées
dans le TA dans 1’obésité et son expression est positivement corrélée avec 1’hyperinsulinémie
avant et apres perte de poids dans la cohorte étudiée (Hotamisligil et al., 1995). Cependant, si
plusieurs études murines ont permis de confirmer IP’existence d’un lien causal entre
inflammation et résistance a I’insuline, les études menées chez 1’homme ne permettent pas
clairement d’expliquer le role du TNF-o dans 1’induction de la résistance a I’insuline et reposent

sur des associations.

Par la suite, plusieurs études réalisées dans des modeles murins d’obésité et chez 1’homme ont
montré qu’en plus du TNF-a, I'inflammation de bas grade accompagnant 1’obésité est
également caractérisée par une augmentation modérée dans la circulation de protéines de la
phrase aigiie de I’inflammation incluant la protéine C réactive (CRP) et le serum amyloide A
(SAA), de cytokines incluant I’interleukine-6 (IL-6) et I’IL-8 ainsi que certaines chimiokines
(CCL2, chemokine ligand 2 et CCL5) (Dalmas et al., 2011; Hotamisligil, 2006; Poitou et al.,
2005). Suite a une perte de poids induite par un restriction caloriqgue ou une chirurgie
bariatrique, les taux circulants de ces médiateurs inflammatoires se retrouvent diminués
(Dalmas et al., 2011).

L’obésité est également caractérisée par un recrutement de cellules immunitaires activées dans

les tissus enflammés, notamment dans le tissu adipeux, le foie, les muscles, le pancréas et
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I’intestin (décrit dans le chapitre 3). Au cours de 1’obésité, il existe donc une inflammation
systémique et une inflammation tissulaire. Cette inflammation joue un réle non seulement dans
la chronicisation de I’obésité mais également dans le développement de nombreuses
complications métaboliques comme le DT2 et la résistance a l’insuline ainsi que les

complications cardiovasculaires et le développement de certains cancers (Hotamisligil, 2006).

L’¢épidémie mondiale d’obésité et I’implication de médiateurs de 1’inflammation dans
I’insulino-résistance a ouvert un nouveau champ d’investigation : I’immunométabolisme, a la
frontiére entre deux disciplines historiquement distinctes, I’immunité et le métabolisme. Des
changements dans les métabolites impliqués dans plusieurs voies métaboliques peuvent
impacter le devenir de la réponse immunitaire et a ’inverse, le systéme immunitaire peut jouer
un role physiologique mais également pathologique dans la régulation du métabolisme (Mathis
and Shoelson, 2011; O’Neill et al., 2016).

2.1.2  Conséquences de I’inflammation sur le métabolisme

Ainsi, dans I’obésité et le diabéte de type 2, des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-
a, ’'IL-6, ’IFN-y et I’'IL-1B peuvent induire des dysfonctionnements métaboliques, et
notamment promouvoir la résistance a I’insuline tissulaire. Ces cytokines activent des voies de
signalisation inflammatoires entrainant I’activation de protéines kinases comme JNK (cJun N-
terminal kinase) et IKK (IkB-kinase) qui peuvent interférer avec la voie de signalisation de
I’insuline. Ces protéines peuvent notamment inhiber la phosphorylation de la tyrosine sur le
substrat du récepteur de I’insuline IRS1 en augmentant la phosphorylation de la sérine (Figure
5). Cela va induire une résistance a I’insuline et entres autres une diminution de 1’absorption du

glucose par les cellules sensibles a I’insuline.
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Figure 5. L'inflammation de bas grade dans I'obésité contribue a I'état d'insulino-résistance.
L obésité et le diabéte de type-2 sont accompagnés d’une élévation de la concentration en
insuline, d’acides gras saturés et de cytokines pro-inflammatoires en circulation.
L’augmentation de la production de TNF-o et d’IL-1f vont activer d’une part la kinase INK
qui va inhiber la phosphorylation de la tyrosine sur IRS-1 dans la voie de signalisation de
linsuline. TNF-o, active également la voie NK-«B qui entraine [’expression de PTP1B et SOCS3
qui vont inhiber la phosphorylation du récepteur a ['insuline (1R) et inhiber la phosphorylation
d’IRS-1 respectivement. L’IL-6 induit une activation de la voie STAT3/SOCS3 qui joue
également sur ['inhibition d’IRS-1. Adapté de (Gray and Kim, 2011; Kim, 2012; Vogt and
Briining, 2013).

(Abréviations : AKT, protein kinase B ; GLUT4, glucose transporter type 4 ; IKK, IxB-kinase ; IL, interleukin ;
IL1R, IL-1 receptor ; IL6R, IL-6 receptor ; IR, insulin receptor ; IRS-1, insulin receptor substrate 1 ; JNK, cJun
N-terminal kinase ; NK-xB, nuclear factor « light-chain, P, phosphorylation ; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase
; PKC, protein kinase ; PTP1B, protein tyrosine phosphatase 1B ; SOCS3, suppressor of cytokine signaling 3 ;
STATS3, signal transducer and activator of transcription 3 ; TLR, toll-like-receptor ; TNF-«, tumor-necrosis factor

alpha.)
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2.1.3  Impact du métabolisme sur ’activation des cellules du systeme immunitaire

Les besoins métaboliques du systéme immunitaire pour faire face a une infection illustrent

également bien la relation entre immunité et métabolisme (Chawla et al., 2011) (Figure 6).
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Figure 6. La résistance a l'insuline induite aprés une infection est un processus adaptatif

(Chawla et al., 2011).

Chez les mammiferes, les cellules de I’immunité innée (comme les neutrophiles, macrophages
et cellules dendritiques) et de I’immunité adaptative (lymphocytes B et lymphocytes T) utilisent
de grandes quantités de glucose et de lipides suite a leur activation. Pour les lymphocytes B et
les lymphocytes T par exemple, la glycolyse est indispensable & la prolifération clonale. La
glycolyse fournit également les éléments nécessaires a ’activation et a la prolifération des
macrophages. Les besoins énergétiques du systéme immunitaire activé sont donc
principalement basés sur I’utilisation du glucose (Palmer et al., 2015). Suite a une infection
bactérienne, 1’activation de I’immunité innée et le relargage de cytokines pro-inflammatoires
vont induire un état de résistance a I’insuline dans les tissus métaboliques tels que le foie, le
muscle et le tissu adipeux afin de mobiliser les ressources nécessaires aux cellules immunitaires
pour combattre I’infection. L’insulino-résistance qui en résulte augmente la néoglucogenese
dans le foie et diminue le stock de glucose disponible dans le muscle. Ces changements vont
avoir pour conséquence une augmentation du taux de glucose circulant qui va pouvoir étre

utilisé par les cellules de I’'immunité innée et adaptative pour leur propre métabolisme. En
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paralléle, I’insulino-résistance au niveau du tissu adipeux (TA) augmente la lipolyse et diminue
la lipogenése, ce qui entraine le relargage d’acides gras libres par les adipocytes pour alimenter
les besoins métaboliques des cellules immunitaires. Dans ce contexte, la résistance a 1’insuline
périphérique est un mécanisme adaptatif permettant au systéme immunitaire de mobiliser

I’énergie nécessaire pour combattre 1’ infection.

2.2 Introduction générale au systeme immunitaire

Au cours des derniéres années, de nombreuses études ont montré qu’au cours de 1’obésité et
des désordres cardiométaboliques associés, la composition du systeme immunitaire était
fortement altérée. Le systeme immunitaire constitue 1’ensemble des cellules et des molécules
qui concourent afin de prévenir ou d’éradiquer les infections mais également de protéger
I’organisme contre le développement de cellules tumorales. Il est capable de reconnaitre et
d’¢liminer les pathogénes d’origine bactérienne, virale, parasitaire et fungique. Pour cela,
I’organisme dispose de deux systémes complémentaires : I’immunité innée et I’immunité

adaptative dont les principaux acteurs sont présentés dans la Figure 7.

Immunité innée Immunité adaptative
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Figure 7. Les acteurs de 'immunité innée et de | 'immunité adaptative.
Le systeme immunitaire inné comporte notamment les protéines de la cascade du complément,

les cellules présentatrices d’antigenes (CPA) telles que les macrophages et les cellules
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dendritiques (DCs), les mastocytes, les granulocytes (basophiles, éosinophiles et neutrophiles),
les cellules lymphoides innées (ILC) et les cellules de |'immunité adaptative sont constituées
des lymphocytes B (LB) produisant des anticorps et des lymphocytes T (LT), majoritairement
CD4" et CD8". A4 [’interface entre les deux systémes se trouvent les LT non conventionnels :
les lymphocytes Tyo, les cellules MAIT (mucosal-associated invariant T cells) et les cellules T
natural killer (NKT). Adapté de (Dranoff, 2004).

Suivant une premiere rencontre avec un organisme pathogene, la réponse immunitaire innée va
tout d’abord se mettre en place lors de la reconnaissance de signaux de danger. Cette premiére
réponse est immédiate, non spécifique de I’agent pathogene et sans mémoire immunitaire. Dans
un second temps, la réponse adaptative se met en place. Celle-ci est spécifique de 1’antigéne ;
les cellules de I’'immunité adaptative, les lymphocytes, expriment a leur surface des récepteurs
capables de reconnaitre spécifiquement un déterminant antigénique. Suite a cette premiére
rencontre avec 1’antigéne, I’immunité adaptative va générer une réponse mémoire. Une
nouvelle exposition a un organisme étranger déja rencontré aura pour conséquence de réactiver

les cellules mémoires, permettant une réponse plus rapide, amplifiée et souvent plus efficace.

Dans un premier temps, je présenterai de facon générale les principaux acteurs cellulaires de
I’immunité innée et adaptative ainsi que leurs altérations au niveau systémique dans I’obésité
et les maladies cardiométaboliques en insistant spécifiquement sur les études réalisées chez
I’homme. Puis, dans un deuxieme temps, un intérét particulier sera porté aux changements des
cellules immunitaires et a I’inflammation au niveau tissulaire (tissu adipeux, foie et muscle) au

cours de I’obésité dans des modéles murins et dans des études menées chez ’homme.

2.3 Immunité innée

L’immunité innée représente la premiére ligne de défense contre les infections. Contrairement
a I’immunité adaptative, présent uniquement chez les vertébrés, elle existe dans tous les
organismes du régne végétal et animal et se distingue par la rapidité de sa mise en place.
L’immunité innée repose notamment sur des mécanismes humoraux : le systeme du
complément, les cytokines et les protéines de la phase aigiie de I’inflammation et sur des
mécanismes cellulaires : les granulocytes (mastocytes, éosinophiles et basophiles), les cellules
dendritiques (DC), les macrophages, les neutrophiles et les cellules lymphoides innées (ILC).
Ses fonctions majeures sont la reconnaissance des agents infectieux et le recrutement des

cellules immunitaires sur le site de ’infection, 1’élimination des cellules apoptotiques ou des
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complexes immuns grace a 1’activation en cascade du systéme du complément, 1I’élimination
de corps étrangers (phagocytose) et enfin elle joue un réle indispensable dans I’activation et la
mise en place de I’'immunité adaptative grace a la présentation antigénique par les molécules
du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) aux lymphocytes T (LT).

2.3.1 Les monocytes

Les monocytes font partie des cellules du systeme phagocytaire monononucléé. Ces cellules
sont issues de précurseurs dans la moelle osseuse et circulent quelques jours avant de migrer
vers les tissus ou elles se développent en différents types de macrophages. Les monocytes sont
caractérisés par leur capacité a phagocyter, a produire des cytokines et a présenter I’antigéne.
Elles jouent un role dans I’homéostasie, la défense immunitaire et la réparation des tissus. Le
role des monocytes dans I’inflammation a été montré dans plusieurs pathologies (Gordon and
Taylor, 2005). En 2010, un groupe d’experts propose une nomenclature officielle pour les sous-
populations de monocytes sanguins chez I’homme. Cette nomenclature est basée sur
I’expression des marqueurs de surface CD14 et CD16 (FcyRIII) et distingue 3 sous-populations
de monocytes : les monocytes classiques CD14™" CD16™ (MC), les monocytes intermédiaires
CD14™ CD16* (MI) et les monocytes non classiques CD14* CD16™" (MNC) (Ziegler-
Heitbrock et al., 2010). Ces cellules posseédent des profils d’expression de chimiokines distincts
qui pourraient refléter des propriétés de recrutement différentes. Dans le contexte de 1’obésité
et des comorbidités associées, des études cliniques ont montré des corrélations entre le nombre
de monocytes sanguins et des facteurs de risque cardiovasculaires tels que I’'IMC, le tour de
taille, le taux de HDL cholestérol et le taux de triglycérides (Waterhouse et al., 2008). D’autres
études ont également mis en évidence que le nombre de monocytes circulant était prédictif du
risque cardiovasculaire (Berg et al., 2012; Rogacev et al., 2012; Waterhouse et al., 2008).

Notre équipe s’est intéressée plus précisément au role des 3 sous-populations de monocytes
circulants aprées perte de poids dans 1’obésité et le diabéte (Poitou et al., 2011). Chez les sujets
obéses, cette étude a montré une augmentation de la fréquence et du nombre absolu des deux
sous-populations de monocytes exprimant le marqueur CD16 (Ml et MNC) par rapport a des
sujets minces. Ces deux sous-populations sont positivement corrélées avec des parameétres de
corpulence (IMC, masse grasse), des paramétres glycémiques (glycémie a jeun, insuline et
HOMA-IR) et la CRP. La perte de poids induite aprés un bypass gastrique Roux-en-Y entraine
une diminution de la fréquence de ces deux populations monocytaires. Plus récemment, une

autre étude de I’équipe s’est intéressée aux fonctions des MC, MI et MNC dans I’inflammation

27



de bas-grade liée a I’obésité. Ce travail montre le phénotype pro-inflammatoire des monocytes

dans I’obésité humaine (Devévre et al., 2015).

2.3.2  Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiqgues (DC) sont des cellules présentatrices d’antigéne (CPA) dites
professionnelles et jouent un réle clé dans la mise en place de la réponse immunitaire innée et
adaptative. Ces cellules expriment fortement les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) et des molécules de co-stimulation qui vont leur permettre
d’activer les LT naifs. Les DCs sont spécialisées dans la capture, le transport, I’apprétement et
la présentation de 1’antigéne aux LT et jouent un rdle essentiel dans 1’orientation de la réponse
immunitaire des LT helper (Thl, Th2...) et dans I’induction de la tolérance T (Kapsenberg,
2003; Mildner and Jung, 2014).

En fonction de leur localisation, les DCs ont une ontogénie et des caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles bien distinctes. Depuis leur premiére description par Ralph
Steinman en 1973 (Steinman and Cohn, 1973) leur présence a été rapportée dans le sang, les
organes lymphoides et les tissus non lymphoides, et au cours des années, différentes
nomenclatures ont été utilisées pour tenter de les classer. Dans le sang, les DCs peuvent étre
divisées en deux grandes sous-populations qui sont issues de précurseurs différents : les DCs
myéloides (mDCs, également appelées conventionnels ou classiques) et les DCs

plasmacytoides (pDCs).

Les mDCs expriment le marqueur CD11c et constituent la population majoritaire de DCs
circulants. Cette population regroupe les mDC1 et les mDC2 qui expriment les récepteurs
membranaires CD1c (BDCA-1) et CD141 (BCDA-3) respectivement (Mildner and Jung,
2014).

Les pDCs se distinguent des mDC par 1’expression des marqueurs de surface CD123 (IL-3R),
CD303 (BDCA-2) et CD304 (neuropiline) (Colonna et al., 2004). Chez ’homme et la souris,
ils représentent 0,2 a 0,8% des leucocytes circulants. Les pDC sont rares dans les tissus
périphériques sains mais sont rapidement recrutés en cas d’inflammation. Les pDCs expriment
de faibles taux de CMH de classe Il et sont essentiellement spécialisées dans I’immunité anti-
virale. En effet, ces cellules expriment les TLR-7 et TLR-9 et ont la capacité de produire de tres
grandes quantités d’interférons de type | en réponse a un antigene viral (Liu, 2005; Siegal et al.,
1999).
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Chez ’homme, notamment en raison de leur faible abondance et de leurs similarités avec les
macrophages (expression du marqueur CDI11c), peu d’études s’intéressent aux DCs dans
’obésité humaine. Une étude montre cependant la présence et I’accumulation de DCs CD11c¢”*
dans le TA et le sang de souris et de sujets obéses qui pourraient jouer un role dans la résistance
a I’insuline associée a I’obésité (Wu et al., 2010). Récemment, une autre étude suggere
¢galement dans une étude chez la souris et chez I’homme que les DCs pourraient étre
d’importants régulateurs de I’inflammation dans le tissu adipeux en orientant une réponse de

type Th17 dans le contexte de la résistance a I’insuline associée a 1I’obésité (Bertola et al., 2012).

2.3.3  Les cellules lymphoides innées

Les cellules lymphoides innées (ILC) représentent une population de cellules nouvellement
décrite et sont des effecteurs importants de I’immunité innée, notamment par leur role dans le
remodelage tissulaire (Spits et al., 2013). Les ILC sont définies par 3 principales
caractéristiques : I’absence de récepteurs a 1’antigéne, 1’absence de marqueurs phénotypiques
myéloides ou dendritiques et enfin une morphologie de type lymphoide. Les ILC possedent une
classification complexe et sont classées en 3 groupes en fonction des facteurs de transcription

qu’elles expriment et de leur profil cytokinique (Figure 8).

Group 1 ILCs

IL—IX IL-12
IL-18 IL-18

Group 2 ILCs

RORyt
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IL-17
IL-22
IFNy

Group 3 ILCs
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Figure 8. Classification des cellules lymphoides innées (ILC) en fonction de leurs

caractéristiques fonctionnelles (Spits et al., 2013).

On distingue une catégorie d’ILC cytotoxiques, les cellules Natural Killer (NK) et des ILC de
type « helper » représentés par les ILC1, ILC2 et ILC3 (Eberl et al., 2015; Spits et al., 2013).
Le premier groupe d’ILC comprend les cellules NK et les ILC1 qui ont la capacité de produire
de ’IFN-y et qui expriment le facteur de transcription T-bet. Le groupe 2 comprend les ILC2
qui se distinguent par 1’expression du facteur de transcription GATA-3 et la production de
cytokines de type Th2: IL-4, IL-5 et IL-13, ces cellules ont besoin d’IL-7 pour leur
développement. Enfin, le groupe 3 inclue les ILC3 et les cellules inductrices du tissu lymphoide
(LTi) : ces cellules expriment le facteur de transcription RORyt et sont capables de sécréter de
I’IL-17A et/ou de I’IL-22, des cytokines impliquées dans I’homéostasie des muqueuses et dans

la défense.

Chez I’homme, peu d’études explorent les changements dans les sous-populations d’ILC dans
le sang. En revanche, plusieurs études rapportent la présence d’ILC, notamment d’IL2 et
d’ILC1, dans le tissu adipeux (TA) obese. Une étude montre notamment la diminution de la
sous-population d’ILC2 chez les sujets obéses (Brestoff et al., 2015). Les ILC2 joueraient un
role dans I’induction du TA beige et limiteraient 1’adiposité chez les souris obéses (Brestoff et
al., 2015). Récemment, une équipe a caractérise les ILC1 dans le TA de souris et de sujets
obeses par rapport a des contrdles minces (Boulenouar et al., 2017). Les auteurs montrent dans
un premier temps que les ILC1 sont enrichies dans le TA omental par rapport aux autres tissus
et au sang a la fois chez I’homme et chez la souris. Dans 1’obésité, ils montrent que la fréquence
des ILC1 est diminuée dans le TA humain et augmente 18 mois apres perte de poids induite par
la chirurgie bariatrique. En utilisant un modéle murin, ils démontrent qu’a 1’état basal, les ILC1
ont une activité cytolytique vis-a-vis des macrophages du TA. En revanche, chez la souris obése
(sous régime hyperlipidique), les ILC1 perdent leur fonction cytolytique et joueraient donc un

role dans le maintien et la régulation de 1’homéostasie des macrophages du TA.
De maniére genérale, les ILC sembleraient jouer un rdle important dans la régulation de
I’obésité (Yang et al., 2016).

2.4 Immunité adaptative

L’immunité adaptative se met en place en général 5 & 6 jours apres une exposition antigénique.
Elle est composée d’une réponse a médiation cellulaire essentiellement médiée par lymphocytes
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T (LT) ainsi qu’une réponse a médiation humorale qui repose sur la production d’anticorps par
lymphocytes B (LB). L’immunité adaptative comporte 4 caractéristiques : la spécificité

antigénique, la diversité, la mémoire immunologique et la distinction entre le soi et le non-soi.

En clinique, le nombre de leucocytes circulants est facilement mesurable en routine et plusieurs
¢tudes ont montré que le nombre de lymphocytes était positivement corrélé avec I’IMC (Pecht
et al., 2014). Leur nombre est également augmenté dans d’autres maladies cardiométaboliques
comme le syndrome métabolique, le diabéte de type 2 les maladies coronariennes (Dixon and
O’Brien, 2006; Laurson et al., 2011).

241  Leslymphocytes B

Les lymphocytes B sont des médiateurs importants de la réponse humorale. Ces cellules
dérivent de précurseurs lymphoides et sont caractérisées par 1’expression d’un récepteur B
(BCR). Celui-ci est composé de deux chaines lourdes identiques d’immunoglobulines (Ig) qui
se déclinent en 5 différents isotypes (a, B, 6, y et ) et de deux chaines légéres (k et L) associées
a des co-récepteurs. Le complexe BCR, en association avec ses co-récepteurs, reconnait
I’antigéne par sa structure tridimensionnelle et entraine 1’activation des cellules B, leur
différenciation en plasmablastes et en plasmocytes producteurs d’anticorps (Dumoitier et al.,
2015; Vaughan et al.,, 2011). Les anticorps sécrétés ont pour réle la neutralisation et
I’¢limination des microbes et toxines présents dans le sang et la lumic¢re des muqueuses telles

que celle du tractus gastro-intestinal.

Dans le contexte de 1’obésité, en dehors des numérations lymphocytaires totales, peu d’études
s’intéressent aux lymphocytes B chez I’homme. Cependant, une étude récente a analysé le
phénotype et la fonction des LB circulants chez des sujets obéses par rapport a des sujets minces
en réponse a une vaccination contre le virus influenza (Frasca et al., 2016). Cette étude montre
que le phénotype des LB est altéré dans 1’obésité humaine avec une augmentation des LB
mémoires actives, mais également que la fonction des LB est modifiée avec une augmentation
de la production des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et d’IL-6 et moins d’IL-10. Cette
é¢tude montre également une altération de I’efficacité vaccinale chez les sujets obéses par

rapport aux sujets minces.
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2.4.2  Leslymphocytes T

Une des caractéristiques des lymphocytes T est la restriction par le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH). Chaque lymphocyte T exprime & sa surface un récepteur a
I’antigéne des cellules T unique appelé TCR associé a un complexe protéique composé de
molécules CD3 permettant la transduction du signal suite a la reconnaissance d’un antigene par
le TCR. Celui-ci est composé d’une chaine o et d’une chaine B (TCR-af) ou d’une chaine y
associée a une chaine 6 (TCR-y3, 1 — 10% du répertoire du TCR (Girardi, 2006)). Chaque chaine
contient une région variable (V) et une région constante (C). La diversité antigénique du TCR
est obtenue lors de la maturation dans le thymus par la recombinaison somatique de segments
géniques variables V, de jonction J et pour la chaine B, de segment de diversité (D), codant la
région variable du TCR. Cette recombinaison permet I’obtention d’un répertoire potentiel total
estimé entre 10%° et 10%° clones de TCR-af, générant une grande diversité et permettant la
reconnaissance de millions d’antigénes (Laydon et al., 2015; Nikolich-Zugich et al., 2004).
Aprés cette étape, seuls les LT exprimant un TCR fonctionnel capable de reconnaitre une
molécule de CMH (restriction au CMH) sont sélectionnés. Enfin, a I’issue de ces étapes, le
répertoire du TCR disponible est restreint et sa diversité réelle évolue dans le temps et reste
encore inconnue. On distingue deux principaux types de LTap : les LT CD4" dits auxiliaires
(ou helper, Th) qui reconnaissent des peptides antigéniques présentés par le CMH de classe 1,
et les LT CD8* dits cytotoxiques qui reconnaissent des peptides présentés par le CMH de classe
.

Les lymphocytes matures naifs circulent dans le sang et le systeme lymphatique et résident dans
les organes lymphoides secondaires. Au sein de ces structures lymphoides secondaires, les LT

naifs rencontrent un antigene qui leur est présenté par une cellule présentatrice d’antigéne
(CPA).

Les lymphocytes T CD4*

Le devenir des LT CD4" auxiliaires est déterminé par une série d’événements composés de 3
signaux (Kapsenberg, 2003) : le ler signal résulte de la reconnaissance du complexe CMH-
peptide par le TCR et détermine la spécificité de la réponse antigénique ; le 2°™ signal est un
signal de co-stimulation et implique notamment I’interaction de CD28 a la surface du LT naif
avec ses ligands CD80 et CD86 exprimés a la surface de la cellule présentatrice d’antigéne
(généralement une cellule dendritique) ; enfin, le 3°™ signal est un signal de polarisation, il

dépend de I’environnement cytokinique et promeut le développement des différentes sous-
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populations de LT auxiliaires. Une fois activés, les différentes sous-populations de LT vont

exercer des fonctions effectrices et sécréter des mediateurs spéecifiques (Figure 9).
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Figure 9. Influence de I’environnement cytokinique sur la différenciation des principales sous-

populations de LT CD4* auxiliaires et principales fonctions (Jetten, 2009).

Dans le diabéte de type-2, deux études ont observé une diminution de la fréquence des
lymphocytes T régulateurs (Tregs) dans le sang au profit des cellules Thl et Th17 pro-
inflammatoires (Jagannathan-Bogdan et al., 2011; Zeng et al., 2012). Cela suggére que les
lymphocytes T circulants subissent un «switch » pro-inflammatoire et qu’il existe une

altération dans la balance Th1-Th17/Tregs dans le sang des sujets DT2.

Dans le contexte de 1’0bésité, une équipe a quantifié par cytométrie en flux les populations de
LT dans le sang périphérique de sujets obéses morbides par rapport a des sujets minces (van
der Weerd et al., 2012). Leur étude montre une augmentation du nombre de LT CD4*

accompagnée d’une augmentation des Tregs CD25" Foxp3* et des lymphocytes Th2 chez les
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sujets obeses morbides par rapport aux sujets contréles minces alors que les LT Thl et Th17 ne

sont pas altérés en nombre absolu.

Dans I’obésité humaine, une €tude récente a montré une augmentation de la fréquence des
lymphocytes Th22 producteurs d’IL-22 dans le sang de sujets obéses et diabétiques de type 2
par rapport a des sujets contréles (Zhao et al., 2014) en plus de 1’augmentation de la fréquence
des cellules Thl et Th17. De maniére intéressante, dans cette étude, le niveau élevé de cellules
Th22 est positivement corrélé avec ’THOMA-IR (index de résistance a I’insuline) et permet de
distinguer les sujets obeses dits métaboliquement sains des sujets diabétiques alors qu’il n’y a

pas de corrélation entre 1’insulino-résistance et la fréquence des Thl ou Thl7 circulants.
Les Lymphocytes T CD8*

Les LT CD8" (cytotoxiques) jouent un role important notamment dans 1I’immunité anti-virale
et I’'immunité anti-tumorale par leur action cytolytique directe sur les cellules a éliminer
(production de molécules cytotoxiques : granzyme et perforine ou apoptose induite par Fas-Fas
ligand) et via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, TNF-a). De la méme facon
que les LT CD4", apres maturation dans le thymus, les LT CD8" subissent une succession
d’événements leur permettant d’acquérir leurs fonctions effectrices. Le premier signal est induit
par la reconnaissance par le TCR de I’antigene présenté par les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe T (CMH I) exprimé a la surface des cellules présentatrices
d’antigéne. Le second signal implique les molécules de co-stimulation (CD28 a la surface des
LT et CD80/CD86 a la surface des APCs) en présence ou non de cytokines inflammatoires
(signal 3). Cette série de signaux induit ’activation, la prolifération et la différenciation des LT

CD8" qui acquiérent leurs fonctions cytolytiques.

2.5 A linterface entre 'immunité innée et adaptative

A D’interface entre I’immunité innée et I’immunité adaptative, on retrouve des sous-populations
particulieres de lymphocytes T qui se distinguent par leur caractére non conventionnel, ¢’est-a-
dire une faible diversité de leur récepteur a 1’antigéne et pour certaines populations, leur
capacité a reconnaitre des antigenes présentés par des molécules de CMH non classiques. Ces
cellules comprennent les cellules Tyd, qui ne seront pas détaillées dans ce manuscrit, les cellules
T natural killer (NKT) et les cellules MAIT (Mucosal-associated invariant T cells) (Godfrey et
al., 2015).
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251 Les cellules NKT

Les cellules NKT sont une sous-population de LTaf non-conventionnels. Contrairement aux
LT conventionnels qui reconnaissent des complexes CMH-peptide, les cellules NKT
reconnaissent des peptides présentés par CD1d, une molécule non-polymorphique apparentée
aux molécules de CMH | et qui est majoritairement exprimée par les DCs et les autres CPAS
(Tard et al., 2015). Comme leur nom 1’indique, les NKT sont apparentés aux cellules NK de
I’immunité innée avec lesquelles elles partagent des caractéristiques phénotypiques comme
I’expression du marqueur CD161, mais ces cellules expriment également le TCR,
caractéristique des LT. On distingue 3 groupes de cellules NKT en fonction de leur spécificité
antigenique et de leur TCR : les NKT invariants (iNKT), les NKT de type 1l et les lymphocytes
« NKT-like ». Chez I’homme, les iNKT sont majoritaires et expriment une chaine o semi-
invariante du TCR (Vo024Ja18) associée a un nombre limité de chaines B (le plus fréquemment
VB8) qui leur permet de reconnaitre des glycosphingolipides présentés par CD1d (Figure 10)
(Sugimoto et al., 2016). Ces cellules ont la capacité de produire des quantités importantes de

cytokines (notamment 1’IL-4 et I’IFN-y) aprés stimulation de leur TCR.

De la méme facon que les sous-populations de DCs, les iINKT sont difficiles a étudier chez
I’homme en raison de leur faible proportion (environ 0.1% des lymphocytes dans le sang),
cependant elles peuvent étre identifiées grace a des tétraméres CD1d chargés avec le
glycosphingolipide d’éponge marine a-galactocéramide (a-GalCer) et/ou des anticorps anti-
Va24Jal8 qui permettent leur étude chez I’homme. En 2009, Lynch et al. (Lynch et al., 2009)
décrivent un enrichissement des cellules iINKT avec un fort potentiel cytotoxique et une
production rapide de cytokines dans le tissu adipeux omental par rapport aux autres organes ou
au sang chez I’homme (10% des LT). Cette méme étude montre une diminution des INKT chez
les sujets séverement obeses par rapport a des sujets minces. En 2012, la méme équipe
s’intéresse a nouveaux aux iNKT et observe une diminution de cette population cellulaire dans
le sang de sujets obéses par rapport a des contrdles minces (Lynch et al., 2012). De maniere
intéressante, la fréquence des INKT circulants augmente apres perte de poids induite par un
bypass gastrique Roux-en-Y bien que ces cellules soient toujours en proportion plus faibles que
les contrdles. Chez la souris, 1I’obésité induite par un régime riche en gras (HFD) entraine la
diminution des iINKT dans le TA. Dans ce modele murin, il est suggeré que les INKT pourraient

avoir un role régulateur sur la prise de poids et le statut métabolique au cours de 1’obésité.
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Figure 10. Comparaison des récepteurs T (TCR) et des différentes molécules présentatrices
d’antigene parmi les LT conventionnels et non conventionnels (adapté de (Sugimoto et al.,
2016)).

2.5.2  Leslymphocytes MAIT

Comme les cellules NKT, les lymphocytes MAIT (Mucosal-associated invariant T cells)
constituent une population de lymphocytes T non conventionnels d’abord décrite dans la
muqueuse intestinale (Treiner et al., 2003), mais également présente dans le sang, les poumons,
le tissu adipeux (Carolan et al., 2015; Magalhaes et al., 2015a) et en abondance dans le foie
(Dusseaux et al., 2011; Kurioka et al., 2016; Tang et al., 2013). Cette sous-population de LT a
¢été décrite pour la premiére fois par I’équipe d’Olivier Lantz en 1999 (Tilloy et al., 1999) et se
distingue par I’expression d’un récepteur des cellules T (TCR) semi-invariant. Chez I’homme,
il s’agit de la chaine TCR Va7.2-Ja33 invariante (Va19-Ja33 chez la souris) associée a un
nombre limité de segments VB (principalement V2 et VB13 chez I’homme, et V6 et VB8 chez
la souris) (Figure 10). Ce TCR reconnait spécifiquement des intermediaires du metabolisme de
la vitamine B2 (riboflavine). Ces molécules sont produites par de nombreuses bactéries et sont
présentées aux lymphocytes MAIT par MR1 (MHC-related protein 1), une molécule
monomorphique apparentée au CMH de classe | (Eckle et al., 2015; Franciszkiewicz et al.,
2016; Kjer-Nielsen et al., 2012; McWilliam et al., 2015) (Figure 11). Les cellules MAIT se
caractérisent par I’expression du facteur de transcription PLZF (promyelocytic leukemia zinc

finger), particularité qu’elles partagent avec les cellules NKT (Martin et al., 2009).
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Les lymphocytes MAIT ont la particularité de répondre rapidement a un challenge antigénique
et ont la capacité de produire des cytokines telles que I’IFN-y, le TNF-q, le granzyme B, la
perforine et I’'TL-17. Ces cellules peuvent étre activées par plusieurs especes de bactéries gram
négatives et gram positives (Le Bourhis et al., 2010) et sont absentes chez les souris axéniques
(Treiner et al., 2003). L’ensemble de ces données suggére un role important des cellules MAIT

dans I’immunité anti-bactérienne (Gold et al., 2010; Napier et al., 2015).
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Figure 11. Phénotype des cellules MAIT et mécanismes d’activation (Kurioka et al., 2016).

Les lymphocytes MAIT circulants sont diminués chez les patients atteints de maladies
infectieuses (pneumopathie, tuberculose, virus de I’immunodéficience humaine (VIH), choléra)
(Howson et al., 2015), dans plusieurs maladies auto-immunes (sclérose en plaque, lupus,
polyarthrite rhumatoide (Hinks, 2016)) et dans les maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin (IBD ; maladie de Crohn et colite ulcérative) (Serriari et al., 2014; Treiner, 2015))
(Sugimoto et al., 2016). Les cellules MAIT sont également diminuées avec 1’age (Hiejima et
al., 2015; Lee et al.,, 2014; Novak et al., 2014) et cette diminution s’accompagne de
perturbations cytokiniques (augmentation de la production d’IL-4 et de la diminution du ratio
IFN-y/IL-4) et d’altérations phénotypiques (diminution de la proportion de MAIT CD8" au
profit des MAIT CD4" avec I’age) (Lee et al., 2014).

Dans le contexte des maladies métaboliques, une étude récente du laboratoire en collaboration
avec I’équipe d’Agnes Lehuen (Institut Cochin, Paris) s’est intéressée aux lymphocytes MAIT
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circulants dans une cohorte de patients obéses, obeses diabétiques et diabétiques non obéses.
Cette étude montre une diminution significative de la fréquence des cellules MAIT parmi les
lymphocytes T totaux chez les patients obéses diabétiques et non diabétiques ainsi que chez les
sujets diabétiques non obeses par rapport a des sujets contréles minces. La fréquence des
cellules MAIT circulantes dans 1’ensemble de la cohorte est négativement corrélée avec I’'IMC
(Magalhaes et al., 2015a). Parmi les patients obeses diabétiques, les cellules MAIT présentent
une augmentation de 1’expression des marqueurs d’activation CD25" (IL-2R) et CD69" par
rapport aux contréles, suggérant un impact de 1’obésité et du DT2 sur 1’état d’activation des
cellules MAIT. L’étude du profil cytokinique aprés stimulation ex vivo des LT dans les trois
groupes de patients montre une augmentation de la production des cytokines de type Thl et
Th17 par les cellules MAIT dans le sang. De plus, une association négative est observée entre
la fréquence des MAIT et la production d’IL-17 par les MAIT, comme déja montré dans les

maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (Serriari et al., 2014).

La méme année, une autre étude, menée par une équipe Irlandaise qui s’intéressait déja aux
cellules INKT dans I’obésité humaine, a été réalisée chez des adultes et des enfants obeses.
Cette deuxieme étude confirme les résultats obtenus par notre équipe en montrant une altération
des cellules MAIT dans 1’obésité. Chez 1’adulte, les cellules MAIT circulantes sont diminuées
avec une production d’IL-17 augmentée par rapport aux sujets minces (Carolan et al., 2015).
Cette étude rapporte également une corrélation positive entre la dérégulation des cellules MAIT

et la résistance a ’insuline dans les deux groupes (adultes et enfants).

L’ensemble de ces résultats semblent suggérer un role important des cellules MAIT dans les
complications associées a 1’obésité comme I’insulino-résistance et le diabéte de type-2
(Magalhaes et al., 2015b).

3. Inflammation tissulaire dans I’obésité et résistance a I’insuline

Les études cliniques et expérimentales ont établi un lien fort entre 1’inflammation de bas grade
et D’insulino-résistance dans 1’obésité, la dysfonction pancréatique et les complications
cardiovasculaires. Cette inflammation de bas grade résulte en partie de 1’accumulation de
cellules immunitaires proinflammatoires dans des organes métaboliques tels que le tissu
adipeux (TA), le foie, le pancréas, le muscle et méme I’intestin (Esser et al., 2014; Gregor and
Hotamisligil, 2011; Olefsky and Glass, 2010).
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3.1 Tissu adipeux

3.1.1 Les macrophages

Les premiéres études rapportant une accumulation de cellules immunitaires dans le TA ont été
publiées en 2003, soit dix ans apres les travaux pionniers de Spiegelman reliant inflammation
et insulino-résistance dans 1’obésité (Hotamisligil et al., 1993). Deux études indépendantes ont
en effet montré une accumulation de macrophages F4/80" ou CD68" dans le tissu adipeux qui
est positivement corrélée avec ’adiposité chez des souris obéses mais également des sujets
obeses (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003). Cette infiltration de macrophages, qui représente
jusqu’a 40% des cellules totales du TA, est associée a une inflammation et une résistance a
I’insuline et serait majoritairement responsable de la production de TNF-a observée dans le TA.
Ces premieres études soulignent que I’inflammation de bas grade représente un lien important
entre obésité et un éventail d’anomalies métaboliques comme 1’insulino-résistance et le diabete
de type 2. En plus du TNF-o, d’autres cytokines pro-inflammatoires ont également été
impliquées, notamment I’TL-6 et I’TL-1p.

In vitro, les macrophages peuvent étre polarisés en 2 sous-populations en fonction de
I’environnement cytokinique : d’une part, les macrophages dits « classiquement activés »,
également appelés M1, qui sécrétent des cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-1f, I’TL-
6 et le TNF-o qui peuvent induire la résistance a I’insuline ; et d’autre part les macrophages dits
« alternativement activés » ou M2 qui expriment des genes tels que Ym1 et qui sécretent des
cytokines anti-inflammatoires comme 1’IL-10 et I’'IL-4 (Mosser and Edwards, 2008). Chez la
souris rendue obeése par un régime gras (HFD), I’expression des génes de type M2 est diminuée
dans les macrophages du TA et on observe alors I’augmentation de I’expression de génes codant
TNF-a et iNOS, caracteristiques des macrophages M1 (Lumeng et al., 2007). Ces macrophages
M1 seraient la principale source de médiateurs inflammatoires dans 1’inflammation associée a
I’obésité. Chez I’homme, cette classification est moins claire et les populations de macrophages
infiltrant le TA humain ne correspondent précisément ni au phénotype M1, ni au phénotype
M2. En revanche, dans le modéle murin comme dans le modéle humain, il est établi qu’au cours
de I’obésité, les macrophages du TA sont fortement activés et expriment un large panel de génes
qui font pencher la balance vers un phénotype clairement pro-inflammatoire (Lumeng et al.,
2007; Wentworth et al., 2010). Les cytokines pro-inflammatoires qu’elles sécrétent, en
particulier le TNF-a, ont un impact direct sur la résistance a 1’insuline en agissant sur des

cellules cibles dans les tissus insulino-sensibles a travers des mécanismes paracrines. En 2014,
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notre équipe a montré une augmentation de 1’expression et de la sécrétion d’IL-1p par les
macrophages du TA viscéral chez les sujets obéses diabétiques par rapport a des sujets obeses
non diabétiques et minces (Dalmas et al., 2014).

3.1.2 Leslymphocytes T

Dans la fraction stroma-vasculaire du TA, si les macrophages représentent la population de
cellules immunitaires la plus abondante, cela n’exclut pas un réle de I’'immunité adaptative dans
I’inflammation et la résistance a I’insuline associée a 1’obésité. Un an apres la découverte de
I’infiltration de macrophages dans le TA, une autre équipe a montré par immunofluorescence
la présence de LT CD3" dans le TA (Robker et al., 2004). Les LT CD8" cytotoxiques
(Nishimura et al., 2009) et les LT CD4" Thl (Winer et al., 2009) induisent une résistance a
I’insuline. Dans le TA de souris obeses, les cellules Tregs aux propriétés anti-inflammatoires et
régulatrices et les cellules CD4* Th2 sont diminuées et jouent un rdle clé dans la modulation

des macrophages (Feuerer et al., 2009; Winer et al., 2009).

Chez I’homme, le nombre de lymphocytes T CD3* infiltrant le TA est augmenté chez des sujets
obéses par rapport a des sujets minces et le nombre de cellules CD4" et CD8" suit la méme
augmentation (Duffaut et al., 2009). De la méme facon que les macrophages, les LT ont un
phénotype pro-inflammatoire dans le TA obése, la fréquence des LT produisant de I’'TFN-y dans
le TA humain augmente avec le degré d’adiposité. Récemment, notre equipe a mis en évidence,
dans le TA humain obeése, un dialogue pro-inflammatoire entre les macrophages et les cellules
T CD4" mettant en jeu I'IL-1p et deux cytokines dérivées des cellules T CD4" de type Th17,
I’TIL-17 et I’IL-22. Le pourcentage de cellules Th17 du tissu adipeux des patients obeses est
associé positivement au niveau d’HbA 1c. De plus, la sécrétion des cytokines impliquées dans
cette boucle pro-inflammatoire diminue aprés une perte de poids induite par la chirurgie

bariatrique (Dalmas et al., 2014).

En plus des macrophages et des LT, d’autres composants cellulaires de I’immunité innée et
adaptative ont été impliqués dans I’inflammation du tissu adipeux associée a 1’obesité : les
mastocytes, les neutrophiles, les éosinophiles, les ILC de type 2 et les lymphocytes B (Figure
12).
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Figure 12. Altérations des différents types de cellules immunitaires présentes dans le TA au
cours de [’obésité (Mathis, 2013).

3.2 Macrophages et inflammation dans le foie et le muscle

\

L obésité est souvent associée a la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) et
I’inflammation joue un réle clé dans la progression de cette maladie. Dans I’obésité, la NAFLD
et la résistance a I’insuline hépatique sont associees a une augmentation de 1’expression et de
la production de médiateurs inflammatoires tels que le TNF-a, I’TL-6 et I’IL-1p. Le foie héberge
une population de macrophages résidents appelés les cellules de Kupffer, qui représentent
environ 10% des cellules hépatocytaires totales. Contrairement aux macrophages du TA, les
cellules de Kupffer ne sont pas augmentées au cours de 1’obésité, en revanche leur phénotype
est altéré et ces cellules sont activées. Une étude dans un modele de rat obése montre que la
déplétion des cellules de Kupffer induit une ameélioration de la stéatose et de la sensibilité a
I’insuline hépatique (Huang et al., 2010). Par le biais de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires, les cellules de Kupffer contribuent donc a la résistance a I’insuline dans le foie.

Le muscle représente également une cible majeure de la résistance a 1’insuline dans 1’obésité et
le diabete de type 2. De facon similaire au TA, des études ont rapporté la présence d’un infiltrat
de macrophages présentant un phénotype pro-inflammatoire de type M1 dans les muscles
squelettiques de souris obeses (Nguyen et al., 2007). Ces macrophages seraient présents

notamment dans les dépots adipeux intermusculaires qui augmentent avec 1’obésité. Ces

41



résultats suggerent que les macrophages infiltrant le muscle squelettique pourraient également

contribuer localement a la résistance a 1’insuline.

La Figure 13 résume les altérations observées dans le tissu adipeux, le muscle squelettique et
le foie au cours de 1’obésité et I’impact de ces altérations sur I’inflammation de bas grade et la

sensibilité a I’insuline locale et systémique.
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Figure 13. L’obésité induit des altérations dans les tissus cibles de ['insuline (muscle
squelettique, tissu adipeux et foie) ainsi qu ‘une résistance a l'insuline (RI) et une inflammation

locale et systémique (Olefsky and Glass, 2010).
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Le tissu adipeux reste I’organe cible dans la pathologie de ’obésité et fait I’objet d’études
extensives dans des modeles murins et chez I’homme. Cependant, cela n’exclut pas
I’implication d’autres organes dans la physiopathologie de 1’obésité : d’autres organes insulino-
sensibles comme le foie et les muscles comme décrit précédemment, mais également le
pancréas ou une accumulation de macrophages dans les ilots pancréatiques a été décrite dans le
DT2 (Donath et al., 2010; Ehses et al., 2008) ou bien encore I’hypothalamus ou 1’obésité induit

une résistance a I’insuline locale (Posey et al., 2009).

4. L’intestin gréle, nouvel acteur dans I’obésité

L’intestin gréle est un organe clé dans la digestion des aliments, [’absorption des nutriments et
la production d’hormones en réponse a des composants alimentaires et joue un réle important
dans I’homéostasie glucidique (Hooper and Macpherson, 2010). Situé a I’interface entre le
milieu intérieur et la lumiére intestinale, 1’intestin constitue une barriére physique tenant a
distance les microorganismes. L’altération de 1’intégrité de cette barriére pourrait permettre le
passage d’antigénes alimentaires et de produits bactériens dans la muqueuse intestinale puis
dans d’autres tissus (tissu adipeux, foie, cerveau) et induire une activation du systéeme
immunitaire local (Winer et al., 2017). Plusieurs études, qui seront présentées dans le chapitre
5, suggerent un role du microbiote intestinal dans le développement de 1’obésité et de 1’insulino-
résistance. Chez la souris sous régime gras, ces modifications de la flore bactérienne associées
a I’obésité entrainent des altérations de la perméabilité et de 1’intégrité de la barriére intestinale
(Cani et al., 2008). Ces travaux soulevent la nécessité d’explorer plus amplement les

modifications de I’intestin dans 1’obésité.

4.1 Structure de Pintestin gréle

Chez I’homme, I’intestin est divisé en deux parties : ’intestin gréle et le gros intestin qui
forment un tube continu dont I’intérieur est bordé d’'une monocouche de cellules épithéliales.
L’intestin gréle est lui-méme divisé en trois segments : le duodénum, qui est le plus proche de
I’estomac, suivi par le jéjunum et enfin I’iléum. Dans mon projet de these, je me suis
particuliérement intéressée a ’intestin gréle, et plus précisément au jéjunum qui représente sa

partie absorptive.

L’intestin gréle est constitué de différentes couches de tissus organisés de facon concentrique

avec une couche muqueuse interne, une sous-muqueuse et des assises musculaires lisses
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enveloppées d’une séreuse (Figure 14). La muqueuse est recouverte d’un épithélium intestinal
situé a I’interface entre la lumiére intestinale et un tissu de soutien appelé la lamina propria
(LP). Cette muqueuse joue un role clé dans la fonction d’absorption intestinale grace a

différents dispositifs d’amplification de surface.

Au niveau anatomique, l’intestin gréle forme des anses intestinales qui lui permettent
d’atteindre une longueur moyenne de 6 metres. La muqueuse intestinale forme de nombreux
replis appelés les valvules conniventes ou valvules de Kerckring ; ces replis sont eux-mémes
recouverts de villosités intestinales, elles-mémes tapissées de microvillosités entérocytaires
(Figure 14). Cette structure particuliére représente chez 1’adulte une surface d’échange de 200
a4 400 m?.
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Figure 14. Structure de ['intestin gréle et systeme d’amplification de la surface d’absorption

(adapté de https://online.science.psu.edu)

4.2 La barriére intestinale

Barriére chimique : la surface de I’épithélium intestinal est recouverte d’une couche protectrice
de mucus, qui constitue la premiére barriere biochimique entre la lumiére et la muqueuse
intestinale. Ce mucus est essentiellement constitué de larges glycoprotéines appelées mucines
(dans I’intestin gréle, on retrouve majoritairement la mucine MUC?2), celles-ci sont produites

et sécrétées en continu par des cellules épithéliales spécialisées localisées essentiellement dans
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les cryptes : les cellules caliciformes. Contrairement au colon, les mucines produites au niveau
de I’intestin gréle ne sont pas attachées a 1’épithélium. La couche de mucus qu’elles forment
est pénétrable, mais contient de nombreux médiateurs antibactériens qui tiennent les bactéries
a distance de 1’épithélium intestinal. On y retrouve notamment des peptides anti-microbiens et

les immunoglobulines A (IgA). (Goto and Kiyono, 2012; Johansson and Hansson, 2016).

Barriere physique : la muqueuse de I’intestin gréle est bordée d’une monocouche de cellules
épithéliales. Celle-ci est principalement constituée d’entérocytes mais également de sous-
populations de cellules épithéliales trés spécialisées. En plus des cellules caliciformes
productrices de mucus, on retrouve les cellules M (capture et transport des antigenes luminaux),
les cellules de Paneth (production de facteurs antimicrobiens) et les cellules entéroendocrines
(sécrétion d’hormones et de neuropeptides). Les cellules épithéliales intestinales sont en
constant renouvellement a partir de cellules souches pluripotentes localisées dans la région des
cryptes (Figure 15) (Goto and Kiyono, 2012; Peterson and Artis, 2014).

Barriére immunitaire : la muqueuse intestinale est dotée d’un systéme immunitaire complexe

qui sera décrit dans le chapitre suivant.
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Figure 15. Anatomie et composants de la barriere épithéliale intestinale (d’aprés (Peterson
and Artis, 2014))

4.3 Particularités du systeme immunitaire intestinal

Du fait de sa localisation a I’interface entre le milieu extérieur et le milieu intérieur, la muqueuse
intestinale est dotée d’un systéme immunitaire complexe. Celui-ci rencontre plus d’antigénes
que dans n’importe quelle autre partic du corps : il doit étre & la fois tolérant aux antigénes
alimentaires et a la flore commensale tout en assurant une protection vis-a-vis des pathogeénes.
Ce systéme nécessite donc d’étre finement régulé afin de maintenir I’homéostasie tissulaire
(Mowat, 2003).

De par son organisation, le systtme immunitaire intestinal differe du systeme immunitaire
circulant. Il peut étre divisé en deux compartiments qui se distinguent par leurs fonctions : le

compartiment inducteur, ou les réponses immunes intestinales sont initiées apres stimulation
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antigenique, et un second compartiment effecteur, ou s’établissent les cellules qui ont été

activées par I’antigene (Figure 16) (Brandtzaeg, 2010; Brandtzaeg et al., 2008).
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Figure 16. Représentation schématique du systéme immunitaire intestinal : compartiment

Other mucosal secretory effector tissues‘
Peripheral blood | :

inducteur et compartiment effecteur (d’aprés (Brandtzaeg, 2010)).

4.3.1  Compartiment inducteur

Parmi les principaux sites inducteurs de la réponse immunitaire mucosale, on retrouve le tissu
lymphoide associé au tube digestif (GALT) qui regroupe notamment les plaques de Peyer (PPs),
les follicules lymphoides isolés et les ganglions mésentériques. L’ensemble de ces sites

inducteurs font de I’intestin la plus grande masse de tissu lymphoide de 1’organisme.

Les plaques de Peyer sont présentes tout le long de I’intestin gréle et sont constituées de 5 a 200
follicules lymphoides regroupés en amas sous la couche de cellules épithéliales (Cornes, 1965).

Ces follicules sont principalement constitués de cellules dendritiques, de LT et de LB.

4.3.2 Initiation de la réponse immunitaire

Voies d’entrée et transport des antigénes dans les structures lymphoides
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La capture des antigenes et leur transport de la lumiere intestinale vers les structures lymphoides
sous-jacentes représentent des étapes clés dans I’induction d’une réponse immunitaire adéquate.
Plusieurs mécanismes permettent I’entrée des antigénes luminaux : ceux-ci peuvent pénétrer la
barriére épithéliale par I’intermédiaire des cellules M, par les DCs, ou bien directement a travers

les entérocytes (Figure 17).
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Figure 17. Mécanismes de capture antigénique dans [’intestin (Cheroutre and Madakamutil,
2004).

L’épithélium couvrant les plaques de Peyer contient des entérocytes spécialisés appelés les
cellules M (pour microfold cells) qui se distinguent des autres entérocytes adjacents par des
caractéristiques morphologiques facilitant la capture des antigénes luminaux. Contrairement
aux autres cellules épithéliales, les cellules M sont recouvertes d’une couche de mucus peu
épaisse et posseédent une bordure en brosse trés peu développée. Ces entérocytes particuliers
sont spécialisés dans la phagocytose et la transcytose de macromolécules provenant de la
lumiere intestinale. Aprés leur transcytose, les antigenes ressortent dans une poche

intraépithéliale située au pole basolatéral des cellules M, qui peut contenir des lymphocytes,
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des macrophages ou des cellules dendritiques (Kucharzik et al., 2000; Mabbott et al., 2013).
Les cellules M n’expriment pas de molécules de CMH, il est donc peu probable qu’elles
présentent les antigénes qu’elles capturent. L hypothése est qu’elles transmettent 1’antigéne
intact aux cellules présentatrices d’antigéne environnantes dans 1’épithélium ou le dome

subépithélial (Mowat, 2003).

Parmi ces cellules présentatrices d’antigénes professionnelles, les cellules dendritiques jouent
un r6le majeur dans I’initiation de la réponse immunitaire mucosale. Les DCs sont localisees
directement sous les cellules M dans les plaques de Peyer, dans le dome subépithélial, leur
permettant d’appréter les antigénes capturés et absorbés par les cellules M. Une fois actives
suite a la rencontre avec I’antigéne, les DCs qui expriment le complexe CMH-peptide, les
molécules de co-stimulation CD80 et CD86 et la molécule CCR7 vont migrer vers la région
inter-folliculaire des structures lymphoides et présenter les peptides antigéniques aux LT naifs
(Cheroutre and Madakamutil, 2004).

Une autre voie, indépendante des cellules M, a également été décrite. En 2001, une étude a en
effet montré in vitro et in vivo que des DCs de 1’¢épithélium intestinal étaient équipées de longues
dendrites qui, par extension a travers la barriére d’entérocytes, leur permettraient de capturer
directement les antigénes dans la lumiére intestinale (Rescigno et al., 2001). Dans ce contexte,
de la méme facon que les entérocytes, ces DCs expriment des protéines de jonctions serrées,
permettant de maintenir 1’intégrité de la barriére épithéliale pendant ce processus de capture

antigénique.

Les cellules M et les DCs ne représentent pas la seule voie d’entrée des antigénes. En effet,
I’épithélium absorptif lui-méme n’est pas complétement imperméable et les entérocytes
pourraient participer activement a la génération de la réponse immunitaire intestinale. Des
études in vitro ont en effet montré que les entérocytes pouvaient appréter et présenter des
antigenes aux LT. Enfin, une étude réalisée in vivo a mis en évidence le role des cellules
caliciformes sécrétrices de mucus dans la capture des antigénes de la lumiere qu’elles délivrent

aux DCs de la lamina propria (LP) sous-jacente (McDole et al., 2012).

Migration vers le compartiment effecteur

Aprés avoir rencontré 1’antigéne présenté par les CPAs dans les plaques de Peyer, les LB et les
LT perdent I’expression de la L-selectine et acquiérent I’expression de la molécule d’adressage

CCR9 (chemokine receptor 9) et de I'intégrine a4f7 qui se fixent respectivement aux
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chimiokines CCL25 et MadCAM-1 (mucosal vascular addressin cell-adhesion molecule)
exprimées dans la lamina propria. Ainsi, les lymphocytes rejoignent le réseau lymphatique et
migrent transitoirement dans les ganglions mésentériques ou ils subissent une derniére étape de
différenciation. Apres cette étape, ils rejoignent la circulation sanguine a travers le canal
thoracique puis sont redistribués notamment vers la LP et I’épithélium intestinal ou ils vont

exercer leurs fonctions effectrices (Mowat, 2003).

4.3.3 Compartiment effecteur

L’¢épithélium intestinal et la LP représentent les sites effecteurs de la réponse immunitaire. La
LP est notamment formée de cellules stromales (des myofibroblastes), de LB différenciés en
plasmocytes spécialisés dans la production d’IgA, de LT majoritairement CD4*, de
macrophages et de DCs (Figure 18).
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Figure 18. Systeme immunitaire de [’intestin gréle. L’épithélium intestinal constitue une
barriére physique entre la lumiére intestinale et la LP sous-jacente. Composé majoritairement
d’entérocytes, 1’épithélium contient également des lymphocytes intra-epithéliaux. La LP est
quant a elle constituée de lymphocytes B, de cellules stromales, de lymphocytes T, de
macrophages et de DCs (Abreu, 2010).
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Les lymphocytes intra-épithéliaux (IEL) sont en contact direct avec les entérocytes de la
barriere épithéliale, proches des antigénes de la lumiére intestinale et constituent la premiére
ligne de défense contre les pathogenes. Les IEL sont localisés entre les cellules épithéliales et
sont trés majoritairement des LT CD8*, contrairement aux LT circulants et aux LT de la lamina
propria (Cheroutre et al., 2011). De la méme facon que les LT CD8" effecteurs mémoires
présents dans les tissus non lymphoides, ils possedent une activité cytolytique immédiate. On
distingue deux catégories d’IEL CD8" : les LT qui expriment un co-récepteur conventionnel,

c’est-a-dire I’hétérodimére CD8a/CD8 ou et ceux qui expriment uniquement CD8a/CD8a.

4.3.4 ROle protecteur de I’'IL-17 et de ’IL-22 dans Pintestin ?

Parmi les cellules immunitaires intestinales, on retrouve majoritairement des cellules capables
de sécréter de I’IL-17 et de I’IL-22. Ces cytokines sont produites par les cellules Th17 et Th22
(Moseley et al., 2003), mais également par des cellules Tyd, les cellules NKT, les cellules MAIT
et des cellules de I’immunité innée, les ILC3. Les données quant a leur rdle protecteur ou pro-
inflammatoire dans 1’intestin sont encore controversées, bien qu’elles semblent jouer un role

important dans le maintien de 1’intégrité de la barriére intestinale.

Dans un modéle murin de colite expérimentale provoquée par le dextran sodium sulfate (DSS),
I’IL-17A produite par les LTyd du colon a une action positive sur la localisation membranaire
de I’occludine favorisant ainsi les jonctions serrées entre les cellules épithéliales (Lee et al.,
2015). L’IL-17 jouerait également un rdle sur la maintenance de I’intégrité épithéliale dans un
contexte inflammatoire (Maxwell et al., 2015). Outre ’effet direct sur les cellules épithéliales,
les cellules Thl7 productrices d’IL-17 et d’IL-22 joueraient également un réle dans la
production d’IgA qui représentent la premicre ligne de défense de I’intégrité de la surface
mucosale et sont impliquées d’une fagon générale dans la maintenance des communautés de
bactéries commensales (Peterson et al.,, 2007). Cependant, plusieurs études rapportent
également un role pro-inflammatoire de I’TL-17 chez I’homme et la souris, notamment dans les

maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (IBD) (Catana et al., 2015).

L’TL-22 est une autre cytokine produite par la famille des Th17, et par les Th22. Son récepteur,
IL-22R, est notamment exprimé par les cellules épithéliales intestinales. L’IL-22 jouerait un
rle protecteur sur la barriére épithéliale intestinale en agissant directement sur les cellules
épithéliales (Sonnenberg et al., 2011). L’IL-22 est impliqué dans le chimiotactisme, la

génération de peptides anti-bactériens, la réparation tissulaire, la survie, la prolifération et la
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differentiation des cellules épithéliales (Kolls et al., 2008; Sonnenberg et al., 2011; Zheng et
al., 2008).

435 Role du microbiote intestinal dans la maturation du systéme immunitaire

intestinal et dans la différenciation des LT
Généralités sur le microbiote intestinal

L’intestin héberge entre autres microorganismes, I’ensemble des 10** bactéries du microbiote
intestinal. Cet écosystéme riche et complexe est colonisé des la naissance et est influencé par
différents facteurs environnementaux et alimentaires comme le mode d’accouchement (voie
basse ou césarienne), le régime alimentaire (allaitement ou non), 1’hygiéne et la prise
d’antibiotiques. L’établissement du microbiote intestinal adulte est atteint entre 1’age de 2 et 5
ans puis se stabilise et devient unique pour chaque individu (Boulangé et al., 2016). La
composition et la distribution précise du microbiote intestinal reste cependant a déterminer ; on
estime en effet que plus de 90% des espéces bactériennes peuplant le tractus digestif ne sont
pas cultivables in vitro. Cependant, les techniques moléculaires actuelles révelent qu’au total,
le microbiote intestinal humain abrite plus de 1000 espéces différentes dont la densité suit un
gradient oro-anal (Mowat and Agace, 2014). Si en termes d’espéces bactériennes la
composition du microbiote intestinal est propre a chaque individu, les caractéristiques en termes
de composition au niveau des grands groupes phylogénétiques sont trés conservées d’un
individu a I’autre. Ces especes bactériennes sont réparties en grands phyla dont les nombres
relatifs varient d’un individu a un autre. Les 5 phyla dominants sont: Firmicutes et
Bacteroidetes qui sont largement majoritaires, ainsi que les Actinobacteria, Proteobacteria et
Verrucomicrobia (Figure 19) (Arora and Béackhed, 2016; Landman and Quévrain, 2016).
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Figure 19. Comparaison quantitative du microbiote fécal dans 2 populations de sujets sains
chez 139 individus américains du projet Human Microbiome Project (HMP) et 99 individus
européens du projet Metagenomics of human intestinal tract (MetaHIT). Les pourcentages
intérieurs du graphique représentent l’abondance relative des grands phyla bactériens et les
pourcentages extérieurs représentent les genres au sein de ces phyla (Arora and Béckhed,
2016).

Le microbiote intestinal est impliqué dans de nombreuses fonctions métaboliques dont la plus
importante est la fermentation et 1’absorption de substrats (carbohydrates) non digérés par I’hote
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qui permet de fournir jusqu’a 10% des besoins énergétiques chez ’homme (Kaoutari et al.,
2014). En plus de ce processus métabolique, le microbiote intestinal exerce d’autres fonctions,
et joue notamment un réle important dans la mise en place et la maturation du systéme

immunitaire (Cerf-Bensussan and Gaboriau-Routhiau, 2010; Hooper et al., 2012).
Influence du microbiote sur la maturation du systéme immunitaire intestinal

Le développement du systéme immunitaire intestinal est initié avant la naissance et détermine
la formation des ganglions mésentériques et des plaques de Peyer, sites d’initiation de la
réponse immunitaire (van de Pavert and Mebius, 2010). Il est aujourd’hui établi que le
développement et la maturation du systeme immunitaire intestinal sont fortement influencés
par le microbiote intestinal (Hooper et al., 2012). En effet, de nombreuses anomalies au niveau
du systéme immunitaire intestinal ont été observées chez des souris axéniques (élevées en
conditions stériles et dépourvues de microbiote) comparées a des souris conventionnelles
(élevées en animalerie classique) (Macpherson and Harris, 2004). Les souris axéniques
présentent une hypoplasie des plaques de Peyer avec peu de centres germinatifs, une diminution
du nombre de plasmocytes producteurs d’IgA et une réduction des LT CD4* dans la LP. Ces
altérations sont cependant réversibles lorsque les souris axéniques sont colonisées plusieurs
semaines avec des bactéries commensales. Plusieurs études ont par la suite montré que certaines
bactéries ou métabolites bactériens pouvaient influencer la différenciation des LT CD4"

intestinaux.

Une étude de 1’équipe de Dan Littman publiée en 2008 a montré dans un modele de souris
axéniques que les cellules Thl7 étaient induites dans l’intestin gréle en réponse a des
composants spécifiques du microbiote intestinal et que leur différenciation était inhibée dans
I’intestin des souris traitées avec des antibiotiques (lvanov et al., 2008). De maniére
intéressante, cette étude a montré une différence significative dans le nombre de cellules Th17
de la lamina propria en fonction de la provenance des animaux (différents fournisseurs),
soulignant I’importance non pas uniquement de la présence, mais surtout de la composition du
microbiote sur le développement de ces cellules. Parmi ces composants du microbiote, la méme
équipe montrera I’année suivante que I’induction de cellules Th17 dans I’intestin est médiée
par une bactérie spécifique : la bactérie filamenteuse segmentée (SFB) (lvanov et al., 2009).
Une autre équipe a également montré en paralléle le réle de la SFB dans le développement des
réponses des LT auxiliaires, complétant des travaux plus anciens suggérant que la SFB est

également un puissant inducteur des réponses IgA intestinales (Gaboriau-Routhiau et al., 2009).
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La SFB est une bactérie qui a la particularité de s’attacher a la muqueuse de I’iléon, en
particulier a 1’épithélium recouvrant les plaques de Peyer et une corrélation positive a été
montrée entre la présence de la SFB et la résistance a une infection par une bactérie pathogéne
adhérant aux PPs (Salmonella enteritidis) (Garland et al., 1982).

D’autres mécanismes sont également capables de moduler la différenciation et la fonction des
lymphocytes T intestinaux. Les bactéries de la flore commensale produisent un grand nombre
de métabolites qui régulent la physiologie, la nutrition et I’immunité chez I’héte. Parmi ces
métabolites pouvant influencer la réponse immunitaire adaptative, on retrouve les acides gras a
chaine carbonée courte ou SCFA (short-chain fatty acid) produits notamment par Akkermansia
muciniphila et Faecalibacterium prausnitzii. Les SCFA incluent 1’acétate (C2), le propionate
(C3) et le butyrate (C4) qui sont des produits issus de la fermentation des fibres et des
carbohydrates non digérés dans le colon. Des études ont notamment montré que les SCFA, en
particulier le butyrate, régulaient le nombre, la différenciation et la fonction des lymphocytes T
régulateurs (Tregs) dans le colon des souris (Furusawa et al., 2013; Smith et al., 2013). Une
étude plus récente a également révélé que les SCFA pouvaient promouvoir la réponse IgA
intestinale (Wu et al., 2016).

Le microbiote intestinal joue donc un réle prépondérant dans 1’homéostasie du systéme
immunitaire intestinal, et notamment dans 1’équilibre des cellules Th17/Tregs et donc

potentiellement sur 1’intégrité de la barriere mucosale.

4.3.6  Altérations de ’immunité intestinale dans ’obésité et le diabete de type 2

L’intérét porté aux modifications de I’immunité et a 1’inflammation intestinale au cours de
I’obésité en lien avec I’insulino-résistance est relativement récent et reste peu documenté. Cela
peut paraitre surprenant en sachant que l’intestin représente la plus large masse de tissu
lymphoide du corps humain. L’impact de I’infiltrat de cellules immunitaires intestinales sur le
développement de 1’obésité et des maladies métaboliques mérite donc d’€tre plus amplement
étudié. Quelques études trés récentes montrent cependant des modifications de la fréquence
et/ou du nombre de cellules immunitaires des souris obéses sous régime gras (HFD) (Winer et
al., 2016, 2017).

Dans 1’obésité induite par un régime gras, les ILC3, qui sont particuliérement présentes dans
I’intestin, seraient diminuées dans la lamina propria des souris obeses par rapport aux souris

minces (Luck et al., 2015). Ces cellules produisent de larges quantités d’IL-22 (Spits et al.,
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2013) dont le role est de maintenir I’intégrité de la barriére mucosale. Dans 1’obésité, 1’1L-22
semblerait avoir un réle protecteur. Dans une étude utilisant un modéle de souris HFD et un
modele de souris obéses db/db (déficientes pour le géne de la leptine), les auteurs montrent que
I’administration d’IL-22 améliore les symptomes métaboliques induits par 1’obésité comme

I’hyperglycémie et la résistance a ’insuline.

Dans I’intestin des souris obéses, une diminution du nombre et de la fréquence des éosinophiles
est observée au bout d’une semaine de régime gras (Johnson et al., 2015). Cette diminution est

associée avec une augmentation de la perméabilité intestinale.

Finalement, assez peu d’études se sont intéressées aux cellules immunitaires innées dans
I’intestin au cours de I’obésité. En revanche, des études portant sur des changements de
I’immunité adaptative, et notamment des LT ont été réalisées dans des modéles murins
d’obésité. Aprés 12 a 16 semaines, 1’obésité induite par un régime gras induit une polarisation
proinflammatoire dans le colon et I’intestin gréle : le nombre absolu et/ou le pourcentage de LT
Th1 produisant de I’'IFN-y et le nombre de LT cytotoxiques CD8" sont augmentés par rapport
a des souris minces (Luck et al., 2015). A I’inverse, la proportion de LT régulateurs (Tregs)
CD4* Foxp3* se retrouve diminuée. Dans une autre étude, la proportion des cellules Tregs est
également diminuée dans 1’iléon des souris apres 30 jours de HFD alors que la fréquence des
cellules Thl est augmentée (Garidou et al., 2015). Si ces études semblent s’accorder sur une
augmentation du ratio Th1/Tregs dans 1’obésité, les études comparant la proportion des cellules
Th17 dans I’intestin des souris obéses présentent des resultats plus variables. La plupart des
études montrent en effet une diminution de ces cellules chez la souris obése. Dans les souris
HFD, le nombre de Th17 dans I’iléon est diminué et associé a la diminution de la bactérie SFB
(Garidou et al., 2015). Deux autres études semblent également confirmer ces résultats (Cavallari
et al.,, 2016; Cox et al.,, 2014). Cependant, une étude récente explorant également les
modifications de I’immunité innée dans I’intestin gréle et le c6lon de souris obéses ne montre
aucune différence dans la fréquence des cellules Th17 mais une augmentation des cellules Tyo
produisant de I’TL-17 apreés 3 et 12 semaines de régime gras (Luck et al., 2015). Chez I’homme,
les modifications de I’'immunité intestinale induite par 1’obésité et le diabéte de type 2 sont trés

peu documentées et restent encore a explorer.
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5. Relations entre microbiote intestinal et obésité

D’un point de vue immunologique, les microorganismes sont reconnus comme des pathogenes
par le systtme immunitaire qui reconnait et élimine ces microorganismes. Cependant, la
majorité des bactéries intestinales sont non-pathogénes et co-habitent avec les entérocytes et les
composants du systéme immunitaire intestinal dans une relation symbiotique. Dans certains
cas, cette masse considérable de bactéries peut constituer une menace pour 1I’hdte. Les
altérations dans la distribution des especes bactériennes composant le microbiote intestinal sont
appelées dyshiose et ont été associées avec un grand nombre de pathologies comme certaines
maladies auto-immunes, les pathologies du systéme digestif (cancer colorectal, maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin), les allergies et également les maladies métaboliques

(Clemente et al., 2012).

Les travaux pionniers de JI Gordon mettant en jeu des transferts de flore intestinale chez la
souris, ont révélé I’importance du microbiote intestinal dans la pathophysiologie de 1’obésité
(Béckhed et al., 2004; Turnbaugh et al., 2006). Ces premiéres études sont basées sur I’utilisation
de souris axéniques. Chez la souris rendue obése par un régime hyperlipidique, des
modifications de la flore intestinale induisent une augmentation de la production d’endotoxines
et une altération de la perméabilité intestinale (Cani et al., 2007a; Serino et al., 2012).
L’endotoxémie qui en résulte active le systtme immunitaire et induit une inflammation. Ce
mécanisme délétere peut étre atténué par des modifications du microbiote produites par des
traitements antibiotiques ou prébiotiques chez la souris obese (Cani et al., 2007b, 2008, 2009;
Serino et al., 2012).

Des études cliniques et des études utilisant des modéles animaux ont montré que le microbiote
intestinal était altéré au cours de I’obésité (Aron-Wisnewsky and Clément, 2016). Une des
premieres études comparant la composition bactérienne dans I’intestin distal (caccum) de souris
minces par rapport a des souris obéses lep/lep (déficientes pour I’hormone de la leptine) montre
une différence dans I’abondance des deux phyla bactériens majeurs Bacteroidetes et Firmicutes
avec une réduction de I’abondance des Bacteroidetes au profit des Firmicutes ainsi qu’un ratio
Firmicutes/Bacteroidetes positivement corrélé avec 1’obésité (Ley et al., 2005). L’année
suivante, la méme équipe montre des résultats similaires dans un modéle de souris rendues
obéses par HFD (Turnbaugh et al., 2006). Cette modification du ratio Firmicutes/Bacteroidetes
a également été explorée chez I’homme, mais cette hypothese est controversée, plusieurs études

s’avérant étre discordantes sur la question. En effet, la comparaison entre le microbiote
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intestinal de 12 sujets obeses par rapport a 3 sujets minces a révélé que les sujets obeses
présentaient une augmentation de 1’abondance de Firmicutes et une diminution du niveau de
Bacteroidetes par rapport aux sujets minces (Ley et al., 2006). Ces résultats ont été confirmés
dans une cohorte plus large, mais d’autres études plus récentes ne détectent aucune différence
dans la proportion des Bacteroidetes entre les individus obeses et non obeses (Aron-Wisnewsky
etal., 2012).

Plus récemment, une étude de 1I’équipe de JI Gordon impliquant le transfert de microbiote fécal
provenant d’une paire de jumeaux discordants pour 1’obésité a des souris axéniques montre que
les souris qui recoivent le microbiote du jumeau obése développent des altérations métaboliques
et prennent plus de poids que les souris ayant recu le microbiote du jumeau mince (Ridaura et
al., 2013). Lorsque les deux groupes de souris sont réunis dans la méme cage, le transfert de
microbiote intestinal induit par coprophagie montre que le microbiote des souris ayant recu le

microbiote obese est altéré et s’accompagne d’une amélioration du phénotype métabolique.

De nombreuses études cliniques démontrent que le microbiote intestinal est également altéré
dans 1’obésité humaine et le diabéte de type-2 (Ley et al., 2006; Qin et al., 2012). Notre équipe
a notamment mis en évidence des changements de composition de la flore intestinale chez les

sujets obéses par rapport a des sujets de poids normal (Furet et al., 2010; Kong et al., 2013).

La diversité bactérienne est également un parametre important a prendre en compte. Une étude
analysant la composition du microbiote intestinal dans une population Danoise de sujets minces
et obéses identifie deux groupes d’individus qui se distinguent par le nombre de génes du
microbiote intestinal et donc par la richesse bactérienne intestinale (Le Chatelier et al., 2013).
Les individus dont la richesse bactérienne est faible (LGC, low-gene-count, 23% de la
population) sont caractérisés par une plus forte adiposité, une résistance a I’insuline, une
dyslipidémie et un phénotype inflammatoire plus prononcé par rapport a des individus
présentant une richesse bactérienne élevée. Ces altérations métaboliques pourraient contribuer
a une augmentation du risque cardiovasculaire chez les patients. Dans une autre étude, notre
équipe a montre qu’apres restriction calorique chez des sujets obeses ou en surpoids, la richesse
du microbiote est significativement associée a 1’amélioration du statut glucidique et/ou
inflammatoire des patients (Cotillard et al., 2013). Parmi les especes bactériennes présentes,
I’abondance d’Akkermansia muciniphila est associée a un meilleur profil métabolique, une
meilleure sensibilité a ’insuline et un meilleur profil métabolique aprés perte de poids (Dao et

al., 2015).
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Depuis la premiére étude menée par 1’équipe de JI Gordon en 2004 et avec le développement
des techniques permettant I’analyse du microbiote, un nombre toujours croissant d’études,
menées a la fois a I’aide de modeles murins et dans des cohortes humaines, suggerent un role
important du microbiote intestinal dans le développement de 1’obésité et des comorbidités
associees. Cependant, ces études, notamment chez 1’homme, sont souvent basées sur des
associations entre le constat d’un microbiote intestinal altéré et un phénotype pathologique. Des
études complémentaires sont nécessaires, afin de montrer si le microbiote intestinal contribue
effectivement au développement de ces pathologies ou bien si la dysbiose observée en est

simplement le reflet.
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PROJET DE RECHERCHE ET RESULTATS

1. Hypothése de travail et objectifs

Mon travail de thése s’inscrit dans le contexte physiopathologique de I’obésité humaine ou
I’inflammation tissulaire, notamment dans le tissu adipeux, participe au maintien de
I’inflammation chronique de bas grade et au développement des comorbidités et complications
associées a I’obésité. Si de nombreuses études se sont en effet intéressées au tissu adipeux blanc
qui est I’organe cible dans la pathologie de 1’obésité, I’intestin gréle absorptif peut également

étre altéré.

L’objectif de mon projet de thése est d’étudier les relations entre I’inflammation
systémique et I’inflammation intestinale en relation avec le statut métabolique dans

I’obésité humaine et les maladies cardiométaboliques associées.

J’ai dans un premier temps participé a un projet s’intéressant pour la premicre fois aux
altérations du nombre et du phénotype des cellules immunitaires innées et adaptatives dans
I’intestin gréle de sujets obéses par rapport a des sujets minces. Parmi les cellules immunitaires
étudiées, les LT représentent la population la plus abondante et sont augmentés en nombre dans
I’intestin des sujets obeses. Nous nous sommes donc intéressés au role de ces LT et de leurs
sécrétions cytokiniques sur la fonction des entérocytes de la barriere épithéliale. Cette premiére

étude a été publiée dans Cell Metabolism (article #1).

A la suite de cette premiére publication, j’ai mené une étude complémentaire s’intéressant cette
fois-ci a la caractérisation par cytométrie en flux de la fréquence, du phénotype et du nombre
absolu des cellules immunitaires dans 1’intestin mais également dans le sang circulant d’une
méme cohorte de patients. Cette étude s’inscrit dans le cadre du projet Européen MetaCardis
dont I’objectif est d’étudier I’impact des changements qualitatifs et quantitatifs du microbiote
intestinal sur la pathogenése des maladies cardiométaboliques et des comorbidités qui leur sont
associées. Dans ce contexte, notre objectif est de relier les altérations observées au niveau
systémique et intestinal avec le phénotype clinique des patients ainsi qu’avec des changements
dans la composition du microbiote intestinal. La premiére partie des résultats obtenus, c’est a
dire la caractérisation des cellules immunitaires chez des sujets minces, obéses et obéses

diabétiques sont présentés dans I’étude #2.
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Enfin, je me suis intéressée a une population de lymphocytes T non conventionnels, les cellules
MAIT, qui ont pour ligands des métabolites bactériens dérives de la voie de synthese de la
vitamine B. L’obésité et le diabete induit une diminution de la fréquence de cette population
dans le sang. Mon objectif a été de caractériser les cellules MAIT a d’autres stades de
pathologies cardiométaboliques comme le syndrome métabolique et les maladies coronariennes
et de proposer un mécanisme expliquant la diminution de cette population dans le sang

périphérique. Les résultats de cette étude sont décrits dans I’article #2.
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2. Etude n°1 — ROdle de la production d’IL-17 et d’IL-22 par les lymphocytes T
intestinaux dans 1’obésité humaine : potentielle implication dans I’altération de la

sensibilité a I’insuline des entérocytes

Article #1

Monteiro-Sepulveda M, Touch S, Mendes-Sa C, André S, Poitou C, Allatif O, Cotillard A,
Fohrer-Ting H, Hubert EL, Remark R, Genser L, Tordjman J, Garbin K, Osinski C, Sautes-
Fridman C, Leturque A, Clément K, Brot-Laroche E. Jejunal T-cell inflammation in human
obesity correlates with decreased enterocyte insulin signaling. Cell Metabolism. 2015 Jul
7;22(1):113-24. DOI: 10.1016/j.cmet.2015.05.020.

Contexte et objectifs :

Cette étude, réalisée en collaboration avec le Dr Edith Brot-Laroche (INSERM UMRS 1138,
équipe « Physiopathologies intestinales : nutrition et fonction de barriere » dirigée par le Dr
Armelle Leturque) fait I’objet d’une publication dans Cell Metabolism en 2015 (Monteiro-
Sepulveda et al., 2015) et étudie pour la premicre fois les modifications de I’'immunité
intestinale dans une cohorte de 185 sujets obéses par rapport a 33 sujets minces en relation avec
des paramétres biocliniques. Dans le cadre de cette collaboration, les objectifs spécifiques

de mon travail de thése ont été :

1) d’analyser par cytométrie en flux et RT-PCR le phénotype et le profil
cytokinique des lymphocytes T intestinaux en relation avec le statut pondéral et

glycémique des sujets

2) et dans un deuxiéme temps d’évaluer in vitro les relations fonctionnelles entre

lymphocytes T et entérocytes dans un systéeme de co-culture avec la lignée Caco-2/TC7.

La premiere partie du travail montre d’une part I’augmentation de la surface absorptive de la
muqueuse intestinale chez le sujet obése (augmentation de la hauteur des villosités intestinales
et de la profondeur des cryptes) et d’autre part 1’augmentation de I’infiltrat de cellules
immunitaires innées et adaptatives (macrophages, cellules dendritiques, cellules NK et
lymphocytes T) dans la muqueuse jéjunale obése. Parmi ces cellules, les lymphocytes T sont
significativement augmentés dans la muqueuse jéjunale avec un tropisme préférentiel vers

I”épithélium intestinal chez les sujets obéses par rapport aux sujets minces.
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Il a été montré par nos collaborateurs que I’intestin est un tissu sensible a I’insuline.
L’absorption intestinale des sucres dépend en effet du trafic insulino-sensible intracellulaire du
transporteur de glucose 2 (GLUT2), dont la localisation est modifiée dans 1’obésité et le diabéte
(Tobin et al., 2008). Ces résultats ont été validés dans 1’obésité humaine (Ait-Omar et al., 2011).
Dans le TA des sujets obeéses, la sécrétion locale de cytokines pro-inflammatoires pourrait
participer & la mise en place de cette résistance a I’insuline. Cependant, il existe peu de données
concernant la relation entre I’immunité intestinale et la sensibilité a I’insuline dans I’intestin.
Les lymphocytes T constituent la population immunitaire majoritaire dans la muqueuse
intestinale. Ces cellules étant augmentées dans 1’obésité et se trouvant en premiere ligne dans
la protection de la barriére intestinale, nous nous sommes intéressés a la relation entre le
phénotype des lymphocytes T intestinaux et la réponse a I’insuline intestinale. Ces questions

font I’objet de la premiére partie de ma these.

Résultats principaux :

Dans un premier temps, nous avons évalué par RT-PCR quantitative 1’expression génique de
différentes cytokines et chimiokines dans des échantillons de LP ou de cellules épithéliales
totales (cellules non immunitaires et cellules immunitaires) de sujets non obéses et obeses. Ces
analyses ont révélé une augmentation de I’expression de I’'IL-6, IL-17, 1L-22 et CCL2
uniquement dans la LP et de I’[L-23, TNF-0, TGF-p et IFN-y dans 1’épithélium et la LP des
sujets obeéses par rapport aux sujets minces. Ces profils révelent une augmentation de

I’inflammation mucosale dans le jéjunum des sujets obeses.

L’IL-23 étant une cytokine clé dans la régulation de la réponse Th17, nous avons également
exploré la signature cytokinique des lymphocytes T jéjunaux par cytométrie en flux apres
stimulation non spécifique avec du phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) et de la ionomycine.
Nos résultats montrent une augmentation du pourcentage de cellules CD4" produisant de 1’TL-
17 et de I’IL-22 dans la LP des sujets obéses, et une augmentation du pourcentage de cellules
CD8" produisant de I’'ITFN-y la LP et dans I’épithélium des sujets obéses par rapport aux sujets
minces. Ces résultats suggerent que dans I’obésité, I’immunité jéjunale est orientée vers des

réponses proinflammatoires, notamment de type Th17/Th22.

Afin d’évaluer I’'impact fonctionnel du profil pro-inflammatoire des lymphocytes T intestinaux
sur le jéjunum, nous avons mis en place un systéme de co-culture in vitro/ex vivo utilisant la
lignée Caco-2/TC7 et des cellules T CD3" immunosélectionnées a partir de LP ou d’EPI de

sujets minces ou obéses (Figure 20). La lignée Caco-2/TC7 a la particularité de s’organiser en
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monocouche d’entérocytes polarisés en culture sur filtre semi-perméable et de présenter un

phénotype d’intestin gréle, mimant ainsi la barriere épithéliale (Chantret et al., 1994).

—— Compartiment apical
= Entérocytes Caco-2/TC7

Caco-2/TC7

Filtre semi-perméable
LT CD3*

<—— Compartiment basolatéral
= LT de sujets minces ou obéses
+ anti-CD3/CD28 (activation)

» Stimulation ou non des Caco-2/TC7 par » Dosage des cytokines du milieu
I'insuline (10 min) basolatéral par Luminex (human
* Mesure de la phosphorylation d’Akt (Akt-P) Th17 13 plex)

Figure 20. Description du systéme de co-culture mettant en jeu des entérocytes Caco-2/TC7
dans le compartiment apical et des LT de patients minces ou obéses dans le compartiment

basolatéral.

Apres 48h de co-culture, nous avons évalué la sensibilit¢ a 1’insuline entérocytaire en
quantifiant par Western Blot la phosphorylation d’Akt, une kinase impliquée dans la voie de
signalisation de I’insuline, dans les entérocytes Caco-2/TC7 en réponse a une stimulation par
’insuline. Nos résultats montrent qu’en co-culture avec des cellules CD3" activées de sujets
obéses et non de sujets minces, la phosphorylation d’Akt est réduite dans les Caco-2/TC7,
montrant que les lymphocytes T de sujets obéses ont la capacité d’altérer la réponse a 1’insuline
des entérocytes par 1’intermédiaire de facteurs solubles. Ces résultats suggerent que les profils

de sécrétion entre les deux groupes de patients different.

Nous avons donc dosé 13 cytokines par multiplex dans le surnageant de sécrétion basolatéral
des lymphocytes T. Ce dosage montre que la co-culture de Caco-2/TC7 avec des lymphocytes
de sujets obeses induit une augmentation de la sécrétion de cytokines inflammatoires, I’ITFN-y,
I’TIL-17 et I’'TL-22 étant les plus augmentées dans les surnageants de lymphocytes de LP de

sujets obeses par rapport aux sujets minces.

Enfin, pour confirmer I’effet de ces facteurs solubles et évaluer leur impact direct sur la réponse
a I’insuline des Caco-2/TC7, nous avons cultivé des entérocytes Caco-2/TC7 en présence de
cytokines recombinantes et avons a nouveau ¢évalué la réponse a 1’insuline des entérocytes.
Cette expérience a montré que les cytokines proinflammatoires (IL-9, IFN-y, TNF-0, GM-CSF,
IL-21, IL-17A et IL-22) altérent directement la signalisation de I’insuline des entérocytes, 1’IL-

17 et I’IL-22 ayant un effet majeur sur celle-ci.
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Conclusion :

Dans I’obésité, I’inflammation contribue a la résistance a I’insuline dans différents tissus cibles
(tissu adipeux, foie et muscle) (Olefsky and Glass, 2010). Dans cette étude, nous montrons que
I’immunité intestinale est altérée dans 1’obésité et que les LT des sujets obéses ont un phénotype
plus proinflammatoire par rapport a des sujets minces. Aussi, nous montrons que des facteurs
solubles secrétés par des lymphocytes T intestinaux de sujets obeses et non de sujets minces

ont la capacité, in vitro, de diminuer la réponse a une stimulation par I’insuline des entérocytes.
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In Brief

Monteiro-Sepulveda et al. conduct a
comprehensive obesity-related study of
the absorptive upper intestine. They find
that, relative to lean individuals, obese
subjects have increased jejunal mucosal
surface and an increase in both local
innate and adaptive immune cells.
Increased jejunal T cells, especially at the
epithelial mucosa surface, correlate with
decreased enterocyte insulin signaling.
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SUMMARY

In obesity, insulin resistance is linked to inflammation
in several tissues. Although the gut is a very large
lymphoid tissue, inflammation in the absorptive small
intestine, the jejunum, where insulin regulates lipid
and sugar absorption is unknown. We analyzed jeju-
nal samples of 185 obese subjects stratified in three
metabolic groups: without comorbidity, suffering
from obesity-related comorbidity, and diabetic, ver-
sus 33 lean controls. Obesity increased both mucosa
surface due to lower cell apoptosis and innate and
adaptive immune cell populations. The preferential
CD8ap T cell location in epithelium over lamina pro-
pria appears a hallmark of obesity. Cytokine secre-
tion by T cells from obese, but not lean, subjects
blunted insulin signaling in enterocytes relevant to
apical GLUT2 mislocation. Statistical links between
T cell densities and BMI, NAFLD, or lipid metabolism
suggest tissue crosstalk. Obesity triggers T-cell-
mediated inflammation and enterocyte insulin resis-
tance in the jejunum with potential broader systemic
implications.

INTRODUCTION

In obesity, systemic and tissue low-grade inflammation
contribute to metabolic disorders leading to type 2 diabetes
and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) (Ganeshan and
Chawla, 2014; Johnson and Olefsky, 2013; Vajro et al., 2013).
In humans, the current concepts suggest that the visceral adi-
pose tissue is a major source of inflammation from the accumu-
lation of inflammatory macrophages, NK cells, and mast cells, as
well as T cells (Cancello et al., 2006; Dalmas et al., 2014; Divoux
et al., 2012; Duffaut et al., 2009; O’Rourke et al., 2009; Weisberg

et al., 2008; Zeyda et al., 2007). In mouse adipose tissue, the
accumulation of CD4* and CD8" T cells contribute to macro-
phage recruitment and activation (Nishimura et al., 2009). In
addition, in human and mouse, regulatory T cells are diminished
in obesity thereby lowering anti-inflammatory and insulin-sensi-
tizing effects (Deiuliis et al., 2011; Eller et al., 2011; Feuerer et al.,
2009). In liver, the pro-inflammatory cytokine tonus and insulin
resistance associate with NAFLD (Tran and Gual, 2013). Many in-
flammatory mediators have been studied, and TNF-2 was the
first cytokine identified that alter insulin sensitivity of tissues, at
least in rodents (Gregor and Hotamisligil, 2011; Hotamisligil
et al., 1993). In human obesity, the contribution of the intestinal
immunity has yet received little attention, despite the large size
of the gut as a lymphoid tissue (Brandtzaeg et al., 1989). This
is particularly intriguing in the jejunum, which is an intestinal
segment where insulin is a regulator of lipid and sugar absorption
(Ait-Omar et al., 2011; Haidari et al., 2002; Tobin et al., 2008).
Therefore, jejunal function is a potential target for local inflamma-
tion and insulin resistance in enterocytes.

The challenging function of the immune system of the gut is to
maintain tolerance to luminal antigens from food and commensal
microbes while maintaining efficient immunity against pathogens
(reviewed in Cheroutre et al., 2011). This relies on a precise orga-
nization of immune cells in the different layers of the intestinal
mucosa. Immune cells colonize the lamina propria and epithe-
lium as well as gut-associated lymphoid structures like Peyer’s
patches, isolated lymphoid follicles (ILFs), and draining mesen-
teric lymph nodes to constitute the intestinal immune barrier.
Whereas T cells reside throughout the mucosa, innate immune
cells and B cells are mainly located in the lamina propria and
lymphoid structures (reviewed in Izcue et al., 2009; Schulz and
Pabst, 2013). Epithelial T cells, mainly CD8" T cells, are more
abundant in the small than in the large intestine, which is prob-
ably related to the different antigen challenge they face from
food antigens in the small intestine to microbial antigens in the
lower gut (Melgar et al., 2002).

Indeed, gut inflammation and loss of tolerance may lead to se-
vere bowel inflammation or cancer (Izcue et al., 2009; Wang and
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Karin, 2013) with major tissue damage and weight loss. Classical
cytotoxic CD8" T cells expressing cytokines and cytolytic per-
forin/GzmB are rare in the healthy gut (Melgar et al., 2002) but
are increased in inflammatory bowel diseases (IBDs) and colitis
(Izcue et al., 2009). Interestingly, the prevalence of IBD and can-
cer, including colorectal cancer, is increased in obesity (Calle
and Kaaks, 2004; Versini et al., 2014), suggesting a pro-inflam-
matory microenvironment of gut mucosa in metabolic disease.
In obesity, the inflammatory state of the gut is known essentially
from contrasting measures of nitric acid and calprotectin, two
fecal markers of intestinal inflammation in colon mucosa (Ding
and Lund, 2011) and from reduced microbial gene richness (Co-
tillard et al., 2013).

Here we provide, in Human, a comprehensive picture of
obesity-related alterations of immunity in the jejunum of lean
and obese subjects, distinguishing metabolically healthy
(MHO) subjects from subjects with at least one comorbidity
(Ob) or diabetes (ObD). Immunohistology and flow cytometry
analysis were performed to measure potential alterations of jeju-
nal morphology, immune cell location, density, and phenotype in
the lamina propria and epithelial compartments. We showed that

2 Cell Metabolism 22, 1-12, July 7, 2015 ©2015 Elsevier Inc.
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Figure 1. Increased Mucosa Size Is Related
to Decreased Apoptosis in Obesity
Lean subjects ([L], n = 22-28, open circle) were
compared to metabolically healthy obese ((MHO],
n = 15-17, open square), obese with at least a
comorbidity ([Ob], n = 26-55, black circle), and
obese diabetic subjects ((ObD], n = 21-50, black
diamond), including the untreated ([ObD-ut], n =
10, open diamond).
(A) Morphology parameters were measured in je-
junal sections (5 pm thick, 10-200 mm?) of the
crypt-villus axis: villus heights (um, left), crypt
depths (um, middle), and number of villi per mm
mucosa length taken at stromal tissue junction
(right, 6-12 aligned villi, 2-4 histology images).
Figure S1 shows enterocyte and goblet cell
densities (n/mm?), villus widths, villus/crypt length
ratios, and villi surfaces. Results are given as
scatter plot with bar at geometric mean.
(B) Representative images of proliferating Ki-67*
cells and quantification (mean + SEM) obtained
inL(n=12), Ob (n = 15), and ObD (n = 17)
groups.
(C) Representative images of TUNEL assay in
crypt-villus axis (right) with magnification (left)
and quantification (mean + SEM) of apoptotic
nuclei (n/mm? mucosa, 12-16 images) performed
in the lamina propria (LP) and the epithelium (EPI)
of subjects displaying short (L, n = 5) and long (Ob,
n = 5) villi. Scale bar 100 um.

(D) qRT-PCR of Bax and Bcl2 apoptosis markers
(L of L (n=7) and Ob (n = 20) expressed as Bax/Bcl2

Bax/Bcl2

25

20 ratio. Results are expressed as mean + SEM.
Statistical significance of Mann-Whitney test: *p <
15 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001.

05

Bax/Bcl2 mRNA ratio (AU)

obesity triggers jejunal inflammation and
a marked attraction of T cells into the
epithelium. T cells impacted the insulin
response of enterocyte, consistent with
an altered location of the GLUT2 sugar
transporter. At a broader level, statistical links were established
between jejunal T cell densities and metabolic phenotypes of
obese subjects.

0.0

RESULTS

Intestinal Mucosa Hyperplasia Is Related to Decreased
Apoptosis in Obesity

The villus heights and related epithelial surface are key factors that
determine the exchanges of the intestinal mucosa with luminal
contents and consequently the size of the immune compartment.
Morphological features were measured in 28 lean and 122 obese
subjects stratified by metabolic status (Figure 1A). Jejunal villus
heights (583 + 12 um versus 395 + 14, p < 0.0001) and crypts
depths (134 + 3 um versus 109 + 5, p < 0.0001) increased in all
obese versus lean groups. The villus widths (117 + 2 pm) and
number of villi per mucosa length (7 + 0.1 villi/mm, Figure S1A
and 1A) were unchanged. Accordingly, villi surface (cylinder-like)
calculated from villi heights and widths was 1.5-fold larger (p <
0.0001)in obese groups thanin lean groups, independent of meta-
bolic status (Figure S1A). The villus to crypt length ratios (index of
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Figure 2. Increased Innate Cell Densities
and Maturation of Antigen Presenting Cells
in Obesity

(A) Representative immunohistology images of
macrophages (CD68), mature dendritic (DC-
LAMP), natural killer (NKp46), and mast (tryptase™
and chymase* in Figure S2A) cells taken in jejunal
sections of L (n =21-23, open circle), MHO (n = 14—
16, open square), Ob (n = 18-20, black square),
ObD (n = 29-33, black diamond), and ObD-ut (n =
10-12, open diamond) groups. Scale bar 100 pm.
Dot plots of densities (/mm?, four images) with
bars at geometric mean are shown.

(B) Flow cytometry analysis of percent Lin HLA-
DR" cells in total lamina propria cells ignoring
CD3*, CD56*, CD14*, and CD20* cells and
percent mDC1* cells among total cells and CD86™
cells among mDC1” cells was performed in L (n =
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proliferation) increased in obese (4.4 + 0.1 p = 0.0036) versus lean
(3.8 0.2) groups (Figure S1A). Goblet cell (319 + 8 cells/mm?) and
enterocyte (5109 + 168 cells/mm?) densities were unchanged in
obesity (Figure S1B). Taken together, these results indicate villus
hyperplasia increasing the surface of exchange with luminal
contents.

Hyperplasia is supported by proliferation or longer lifespan of
cells. The Ki-67 proliferation marker was restricted to epithelial
cells in crypts (Figure 1B), and the densities of Ki-67* cells
were lower (34 + 4; p = 0.0232) in obese versus lean (54 + 5)
groups. Therefore, proliferation could not explain taller villi. To
test reduced cell death, a TUNEL assay of apoptotic nuclei
was done in subjects with shortest (L, n = 5) and longest
(Ob, n = 5) villi. In Ob, apoptosis was reduced by 80% in lamina
propria and 60% in epithelium, in both crypt and villus cells.
Accordingly, the Bax/Bcl2 expression ratio was decreased (Fig-
ure 1C), indicating an anti-apoptotic mechanism triggering jeju-
nal mucosa hyperplasia.

Increase Jejunal Innate Cell Densities Depends on
Metabolic Status of Obese Subjects

Activation of the innate immune system is relevant to liver,
pancreas, and adipose tissue inflammation in obesity (Lumeng,
2013). In the jejunum, innate cell populations were evaluated in
24 lean and 90 obese subjects. The location of innate immune

3) and Ob (n = 12) groups. Relative fluorescence
intensity (RFI) is the ratio of mean fluorescence
intensity (MFI) of anti-CD86 antibodies to isotype
controls. Figure S2 shows gating strategy for DC
subset analysis (Figure S2B), the quantification of
rare CD68'DC-Lamp” cells (Figure S2C), and a
heatmap of correlations between innate cell den-
sities and villus size (Figures S2D and S5). Statis-
tical significance of Mann-Whitney test: *p < 0.05,
*p < 0.01, **p < 0.001, and ****p < 0.0001.

Tryptase® cells | mm?

cells in the lamina propria was unchanged
in obesity (Figure 2A). Mast cell densities
were similar in lean and obese groups
(Figures 2A and S2A). Macrophage den-
sity (CD68) increased 1.6-fold in all obese
(156 + 4 cells/mm?, p < 0.0001) versus
lean (96 + 7) groups. In lean subjects,
mature DC (DC-Lamp) were nearly absent from the lamina prop-
ria, but densities increased 6-fold in Ob (4 + 1, p < 0.0001) and
11-fold in ObD (8 + 2, p < 0.0001) groups, including some rare
double positive CD68'DC-Lamp* cells (Figure S2C). In flow
cytometry analysis, the frequency of Lin"HLA-DR" cells and
mDCH1 (Lin”HLA-DR*CD11c*CD1c") increased, consistent with
elevated mature DC (Figures 2B and S2B). However, the expres-
sion of CD86 costimulatory molecule among mDC1 cells sug-
gested a similar activation in lean and obese subjects. The
mDC2 (Lin"HLA-DR*CD141") and pDC (Lin HLA-DR*CD303")
subsets were undetectable (Figure S2B). Similarly, NKp46™* cell
density (14 + 2) was increased 7.3-fold (p < 0.0001) in Ob and
ObD versus L (2.2 + 0.5) groups. Interestingly, innate cell den-
sities appear to correlate with mucosa size (Figure S2D). More-
over, mature DC and NK cell densities were similar in MHO
and L groups contrasting with their large increase in metaboli-
cally altered Ob and ObD group. Thus, jejunal innate immunity
is enhanced in obesity with local and metabolic impact.

Obesity Incr the D ity of Jejl IT Cells in
Epithelium

Since innate cells are increased in the jejunal mucosa, a concom-
itant change of adaptive immunity can be anticipated. B cell den-
sities (CD20; 16 + 1 cell/mm?) sitting in lamina propria around

proliferating crypts were unaltered in obesity (Figure S3A). In

Cell Metabolism 22, 1-12, July 7, 2015 ©2015 Elsevier Inc. 3

69



Please cite this article in press as: Monteiro-Sepulveda et al., Jejunal T Cell Inflammation in Human Obesity Correlates with Decreased Enterocyte
Insulin Signaling, Cell Metabolism (2015), http://dx.doi.org/10.1016/.cmet.2015.05.020

P — S—— .
~ *
E 3000 "
£ %
g o NE ;"
O 2000 = ak
@ o
3
8 &2
g o
2 1000] |55

9 0.0

L MHO Ob ObD L MHO Ob ObD

w
o

3

3
3
S
3
S

2 2 2
3 80 3 80 3 80
- I -
& 60 3 60 2 60
2 ™ o o
g 40 g 40 ‘E‘ 40
H - - 4 s
Y d M Y
ol om & O Cn M o of —IW - & &l of — o LN Om 1
DN CD4 CD8 DP DN CD4 CD8 DP N CM EMEMRA N CM EM EMRA N CM EMEMRA N CM EM EMRA
P EPI LP EPI LP EPI
D
100 100
2 @
8 80 8 80
- =
3 -
a 60 "n’ 60
o o
g 40 2
=] o
E [I B
® ﬁ ®
ol o= — em = il e [= R ™ s |}
CcD69 - + + - -+ o+ - cD69 - + + - -+ o+ -
gD103 v = R d o wx 3B cofog; = & Lk w = A %
LP EPI LP EPI

Figure 3. Obesity Increases the Density of Jejunal T Cells in Epithelium

(A) Representative immunohistology of CD3* T cells in lean and obese subjects (left images) and magnifications at mid-villus (right images) showing their
distribution between epithelium (EPI) and lamina propria (LP). Scale bar, 50 um. T cells densities (cell/mm?) in total mucosa and EPI/LP ratios were calculated for
L (n =24, opencircle), MHO (n = 17, open square), Ob (n = 52, black square), ObD (n = 49, black diamond), and ObD-ut (n = 12, open diamond) groups. Results are
given as dot plots with bar at geometric mean. Figures S3A, S3B, S3C, and S5 show B cell densities (CD20), CD3* T cell densities in EPI or LP and correlations
between T cell and innate cell densities.

(B-D) Flow cytometry analysis of CD4™ and CD8" T cells in LP and EPI.
(B) The % of CD4", CD8", double positive (DP) and double negative (DN) T cells were analyzed among T cells of L (n = 18, open bar) and Ob (n = 27, black bar)

groups. Results in Ob and ObD groups were statistically similar and merged. Figures S3D and S3F show a representative gating strategy of T cell phenotyping and
percentage of ¥3 T cells.

(C) Memory status of T cells of L (n = 4 LP & n = 9 EPI) and Ob (n = 13 LP & n = 22 EPI) subjects—i.e., naive (CD45RA'CCR7"), CM (CD45RA CCR7"), EM
(CD45RA~GCR7"), and EMRA (CD45RA*GCR7") profiles.

(D) Percentage CD69™ and CD103* among T cells of L (n = 12, open bar) and Ob (n = 20, black bar) groups. Figure S3E shows percentage of CD62L*, CD27*,

CD28", and CD25" cells. Results are expressed as mean + SEM. Statistical significance of Mann-Whitney test: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and
**'p < 0.0001.

contrast, total T cell density (CD3/mm?) in Ob and ObD (Figure 3A)  MHO (1,580 + 140, p = 0.0196) and 1.6-fold in Ob (1,830 =+ 70,
increased 1.3-fold (1,840 + 70, p = 0.0004) as compared to L  p < 0.0001) versus lean (1,120 + 90) groups (Figure S3B). In the
(1,370 + 70) groups. Most striking was the increase of intra- lamina propria, T cell density was similar in lean (L) (1,960 + 80)
epithelial T cell densities in obesity increasing by 1.4-fold in and Ob+ObD (1,760 + 100) groups but was lower in MHO
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(Figure S3B). Accordingly, the epithelial to lamina propria (EPI/
LP) density ratios increased by 2.0-fold (p < 0.0001) in obesity.
However, diabetes per se did not alter further T cell densities
than in the non-diabetic obese group. These observations reveal
a preferential location of T cells in the epithelium, a hallmark of
obesity in the jejunum. Correlation analysis between innate and
adaptive cells further highlighted the interaction of mature DC
in lamina propria with T cells in epithelium (Figures S3C and S5).

Characterization of the differentiation, homing, and activation
of T cells was performed by flow cytometry, comparing T cell
phenotypes in lamina propria and epithelium of 23 obese and
17 lean subjects. CD4 and CD8 T cell proportions were similar
in Ob and ObD groups, indicating no marked impact of diabetes
per se on T cell phenotype (pooled data; Figure 3B). CD8
proportions among T cells increased, indicating that they
contribute to a global increase of T cells in obesity (Figure 3B).
In contrast, CD4'CD8" cells (DP) and CD4" T cell proportions
decreased (Figures 3B and S3D). The vd T cells were a small
and unaltered T cell population in the jejunal mucosa of obese
subjects (Figure S3F). In humans, expression of CD45RA is a
marker of naive versus memory CD4" and CD8" T cell. Addi-
tional functional subsets of CD45RA* or CD45RA™ T cells are
defined by lymph node homing receptors CCR7 and CD62L.
Naive T cells are CD45RA'CCR7". Terminally differentiated
effector T cells (TEMRA cells) are CD45RA*CCR7 ™ T cells.
CD45RA™ memory T cells are subdivided CCR7* central mem-
ory (CM) cells, able to migrate to lymphoid tissue, as opposed to
CCR7 effector memory (EM) cells in tissues. In the jejunum of
lean and obese groups, T cells were predominantly CD45RA™
memory T cells (Figure 3C). In addition, over 70% CD8 T were
CCR7 CD62L CD69'CD103"*, consistent with non-lymphoid
organ cell homing (Figures 3D and S3E) and effector resident
memory T cell phenotype. Memory phenotypes were similar in
lean and obese groups, suggesting that the trafficking and hom-
ing of T cells toward secondary lymphoid tissue are unaltered. In
addition, obesity did not change the expression of CD27 and
CD28 co-stimulatory molecules (Figure S3E). T cells did not ex-
press CD25 (Figure S3E) relevant to an absence of proliferation
in the lamina propria (Ki-67, Figure 1). Thus, the differentiation
and activation profiles of T cells appear similar in lean and
obese groups, but the proportion of CD8 T cells is increased
in obesity. In addition, CD8 T cells displayed better equipment
for intestinal attraction and homing.

In Obesity, Intra-Epithelial T Cell Enrichment Is by
CD8up Cells

As CD8uzB T cell coreceptor denotes increased T cell sensitivity
to antigen as opposed to CD8u.. corepressor effect (Cheroutre
etal., 2011), a first evaluation of T cell activation was performed
by immunofluorescence analysis of o8 and a.c. CD8 co-receptors
in T cells in the lamina propria and epithelium of 13 lean and 108
obese subjects (Figure 4A). In the lamina propria, CD8xp T cell
densities were higher in Ob (384 + 41 n/mm?, p = 0.0176) and
ObD (360 + 47, p = 0.0472) groups than in L (216 + 61). Epithelial
CD8ap T cell densities increased by 2.5- and 2.0-fold, respec-
tively, in Ob (1,530 + 129, p < 0.0001) and ObD (1,219 + 109,
p = 0.0002) groups but were similar in MHO (949 + 225) and
L (622 + 225) groups, indicating that CD8a. T cells are main con-
tributors to the increase of epithelial CD8 T cells. Concomitantly,

CD8aa. T cell densities decreased both in the epithelium (L 801 +
113 n/mm?, MHO 308 + 68; Ob 352 + 31; ObD 416 + 60) and
lamina propria (L 477 + 84; MHO 221 + 54; Ob 195 + 25; ObD
237 + 36). Accordingly, the 4-fold (p < 0.0001) increase of
CD8uf3/CD8ua. density ratio in obesity, including in MHO sub-
jects, suggested that the favored epithelial CD8x«f T cell location
is independent of the metabolic status of obese subjects.

To further evaluate the potential cytotoxicity of CD8x«f T cells,
we performed an immunofluorescence analysis of Granzyme B
(GzmB) expression in jejunal cells (Figure 4B). The low number
of GzmB" cells was consistent with epithelial integrity. However,
most GzmB™* cells were located in CD8-negative cells of the lam-
ina propria and were increased 2.0- and 2.5-fold in Ob and ObD
subjects, respectively. Mast and NKp46* cells were the major
contributors to GzmB™ cells (Figures S4A and S4B).

Obesity Enhances Jejunal Inflammation
The functional relevance of increased immune cell densities was
analyzed by gRT-PCR of mRNA expressions of cytokines, che-
mokines, and costimulation factors in lamina propria and epithe-
lial cell fractions containing immune and non-immune cells
(Figure 5A). Cytokines and chemokines (i.e IL-6, IL-17, IL-22,
and CCL2 in lamina propria only and IL-23, TNF-o, TGF-B, and
IFN-v in lamina propria and epithelium) increased in obesity. An-
tigen-presenting (HLA-DR) and costimulation factors (CTLA4
and CD80) were significantly increased only in LP, whereas
CD28, ICOS increased in both LP and EPI fractions. CD3e
mRNA increased consistent with higher CD3 T cell density.
These profiles revealed enhanced mucosal inflammation and
antigen presentation in the jejunum of obese subjects.
Surprisingly in obesity, renin mRNA increased 70-fold in epithe-
lial cells and angiotensin receptor 2 (AGTR2) tended to increase
(Figure 5B). Accordingly, COX2 and IL-17, two downstream tar-
gets of the renin angiotensin system (RAS), were increased.
Considering that IL-23 is a regulator of Th17 expansion, we
explored jejunal T cell cytokine signature by intracellular staining
of Th1 (IFN-y) and Th17 (IL-17, IL-22) (Figure 5C). IL-17 and IL-22
were increased in CD4" T cells of lamina propria. IFN-y produc-
tion was also increased in obesity due to epithelial CD8 T cells.
These results revealed that jejunal immunity is oriented toward
proinflammatory responses in obesity.

Activated Intestinal T Cells Reduce Enterocyte Insulin
Sensitivity in Obesity
Tissue inflammation inhibits cell responses to insulin (Johnson
and Olefsky, 2013). To evaluate the functional impact of T cells
in the jejunum, we performed an insulin sensitivity assay ex vivo
on mucosa explants and in vitro on human Caco-2/TC7 entero-
cytes in coculture with immuno-selected T cells of obese and
lean subjects. The Ser*”Akt phosphorylation inresponse to insu-
lin was impaired in jejunal explants of obese but not lean subjects
(Figure 6A). Accordingly, soluble factors secreted by activated
T cells of obese subjects strongly decreased PS™73-Akt in
Caco-2/TC7, indicating that they trigger a loss of enterocyte insu-
lin sensitivity (Figure 6B). We observed no counter-insulin effect
with non-activated T cells. Thus, intestinal T cells may contribute
to impaired epithelial insulin sensitivity in obesity.

Cytokines and insulin share some steps in their signaling path-
ways, which may interfere with Akt phosphorylation (Samuel and
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(A) Confocal images in representative samples showing the distribution of CD8x (red) versus CD8a (yellow) T cells in the mucosa of MHO (left) and obese Ob
(right) subjects. Magnification of boxed epithelial zone (right) with split images of CD8« and CD8B (Scale bar 10 um). Nuclei are labeled with DAPI (blue).
Quantification of CD8a and CD8af T cell densities (cells/mm?) in L (n= 13, open circle), MHO (n = 12, open square), Ob (n = 52, black square), ObD (n = 44, black
diamond), and ObD-ut (n = 10, white diamond) groups are given as dot plots with bar at geometric mean. Histograms (right) show CD8x/CD8a T cell density

ratios in LP and EPI according to metabolic status.

(B) Representative confocal image of GzmB expression (green) in CD8" (red) cells in an obese subject. Scale bar 100 pm and 10 um. Histograms show the
quantification of LP and EPl GzmB* CD8 T cells (black bar) and total GzmB" (open bar) cells in L (n = 11), Ob (n = 14) and ObD (n = 7) subjects. Figure S4
shows GzmB expression in mast and NKp46 cells. Results are expressed as mean + SEM. Statistical significance of Mann-Whitney test: *p < 0.05, **p < 0.01,

***p < 0.001, and ***p < 0.0001.

Shulman, 2012). When cocultured with Caco-2/TC7, lamina
propria T cells of obese subjects secreted more IL-10, IL-9,
IFN-y, TNF-2, GM-CSF, IL-21, IL-17, and IL-22 than T cells of
lean subjects. By comparison, epithelial T cells of obese subjects
only stimulated IFN-y, TNF-«, and GM-CSF secretions (Fig-
ure 6C). Added as recombinant molecules in the basolateral cul-
ture medium, all upregulated cytokines except IL-10 decreased
PSer473_Akt with different potency, confirming their effectiveness
in modulating Caco2/TC7 enterocyte insulin sensitivity (Fig-
ure 6D). These ex vivo experiments revealed that T-cell-derived
proinflammatory cytokines have potential to directly impair in-
testinal insulin response.

6 Cell Metabolism 22, 1-12, July 7, 2015 ©2015 Elsevier Inc.

T Cell Densities Correlate with Comorbidities in Obesity
To gather information on possible influence of jejunal immunity
on metabolism in obesity, we examined statistical links between
immune cell densities and a series of clinical parameters (Figures
7 and S6). None of the innate or adaptive cell densities were
correlated with subject age (Figure S6; Table S1). We found
some associations between innate immune cells and metabolic
and inflammatory variables (Figure S6).

Depending on T cell location in the intestinal mucosa, we
found several associations between T cells densities and clinical
phenotypes related to systemic inflammation (CRP and leuco-
cytes), body weight (BMI, Leptin), lipid variables (Cholesterol,
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Figure 5. Obesity Enhances Inflammatory Responses in Jejunum

(Aand B) Gene expression inimmune and non-immune cells isolated from lamina propria (LP) and epithelium (EPI) were analyzed by qRT-PCRinL (n = 13) and Ob
(n=24) subjects. RNA levels are normalized to 18S (arbitrary units, AU). Results are given as fold expression in obese over lean (mean + SEM) in LP (gray bars) and

EPI (hatched bars). Non-detected RNA levels are marked ND.
(A) Genes relevant to mucosal immunity.
(B) Genes relevant to the RAS.

(C) Flow cytometry analysis of intracellular labeling of IL-17A, IL-22, and IFN-vy cytokines of CD4" and CD8" T cells from LP and EPI, after PMA and ionomycin
stimulation (Lean, n = 8, open bar; n = 20, Ob&0bD, black bar). Results are expressed as mean + SEM. Statistical significance of Mann-Whitney test: *p < 0.05,

**p <0.01, and ***p < 0.001.

TG, HDL, and Apo B), and markers of liver alterations (ASAT,
ALAT, GGT, and NAS score evaluated by liver histology)
(Figure 7A)—all features frequently associated with severe
obesity. Importantly, T cell accumulation in the epithelium
increased together (positive correlation) with markers of sys-
temic inflammation, corpulence, and liver parameters. Dyslipi-
demia (reduced HDL cholesterol) was associated to higher
epithelial T cell density. The epithelial T cell densities were not
correlated to total calorie intake but were correlated to the con-
sumption of an unbalanced diet with reduced percentage CHO
in lipid-rich diet (Table S1; Figure S6). This suggests that T cell
attraction into the jejunal epithelium is related to an unbalance
diet (i.e., lipid versus CHO).

We previously showed that a pathological accumulation of
GLUT2 in the apical membrane of enterocytes is a hallmark
of insulin resistance. Epithelial CD8 T cell density was
increased in subjects displaying pathological apical GLUT2
location, whereas lean and obese subjects with low CD8
T cell densities displayed a similar absence of apical GLUT2
(Figure 7B).

Altogether, the results indicate that T cell attraction in jejunal
epithelium correlates with local and systemic comorbidities in
obesity.

DISCUSSION

In the small intestine of morbidly obese humans, the most salient
changes were mucosal hyperplasia, increased inflammation,
and related impairment of local insulin sensitivity. Yet, jejunal im-
munity is already altered in subjects without apparent metabolic
impairment other than excess weight (MHO). However, type 2
diabetes, regardless antidiabetic treatments, did not further in-
crease jejunal immune cell densities. Although preserving
macroscopic mucosa structure, obesity favors proinflammatory
T cells attraction in the epithelium. T cells isolated from obese but
not lean subjects reduce enterocyte insulin response via proin-
flammatory cytokines. Local T cell inflammation increases
together with obesity comorbidities.

A prominent feature of obesity in the small intestine is the
asymmetrical distribution of T cells in favor of an epithelial loca-
tion independently of metabolic status. Attraction of T cells in
epithelium is through CCL5 chemokine and CD103 integrin,
increasing epithelial anchoring via E-cadherin (Gebhardt and
Mackay, 2012). This is consistent with increased resident
T cells driving epithelial inflammation in obesity. In the jejunum
of obese subjects, CD8 T cells infiltration can reach up to
50% of epithelial cells through higher CD8«f* over CD8uo*
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T cellinfiltration, meaning oriented immune responses in obesity.
In lean conditions, high CD8aa* T cells in epithelium and lamina
propria denote a lower capacity to secrete proinflammatory
cytokines than CD8afB" T cells (Cheroutre et al., 2011). Thus,
increased CD8xf" and lower CD8aa* T cells in obesity support
local secretion of proinflammatory cytokines.

Increased CD8" T cell population is a feature of tissue inflam-
mation in obesity. T cell abundance in adipose tissue is corre-
lated with BMI (Duffaut et al., 2009; Kintscher et al., 2008). Our
work shows that the small intestine is also a site of immune
remodeling in human obesity, although phenotypic differences
concerning cell cytotoxicity appear when compared to other
tissues and diseases. GzmB* CD8 T cells increase in the
epididymal fat of diet-induced obese mice (Yang et al., 2010).
High CD8" T cell infiltration is found in acute inflammation in
IBD, which is a condition of major deregulation of intestinal
immune responses. Increased GzmB* CD8 T-cell-mediated
cytotoxicity in active IBD contributes to decrease intestinal bar-
rier integrity and inflammatory tonus (reviewed in Geremia
et al., 2013). Here, the integrity of the jejunal mucosa is pre-
served despite high epithelial CD8 T cell infiltration, consistent
with low and unaltered GzmB expression as reported in healthy
subjects (Melgar et al., 2002). Therefore, obesity promotes the
infiltration of CD8" T cells without GzmB cytotoxicity in the je-
junal epithelium.

In obesity, inflammation contributes to insulin resistance in
adipose tissue, liver, muscle, pancreas, and brain. Obesity in-
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Figure 6. Soluble Factors Secreted by
T Cells of Obese Subjects Impair Insulin
Response of Enterocytes
(A) Representative western blots of PS¢"73_Akt and
total Akt in jejunal mucosa explants after insulin
stimulation and quantification in L (n = 3, open bar)
and Ob (n = 6, black bar) groups.
(B) Immuno-selected CD3"* cells (3 x 10° cells/well)
from lamina propria (LP) and epithelium (EPI),
activated or not by anti-CD3 and anti-CD28, were
placed at the basolateral side of Caco-2/TC7 cells
for 48 hr. Left: representative westem blots of
mooren  PS7SAkt and total Akt in Caco-2/TC7 cell ly-
B sates. Right: Quantification of insulin response of
I I Caco-2/TC7 cells alone (gray bar) and in coculture

with T cells of L (n = 8) and Ob (n = 8) groups.

(C) Multiplex analyses of cytokine production (GM-
CSF, IFN-v, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-22, IL-9, IL-2, IL-
21,1L-4,IL-5, IL-31, and TNF-2) by Caco2/TC7-CD3
T cell coculture. When statistically different, cytokine
secretions are given as fold increase of cytokine
secretion in Ob normalized to L value (dotted line) for
LP (gray bars) and EPI (hatched bars) T cells.

(D) Insulin stimulation of P%"#73-Akt in Caco-2/TC7
cells alone (gray bar) and exposed to recombinant
cytokines (black bars; 10 ng/ml IL-10, IL-9, L-21,

co3* . cp3

LP T cells

Akt in response to insulin. Mann-Whitney test

S Y compared Caco-2/TC7 cells in the presence of

IL-17A, and IL-22; 50 ng/ml IFN-y, TNF-z, and

p— GM-CSF; and 5 ng/ml cytokine mix). Results are

B 11 ii expressed as fold increase of PS*™73-Akt/ Total
R

7 - i

v
recombinant cytokines with unstimulated controls.
Results are expressed as mean + SEM. Statistical
significance of Mann-Whitney test: *p < 0.05, *'p <
0.01, **p < 0.001, and ****p < 0.0001.

creases CD4" and CD8" T cell proinflammatory cytokine secre-
tion in adipose tissue and activation of downstream signaling
pathways that trigger insulin resistance as shown in rodents
(Duffaut et al., 2009; Gregor and Hotamisligil, 2011; Kintscher
et al., 2008; Samuel and Shulman, 2012; Yang et al., 2010).
The jejunal epithelium (Ait-Omar et al., 2011; Haidari et al.,
2002; Tobin et al., 2008) and the duodenum (Veilleux et al.,
2014) are sites of insulin action. Here, soluble factors secreted
by activated T cells isolated from obese but not lean subjects
have the potency in vitro to decrease insulin response in enter-
ocytes. The high density of T cells probably reinforces this phe-
nomenon in obesity. In addition to the known effect of TNF-o
on insulin signaling, we show a reduction of enterocyte insulin
response by GM-CSF; IFN-v; IL-9; IL-21; and, most potently,
by IL-17 and IL-22. The increase of Th17/Th22 T cells in
jejunum is consistent with previous observations in peripheral
blood and adipose tissue in obesity (Dalmas et al., 2014;
Zhao et al., 2014). In the intestine, IL-17 and IL-22 appear
essential to maintain mucosal barrier function. Patients with co-
litis show Th17/Th22 cell depletion in the mucosa in link with
local perturbation of tissue-biopsied microbiota (Leung et al.,
2014). On the other hand, the invalidation of IL-22 receptor in
mouse colon has deleterious effect on weight gain and blood
glucose deregulation (Wang et al., 2014). One might thus spec-
ulate that some cytokines such as IL-22 have a “yin yang
regulatory effect” in the intestine; a local rise could trigger the
protection of mucosa function in human obesity while in the
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Figure 7. Epithelial T Cell Densities Correlate with Subject Comor-
bidities and Pathological Location of GLUT2 in Obesity

(A) Heatmap of correlations between T cell densities and clinical variables. For
quantitative variables, Pearson or Spearman correlations were used de-
pending on the fulfillment of hypotheses required for parametric tests. Each
colored square denotes a correlation at the intersection of columns and lines.
Color intensity (color key) indicates the correlation coefficient magnitude using
the red color for positive correlation (parameters increase together) and blue
for negative correlation (one parameter increases when the other decreases).
Significant correlations are identified by stars *p < 0.05 and **p < 0.01. Full
correlation of innate and adaptive cell densities with clinical parameters,
including sample sizes, correlation coefficients for each intersection, and
p values, are given in Figure S6.

(B) Obese ([Ob], n =32) and lean ([L], n = 13) subjects were sorted according to
the location of GLUT2 in the apical membrane of enterocytes (Apical GLUT2).
The epithelial to lamina propria (EPI/LP) density ratios of CD3CD8 T cells were
calculated according to the presence (yes) or absence (no) of apical GLUT2 in
L (no,n = 13/13) and Ob subjects (yes, n = 23; no, n = 9). Results are expressed
as mean + SEM. Statistical significance of Mann-Whitney test of means
between lean and obese: ***p < 0.001.

meantime it could contribute to local metabolic response
impairment. Furthermore, we observed higher IL-10 secretion
in jejunal lamina propria T cells in obesity, presumably adding
to an already complex intestinal homeostasis (Shouval et al.,
2014).

Local inflammation may contribute to jejunal insulin resis-
tance and alter intestinal functions. Here, densities of immune
cells increase together with corpulence, leptin, dyslipidemia,
and liver dysfunction, suggesting organ crosstalk. Indeed,
severe intestinal inflammation in Crohn’s disease is associated
with intestinal (mesenteric) fat hypertrophy (Peyrin-Biroulet
et al, 2007). In rodents, the migration and proliferation of
T cells in the intestine promote local inflammation in response
to a high-fat diet (Veldhoen and Brucklacher-Waldert, 2012).
In humans, lipid-rich diets are often characterized by low car-
bohydrate content. We show that epithelial T cell accumulation
increases in obese subjects consuming a high-fat/low-carbohy-
drate diet, which display pathological apical GLUT2 in accor-
dance with local insulin resistance from cytokine actions. This
is congruent with the correlation between systemic insulin
resistance (HOMA-IR) and mucosal T cell infiltration in non-dia-
betic obese subjects.

We also found a large increase of renin and proinflammatory
Cox2 gene expressions in the jejunal epithelium in accordance
with enhanced RAS in obesity. RAS activation results in proin-
flammatory and fibrotic actions in the adipose tissue as well as
trophic effects via an unbalanced cell apoptosis/proliferation
(Fandriks, 2010). Here, obesity-related RAS activation may
have trophic effect on human small intestine via villi hyperplasia
and decreased apoptosis.

Whereas observational by nature, this is a human compre-
hensive study underscoring the part played by the upper
intestine in obesity-related inflammation. The innate and
adaptive immune responses of the absorptive intestine may
be an efficient protective mechanism against luminal chal-
lenges. The specific increase of Th17/Th22 T cells raises new
hypothesis for targeted therapy. Modulating intestinal inflam-
mation in relation to nutrient and jejunal microbiota might
be a future goal to gain control on whole-body metabolic
deterioration.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Human ji and Jej | Tissue

Obese subjects (218 jejunal samples from 185 obese and 33 lean) were strat-
ified according to their metabolic status based on the IDF Consensus
Worldwide Definition of the Metabolic Syndrome (http://www.idf.org/
metabolic-syndrome) adding insulinemia (<20 mU/l) to take insulin sensitivity
into account. Three groups were constituted (i) metabolically healthy obese
subjects ((MHO], n = 19) exempt from cardio metabolic risk displaying a
HOMA-IR < 3, (i) non-diabetic obese subjects with at least one comorbidity
(Ob, n = 97), and (i) type 2 diabetic obese subjects (ObD; n = 69) either
receiving antidiabetic treatment or untreated (ObD-ut, n = 16/69).

Alean group ([LJ; n = 33; BMI = 22 kg/m? [range 19-25]) was constituted with
either jejunal biopsy donors (n = 5) (double balloon endoscopy; normal histo-
pathology; absence of anti-inflammatory treatment) or jejunal samples taken
at distance of pancreatic or gastric tumor during duodenal resection in
absence of chemotherapy or apparent metabolic consequence (n = 28). Avalil-
able clinical descriptions are in Table S1. Since morphology and immune cell
densities in lean subjects were similar whatever the origin of samples, it sug-
gested a low level of confounding inflammation, and data were pooled.

Obese subjects, mainly females, were prospectively recruited between 2006
and 2013 while attending the Nutrition Department at Pitié-Salpétriére Hospital
in the Institute of Cardiometabolism and Nutrition (ICAN). Patients met the
following criteria for obesity surgery: BMI > 40 kg/m? or > 35 kg/m? with at
least one comorbidity (hypertension, type 2 diabetes, dyslipidemia, or obstruc-
tive sleep-apnea syndrome) in agreement with international and national
guidelines. Preoperative evaluation of subjects included detailed, long-term
medical history of obesity and dietary evaluation of calorie and macronutrient
intake by a registered dietician. Liver biopsies and staging of liver alterations
were performed as in Bedossa et al. (2012). Informed written consent was
obtained from all subjects, following French legislation regarding Ethics and
Human Research (Huriet-Serusclat). The Comité Consultatif de Protection
des Personnes dans la Recherche Biomédicale lle de France 1 approved the
study, which was conducted in accordance with the Helsinki Declaration
and registered in a public trials registry (ID Number: CT 0476658; https://
clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00476658?term=poitou&rank=1).

Proximal jejunal samples (60-70 cm distal to the ligament of Treitz) were
collected from surgical waste (4 cm). Tissue was rapidly opened, washed in
DMEM (1 g Glucose Glutamax + pyruvate + 10% SVF + 1% PS) and kept at
4°C before cell isolation, fixation and paraffin imbedding, or freezing at - 80°C.

Immunohistology

Immunohistology of jejunum (5 um paraffin-embedded tissue sections) was
performed in 28 lean (BMI: 19-25 kg/m?) and 122 obese (BMI: 35-68 kg/m?)
patients, including 18 MHO, 55 Ob, 37 ObD, and 12 ObD-ut subjects. Primary
antibodies were tryptase (AA1), CD68 (KP1), DC-LAMP (1010E1.01), CD20
(L26), Ki-67 (MIB-1), and CD3 rabbit polyclonal (A0452) (DAKO); chymase
(422818) and NKp46 (MAB1850) (R&D Systems); CD8x. (SP16) (Spring biosci-
ences); CD4 (Ab8 clone 4B12) (Thermo Scientific); and CD8p (SC25277)
(Santa-Cruz). Primary antibodies or corresponding isotype were incubated
for 1 hr at RT and revealed with a streptavidin biotin peroxidase kit (BioSpa
GMR4-61), DAB staining (DAKO), and nuclei hematoxylin counterstaining
(Vector). Images were obtained by conventional microscopy or whole slide
imaging for rare events (Nanozoomer, Hamamatsu). For immunofluorescence
analysis, primary antibodies were revealed with secondary antibodies coupled
to fluorophores (SouthernBiotec) and images acquired by confocal micro-
scopy (LSM710 Zeiss) (Ait-Omar et al., 2011). Number of villi per mm mucosa,
villus width, crypt to tip height, crypt depth (um), lamina propria, and epithelial
immune cell densities (cel/mm?), excluding lymphoid structures, were
analyzed in longitudinal sections of mucosa in two to four fields (ImagedJ 1.46c).

Cell Isolation

The jejunal mucosa was dissected and minced prior incubation in chelating
buffer (5 mM EDTA, 2 mM DDT, PBS; 20 min; 37°C). Released epithelial cells
were filtered through 70 um mesh cell strainers, centrifuged (600 x g at 4°C for
5 min), and recovered in complete DMEM (10% FCS, 1% PS). Sucrase activity,
used as a witness of enterocyte contamination of lamina propria by epithelial
cells, was below 2% of total mucosa activity. Epithelial immune cells were en-
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riched at the interface of a 40%/70% Percoll gradient (GE Healthcare Life Sci-
ences). Cells of the lamina propria, including lymphoid tissue, were isolated
from fibrous matter by collagenase D digestion (1 mg/ml, Roche; 2 hr, 37°C).
Red blood cells were removed in lysis buffer (154 mM NH,CI, 10 mM
KHCOj3,and 0.1 mM EDTA). Freshly isolated cells were used for flow cytometry
analysis of immune subsets.

Cell Surface Markers and Intr llular Cytokine S

To characterize lamina propria and epithelial cells, freshly isolated cells were
retrieved in FACS buffer (PBS, 2% FCS, 2 mM EDTA) and stained (30 min,
4°C, dark) with the following antibodies: FITC-anti-CD8 (SK1; BioLegend),
APC-AlexaFluor750-anti-CD27 (CLB-27/1; Invitrogen), EDC-anti-CD45RA
(2H4LDH11LDB9; Beckman Coulter), AlexaFluor700-anti-CD3 (UCHTT),
BV421-anti-CD4 (RPA-T4), PE-anti-CD25 (M-A251), PE-anti-CD28 (CD28.2),
PE-anti-CD56 (B159), APC-anti-CD62L (DREG-56), APC-H7-anti-CD69
(FN50), PE-anti-CD103 (Ber-ACT8), PE-Cy7-anti-CCR7 (3D12), and APC-
anti-y8TCR (B1) (BD Biosciences). DC populations were identified using
a lineage (Lin) mixture of VioGreen-conjugated mAb against CD56 (HCD56 ;
BioLegend), CD20 (LT20), CD3 (BW264/56), and CD14 (TUK4) with CD45-
APC-Vio770 (5B1), HLA-DR-PerCP (AC122), CD11c-APC (MJ4-27G12),
CD1c-PE (AD5-8E7), CD303-FITC (AC144), CD141-VioBlue (AD5-14H12),
and CD86-PE-Vio770 (FM35) (Miltenyi Biotec) plus a dead cell viability marker
(eBioscience). For intracellular cytokine analysis, cells were stimulated with
phorbol-12-myristate-13-acetate and ionomycin in the presence of GolgiStop
(Dalmas et al., 2014). Cells were stained (30 min, 4°C, dark) with anti CD45,
CD83, CD4, and CD8 surface markers plus a fixable viability marker; fixed;
and made permeable with Foxp3 fixation/permeabilization kit (eBioscience)
prior incubation with PE-anti-IL-17A (eBio64CAP14), PE-Cy7-anti-IL-22
(22URTI) (eBioscience), and FITC-anti-IFN-y (4S.B3, BD Biosciences) or iso-
type-control mAbs. Cells were analyzed on a LSRII flow cytometer (BD Biosci-
ences) using FACS Diva software (BD Biosciences). Data were analyzed with
FlowJo 10.0.6 (Tree Star).

Coculture of Caco-2/TC7 Enterocytes with Jejunal T Cells and
Cytokine Assay

Lamina propria and epithelial T cells were immuno-selected from jejunal cell
suspensions by CD3 positive selection (Miltenyi Biotec). Human Caco-2/TC7
enterocytes were grown on Transwell filters (Costar, Corning) (Tobin et al.,
2008) until differentiation and placed for 48 hr on top CD3"* T cells in wells coated
with anti-CD3 (2.5 ng/ml; UCHT1, eBioscience) containing 15 mM glucose
complete DMEM and anti-CD28 (1 pg/ml; 37407; R&D Systems). After the
48 hr, cytokines were analyzed in basolateral supernatant by a 13 MILLIPLEX
Human Th17 Panel (X-MAP technology, Millipore) (i.e., GM-CSF, IFN-v, IL-2,
IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-21, IL-22, IL-31, and TNF-z).

Insulin Sensitivity Assay

Fresh jejunal mucosae from lean and obese subjects were pre-incubated in
serum-free DMEM for 30 min prior insulin stimulation (15 mU/ml DMEM,
10 min, 37-C). Sample homogenization (Fast Prep MP24) was performed in
ice-cold lysis buffer (Millipore) containing an anti-phosphatase and anti-prote-
ase inhibitor cocktail (Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche diag-
nostics) (Ait-Omar et al., 2011). The insulin stimulation of Caco-2/TC7 cells was
performed at the end of 48 hr coculture with isolated T cells or after a 24 hr
challenge with recombinant cytokines keeping in proportions found in cocul-
ture cytokine secretion assays or with a mix of 5 ng/ml cytokine to evaluate ad-
ditive effects. Insulin action was assayed in half of filters, and the other half was
kept as a control. Cell lysis in ice-cold buffer (1% Triton X-100, 0.5% deoxy-
cholic acid, 150 mM NaCl, 5mM EDTA, 20 mM Tris [pH 7.4], anti-phosphatase,
and anti-protease inhibitors). Protein (50 ug, BCA, Uptima) homogenates were
denatured in 0.125 M Tris-HCI (pH 6.8), 20% glycerol, 4% SDS, and 10%
B-mercaptoethanol and were analyzed by western blot for P-ser*/*Akt and
total Akt (Cell Signaling) using ECL (Pierce ECL2 Substrate). Quantification
of immuno reactive bands was by a LAS 4000 (GE Healthcare Bio-Sciences
AB) imaging densitometer and Multigauge software (Fuijifilm corporation).

RNA Analysis
Total RNA of lamina propria and epithelial fractions were extracted with the
RNeasy Mini kit (QIAGEN). RNA concentration and quality were assessed
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(2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies) before reverse transcription of 1 ug
total RNA (Applied Biosystems) and gPCR. RNA quality, quantity, and RT effi-
ciency were normalized to ribosomal 18S RNA.

Statistical Analyses

Results are presented as mean + SEM or scatter plots with bar at geometric
mean, and means were compared by a Mann-Whitney test (Graphpad Prism,
GraphpadSoftware). Correlations analyses were done using the R statistical
software and the graphical gplots package. Data were transformed using
the Boxcox algorithm when response variable transformation was improving
the model linearity based on the log likelihood criterion. Correlations were
performed with the Pearson parametrical test when the required hypotheses
of normality (either Shapiro-Wilk or Kolmogorov-Smirnov test, depending on
the sample size), linearity (95% CI on the Boxcox lambda parameter), and ho-
moscedasticity (Breusch-Pagan test) were fulfilled. The Spearman’s rho statis-
tic was calculated otherwise. s were produced from the correlation
coefficients using “heatmap.2” in the gplots package. A p value less than
0.05 was considered statistically significant and coded as *p < 0.05, * p <
0.01, *** p < 0.001, and **** p < 0.0001.
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Lean Non diabetic obese Diabetic Obese
category MHO Ob Obd TT ObD UT
N 33 19 97 53 16
Sex (%F) 37 86 77 68 61
Age (y) 58 + 3 28 53%9 37 + 2 19|/ 39 £+ 1 957 50 + 1 507" 4 x 3 16"
Diet (kcal) 20985714 4 207 7 ||2400 + 186 30 " 2152 + 198 30 ™ 2428 & 265 8 ™
Diet Protein (% Cal) 19 £ 1 7([18 £ 1 39" 19 £ 1 20" 18 + 2 8"
Lipid (% Cal) 35 + 2 7 35 £ 1 39" 34 £ 2 29M™ 39 & 3 8 P
Carbohydrates (% Cal) 46 + 3 7|| 46 £ 1 39" 46 + 2 20 40 + 4 8™
BMI (kg/om2) 22 + 1 21 59| 45 1 1 19|[48 £ 1 o7 ™ 29 x 1 52 48 : 2 16 ™
Leptin (ng/mi) 61'955‘555"’: 6 19([e8 + 3 88" 51 £+ 3 521 65 + 11 13"
Corpulence
Adiponectin (ug/ml) 8 + 1 19 6 + 1 8" 6 + 1 49™ 6 1 14"
Fatmass (%) 48 + 1 19|| 47 £ 1 75" 45 + 1 46" 45 x 1 12:%
Fat android (%) 59 + 1 16|[62 £ 1 61" 68 + 1 4377 68 + 2 10"
NAS score 06 03 16| 2.1 02 69 3.3 04 42 2.8 04 13
T ASAT (UI) M ox 12 209 275 + 33 19([273 £ 19 94 " 280 + 1.8 521 31.4 40 16"
ALAT (UI) 103 + 20 20 ° 313 : 60 19([332+ 38 94 ™ 355 + 28 52" 476 85 16 ™
GGT (Ul) 496 + 169 20 %% 350 + 80 19[|412 + 37 95° 586 + 69 52 51.9 48 16~
Glycemia (mmoliL) 62 04 1T ™ 48 + 01 19|[52 & 01 95 84 : 04 52 80 + 06 16
Glucose Insulinemia (mMU/L) 18 + 15 19[|167 £ 1.0 91 ° 200 t 25 32" 190 + 32 15°
homeostasis HOMA-IR 25 + 03 19]|39 & 03 91~ 68 + 1.0 327 75 £ 18 1577
HbA1C (%) 54 % 01 15[| 57 + 01 64~ 78 + 02 5177 69 + 03 1577
Lipid metabolism| HyperLDL( %) ) 29 58 56
HyperTG (%) 17 21 76 33
CholT (mmol/L) 51 + 02 19|[50 £ 01 93" 47 + 01 501 50 £ 02 16"
TG (mmoliL) 11 % 01 19|| 14 + 01 94" 20 + 01 5 7 18 + 02 16"
HDL (mmoliL) 15 £ 01 19|[12 + 01 947" 12 £ 01 50 77 12 £ 01 167
ApoA1 (g/L) 15 £ 03 18|| 13 + 03 91" 13 + 01 46" 13 £ 01 15M
ApoB (g/L) 09 + 01 18[[09 % 01 91" 10 + 01 46" 10 + 01 15"
SBP 162295'51 34 19" "9';25384 + 28 14|[129 + 1.9 76 " 127 +:24 43" 134 + 49 8 "™
Blood pressure
DBP 57 31 qoum 67 + 20 14|| 72 £ 11 76" 69 + 13 43" 69 + 26 8 "™
HBP (%) 31 5 39 83 56
CRP (mg/L) 24 £ 13 14 ™ 74 x 17 18|[99 £ 09 89~ 80 t 1.0 47 ™ 11 & 25 14
IL6 plasma (pg/ml) 52 + 11 17|39 = 03 85" 55 £ 07 49 ™ 40 + 05 13"
. White Cells ( %) 6.3 + 07 9|[74 03 44" 80 + 04 19" 82 + 03 5 "
Inflammation
Neutro (%) 64 + 4 131 55 + 4 9of[s57 £ 2 44m 50 + 1 18" 59 + 6 5
Lympho (%) 24 + 3 13°% 34 3 off[42 £ 2 44m 40 : 4 18" 42 10 5™
Monocyte (%) 9 + 1 13°% 7 + 1 9|l 7 + 1 44" 6 + 1 18" 8 + 1 5™
Transporter GLUT?2 apical (%) 0 62 75 72 91
location GLUT2 endosomal (%) 0 25 29 33 27

Table S1 Bioclinical description of obese and lean subjects related to material and method section “Human
subject and jejunal tissue sampling”
When available, data are provided as mean +SEM in each subgroup of subjects. Subject groups were lean,
metabolically healthy obese (MHO), obese with at least one comorbidity (Ob), obese diabetic (ObD) including obese
diabetic without treatment at the time of surgery (ObD-ut). For HOMA-IR and insulinemia parameters (italic
characters) the insulin-treated subjects were excluded. The NAS Score is calculated from evaluation of hepatic
markers. Mann Whitney statistical test were performed between Lean and all obese subjects ($) as well as within
the obese groups with reference to the MHO group (*). Statistical significance: $ or * p<0.05; $$ or ** p<0.01, $55
or *** p<0.001; $SSS or ****p<0.0001

80



= o
8 . ! . ®
€ B E 04 S
2 . E £
‘s ® =)
£ o g o3 &
kel & -
i @ 02] o0 S
2 2 002 E
s 00 =
>
0.0
obD L
~ 10000 800
E o
E 4000 . + 5
o} 5 000 %
S 6000{ o0 oo rmaer  ** E he 2
f, u@ 5 uu:nu LA 038:%2’
% 4000 3 a5 =
5 2000 Q @ ﬁ
[ =]
w
MHO obD

Ob MHO Ob ObD

Figure S1 related to Figure 1 Jejunal morphology. Morphometric analysis of jejunal mucosa was
performed on at least 4 images of the full crypt-villus axis in mucosa sections (5um) of lean (L, open
circle n=11-28), metabolically healthy obese (MHO, open square, n=11-18), obese (Ob, black square,
n=11-55) and diabetic obese (ObD, black diamond, 19-49) and ObD-ut (open diamonds) subjects. A-
Villus widths (left), villi surfaces (equivalent to cylinder surface) calculated using villus heights and
widths (middle), villus/crypt length ratios (right). B- Densities of enterocytes and goblet cells were
measured in the epithelium. Quantifications are presented as scatter plot with bar at geometric mean.
Statistical significance of Mann Whitney test: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001
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Figure S2 related to Figure 2 Innate cells in the jejunum in obesity. A- Chymase” mast cell
densities are unaltered in obesity B- Gating strategy and quantification of DC cell subsets showing the
presence of mDC1 and absence of mDC2 or pDC cell subsets in the intestinal lamina propria.
Epithelial DCs are rare (not shown). C- Representative image and quantification of the small amount
of CD68'DC-LAMP’ double positive cells in the jejunum of an obese subject. Nuclei are labeled with
DAPI. Results are expressed as percentage of double-labeled cells among CD68" cells and DC-
LAMP" cells respectively. D- Correlations between immune cell densities and mucosa size. Pearson
or Spearman correlations were used depending on the fulfillment of the hypotheses required for
parametric tests. Each colored square denotes a correlation at the intersection of columns and lines.
Color intensity (color key) indicates the correlation coefficient magnitude using the red color for
positive correlation and blue for negative correlation. The grey color denotes non-statistically
significant correlation. Sample sizes, correlation coefficients and p values for each intersection are
given in Figure S5. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; ****p<0.0001.
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Figure S3 related to Figure 3 Epithelial and lamina propria lymphocyte densities in jejunal
mucosa. A- Representative immunohistology of B cells (CD20; scale bar 100um) and quantification
(n/mm?) in mucosa excluding Peyer's patches. B- Quantification of T cell (CD3) density (n/mm?) in
lamina propria (LP) or epithelium (EPI) of jejunal samples of lean (L, n=25, open circle) and obese
subjects i.e. MHO (n=17, open square), Ob (n=17, black square), and ObD (n=42, black diamond)
including ObD-ut (n=12, open diamond). C- Heat map of correlations between innate and adaptive cell
densities. Pearson or Spearman correlations were used depending on the fulfillment of the hypotheses
required for parametric tests. Each colored square denotes a correlation at the intersection of columns
and lines. Color intensity indicates the correlation coefficient magnitude using the red color for positive
correlation and blue for negative correlation. The grey color denotes non-statistically significant
correlation. Sample sizes, correlation coefficients and p values for each intersection are given in
Figure S5. D- Flow cytometry gating strategy of T cell phenotype analysis. E- Flow cytometry analysis
of T cells isolated from LP and EPI showing frequency of cells expressing CD62L, CD25, CD27 or
CD28 in CD4" and CD8" T (left 4 panels) of lean (open bars) and obese (black bars) subjects. F-
Frequency of yd T cells in lean (n=15) and obese (n=27 pooled Ob and ObD) subjects. Results (mean
+ SEM) are from lean (n=12, open bar) and obese (n=20, Ob and ObD black bar) groups. Statistical
significance of Mann Whitney tests: * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; ****p<0.0001.
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Figure S4 related to Figure 4 Most GzmB" cells in the lamina propria are mast and NKP-46
cells. A- Representative confocal image of the coexpression of mast cell markers (Tryptase,
Chymase) with GzmB. Frequency of triple positive (tryptase, chymase and GzmB) and double positive
(tryptase and GzmB). Mast cells are shown in histogram for 5 lean and 6 obese subjects. B-
Representative confocal image of GzmB and NKp46, double positive cells in an obese subject with
high CD8 GzmB" cell densities. Note that 100% of NKp46 cells are GzmB positive. Nuclei are labeled
with DAPI. Scale Bar 100um.
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Figure S5 related to Figure 2 and Figure 3 Heat maps of all correlations between immune cells and with
morphological parameters (Figure S2D) and between innate and adaptive cells (Figure S3C). Full statistical
analysis are given in 3 panels showing for each intersection between immune cell densities or morphological

parameters A- the slopes of significant correlations with color code indicative of correlation parameter B- the
sample size, C- the p values.
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Figure S6 related to Figure 7A Heat maps of all correlations between innate or adaptive cell densities
with clinical parameters. Heat map of all, correlations of immune cell densities with clinical parameter in
obese non-diabetic obese subjects. Results are given in 4 panels showing for each intersection of immune
cell density with bioclinical parameter A- the heat map of correlations with color code indicative of
correlation parameter and statistical significance *p<0.05, **p<0.01 B- the correlation slopes, C- the
sample sizes, D- the p values.



3. Etude n°2 — Relations entre immunité systémique et immunité intestinale dans

I’obésité humaine

3.1 Contexte et objectifs

Cette deuxieme étude s’inscrit dans le cadre du projet européen MetaCardis dont I’objectif
global est d’étudier I’impact des changements qualitatifs et quantitatifs du microbiote intestinal
sur la pathogenése des maladies cardiométaboliques. Dans ce projet, 2152 sujets ont été recrutés
entre fin 2012 et 2015 dans trois centres de recherche Européens : en France (Paris, ICAN), en
Allemagne (Leipzig, IFB) et au Danemark (Copenhague, NNFCBMR). Ces sujets sont classés

en 8 groupes selon les pathologies cardiométaboliques qu’ils présentent :

Aucune pathologie métabolique ou cardiovasculaire (groupe contréle)
Le syndrome métabolique

L’obésité sévere

Le diabéte de type-2

La maladie coronarienne récente (< 2 semaines)

La maladie coronarienne chronique sans insuffisance cardiaque

La maladie coronarienne avec insuffisance cardiaque

AN NNV U N N N

L’insuffisance cardiaque sans coronaropathie.

Un des objectifs de MetaCardis est d’établir une biobanque qui comprend sérum, plasma, feces,
urine et sang ainsi qu’une banque de données cliniques et phénotypiques incluant entres autres
des mesures biologiques, des mesures de cytokines sériques, des données anthropométriques,
des informations sur les traitements, des données socio-démographiques, des données
alimentaires et des données sur ’activité physique. Pour I’ensemble des sujets de la cohorte,
I’analyse des métabolites du sang et des urines a été réalisée (métabolomique), et une analyse
métagénomique a également été effectuée (séquencage haut débit de I’ADN total des
échantillons fécaux). Ces données vont permettre d’identifier des biomarqueurs des différents

stades de maladies cardiométaboliques et d’affiner le phénotype de ces maladies.

Pour mon projet de thése, j’ai choisi de m’intéresser spécifiquement a une pathologie : I’obésité.
Les résultats de la premiere étude (Monteiro-Sepulveda et al., 2015) nous ont amenés a poser
I’hypothése que les modifications de 1’immunité intestinale pouvaient étre associées a des
modifications de I’immunité systémique, de la composition du microbiote et du statut

métabolique des sujets. J’ai donc dans un premier temps étudié D’altération des cellules
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immunitaires circulantes, mais également intestinales, dans une sous-cohorte de la cohorte
Francaise MetaCardis pour lesquels nous avons eu la chance d’obtenir des prélévements de
sang et de jejunum. Pour ce manuscrit de thése, je présenterai uniquement la caractérisation des
cellules immunitaires dans les deux compartiments (sang et intestin) réalisée par cytométrie en
flux dans une cohorte de sujets minces, obéses et obéses diabétiques. L’analyse de 1’association
entre ces phénotypes immunitaires et les données biocliniques, métabolomiques et
métagénomiques des sujets est en cours d’analyse et ne sera donc pas présentée dans ce

manuscrit.

Dans ce contexte, mes objectifs sont de mettre en relation le statut métabolique, les altérations
du systeme immunitaire systémique et intestinal et les changements dans la composition du
microbiote intestinal dans 1’obésité humaine (Figure 21). Ces analyses auront pour but d’établir
une stratification des patients en relation avec leurs comorbidités en fonction de parametres

immuno-inflammatoires.
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Figure 21. Etudes des relations entre immunité systémique et immunité intestinale en relation
avec les parameétres biocliniques des sujets, la composition du microbiote intestinal et

[’alimentation.

89



3.2 Matériels et méthodes
Constitution de la cohorte

Nous avons obtenu des échantillons de sang chez 155 sujets obéses (IMC > 30 kg/m?) non
diabétiques candidats ou non pour la chirurgie bariatrique (groupe Ob) ; 36 sujets obéses
diabétiques (groupe ObD), c’est-a-dire présentant un IMC > 30 kg/m? et présentant au moins
un des critéres suivants du diabete (Association, 2014) : une glycémie a jeun < 6,9 mmol/l et/ou
une HGPO G120 > 11 mmol/l et/ou un pourcentage d’hémoglobine glyquée (HBA1lc) < 6,5%
et/ou ’utilisation d’un traitement anti-diabétique. Enfin, un groupe constitué de 84 sujets
minces non diabétiques recrutés par le Centre d’investigation Clinique (CIC) de la Pitié-
Salpétriére a été utilisé comme contréle (groupe L, lean). Pour une sous-cohorte de sujets
obeses et obéses diabétiques, nous avons obtenu les prélévements d’intestin gréle (jéjunum) au
cours d’un « bypass » gastrique Roux-en-Y (21 sujets Ob et 17 sujets ObD). Un second groupe
contrble a été constitué a partir d’échantillons de jéjunum obtenus au cours de gastrectomie
totale ou d’ablation de la téte du pancréas chez 6 sujets minces. Les échantillons ont été prélevés
a distance de la tumeur, en I’absence de chimiothérapie et de trouble métabolique apparent. Les

prélevements de sang et de jéjunum ont été obtenus avec le consentement éclairé des patients.
Préparation des cellules immunitaires intestinales

Les cellules immunitaires de la lamina propria (LP) et de 1’épithélium intestinal (EPI) ont été
isolées selon le protocole suivant : Epithélium : aprés avoir retiré la musculeuse de la paroi
intestinale, la muqueuse intestinale est découpée en petits morceaux puis incubée deux fois 20
minutes a 37°C sous agitation douce dans du Phosphate Buffered Saline 1X (PBS, Gibco)
contenant 5 mM d’acide éthyléne diamine tétraacétique (EDTA, Sigma Aldrich), chélateur
d’ions divalents, et 2 mM de dithiothreitol (DTT, Sigma Aldrich), agent réducteur, afin de
détacher les cellules de 1’épithélium de la LP. Apres filtration sur tamis cellulaire 70 pm et
lavage dans du DMEM + GlutaMAX 1g/L de glucose supplémenté avec 10% de sérum de veau
feetal (SVF, PAA) et 1% de pénicilline/streptomycine (P/S) les cellules épithéliales sont reprises
dans une solution de Percoll (Percoll Plus, GE Healthcare, Life Sciences) a 40% final et
déposées sur une solution de Percoll 70% avant d’étre centrifugées pendant 30 min a 400 g a
20°C sans frein. La fraction des entérocytes est éliminee et les cellules immunitaires sont
prelevées a I’interface entre les couches de Percoll de 40 et 70%. Lamina propria : aprés
détachement des cellules épithéliales, le tissu est lavé dans du PBS 1X afin d’éliminer toutes

les cellules épithéliales de la fraction LP, puis incubé pendant 2h30 a 37°C sous agitation forte
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dans du milieu de digestion DMEM contenant 1 mg/ml de Collagénase D (Roche), 2%
d’albumine (PAA Laboratories), 1% d’HEPES (Gibco) et 1% de P/S. Apres incubation, les
cellules sont filtrées sur tamis cellulaire 70 pm et lavées dans du DMEM complet avant de

procéder a la lyse des globules rouges.
Marquage de surface et cytométrie en flux

Afin de caractériser les cellules immunitaires du sang, 100 ul de sang total ont été incubés avec
un inhibiteur des récepteurs Fc (Miltenyi Biotec) puis incubés pendant 20 min a 4°C a
I’obscurité avec un marqueur de viabilité (Fixable viability dye eF506, eBioscience) et les
anticorps décrits dans le Tableau 3 (Miltenyi Biotec, sauf si indiqué autrement). Les globules
rouges sont ensuite lysés et fixés avec la solution « VersaLyse lysing solution/ IOTest 3
Fixative Solution » (Beckman Coulter). Le méme protocole de marquage a été appliqué pour
les cellules immunitaires de 1’épithélium et de la LP, avec 2 millions de cellules dont les
globules rouges ont déja été lysés. Aprés marquage avec les anticorps de surface, les cellules
de I’EPI et de la LP ont été fixées avec la solution BD Cytofix (BD Biosciences). L’acquisition
des données a été réalisée sur un cytometre MacsQuant Analyzer a I’aide du logiciel
MacsQuantify (Miltenyi Biotec). Les résultats ont ensuite été analysés a 1’aide du logiciel
FlowJo (Tree Star).

Cible Fluorochrome Clone
CDA45 APC-Vio770 5B1
HLA-DR Vioblue AC122
CD14 PE-Vio770 TUK4
CD16 PerCP-Cy5.5 3G8 (BD)
CD66b FITC TET2

CD3 Viogreen BW264/56
CD20 Viogreen LT19
HLA-DR PerCP AC122
CDl1c APC MJ4-27G12
CD1c (BDCA-1) PE AD5-8E7
CD303a (BDCA-2) | FITC ACl44
CD141 (BDCA-3) Vioblue AD5-14H12
CD14 Viogreen TUK4
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CD3 Vioblue BW264/56

CD4 PE-Vio770 VIT4

CD8 PerCP-Vio700 BW135/80

CD25 APC 4E3

CD127 FITC MB15-18C9

CD20 PE LT19

CD56 APC AF12-7TH3

CD56 BV510 HCD56 (Biolegend)

Tableau 3. Liste des anticorps de cytométrie en flux de surface utilisés pour la caractérisation

des cellules immunitaires circulantes et intestinales de [’étude n°2.

Ré-activation des lymphocytes T et marquages intracellulaires

Afin d’analyser la production des cytokines par cytométrie en flux des LT, les cellules
mononuclées du sang périphérique (PBMC) ont été obtenues apres centrifugation sur un
gradient de Ficoll et lyse des globules rouges. Les PBMC ont ensuite été stimulés pendant 6h a
37°C 5% CO, dans du milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium 1640 +
GlutaMax (Gibco) supplémenté avec 10 % de SVF, 1 % de P/S, 1 % de pyruvate de sodium
(Sigma Aldrich), 1 % d’Hépes contenant 50 ng/ml de phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA,
Sigma Aldrich), 1 pg/ml de ionomycine (Sigma) et 10 pg/ml de Brefeldine A (Sigma) a raison
de 1.10° cellules/ml dans une plaque 12 puits & fond plat. Pour les cellules épithéliales et les
cellules de la LP, le méme protocole est appliqué avec une stimulation de 12h. Les cellules sont
ensuite récoltées, lavées et marquées 30 minutes a 4°C avec les anticorps monoclonaux
suivants : anti-CD19 V450, anti-CD56 V450, anti-HLA-DR V450, anti-CD8 V500 (BD
Biosciences), anti-CD3 APC-Vio770 (Miltenyi Biotec), anti-CD4 BV605 (Biolegend) et le
marqueur de viabilité FVS450 (BD Biosciences). Apres un lavage, les cellules sont incubées
dans du tampon de fixation (BD Cytofix, BD Biosciences) pendant 20 min puis lavées et
incubées pendant 30 min a 4°C a I’abri de la lumiére dans du tampon de perméabilisation (BD
perm/wash, BD Biosciences) contenant les anticorps intracellulaires suivants : anti-I1L-17
BV711, anti IL-4 PE-Cy7, anti-IL-2 PE-Cy?7, anti-IFN-y BV711 (Biolegend), anti-1L-22 APC,
anti-1L-10 Alexa 488, anti-TNF-a. APC (eBioscience), anti-1L-21 APC (Miltenyi Biotec), anti-

IL-13APC et anti-granzyme B FITC (BD Biosciences). Des isotypes controles correspondants
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sont utilisés afin d’évaluer le marquage spécifique. Aprés un lavage dans du tampon de

permeéabilisation, les cellules sont reprises dans du tampon FACS.

Les données de cytométrie en flux ont été acquises avec un cytometre BD Fortessa (BD
Biosciences) et le logiciel FACS Diva (BD Biosciences). Les résultats ont ensuite été analysés

a I’aide du logiciel FlowJo.
Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart standard a la moyenne (SEM) et n’ont pas été
ajustés sur 1I’age. Les différences statistiques des moyennes des trois groupes de sujets ont été
déterminées par un test de Mann & Whitney (test non paramétrique, données non appariées) a
I’aide du logiciel GraphPad Prism 6.0. Une valeur de p < 0,05 est considérée comme

significative.

3.3 Résultats

3.3.1 Description de la cohorte

Les principales caractéristiques des 84 sujets minces (L), 155 obeses non diabétiques (Ob) et
36 obeses diabétiques de type 2 (ObD) sont présentés dans le Tableau 4. Nous pouvons
remarquer une différence significative dans la moyenne d’age des trois groupes. Pour les

analyses et résultats présentés dans ce manuscrit de thése, les données n’ont pas été ajustées sur

I’age.
Groupe Minces (L) Obeéses (Ob) Obéses D2T (ObD)
Effectif 84 155 36
Sexe (F/H) 60/24 131/24 2917
IMC (kg/m?) 225+0,3 42,6 +0,4" 45,3 + 0,97
Age (ans) 51,2+ 1,6 41,4+1,17 47,4 + 2,0
Glycémie a jeun (mmol/L)  4,7+0,1 51+0,1"" 7,4 + 0,47
HbAlc (%) 55+0,1 57+0,17" 7,3 £ 0,27

Tableau 4. Parametres cliniques de la cohorte. Les résultats sont montrés en moyenne + écart
standard & la moyenne. “ p <0,0001 versus L, # p <0,05 versus Ob, # p <0,01 versus Ob, ##
p <0,0001 versus Ob.
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Dans un premier temps, je présenterai les résultats de cytométrie en flux obtenus dans le sang,

puis dans un second temps les résultats observés dans I’intestin gréle.

3.3.2 L’obésité induit une augmentation du nombre de cellules immunitaires

dans le sang circulant et un profil plus pro-inflammatoire des LT

La stratégie d’analyse par cytométrie en flux des cellules immunitaires CD45" et des grandes
sous-populations immunitaires dans le sang est présentée dans la Figure 22. Tout d’abord,
I’analyse de I’expression de CD45 dans le sang circulant montre une augmentation globale du
nombre absolu de cellules immunitaires chez les sujets Ob et ObD, sans association avec le
diabéte de type 2 (Figure 23A). Le nombre de leucocytes circulants est positivement corrélé
avec I’IMC des sujets (Figure 23B), indiquant une association positive entre infiltrat

immunitaire dans le sang et corpulence.

singlets

FSC-H
SSC-A

FSCA———» FSCA—»

Analyse parmi les cellules CD45*
[

Monocytes

Figure 22. Stratégie d’analyse par cytométrie en flux des leucocytes circulants et des grandes
sous-populations immunitaires. Apres exclusion des doublets, les cellules sont sélectionnées en
fonction de leur taille (SSC, side scatter) et de leur granularité (FSC, forward scatter) en
excluant les débris. Les leucocytes sont identifiés avec le marqueur CD45". Parmi les cellules
CD45*, on peut identifier les monocytes CD14™, les granulocytes CD66b*, les lymphocytes B
non plasmocytes CD20*, les lymphocytes T CD3* et les cellules NK CD56* CD3™ parmi les
cellules lymphoides CD45".
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Figure 23. Augmentation du nombre de cellules immunitaires circulantes dans [’obésité et
corrélation avec I'IMC. (A) Analyse par cytométrie en flux du nombre absolu (nombre / ul de
sang) de cellules CD45" circulantes chez 76 sujets minces (L), 116 sujets obeses non
diabétiques (Ob) et 30 sujets obeses T2D (ObD) et (B) corrélation de Spearman avec ['indice
de masse corporelle.

Parmi les leucocytes, j’ai ensuite caractérisé les grandes sous-populations immunitaires innées
(Figures 24 A-F). Ces résultats n’indiquent aucune perturbation spécifique dans la fréquence
des monocytes, des granulocytes et des cellules NK dans 1’obésité humaine. En revanche, a
I’exception des cellules NK dont le nombre n’augmente pas dans 1’obésité, nous observons une
augmentation du nombre absolu des monocytes et des granulocytes, qui suivent I’augmentation

de l’infiltrat global de cellules immunitaires chez les sujets obeses et obéses diabétiques.

La méme analyse a été réalisée pour les deux grandes populations de cellules immunitaires
adaptatives : les lymphocytes T (LT) caractérisés par 1’expression du marqueur CD3 (Figure
25A), et les lymphocytes B (LB) caracterisés par 1’expression du marqueur CD20 (Figure 25B).
La fréquence des LT n’est pas altérée dans I’obésité, mais nous observons une augmentation
significative de la fréquence des LB chez les sujets obéses qui n’est pas retrouvée chez les sujets
obéses diabétiques. De la méme facon que les cellules immunitaires innées, les LT et les LB
sont augmentées en nombre absolu dans le sang des sujets Ob et Obd par rapport aux sujets

minces.
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Figure 24. Pourcentage de cellules immunitaires innées dans le sang parmi les cellules CD45*
(panel de gauche) et nombre absolu (panel de droite). (A et B) Monocytes CD14", (C et D)
granulocytes CD66b™ et (E et F) cellules NK CD56" CD3" chez 76 sujets minces (L), 116 sujets
obéses non diabétiques (Ob) et 30 sujets obéeses diabétiques (ObD).
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Figure 25. Pourcentage de cellules immunitaires adaptatives dans le sang parmi les cellules
CD45* (panel de gauche) et nombre absolu (panel de droite). (A et B) Lymphocytes T CD3™ et
(C et D) lymphocytes B CD20* chez 76 sujets minces (L), 116 sujets obéses non diabétiques
(Ob) et 30 sujets obeses DT2 (ObD).

De maniére plus spécifique, j’ai ensuite étudié les cellules dendritiques du sang qui distinguent
3 grandes sous-populations : les cellules myéloides mDC1 et mDC2 et les cellules dendritiques
plasmacytoides pDC caractérisees a 1’aide des marqueurs CDlc, CD141 et CD303
respectivement (Figures 26A). Dans 1’obésité humaine, la fréquence des cellules dendritiques
my¢éloides (mDC1 et mDC2) n’est pas altérée (Figures 26 B, C), en revanche nous observons
une diminution significative de la fréquence des cellules pDC chez les sujets obéses qui est
exacerbée chez les sujets obeses diabétiques (Figure 26D). Les pDC étant décrites pour jouer
un role dans I’immunité anti-virale via la production d’IFN de type I, cette chute drastique des
pDC pourrait étre mise en relation avec 1’altération des réponses anti-virales décrites dans
I’obésité humaine (Morgan et al., 2010; Paich et al., 2013).
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Figure 26. Caractérisation des sous-populations de cellules dendritiques (DCs) dans le sang.
(A) Stratégie d’analyse par cytométrie en flux des cellules dendritiques circulantes. Apres
exclusion des doublets et des débris, les leucocytes sont caractérisés par [’expression du
marqueur CD45", Les lymphocytes T, les lymphocytes B, les cellules NK et les monocytes sont
ensuite exclus de [’analyse (CD3" CD20" CD56™ CD14  respectivement ou Lin"). Les trois sous-
populations de DCs sont analysées parmi les cellules présentatrices d’antigéne HLA-DR™ Lin
. (B) Pourcentage de cellules dendritiques myéloides de type 1 (mDC1) CD1c*, (C) de cellules
dendritiques myéloides de type 2 (mDC2) CD141" et (D) cellules dendritiques plasmacytoides
(pDC) CD303™ parmi CD45" chez 75 sujets minces (L), 83 sujets obéses non diabétiques (Ob)
et 26 sujets obeses diabétiques (ObD).

Parmi les lymphocytes T, j’ai ensuite caractérisé la sous-population de lymphocytes T
régulateurs (Tregs) a I’aide des marqueurs de surface CD25 et CD127 (Liu et al., 2006; Seddiki

et al., 2006) (Figure 27A). Nos résultats indiquent une diminution de la fréquence des Tregs
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dans le sang des sujets obéses non diabétiques (Figure 27B). Nous avons également étudié les
sous-populations de LT auxiliaires (CD4") et cytotoxiques (CD8") et n’observons pas

d’altération du ratio CD4/CD8 parmi les LT circulants dans 1’obésité humaine (non montre).
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Figure 27. (A) Exemple d’analyse par cytométrie en flux des lymphocytes T régulateurs (Tregs)
CD25" CD127' parmi les LT CD4* et (B) fréquence des Tregs circulants chez 73 sujets minces
(L), 88 sujets obeses non diabétiques (Ob) et 25 sujets obeses DT2 (ObD).

Pour aller plus loin dans la caractérisation des lymphocytes T circulants chez le sujet obése,
dans une sous-cohorte de 29 sujets minces (L), 22 sujets obeses (Ob) et 14 sujets obéses DT2
(ObD), nous avons isolé les PBMC et étudié par cytométrie en flux la production intracellulaire
des cytokines IL-17A, IL-22, granzyme B, 1L-21, IL-4, IL-10, IL-2, TNF-a, IFN-y et IL-13 par
les cellules CD4" et CD8" du sang aprés 6h de stimulation non spécifique par la PMA et la
ionomycine (Figure 28). Parmi les 10 cytokines étudiées, ne sont présentés que les cytokines
pour lesquelles nous observons des différences significatives entre les sujets minces et les sujets
obeses ou obeses diabétiques. Cette analyse révéle une augmentation globale de la production
des cytokines pro-inflammatoires IL-2, TNF-a et IFN-y par les lymphocytes T CD4 et CD8 des
sujets obeses, avec un effet accru chez les sujets obéses diabétiques pour deux cytokines : IL-2
et TNF-a (Figures 28 B-D). Nous observons également une augmentation de la fréquence des
LT produisant du Granzyme B (Figure 28E). Les pourcentages de cellules CD4" produisant de
I’IL-17 et de I’IL-22 sont egalement augmentés chez les sujets obéses diabétiques et pour I’IL-
22 uniquement chez les sujets obéses non diabétiques (Figures 28 F, G), ce qui est consistant
avec d’autres données de la littérature indiquant une augmentation des cellules Th17 et Th22
dans I’obésité et le diabéte chez I’homme (Zhao et al., 2014). Nos résultats indiquent un « shift »
des réponses T vers un profil de type Th1/Th17 dans 1’obésité et le diabéte de type 2 associé a

I’obésité.
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Figure 28. L 'obésiteé induit une augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires
dans le sang. Analyse de production intracellulaire d’IL-2, de TNF-a, d’'IFN-y, de granzyme B,
d’IL-17A et d’IL-22 par les lymphocytes T CD4* et CD8™ apres 6h de stimulation par la PMA
et la ionomycine chez 29 sujets minces (L), 22 obéses non diabétiques (Ob) et 14 sujets obéses
diabétiques (ObD).

3.3.3 L’immunité intestinale est altérée dans I’obésité humaine

Afin de compléter les travaux initiés au laboratoire en collaboration avec le Dr Edith Brot-
Laroche et de nous permettre de mettre en relation le profil immuno-inflammatoire intestinal et

sanguin chez les mémes sujets, j’ai également caractérisé plus amplement par cytométrie en
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flux le phénotype des cellules immunitaires dans la muqueuse jéjunale dans la fraction
épithéliale et dans la lamina propria. Cette étude a été réalisée dans une sous-cohorte de sujets
dont les prélevements de jéjunum ont été obtenus au cours d’un « bypass » gastrique Roux-en-
Y (19 Ob et 9 ObD) avec le consentement éclairé du patient. Un groupe controle spécifique a
été constitué pour cette sous-cohorte. Pour cette analyse, nous avons utilisé les mémes stratégies
d’analyses par cytométrie en flux utilisées pour caractériser les cellules du sang chez les mémes

patients.

L’analyse du pourcentage de cellules CD45" parmi les cellules de la LP montre une
augmentation significative du pourcentage de cellules immunitaires infiltrant la LP des sujets
Ob et ObD par rapport aux sujets minces (Figure 29A). Cet infiltrat immunitaire global dans
la LP est, de la méme fagon que dans le sang, positivement corrélé avec I’indice de masse
corporelle (Figure 29B). En revanche, nous n’observons pas de corrélation entre la fréquence

des cellules CD45" dans le sang et dans la muqueuse intestinale (non montré).
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Figure 29. L obésité altere le nombre de leucocytes dans la lamina propria de [’intestin gréle.
(A) Analyse par cytométrie en flux du pourcentage de cellules CD45™ parmi les cellules isolées
de la lamina propria (LP) de sujets 6 sujets minces (L), 21 sujets obéses non diabétiques (Ob)
et 17 sujets obéses diabétiques (ObD) et (B) corrélation de Spearman entre le pourcentage de
cellules CD45" de la LP et lindice de masse corporelle (BMI) en kg/m?.

Parmi les grandes populations de cellules immunitaires que nous avons étudiées dans 1’intestin,
la fréquence des cellules NK et des cellules CD14" (Figures 30 A, B) reste inchangée dans
I’EPI et la LP des patients. Dans la premiére étude (Monteiro-Sepulveda et al., 2015), nous

observions une augmentation du nombre de cellules NK caractérisées par le marqueur NKp46.
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Dans la muqueuse intestinale, parmi les 3 populations de cellules dendritiques décrites dans le
sang, seules les mDC1 sont détectées. Nous montrons que leur pourcentage parmi les CD45*
dans la LP tend a ’augmentation chez les sujets obéses (Figure 30C), cependant ces résultats

restent a confirmer dans une plus large cohorte comportant notamment davantage de sujets

contrdles.
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Figure 30. Caractérisation des grandes sous-populations immunitaires intestinales (fraction
épithéliale et lamina propria) dans I’obésité humaine. (4) Pourcentage de cellules NK CD56*
CD3, (B) de cellules CD14", (C) des cellules mDC1 CD1c™, (D) de lymphocytes T totaux CD3*
et de lymphocytes T régulateurs Tregs CD25" CD127'° parmi les LT CD4* et (F) des
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lymphocytes B CD20™ dans la lamina propria et [’épithélium de 6 sujets minces (L), 17 sujets
obeses non diabétiques (Ob) et 17 sujets obéses diabétiques (ObD).

Dans I’épithélium et la LP, le pourcentage de lymphocytes T CD3", qui représentent la
population majoritaire dans I’intestin, reste inchangé chez les sujets obéses par rapport aux
sujets minces (Figure 30D). Cette observation suggére que 1’état inflammatoire de 1’intestin
chez les sujets obéses résulte en partie d’une augmentation du nombre des lymphocytes T
comme nous 1’avons décrit précédemment avec 1’augmentation de la densité de LT dans
I’intestin gréle (Monteiro-Sepulveda et al., 2015). De maniere intéressante, parmi les sous-
populations de cellules CD3", nous observons une augmentation significative du pourcentage
de Tregs dans la LP et I’EPI des sujets Ob et ObD (Figure 30E). Dans la LP, cette augmentation
est plus marquée chez les sujets obéses diabétiques, indiquant une possible dérégulation des LT
dans I’obésité. Nos résultats vont a I’inverse des résultats décrits dans I’intestin des souris
obéses ou les Tregs se retrouvent diminués (Garidou et al., 2015; Luck et al., 2015). Cependant,
les segments d’intestin étudiés différent et pourraient expliquer ces différences (jéjunum pour
notre étude, et cdlon et iléon pour les études murines). Enfin, la fréquence des LB ne semble

pas altérée dans 1’obésité humaine (Figure 30F).

3.4 Discussion générale et conclusions

Ces expériences révélent qu’au niveau du sang circulant, I’ensemble des cellules du systéme
immunitaire semble étre impacté par 1’obésité, nous observons en effet une augmentation
globale du nombre de cellules immunitaires circulantes en relation avec I’ IMC des sujets. Parmi
ces leucocytes, peu de populations immunitaires sont altérées en termes de fréquence chez les
sujets obeses et obéses diabétiques, il n’y a pas de modification de 1’équilibre entre les
différentes grandes populations immunitaires. Nous observons une augmentation du nombre
absolu de cellules immunitaires innées et adaptatives qui suit 1’augmentation de cellules
immunitaire globale mais qui n’est pas spécifique. Cependant, les LT pourraient avoir un réle
clé dans I’inflammation systémique associée a 1’obésité par la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires de type Thl et Th17 que I’on retrouvé augmenté dans 1’obésité et le diabéte.
Cet effet pourrait étre amplifi¢ par 1’augmentation significative du nombre absolu de
lymphocytes T totaux dans le sang des sujets obéses. De maniére intéressante, nous observons
une forte diminution de la fréquence et du nombre absolu de cellules dendritiques

plasmacytoides qui pourrait étre liée a la diminution de la réponse vaccinale dans I’obésité, ces
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cellules jouant un réle spécifique dans I’immunité anti-virale (Frasca et al., 2016). Dans
I’intestin des sujets obéses, le méme constat est établi : nous démontrons 1’augmentation de la
fréquence de cellules immunitaires CD45" dans la lamina propria des sujets obéses mais peu de

modifications dans les fréquences de cellules immunitaires parmi CD45",

Ces résultats montrent pour la premiere fois dans 1’obésité humaine, la caractérisation des
cellules immunitaires a la fois dans le sang et dans I’intestin des mémes sujets. Il est également
important de noter la trés forte hétérogénéité dans les résultats obtenus. Il sera donc intéressant,
dans un deuxiéme temps, de mettre en relation les données immuno-inflammatoires obtenues
avec les parameétres biocliniques des sujets et de comprendre s’il est possible de stratifier les

patients.

De plus, pour une partie des sujets, un suivi post-opératoire est prévu a 3, 6 et 12 mois apres
chirurgie bariatrique. Pour ces patients, j’ai effectué les analyses des marquages de cytométrie
en flux dans le sang, ce qui nous permettra de suivre 1’évolution des paramétres immunitaires,
et notamment de la production de cytokines T aprés perte de poids induite par la chirurgie

bariatrique et rémission du diabete chez certains patients.

Enfin, dans le cadre du projet MetaCardis, les données immunitaires obtenues seront mises en

relation avec les données métagénomiques des patients.
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4. Etude n°3 — Implication des cellules MAIT dans le développement des maladies
cardiométaboliques

Article #2

Touch S*, Assmann KE*, Aron-Wisnewsky J, Marquet F, Rouault C, Fradet D, Mosbah H,
Poitou C, MetaCardis Consortium, Isnard R, Helft G, Lehuen A, Clément K*, André S*. MAIT
cells are depleted and prone to apoptosis in cardiometabolic diseases. A soumettre a

Circulation.

Contexte et objectifs :

L’obésité s’accompagne généralement de complications cardiométaboliques qui sont
caractérisées par une évolution en termes de symptdmes. Un trait commun observé dans
I’obésité et des comorbidités telles que le diabete de type 2 et les maladies cardiovasculaires est
un ¢état d’inflammation chronique de bas grade. Dans le contexte de 1’obésité, nous avons
observé des changements de I’immunité innée et adaptative dans le sang et dans le jéjunum
absorptif. Dans le sang, nous montrons une augmentation globale de I’immunité (augmentation
du nombre de cellules CD45%). Parmi ces leucocytes totaux, le nombre absolu des grandes sous-
populations de cellules immunitaires est également augmenté. En revanche, peu de
modifications sont observées en termes de fréquences et de phénotypes dans 1’0bésité et le
diabéte de type 2. Les cellules MAIT constituent une population de LT non conventionnels qui
reconnaissent spécifiquement des dérivés bactériens issus du métabolisme de la vitamine B. La
fréquence de ces cellules est diminuée dans plusieurs pathologies inflammatoires telles que les
maladies autoimmunes et les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin. Dans I’obésité
et le diabéte de type 2, la fréquence des cellules MAIT est diminuée et négativement corrélée
avec I’indice de masse corporelle (Carolan et al., 2015; Magalhaes et al., 2015a). L’obésité et
le diabéte de type 2 étant des facteurs de risque pour le développement des maladies
cardiovasculaires, nous avons donc émis I’hypothése que la fréquence des cellules MAIT
pouvait également étre altérée dans d’autres maladies cardiométaboliques et notamment dans

les maladies cardiovasculaires.

De la méme facon que I’étude n°2, ce projet s’inscrit dans le cadre du projet Européen

MetaCardis mais est cette fois-ci étendu a d’autres pathologies que 1’obésité.

Mes objectifs ont été de caractériser le nombre, la fréquence et le phénotype des cellules

MAIT circulantes a différents stades de progression des maladies cardiométaboliques, de
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relier ces altérations avec les parameétres biocliniques des sujets et enfin de proposer un

mécanisme expliquant la diminution des cellules MAIT en circulation.

Patients et méthodes :

Pour répondre a nos objectifs, nous avons étudié par cytométrie en flux la fréquence, le nombre
absolu et le phénotype des cellules MAIT circulantes a différents stades de maladies
cardiometaboliques chez 373 patients obéses (n = 66), syndrome métabolique (n = 43),
diabétiques de type-2 (n = 138), coronariens avec (n = 27) ou sans (n = 76) insuffisance
cardiaque ainsi que 66 témoins contréles de la cohorte MetaCardis. Ces données ont été

corrélées avec les paramétres biocliniques des sujets aprées ajustement sur 1’age.
Reésultats :

Dans un premier temps, nous montrons pour la premiére fois une diminution de la fréquence et
du nombre absolu de cellules MAIT dans le sang des sujets souffrant de syndrome métabolique
et de maladie coronarienne avec ou sans insuffisance cardiaque par rapport a des sujets sains.
Cette diminution, en fréguence et en nombre absolu, est particulierement marquée chez les
patients atteints de maladie coronarienne avec insuffisance cardiaque. Nous confirmons
également la diminution de la fréquence des cellules MAIT dans le sang des sujets obéses et

obéses diabétiques par rapport aux témoins minces non diabétiques.

Nous avons ensuite étudié les corrélations entre le pourcentage de cellules MAIT dans le sang
avec différentes variables biocliniques. Parmi les parametres étudiés, 1’équilibre glycémique
(% HbALc) est I’un des seuls paramétres, avec la CRP et I’'IP-10, négativement corrélés avec
le pourcentage de MAIT a la fois dans les groupes métaboliques (obésité, syndrome
métabolique et diabéte de type 2) et cardiovasculaires (coronaropathies avec et sans insuffisance

cardiaque).

Enfin, ce résultat nous a amené a tester I’hypothése que la perte des MAIT pouvait étre liée a
une glucotoxicité. En exposant des cellules MAIT et des cellules T conventionnelles (TCONV)
a des doses croissantes de glucose, nous montrons que les MAIT sont plus apoptotiques que les
TCONV en conditions hyperglycémiques.

Conclusion :
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Cette étude montre que la diminution des cellules MAIT dans le sang est un point commun dans
les dérégulations métaboliques et cardiaques. Une hypothése pouvant expliquer cette réduction

est I’effet délétere du glucose sur la survie de ces cellules.
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Abstract:

Background and aims: Cardiometabolic diseases (CMDs) represent a considerable burden for
health care systems. Low-grade inflammation has been identified as an important mediator of
cardiometabolic dysfunctions. Our team has recently demonstrated that the frequency of
circulating mucosal-associated invariant T (MAIT) cells, a subset of T cells that recognizes
bacterial vitamin B metabolites, is decreased in obesity and type-2 diabetes (T2D). We
hypothesized that reduction of MAIT cell worsens with CMDs severity. Thus, we aimed to
quantify circulating MAIT cells in a large population of patients with various forms of CMDs

and assess a potential mechanism underlying MAIT loss from the bloodstream.

Methods: Blood samples were collected from 66 healthy subjects and 373 patients recruited
from the MetaCardis cohort. Patients were classified in 5 groups of CMDs clinically defined as
metabolic syndrome, obesity, T2D, coronary artery disease with or without heart failure. We
examined frequencies and absolute numbers of MAIT cells identified as CD3"CD161"Va7.2
TCR" cells by flow cytometry. Markers of activation and survival were also investigated. These

parameters were put in relation with bioclinical variables.

Results: Despite a global increase of circulating leukocytes, MAIT cell frequency and absolute
number in the blood were significantly decreased in all CMD groups as compared to healthy
controls. A more drastic decrease was observed in patients with coronary artery disease and
heart failure as compared to all other groups. Among a number of clinical parameters available
in the MetaCardis participants, inflammation markers, including CRP and IP-10, and HbAlc
reflecting long-term deterioration of glucose homeostasis were the factors that were
consistently correlated with MAIT cell frequency in metabolic and cardiovascular patients. In
vitro exposition of MAIT cells and classical T cells to increasing doses of glucose promoted

MAIT cells apoptosis while conventional T cells were not altered.

Conclusions: A reduced proportion of MAIT cells appears to be a common cellular signature
observed in CMD patients, with a particularly marked depletion in patients with coronary artery
disease and heart failure. Our results indicate that MAIT cell loss may in part be related to

inflammatory and metabolic stress, notably hyperglycemia.
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Introduction

Cardiometabolic diseases (CMDs) and their comorbidities currently represent a considerable
burden for health care systems in terms of morbidity, mortality and costs. CMDs and more
specifically obesity and type-2-diabetes (T2D), often remain resistant to changes of
diet/lifestyle and progress despite treatments. Importantly, CMD and overt cardiovascular
diseases (CVD) represent chronic diseases that can progress, exacerbate and/or relapse into
acute forms through time. A common link between obesity and several comorbid conditions,
including T2D and CVD, is a chronic low-grade inflammatory state defined by the moderate
but chronic systemic elevation of components involved in the inflammatory process, such as
white blood cells and cytokines (1,2). Numerous clinical and experimental studies have
established a strong link between systemic inflammation and insulin resistance, pancreatic

dysfunction and cardiovascular complications, including coronary artery disease (3-5)

Mucosal-associated invariant T (MAIT) cells represent a recently characterized subset of non-
conventional T cells (6). In humans, MAIT cells constitute a significant population of T cells
in the peripheral blood, but are also one the most enriched T cells in the liver (7) and are also
very abundant in the intestinal mucosa. MAIT cells express an invariant T cell receptor a
(TCRa) rearrangement (TCR Va7.2-Ja33) that recognizes specific bacterial derived vitamin B
metabolites presented by MR1, a monomorphic class-I-related MHC molecule (8-10). They
can be activated by various species of gram positive and negative bacteria and yeast but not
viruses and are therefore important for early protection against bacterial infections (11). In
healthy individuals, MAIT cell frequency varies with age (12-15). Among young individuals,
MAIT cell frequency appears to positively correlate with age, whereas it decreases afterwards
as indicated by a recent study (15). Interestingly no effect of gender was observed to impact
MAIT cells frequency (12). Importantly, metabolic alterations also impacts MAIT cells, since
their frequency decreases during obesity (with a negative correlation with body mass index
(BMI) (16), type-2-diabetes and even more in obese diabetic patients (16,17).

Since obesity is a well-documented risk factor for both T2D and coronary artery disease (18,19),
one can speculate that patients at increasing severity stages of CMDs might present a decreased
MAIT cell frequency as compared to lean individuals. Depletion of MAIT cells have been
reported in a number of chronic diseases, unrelated to obesity, including autoimmune diseases
such as rheumatoid arthritis and inflammatory bowel disease (20), respiratory diseases

including asthma (20) and cystic fibrosis (21) and infectious diseases such as cholera and HIV
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(21). These human observations suggest that a variety of different inflammatory, metabolic and

/or disease-related stressors are implicated in MAIT cell loss.

Since more severe stages of CMD are related to an exacerbation of both metabolic dysfunction
and inflammatory stress (3,4,22), we herein hypothesized that the decrease of MAIT cells
worsens with the severity of CMDs. Our aim was to analyze MAIT abundance and phenotype
in a large human population including healthy subjects and patients with different forms of
CMDs, ranging from metabolic syndrome, obesity and T2D to overt coronary artery disease
with heart failure. In this population, a number of anthropometric, bioclinical and inflammatory
parameters allowed us to address associations with MAIT cell abundance and phenotype. We
also aimed to assess a potential apoptosis-related mechanism of MAIT cell loss from the

bloodstream in the context of cardiometabolic stress.
Methods

Study cohort

Peripheral blood samples were collected from a cohort of 439 subjects aged 20-75 years old
with various stages and severities of cardiometabolic diseases, prospectively recruited between
2013 and 2015 at Pitié-Salpétriere Hospital (ICAN, Institute of Cardiometabolism And
Nutrition) for the European project MetaCardis. Subjects were classified into 6 groups
according to the following parameters: 1/ patients with metabolic syndrome (MS; n = 43)
composed of non-diabetic patients presenting the metabolic syndrome based on the
International Diabetes Federation 2005 Consensus Worldwide Definition of the Metabolic

Syndrome (http://www.idf.org/metabolic-syndrome) i.e. waist circumference > 94 ¢cm in men

and >80 cm in women, and any two of the following four factors : i) triglycerides levels > 1.7
mmol/L or treatment for lipid abnormality (statin or fibrate); ii) HDL cholesterol < 1.03 mmol/L
for European men and 1.29 mmol/L in European women and/or or treatment for lipid
abnormality; iii) abnormal blood pressure (BP): systolic BP > 130 mmHg or diastolic BP > 85
mmHg or anti-hypertensive treatments and abnormal fasting plasma glucose > 5.6 mmol/L. 2/
Severely obese subjects (i.e. BMI>35kg/m?2) (OB; n = 89) without type-2 diabetes nor coronary
artery or any other cardiovascular diseases. 3/ Obese and non-obese patients with type-2
diabetes (T2D; n = 138) without symptomatic coronary artery disease or any previous
cardiovascular event. Type-2 diabetes was defined using ADA definition: fasting glycemia >
6.9 mmol/l and/or HGPO G120 > 11 mmol/l and/or HbAlc > 6.5% and/or use of any anti-

diabetic treatment (23). 4/ Patients with either a first recent (< 2 weeks) event of coronary artery
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disease or chronic coronary artery disease, both with normal cardiac function (CAD; n = 76)
defined upon cardiac ultrasound with a left-ventricular ejection fraction (LVEF) > 45%. 5/
Patients suffering from chronic coronary artery disease and heart failure (CAD-CHF); n = 27)
defined upon ultrasound evaluated LVEF < 45%. 6/ A healthy control group (HC; n = 73) was
composed of non-obese (BMI < 25 kg/m?) volunteers without type-2 diabetes, cardiovascular
diseases, chronic inflammatory or infectious disease. Clinical characteristics of the overall
cohort are summarized in Table 1 and in Supplemental Table 1.

The Ethics Committee (Comité de protection des personnes, CPP lle-de-France) approuved the
clinical investigations. All subjects provided written informed consent and the study was
conducted in accordance with the Helsinki Declaration and is registered in clinical trial
https://clinicaltrials.gov/show/NCT02059538.

Flow cytometry analysis

To characterize and quantify immune cells, 100 ul of whole blood were incubated with Fc
receptor blocking reagent (Miltenyi Biotec) and stained at 4°C for 20 minutes in the dark with
the following antibodies: APC-Vio770-anti-human CDA45 (clone: 5B1), Vioblue-anti-human
CD3 (BW264/56), PE-Vio770-anti-human CD4 (VIT4), PerCP-Vio700-anti-human CD8
(BW135/80), APC-anti-human CD25 (4E3), FITC-anti-human CD127 (MB15-18C9), PE-anti-
human CD161 (191B8) from Miltenyi Biotec and APC-Cy7-anti-human TCR Va7.2 (3C10)
from Biolegend. Red blood cells lysis and cell fixation was obtained with incubation of
VersaLyse lysing solution containing 10Test 3 Fixative Solution (Beckman Coulter). Data
acquisition was performed on a MacsQuant Analyzer using MacsQuantify software (Miltenyi

Biotec). Data were analyzed with FlowJo 10.1r5 software (Tree Star).

Biochemical analyses

Blood samples were collected after an overnight fast. Fasting glucose, high density lipoprotein
(HDL) cholesterol, triglycerides and haemoglobin Alc (HbA1 — glycated haemoglobin) were
measured using enzymatic methods. Alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), and y-Glutamlytransferase (GGT) were measured via Kinetic assays
based on coupled enzyme systems. Fasting insulin and C-peptide were measured using a
chemiluminescence assay (Insulin Architect, Abbott). Leptin was measured using the Human
Leptin Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, Inc.) High-sensitivity c-reactive protein (hs-

CRP) was measured using an IMMAGE automatic immunoassay system (Beckman-Coulter,

113


https://clinicaltrials.gov/show/NCT02059538

Fullerton, CA) and high-sensitivity interleukine 6 (hs-I1L-6) was measured using the Human IL-
6 Quantikine HS ELISA Kit, (R&D Systems, Inc.). Interferon gamma-induced protein 10 (IP-
10) and C-X-C motif chemokine 5 (CXCL5) were measured using a LUMINEX assay
(ProcartaPlex Mix&Match Human 13-plex, eBioscience). Finally, circulating N-terminal pro-

brain natriuretic peptide (pro-BNP) was measured using an ELISA assay.

Collection of anthropometric and clinical data

Weight and height were measured during the clinical inclusion visit according to standardized
procedures. Body fat mass was measured via bioelectrical impedance analysis. The complete
list of prescribed medications as well as the patient’s medical history was gathered. Systolic
and diastolic blood pressure was measured using a mercury sphygmomanometer (measures
were taken three times on each arm, and the mean of the last 2 measurements in the right arm
was used for analyses). Left-ventricular ejection fraction (LVEF), left-ventricular end- systolic
dimension (LVESD) and left-ventricular end-diastolic dimension (LVEDD) were obtained via

cardiac ultrasound performed on the day of the examination. .

Apoptosis assay

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from peripheral blood from 6
healthy non-obese donors. After a Ficoll gradient centrifugation (Stemcell) and collected in
Phosphate-Buffered Saline 1X (Gibco). PBMC were depleted in CD14* monocytes using CD14
MicroBeads from Miltenyi Biotec. PBMC enriched in T cells were resuspended at 1.10%/ml and
cultured for 20 hours in RPMI 1640 Medium 1X (Gibco) containing L-Glutamine and no D-
Glucose, completed with 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco), 1% Penicillin-Streptomycin
and 1% sodium pyruvate (Gibco) with increasing doses of D-Glucose (0, 1, 2, 3, 4, 5, 10 and
20 g/L; Sigma). Staurosporine (0,5 uM; Abcam) was used as a positive control for induction of
cell death. After 20 hours of incubation, PBMC were stained with the following antibodies:
anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD161 and anti-TCR Va7.2 for 20 min then washed in
Annexin V buffer and stained for 15 min with Annexin V APC and fixable viability dye eF506
from eBioscience. Apoptosis was assessed by flow cytometry based on the percentage of
Annexin V* cells among MAIT cells (CD161"9" VVa7.2* cells among CD3*) and conventional
T cells. The percentage of glucose-induced apoptosis was calculated according to the formula:
100 X (% of experimental apoptotic cells — % of spontaneously apoptotic cells) / (100 — % of

spontaneously apoptotic cells) (24).
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Statistical analysis

Participant characteristics were presented as medians (1% quartile, 3 quartile) and compared
across study groups, using Kruskal-Wallis tests for continuous variables and Chi2-tests for
categorical variables. Moreover, specific comparisons between the control group and each of
the other groups were conducted via Mann-Whitney-U tests and Chi2-tests with Bonferroni-
correction for multiple testing. The main variables of interest were the % and absolute number
of MAIT cells.

The distributions of immunological indicators according to study group were displayed as
group-specific dot plots. Differences between the control group and each of the other groups
were tested via age-adjusted analysis of covariance (ANCOVA) models. For these ANCOVA
models, relative and absolute abundances of MAIT cells, the percentage of T lymphocytes
among CD45" leukocytes, and the percentage of double-negative (DN) T cells among CD3* T
cells were normalized using logarithmic transformation (after addition of constants). The
percentage of MAIT cells expressing the marker CD127 was normalized using normal scores
as described by Blom (25). In some analyses, differences between group CAD-CHF and the
different cardiometabolic disease groups were also tested, using the same methodology. We
applied adjustment for multiple testing using Bonferroni- corrections (multiplication of p-
values with the number of comparisons made per analysis).

The relation between the relative circulating abundance of MAIT cells and bioclinical
participant characteristics was tested using age-adjusted (i.e. partial) Spearman correlations —
within the whole study sample and within each study group. These results were presented as a
heatmap for all bioclinical indicators except cardiac health- indicators, and as correlation plots
for variables related to cardiac health.

Dot plots (including unadjusted comparisons of immunological parameters across study
groups) were created with GraphPad Prism 6.01, the heatmap was created with the “gplots”-
package in R 3.3.2, and all other analyses were conducted with the Statistical Analysis Systems,
version 9.4, statistical software package (SAS Institute, Inc.). All statistical tests were two-

tailed with a significance level of 0.05.
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Results

Blood MAIT cells frequencies and numbers, but not total T cells are significantly decreased

in metabolic and cardiovascular diseases

Circulating MAIT cell frequencies were quantified in 66 healthy subjects and 373 patients
classified in 5 groups of subjects with distinct and overlapping clinically defined CMDs (Table
1). Of note, a significant number of obese subjects were found in metabolic syndrome (MS),
type-2 diabetes (T2D), coronary artery disease without heart failure (CAD) and without heart
failure (CAD-CHF) groups. Similarly, 27.6 and 48.1% of patients with CAD and CAD-CHF
respectively were type-2 diabetic. In addition, significant differences between groups were

observed with regards to age and sex ratio.

MAIT cells are characterized by a high expression of CD161 and the invariant TCR a chain,
Va7.2 (Fig 1A). A complete representative gating strategy is presented in Suppl Fig 1.
Strikingly, as previously observed, MAIT cell frequencies among T cells displayed strong inter-
individual variability (Fig 1B). To address the heterogeneity of MAIT cell frequencies, we
looked for correlation with age and gender. We found that in this population, MAIT cell
frequency decreased with age (Spearman correlation coefficient r = -0.22, p < 0.0001), while
no statistical difference was found with gender. Thus, all further statistical analyses were age-

adjusted.

MAIT cell frequency was significantly lower in OB, MS and T2D as compared with the healthy
lean controls (Fig 1B). We also observed a decreased frequency of MAIT cells in CAD and
CAD-CHEF patients. Importantly, MAIT cells were further significantly reduced in patients with
CAD-CHF as compared to all the other groups (all p < 0.05).

All CMD groups displayed an increased number of total CD3" T cells with the exception of
CAD-CHF (Fig 1C). Nevertheless, a significant decrease of MAIT cells absolute number in all
CMDs groups as compared with healthy controls was found (Fig 1D). The more marked
decrease was found in CAD-CHF group. As previously observed, MAIT cells are mostly CD8*
and we observed no significant differences in the frequency of CD4 and CD8 among MAIT
between CMD groups (Suppl Fig 1A). Furthermore, we analyzed the proportion of other T cell

populations and did not observe any difference in the proportions of CD4" T-helper cells (Suppl
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Fig 2B), CD8" cytotoxic T cells (Suppl Fig 2C), CD4  CD8 double-negative T cells (Suppl
Fig 2D) or of CD25" CD127"" regulatory T cells (Tregs) (Suppl Fig 2E) between groups.

Age-adjusted correlation between MAIT cell frequencies and markers of heart function

biomarkers

We further aimed to better characterize the impact of cardiac dysfunction on MAIT cells
frequency, therefore the subsequent analyses were solely performed in CAD and CAD-CHF
patients. We observed a positive correlation between the frequency of MAIT cells and
ultrasound evaluated left-ventricular ejection fraction (LVEF) representing cardiac systolic
function (Fig 2A: partial Spearman r=0.33, p=0.002) and an inverse correlation between MAIT
frequency and left-ventricular ejection diastolic dimension (LVEDD) (Fig 2B: r=-0.27, p=0.01)
and left-ventricular ejection systolic dimension (LVESD) (Fig 2C: r=-0.26, p=0.01). Both
parameters (LVEDD and LVESD), when increased, are markers of left ventricular enlargement
and thus of diastolic dysfunction (26). Of note, there was no significant age-adjusted correlation
between the frequency of MAIT cells and pro-BNP, a systemic biomarker of cardiac
insufficiency (27) modeled as a continuous variable (Fig 2D: r=-0.17, p=0.08). However, when
splitting pro-BNP into two categories, high or low pro-BNP, i.e. <50 years and < 450 pg/ml/
50-75 years and <900 pg/ml, >75 years and <1800 pg/ml (28), we observed that MAIT cell
abundance was decreased in patients with high pro-BNP (p from age-adjusted
ANCOVA=0.003), thus those with the most severe form of cardiac diseases.

Expression of activation and survival markers on MAIT cells

We next aim to evaluate whether the phenotype of MAIT cells could be altered in CMDs. For
this purpose, we chose to quantify the activation marker CD25 (IL-2R) and the survival marker
CD127 (alpha chain of IL-7R). MAIT cells of OB and T2D patients expressed a higher
frequency of CD25 cells as compared to controls (Fig 3A). By contrast, the frequency of CD25"
MAIT cells was not significantly altered in the other groups, suggesting distinct level of MAIT
activation across CMD forms. The frequency of CD127" cells among MAIT was increased in
patients with MS and decreased in OB, CAD and CAD-CHF and remained unchanged in TD2
(Fig 3B). In the whole population, the frequency of CD127* MAIT cells was positively
correlated with MAIT cell frequency (Spearman correlation coefficient r = 0.498, p < 0.0001)
reflecting the role of CD127 as a survival marker (Fig 3B).
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MAIT cell frequencies correlates with body composition, glucose homeostasis, liver health

and inflammatory markers in CMD

In the whole study population, we observed inverse associations between the frequency of
MAIT cells and BMI, increased adiposity and plasma leptin (Fig 4). We also found inverse
association with blood-derived markers of glucose homeostasis (plasma glucose, HBALc,
plasma C-peptide, plasma insulin) as well as surrogates of non-alcoholic fatty liver diseases
(ALT, AST, GGT) and inflammation (CRP, IL-6, IP-10). By contrast, there was a positive
correlation between plasma HDL and the frequency of MAIT cells. In stratified analyses,
according to study groups (controls; groups MS, OB and T2D combined; groups CAD and
CAD-CHF combined), significant associations were observed for HBAlc, CRP and IP-10.

Elevated glucose concentration promotes MAIT cells apoptosis

The observed relation between MAIT cell frequency, T2D and HbAlc led us to investigate
whether glucose toxicity induces MAIT cell loss in the blood. We then exposed T-cells enriched
PBMC to increasing doses of D-glucose (1 to 20 g/L) for 20 hours and analyzed apoptosis of
MAIT cells and conventional T cells by flow cytometry as measured by the surface expression
of phosphatidylserine (Annexin-V positive staining). Staurosporine was used as a positive
control for cell death induction (Fig 5A). Our results show that MAIT cells but not conventional

T cells undergo apoptosis when exposed to high concentrations of glucose (Fig 5B, 5C).
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Discussion

We herein display new findings on the relation between the abundance of circulating
MAIT cells and cardiac health, in a large study cohort composed of 439 French individuals,
including healthy controls and patients presenting different forms of CMDs. Moreover,
confirming previous findings about the decrease of MAIT cell abundance in obese individuals

and T2D patients (16), we also demonstrate that MAIT cells are affected by glucose toxicity.
Circulating MAIT cells as a marker of CMD progression

We hypothesized that the worsening of CMDs stages, going from solely metabolic
alteration to overt form of cardiovascular diseases with cardiac insufficiency would be mirrored
by a progressive loss of circulating MAIT cells. Our results confirm that there is a marked
decrease in relative MAIT cell frequency in the spectrum of CMD going from lean healthy
individuals to individuals with solely metabolic alterations (metabolic syndrome, obesity or
T2D) to finally those with overt coronary artery disease with cardiac insufficiency in whom
levels of MAIT cells were substantially lower than in any other CMD groups.  Importantly,
on top of a substantial decrease in number in those patients we also observe a marked reduction
of MAIT cells expressing the activation marker CD25 and the survival marker CD127, thus
possibly suggesting an added qualitative dysfunction in those severely diseased patients. The
differences in expression of CD25 across study groups are particularly intriguing, since a higher
expression was observed among OB and T2D participants, while a lower expression was
observed among participants with coronary artery disease and this will need further experiments

to better understand the underlying physiopathological mechanisms.
Patients with coronary artery disease — a group with a particularly marked loss of MAIT cells

Interestingly, we went beyond group distribution, i.e with or without cardiac insufficiency, and
showed that reduced MAIT cell frequency was indeed linked to adverse cardiac function
markers. Our findings indicate a more pronounced loss of MAIT cells in patients with the most
severe forms of cardiac dysfunction as seen with cardiac ultrasound evaluation, i.e. lower
LVEF, higher LVEDD, higher LVESD, but also systemic biomarkers with increased circulating
pro-BNP. Elevated pro-BNP is a known diagnostic tool of cardiac dysfunction but also of
patient prognosis independently of other clinical or biological variable (29). We could
hypothesize that a reduced level of MAIT cells could also be predictive of poor prognosis.

Potential underlying mechanisms
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It is of high interest that we consistently found inverse associations between the
frequency of MAIT cells and HBA1c in groups MS, OB and T2D combined, as well as in
groups CAD and CAD-CHF combined — and among all participants. We believe that
associations with this parameter were more consistent than associations with plasma glucose,
C-peptide and insulin because HBALc reflects long-term glucose homeostasis, and MAIT cells
may be particularly sensitive to the effects of long-lasting high plasma glucose concentrations.
Indeed, these results confirms previous findings from our group in an independent cohort
comparing 30 T2D patients, 69 patients with severe obesity and 23 healthy controls (16). We
observed a drastic reduction of the proportion of MAIT cells among circulating CD3* cells in
obese and diabetic participants as compared to controls. The decrease was even more important
in patients with both obesity and T2D. Another team also displayed that individuals with
HBA1c levels higher than 41 showed a significantly lower MAIT cell frequency than those
with lower HBA1c levels. A similar observation was made for participants with insulin
resistance (defined by a homeostasis model assessment for insulin resistance) (17). Going
further into mechanistic study, we hypothesized that glucotoxicity may be a key mechanism
that mediates and increases MAIT cells apoptosis and thus a progressive loss of these immune
cells from the blood stream. Our in-vitro glucose toxicity assay confirmed this hypothesis: a
much larger proportion of MAIT cells underwent apoptosis in response to high concentrations
of glucose as compared to conventional T lymphocytes. Hence, MAIT cells may be particularly
sensitive to chronically elevated blood glucose levels, which could partly explain the lowered
proportion of MAIT cells among all T lymphocytes in patients into the different CMD groups.
Indeed, HbALc reaches pathological levels in the T2D group but as observed in Table 1, the
mean HbAlc in each group is beyond normal and reaches levels that characterize at least
prediabetic states as defined by ADA (23). This concord with previous finding, where MAIT
cells were demonstrated to have a higher propensity to apoptosis than conventional T cells (24).
Gerart et al. have elucidated that both MAIT cells and invariant natural killer (iNKT) T cells
present a particular pro-apoptotic propensity that is dependent on the transcription factor

promyelocytic leukaemia zinc finger protein (PLZF) (24).
Other factors contributing to loss of circulating MAIT cells:

In the context of CMDs, factors other than chronically elevated fasting blood glucose

could trigger an increased MAIT cell apoptosis.
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Obesity and increased adiposity could play a major role as suggested herein by the inverse
correlation of MAIT cells with BMI and fat mass. These results are concordant with our
previous findings where MAIT cells were reduced in the obese individuals (16) as well as in an
Irish study comparing 35 obese and 30 non-obese individuals. The absolute numbers of MAIT
cells were substantially lower among the obese participants as compared to the non-obese
participants, however no significant correlation was observed between BMI and MAIT cells in
this study (17). Interestingly, the proportion of MAIT cells that expressed PD-1, a marker of

clonal exhaustion, was significantly higher in obese individuals than in non-obese individuals.

It is of interest that a significant correlation between MAIT cell frequencies and BMI was found
in the French study published by Gérart et al., but not in the Irish study published by Carolan
et al. More interestingly than overall corpulence, in ou study we show a strong correlation with
increased adiposity and leptin level, thus probably suggesting a role of adipose tissue in MAIT

cell frequency.

In our study, an age-adjusted inverse correlation between relative MAIT cell abundances and
indicators of obesity severity (BMI, percentage body fat and circulating levels of leptin) was
observed in non-stratified analyses, but not in analyses stratified according to CMD status. In
addition, within the different study groups, representing different stages of CMDs, MAIT cell
frequencies were similar among those with a BMI < 30 kg/m? and those with a BMI > 30 kg/m?.

Hence, we believe that other underlying mechanisms than solely increased corpulence could be
involved in MAIT cell loss, such as an increased metabolic and inflammatory stress — as
indicated by our finding that HBALc and different types of inflammation markers. During
obesity and related metabolic alteration, adipose tissue becomes pro-inflammatory with
immune cell infiltration and increased inflammatory secretion among which IP-10 (30). Indeed,
long-term low-grade systemic inflammation may be a stressor that could enhance pro-apoptotic
signaling, as suggested by our finding of consistent inverse correlations between frequency of
MAIT cells and different inflammatory protein or cytokines (i.e. CRP as well as IP-10) in
groups MS, OB and T2D combined, as well as in groups CAD and CAD-CHF combined.

Indeed, some data from the literature also seem to point at an effect of systemic inflammation
in infectious and non-infectious diseases on MAIT cells (7,20,21,31,32). Hence, MAIT cell
depletion appears to be a common feature of diverse types of pathological states. Interestingly,
MAIT cells frequency is enriched in the liver, where they represent approximately 20 to 50%

of T lymphocytes; and it has been suggested that they may have an important role in first line
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of defense of the liver (7). Our finding that MAIT cell frequency was inversely correlated with
GGT in the whole study sample as well as in the coronary artery disease- groups), ALT in the
whole study sample and ASAT in the coronary artery disease- groups, is in line with a potential

implication of MAIT cells in liver health.

Two main mechanisms have been suggested to explain the depletion of circulating MAIT cells
in the context of disease and metabolic dysfunction: the recruitment of MAIT cells to tissues,
including the liver (7) and adipose tissue (16), and activation-induced apoptosis (33). Our
glucose toxicity assay indicates that MAIT cell loss may also be related to stress-induced

apoptosis.

Lastly, the role of gut microbiota on MAIT cells cannot be excluded since they acquire
their phenotype via their interaction with intestinal gut microbiota (11). Furthermore, MAIT
cells are not detectable in germ free mice (34). It is now well demonstrated that during obesity
and metabolic alterations, gut microbiota undergoes profound dyshiosis with a drastic gene
richness reduction (35,36). Thus, we propose that gut microbiota dysbiosis could alter
circulating MAIT cells frequency. Of course, this remains to be tested and evaluated in all the

severity forms of CMD included in this study.
Limitations and strengths

The main limitation of the present study relies in its cross-sectional study design, which does
not enable to establish causal relations. It would be of major interest to study the association
between MAIT cell frequencies and CMDs in a prospective study design, in order to verify
whether disease progression differs between those with initially low and high MAIT cell
frequencies. For example, patients presenting the metabolic syndrome with initially lower
MAIT cell frequencies may have a higher probability to evolve towards more severe stages of
CMDs than their counterparts with initially higher MAIT cell frequencies. Of course, it could
also be the other way around where the increasing severity of the disease alters circulating
MAIT cells frequency via direct or indirect mechanism. A second limitation concerns the
glucose toxicity assay: the tested glucose concentrations were quite high, which makes a direct
comparison with in vivo conditions (i.e. biologically plausible blood glucose concentrations)
difficult. However, in-vitro, 1-2 g/l is a usually applied concentration for the cultivation of

blood cells.
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An important strength of our investigation is the availability of data from both healthy
individuals of the general population and patients at different forms of CMDs. Moreover, a
large variety of clinical and biological data was available for participants, including very

detailed information on immunological parameters.
Conclusion

In conclusion, our findings indicate, for the first time, that the relative abundance of circulating
MAIT cells may serve as an interesting indicator of cardiometabolic health, given its apparent
sensitivity to metabolic and inflammatory stress and to other stress factors that may be
particularly pronounced in chronic heart failure. Our results thus pave the way for future studies
on the frequency and pathophysiology of MAIT cells in relation to cardiac remodeling. Further
experimental studies are needed to elucidate the mechanisms behind these observations, and to
explore whether there may be direct or indirect causal associations between MAIT cell
abundance and MAIT cell activity with the progression of cardiometabolic diseases, and

coronary artery disease in particular.
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Figure legends

Table 1. Presentation of participant characteristics by study group (N=439), MetaCardis
study (2013-2015), France!. Abbreviations: BNP, brain natriuretic peptide; HC, healthy
controls; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LVEDD, left-ventricular end-diastolic
dimension; LVEF, left-ventricular ejection fraction; LVESD, left-ventricular end-systolic
dimension; CAD, participants suffering from coronary artery disease without heart failure;
CAD-CHF, participants suffering from coronary artery disease with heart failure; MS,
participants presenting the metabolic syndrome; OB, participants presenting severe obesity;
T2D, participants suffering from type-2 diabetes. *Values are median (1% quartile, 3" quartile)
for continuous variables and n (%) for categorical variables. 2P-value for overall differences
across groups, obtained via Kruskal-Wallis tests for continuous variables and Chi2-tests for
categorical variables. Differences between the HC-group and each of the other groups were
tested via Mann-Whitney-U tests and Chi2-tests (Bonferroni-corrected statistical significance:
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). The percentage of diabetic individuals was not compared
between the HC-group and the other groups since the HC-group contained no diabetic
participants by definition. Moreover, such comparisons were not made for those cardiac health-
related variables that were not available in the HC-group. *Measured in blood plasma obtained

under fasting conditions.

Figure 1. Decreased frequency and number of circulating MAIT cells in CMD. (A) Flow
cytometry analysis of the frequency of Va7.2 TCR* CD161" MAIT cells among CD3"* T cells
and (B) the absolute number of CD3* T cells and (C) MAIT cells in the blood. Panel (A) and
(C) were based on data from 439 individuals: healthy lean subjects (HC, n = 66), metabolic
syndrome (MS, n = 43), obese non-diabetic (OB, n = 89), type-2-diabetic subjects (T2D, n =
138), patients with acute or chronic coronary artery disease (CAD, n = 76) and patients with
coronary artery disease and congestive heart failure (CAD+CHF, n = 27). Panel (B) was based
on data from 379 individuals. Bonferroni-corrected statistical significance obtained via age-
adjusted analysis of covariance: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; ****p<0.0001. Straight blue
lines represent medians and the dotted line represent the median in the HC group. Red dots

represent type-2-diabetic patients.

Figure 2. Correlation between additional markers of cardiac function and the logarithm
of % MAIT among all circulating T-lymphocytes. Correlations between the logarithm of

MAIT cell frequency and (A) left ventricular ejection fraction (%) (n = 90), (B) left ventricular
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end-diastolic dimension (mm, n = 90), (C) left ventricular end-systolic dimension (n = 89) and
(D) the logarithm of pro-BNP (pg/ml, n = 101). Abbreviations: BNP, brain natriuretic peptide;
r, age-adjusted Spearman correlation coefficient.

Figure 3 Phenotype of circulating MAIT cells in CMD. (A) Flow cytometry analysis of the
frequency of CD25" and (B) CD127* among Vo7.2 TCR* CD161" MAIT cells in the
MetaCardis cohort (n = 439). Bonferroni- corrected statistical significance obtained via age-
adjusted negative binomial regression (A) and analysis of covariance (B): *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001; ****p<0.0001. Straight lines represent medians. Red dots represent type-2-

diabetic patients.

Figure 4. Heatmap illustrating age-adjusted partial Spearman correlations between
MAIT cell frequency and clinical and immunological parameters. Abbreviations: ALT,
alanine- aminotransferase; ASAT, aspartate-aminotransferase; CRP, high sensitivity c-reactive
protein; CXCL5, C-X-C motif chemokine 5; GGT, gamma-glutamyltransferase; 1L-6, high-
sensitivity interleukin 6; IP-10, interferon gamma-induced protein 10. Number of observations
available per variable: body mass index, n=434; percentage body fat, n=398; leptin, n=391,;
HBalc, n=419; C-peptide, n=391; insulin, n=375; HDL, n=431; triglycerides, n=434; ASAT,
n=424; GGT, n=420; ALT, n=424; systolic/ diastolic blood pressure, n=401; CRP, n=418; IL-
6, n=391; IP-10, n=375; CXCLJ5, n=375. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; ****p<0.0001.

Figure 5. MAIT cells are more prone to apoptosis under high glucose concentrations. T-
cells-enriched peripheral blood mononuclear cells (PBMC) enriched from 6 healthy donors
were exposed to increasing concentrations of D-glucose or staurosporine (STS) for 20 hours.
(A) Representative dot plots and (B) quantification of the frequency of annexin-V* staining
among CD161" Va7.2* MAIT cells and conventional T cells (TCONV) after exposure to 1, 10
g/L of D-glucose or 0.5 uM of staurosporine. (C) Percentage of glucose-induced cell death in
MAIT and TCONV when exposed to 1 to 20 g/L of glucose. The percentage of glucose-induced
apoptosis was calculated according to the formula: 100 x (% of experimental apoptotic cells —
% of spontaneously apoptotic cells) / (100 — % of spontaneously apoptotic cells). % of

spontaneously apoptotic cells was defined as the % of Annexin V™ cells at 1 g/L of glucose.
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Figures

Table 1

Table 1. Presentation of participant characteristics by study group (N=439), MetaCardis study (2013-2015), France'

N HC (n=66) MS (n=43) OB (n=89) T2D (n=138) CAD (n=76) CAD-CHF (n=27)
Age at inclusion (y) 439 545(43.0,63.0)  55.0 (45.0, 60.0) 42.0 (34.0,49.0*** 585 (52.0, 63.0) 61.0 (56.0, 66.0)***  60.0 (56.0, 69.0)**
Men, n (%) 439 16 (24.2) 22 (51.2) 11 (12.4) 55 (39.9) 68 (89.5) 19 (70.4)
BMI at inclusion (kg/m?) 434 216(20.7,23.1)  33.7(30.4,37.2)%%*  42.2(39.7,462)***  32.1(285,37.0)**  27.2(25.0,30.4)*** 265 (23.3, 30.1)***
Total fat mass (kg) 396 14.3(12.4,17.0)  35.1(30.4,47.6)*** 559 (49.4, 63.3)***  33.8(26.2, 44.1)*** 238 (172, 31.8)*** 199 (18.2, 313)
Percentage body fat (%) 398 25.0(20.0,29.0)  41.0 (30.6, 46.5)*** 487 (46.6,51.1)***  39.9 (305, 45.0)***  28.0(239,36.3)**  29.1(24.6,34.9)
Diabetic patients, n (%) 439 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 138 (100.0) 21 (27.6) 13 (48.1)
Fasting glycemia (mmol/l) ® 430 4.6(4.4,4.9) 5.4 (4.9, 5.8)*** 5.1 (4.7, 5.6)%** 7.4(6.1, 8.7)*x+ 5.5 (4.9, 6.2)*** 5.0 (4.7, 5.7)**
Glycated haemoglobin (%) 419 5.4 (5.4,5.6) 5.9 (5.5, 6.1)*** 5.8 (5.4, 6.1)*** 7.2 (6.6, 8.0)*** 5.9 (5.6, 6.4)*** 6.1 (5.9, 6.6)***
HDL-cholesterol (mmol/l) ® 431 1.9(15,2.1) 1.0 (0.9, 1.3)*** 1.2 (1.0, 1.4)*** 1.1(0.9, 1.4)*** 1.0 (0.9, 1.3)*** 1.0 (0.6, 1.3)***
Triglycerides (mmol/l) ® 434 0.8(0.6,1.0) 1.6 (0.9, 1.9)*** 1.2 (0.9, 15)*** 1.6 (1.1, 2.1)*** 1.4 (1.0, 1.8)*** 1.0 (0.9, 1.3)%**
Systolic blood pressure (mm hg) 401 117.5 (110.0, 127.5) 132.0 (122.5, 142.5)*** 126.3 (117.5, 133.8)** 133.3 (1235, 141.0)*** 119.5(109.0,127.5)  113.0 (107.0, 125.5)
Diastolic blood pressure (mm hg) 401  69.5 (65.5,75.0)  81.5(72.5,88.5)*** 745 (66.0, 80.8)* 743 (70.0,83.0***  68.3 (615, 74.5) 66.3 (54.5, 74.0)
Alanine transaminase (U/1) ° 424 190 (16.0,22.0)  33.0 (27.0,450)***  26.0(20.0,37.0)***  32.0 (22.0,49.0)***  30.0 (23.0,45.0)***  37.0 (24.0, 52.0)***
Aspartate transaminase (U/l)° 424 26.0(22.0,29.0) 310 (24.0,35.0) 26.0 (21.0, 30.0) 28.0 (22.0, 35.0) 310 (25.0,39.0)**  33.0 (27.0, 44.0)***
v-glutamyl-transferase (U/1) ° 420 20.0(16.0,29.0)  34.0 (27.0,55.0)***  29.0(22.0,40.0)***  37.0 (26.0,49.0)***  39.0 (25.0,60.0)***  73.0(26.0, 207.0 )***
LVEF (%) 353 64.0(60.0,69.0) 655 (62.5, 69.0) 67.0 (64.0, 70.0) 66.0 (62.0, 71.0) 60.0 (55.0, 65.0)**  32.0 (25.0, 39.5)***
LVEDD (mm) 90 - - - - 50.0 (46.0, 54.0) 60.0 (58.0, 67.0)
LVESD (mm) 89 - - - - 31.0 (27.0, 35.0) 475 (43.5,55.0)
Pro-BNP(pg/ml)° 01 - - - - 162.0 (57.0,398.0)  1618.0 (488.0, 3757.0
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Supplemental Table and Figures legends

Supplemental Table 1. Treatments for diabetes, dyslipidemia, and hypertension by study
group (N=439), MetaCardis study (2013-2016), France®. Abbreviations: HC, healthy
controls; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; CAD, participants suffering from
coronary artery disease without heart failure; CAD-CHF, participants suffering from coronary
artery disease with heart failure; MS, participants presenting the metabolic syndrome; OB,
participants presenting severe obesity; T2D, participants suffering from type-2 diabetes.
Yvalues are n (%). 2p-value for overall differences across groups, obtained via Chi2-tests, except

for the number of treatments, for which p-values were obtained via Kruskal-Wallis tests.

Supplemental Figure 1. Flow cytometry gating strategy. After doublet discrimination and
exclusion of debris, MAIT cells were gated among CD3" T cells among CD45" leukocytes and
defined as CD161" TCR Va7.2* cells. The expression of CD4 and CD8 among T cells and
MAIT cells was analyzed. Tregs were analyzed among CD4* T cells and defined as CD25"
CD127'" cells.

Supplemental Figure 2. Analysis of CD4 and CD8 among MAIT cells and T cell subsets
in the MetaCardis study groups. Flow cytometry analysis of (A) CD4*, CD8" and CD4 CD8
(DN) cells among MAIT cell shown as mean + SEM and (B) CD4" T cells, (C) CD8* T cells,
(D) CD4 CD8 T cells and (E) CD25" CD127"" cells (Tregs) among total CD3* T cells. All
panels were based on data from 439 individuals. Bonferroni-corrected statistical significance
obtained via age-adjusted analysis of covariance: *p<0.05. Straight lines represent medians.

Red dots represent type-2-diabetic patients.
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Supplemental Table and Figures

Supplemental Table 1

Supplemental Table 1. Treatments for diabetes, dyslipidemia, and hypertension by study group (N=439), MetaCardis study (2013-2015),
1
France

N HC (n=66) MS (n=43) OB (n=89)  T2D(n=138) CAD (n=76) CAD-CHF (n=27) P’

Patients with antidiabetic drugs (%6) 439 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 112 (81.2) 9 (11.8) 6 (22.2) <0.001
Number of antidiabetic drugs (n) 397 <.0001
0 66 (100.0) 43 (100.0) 89 (100.0) 26 (18.8) 67 (88.2) 21 (77.8)
1 0 (0.0) 0(0.0) 0 (0.0 42 (30.4) 5 (6.6) 1(3.7)
2 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0 34 (24.6) 2 (2.6) 3(11.1)
3 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0 20 (14.5) 1(1.3) 1(3.7)
>4 0(0.0) 0 (0.0) 0(0.0) 16 (11.6) 1(1.3) 1(3.7)
Patients with lipid-lowering drugs (%6) 426 0 (0.0 21 (48.8) 6 (6.7) 65 (47.1) 63 (82.9) 19 (70.4) <0.001
Number of lipid lowering drugs (n) 426 <.0001
0 53 (100.0) 22 (51.2) 83 (93.3) 73 (52.9) 13 (17.1) 8 (29.6)
1 0(0.0) 15 (34.9) 6 (6.7) 62 (44.9) 56 (73.7) 19 (70.4)
>2 0 (0.0) 6 (14.0) 0(0.0) 3(2.2) 7(9.2) 0 (0.0)
Patients with antihypertensive drugs (%) 439 1(1.5) 31(72.1) 24 (27.0) 75 (54.3) 63 (82.9) 23 (85.2) <0.001
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Supplemental Figure 1
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Supplemental Figure 2
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Résultats complémentaires de Particle #2 :

Pour aller plus loin dans la caractérisation des cellules MAIT, nous avons exploré leur profil
cytokinique apres stimulation ex-vivo dans une sous-cohorte de sujets contrbles, obeses et
obeses diabétiques. Les cellules MAIT sont capables de sécréter un large éventail de cytokines
et notamment de fortes quantités d’IL-2, TNF-a, IFN-y et de Granzyme B. Cette analyse révele
une augmentation de la production des cytokines IL-4, IL-10, IL-17A, IL-2 et TNF-a par les
cellules MAIT dans le sang des sujets obeses diabétiques par rapport aux sujets contrbles
minces (Figure 31). Ces résultats confirment dans une deuxieme cohorte indépendante, les

résultats déja observes dans la littérature (Magalhaes et al., 2015a).
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Figure 31. Production de cytokines intracellulaires par les cellules MAIT circulantes aprés 6h

de stimulation PMA/ionomycine chez n = 30 sujets minces (L), 19 sujets obeses (Ob) et 16
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sujets obeses diabétiques (ObD). Tests de Mann Whitney: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. La

ligne bleue représente la médiane.

Nous avons également étudié la fréquence et le nombre absolu des cellules MAIT apres perte
de poids induite par la chirurgie bariatrique 3, 6 et 12 mois apres opération (Figure 32). Nous
n’observons pas de différence significative entre la fréquence de cellules MAIT avant opération
et 3 mois apres 1’opération. Aucune différence n’est observée a 6 et 12 mois, en revanche, ces
résultats ne sont plus significativement différents des résultats obtenus chez les sujets minces

non obeses.
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Figure 32. Analyse des cellules MAIT circulantes aprés bypass gastriqgue Roux-en-Y.
Fréquence des cellules MAIT avant chirurgie bariatrique (n = 22) et 3, 6 et 12 mois post-

opération (n =16, 17, and 19, respectivement). (Individus contrdles, n = 73).

Une hypothése pouvant expliquer la perte de cellules MAIT dans la circulation serait un
recrutement de ces cellules au niveau tissulaire. Pour les sujets obéses et obeses diabétiques
candidats a la chirurgie bariatrique, nous avons collecté des biopsies de jéjunum et de TA
omental afin d’analyser, de la méme maniére que dans le sang, par cytométrie en flux la
fréquence des cellules MAIT dans la lamina propria (LP), I’épithélium jéjunal (EPI) ainsi que
dans la fraction stroma-vasculaire du tissu adipeux omental (TA) (Figure 33). Cette étude
complémentaire montre une accumulation préférentielle des cellules MAIT dans 1’épithélium
intestinal plutdt que dans la lamina propria, ce qui est concordant avec le phénotype méme des
cellules MAIT (CD4°, plus abondantes dans I’EPI que dans la LP). En revanche nous

n’observons pas de différence significative entre le pourcentage de cellules MAIT chez les
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patients obeses ou obeses diabétiques par rapport aux sujets minces dans les 3 compartiments

étudiés. Cependant, la difficulté a accéder a des prélévements chirurgicaux de sujets minces, le

faible nombre de sujets étudiés qui en résulte ainsi que la grande hétérogénéité des résultats ne

permet pas de confirmer 1’absence de modifications.

10

Va7.2° CD161" CD4 /CD3" (%)

o
o
=

=
aaal

o
=y
aaal

<
*
*e ¢

a4
TR 4
¢ e
X
%e

.

<

<
* ¢
* o
L]
..

<

*
*e o o

*

L]

L Ob ObD

L

Ob ObD L

Ob ObD

LP

EPI

Jejunum

AT

Figure 33. Analyse par cytométrie en flux de la fréquence des MAIT tissulaires (Va7.2 TCR™
CD161" CD4 MAIT parmi les LT CD3*) dans la lamina propria (LP), 1'épithélium jéjunal
(EPI) et le tissu adipeux omental (TA) de sujets L (n =4 -6), Ob (n = 9-20) et ObD (n = 5-19).

142



DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’ensemble des résultats présentés dans cette thése sont issus d’études entierement réalisées
chez ’homme. Ces travaux sont en effet basés sur 1’utilisation de prélévements de sang mais
également de tissu adipeux omental et de jéjunum obtenus au cours de bypass gastriques Roux-
en-Y. Ces bio-ressources ont été obtenues dans le cadre de protocoles d’investigation cliniques
avec 1’accord des patients et ont obtenu 1’accord du Comité d’Ethique. Pour I’ensemble des

sujets inclus dans ces études, nous avons acces a de nombreux parametres cliniques.

1. Altérations de Pimmunité intestinale dans I’obésité humaine

La résistance a I’insuline associée a 1’obésité constitue un facteur de risque pour le
développement du syndrome métabolique et du diabéte de type 2, qui représentent eux-mémes
des facteurs de risque pour le développement de nombreuses complications cardiovasculaires.
Dans I’obésité et le DT2, si plusieurs facteurs sont susceptibles de contribuer a I’état de
résistance a I’insuline, I’inflammation chronique de bas grade au niveau systémique ainsi que
dans différents tissus cibles tels que le tissu adipeux, le foie et le muscle semblent également
jouer un rdle majeur dans ce processus (Olefsky and Glass, 2010). Dans I’intestin, les
caractéristiques et les conséquences physiopathologiques de I’inflammation sont encore mal

connues dans le contexte de 1’obésité et des comorbidités associées.

Le premier objectif de ma thése a tout d’abord été de compléter les travaux initiés par le Dr
Edith Brot-Laroche en collaboration avec 1’équipe du Pr Karine Clément, en cherchant a
caractériser les cellules immunitaires de I’intestin gréle absorptif, et plus particulierement les
lymphocytes T présents dans la mugueuse intestinale (barriere épithéliale et lamina propria) de

sujets obeses par rapport a des sujets minces.

Les travaux réalisés avant mon arrivée au laboratoire montrent par immunohistochimie une
altération du nombre de cellules immunitaires innées et adaptatives (macrophages, cellules
dendritiques, cellules NK et lymphocytes T) dans le jéjunum des sujets obeses et obéses
diabétiques par rapport a des sujets minces. Parmi ces cellules immunitaires, les LT représentent
la population immunitaire majoritaire et sont significativement augmentés dans 1’obésité. Nous
observons que cette augmentation est en fait due a un recrutement de lymphocytes T CD8af*
au niveau de 1’épithélium intestinal préférenticllement. En condition physiologique, il a été

montré que les LT CD8af} de 1’épithélium et de la lamina propria avaient une plus forte capacité
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de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par rapport aux LT CD8aa (Cheroutre et al.,
2011). Dans le contexte de I’obésité, cette augmentation du nombre de LT CD8aff au niveau
épithélial pourrait donc étre délétere. Ce recrutement massif de LT au niveau de la barriére
épithéliale nous a amené a explorer le phénotype de ces LT, leur profil de sécrétion ainsi que

leur impact sur la fonction des entérocytes environnants.

2. Role des cellules Thl7 produisant de I’IL-17 et de I’IL-22 dans l’inflammation

intestinale

Notre analyse de la production intracellulaire de cytokines par les lymphocytes T issus de de la
muqueuse jéjunale de sujets obéses ou de sujets minces montre une augmentation de la
fréquence des LT CD4" produisant de I’IL-17 et de I’'IL-22 dans la lamina propria ainsi qu’une
augmentation du pourcentage de LT CD8" produisant de I’'IFN-y a la fois dans la LP et dans
I’épithélium dans 1’obésité humaine. Il est intéressant de noter que ces résultats sont cohérents
avec d’autres observations réalisées dans 2 études chez I’homme dans le sang périphérique et
le tissu adipeux omental de sujets obéses ou diabétiques (Dalmas et al., 2014; Zhao et al., 2014).
Ces résultats semblent indiquer que le profil pro Th17 des cellules T CD4" pourrait étre un point
commun a plusieurs tissus dans le méme contexte de pathologie métabolique. Il reste cependant
a élucider quel est le role de ces cytokines sur I’intestin des sujets obéses et obéses diabétiques

et si leur role est protecteur ou délétere.

Le Tableau 5 résume les connaissances actuelles de 1’état inflammatoire dans I’intestin gréle
des sujets et des souris obéses par rapport a des contréles minces et inclut les résultats de nos
deux études (article #1 et étude #2). Les changements de 1’immunité innée et adaptative
observés dans 1’obésité y sont rapportés. Il est intéressant de noter que si les résultats obtenus
chez I’homme et la souris peuvent parfois différer, les résultats obtenus pour les cellules Th17
sont particulierement divergents. Nos reésultats vont en effet a I’inverse d’autres observations
réalisées chez la souris obése. En effet, trois études ont rapporté une diminution du nombre
et/ou de la fréquence des cellules Th17 dans I’intestin gréle de souris rendues obéses par un
régime gras (Cavallari et al., 2016; Cox et al., 2014; Garidou et al., 2015) et une autre étude ne
montre aucune différence des cellules Th17 entre les souris sous HFD et les souris sous régime
normal (Luck et al., 2015). En revanche, dans cette derniere étude, si les LT CD4" produisant
de I’IL-17 ne sont pas alterés chez les souris sous régime gras, les auteurs observent une

augmentation de la production d’IL-17 par une autre sous-population de LT : les LTy3d. La
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diminution de ces cellules est associée avec une amélioration des parameétres métaboliques et
de I’homéostasie glucidique. Finalement, les différences observeées dans les proportions de
cellules Th17 au sein des 4 différentes études dans des modeles murins peuvent s’expliquer
d’une part par la variabilité dans la durée et dans la composition du régime gras, par les
différences de colonisation du microbiote intestinal des souris, et notamment de la bactérie SFB
qui est connue pour influencer les réponses Thl7. Ainsi, plusieurs études ont montré
I’importance du microbiote intestinal et de 1’activation des TLR dans la différenciation des LT
en Th17 (Abdollahi-Roodsaz et al., 2008) ainsi que du role de ces Th17 dans de nombreux
modeles associés a des pathologies inflammatoires voire autoimmunes (Stepankova et al.,
2007).

Enfin, dans notre étude chez I’homme, nous observons une augmentation de la fréquence des
cellules Th17 dans la LP des sujets obeses par rapport aux sujets minces. Cette augmentation
est a mettre en paralléle avec 1’augmentation de 1’expression de I’IL-6 et de I’'IL-23 dans la

lamina propria des sujets obeses, ces cytokines étant indispensables a la différenciation Th17.

Finalement, les différences que nous observons par rapport aux modeles murins peuvent
également s’expliquer par la différence dans les populations cellulaires au niveau des différents
segments d’intestin gréle : les résultats obtenus chez la souris sont observés dans la I’iléon alors
que les résultats que nous observons sont au niveau de la partie distale de I’intestin gréle, le
jéjunum. Notre étude, contrairement aux mod¢les murins d’obésité, est réalisée chez des sujets
obéses non diabétiques. Nous pouvons nous demander quel est le profil des cellules Th17 chez

des sujets obeses diabétiques.
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Type cellulaire Intestin gréle obese | Référence
Changements de ’immunité innée
LTyd 1 (souris) (Luck et al., 2015)

<> (humain) (Monteiro-Sepulveda et al., 2015)
MAIT <> (humain) (Figure 25, page 71)
Eosinophiles 1 (souris) (Johnson et al., 2015)
Macrophages 1 (humain) (Monteiro-Sepulveda et al., 2015)

<> (souris) (Garidou et al., 2015)
DCs 1 (humain) (Monteiro-Sepulveda et al., 2015)

<> (souris) (Garidou et al., 2015)
Cellules NK 1 (humain) (Monteiro-Sepulveda et al., 2015)
Mastocytes <> (humain) (Monteiro-Sepulveda et al., 2015)
Changements de 'immunité adaptative
LT 1 (humain) (Monteiro-Sepulveda et al., 2015)
LT CD8" of3 1 (souris, humain) (Luck et al., 2015)

1 (humain) (Monteiro-Sepulveda et al., 2015)
Thl 1 (souris, humain) (Luck et al., 2015)

<> (humain) (Monteiro-Sepulveda et al., 2015)
Th17 1 (souris) (Garidou et al., 2015)

<> (souris) (Luck et al., 2015)

1 (humain) (Monteiro-Sepulveda et al., 2015)
Treg 1 (souris) (Luck et al., 2015)

1 (humain) (Figure 23, page 66)
LB <> (humain) (Monteiro-Sepulveda et al., 2015)

Tableau 5. Résumé des altérations immunitaires observées dans [’intestin gréle au cours de
["obésité par rapport au statut mince chez I’homme et la souris. Les fleches indiquent les
changements en termes de fréquence et/ou de nombres dans /’obésité par rapport aux contréles
minces (1 indique une augmentation, | indique une diminution et <> indique qu aucun
changement n’est observé). Abréviations . DCs, cellules dendritiques ; NK, natural killer ;
MAIT, mucosal-associated invariant T cells ; LT, lymphocyte T ; LTh, lymphocyte T helper
(auxiliaire) ; Treg, lymphocyte T régulateur et LB, lymphocyte B. Adapté de (Winer et al.,
2017).
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3. Impact du microenvironnement pro-inflammatoire et des cytokines I1L-17 et I1L-22 sur

la sensibilité a I’insuline des entérocytes

Dans un systéme de co-culture utilisant la lignée entérocytaire Caco-2/TC7 et des LT isolés de
sujets minces et obéses, j’ai observé que les facteurs solubles sécrétés par les lymphocytes T
intestinaux de sujets obeses et non de sujets minces ont la capacité, in vitro, de diminuer la
réponse a une stimulation par I’insuline des entérocytes. Parmi ces facteurs solubles, en plus de
I’effet déja connu du TNF-a sur la signalisation de I’insuline (Hotamisligil et al., 1993), nous
montrons que le GM-CSF, I'IFN-y, I'IL-9, I'IL-21, I’IL-17 et I’IL-22, peuvent également

impacter directement la réponse a I’insuline locale au niveau de I’intestin gréle.

Les cytokines sécrétées par les T CD3" sont induites par la présence d’entérocytes humains. Le
systeme de co-culture étant semi-perméable, il n’est pas possible de savoir si ces cytokines sont
sécrétées par les lymphocytes T, les Caco-2/TC7 ou les deux types cellulaires. Ces résultats
montrent cependant I’existence d’un dialogue entre les entérocytes et les cellules T intra-
épithéliales. Les concentrations en GM-CSF, IFN-y et TNF-a étant plus élevées chez les sujets
obeses par rapport aux témoins minces, nous pourrions faire I’hypothése qu’elles jouent un role
dans la résistance a ’insuline des entérocytes. Cependant, I’effet du GM-CSF est nouveau et
suggére I’implication de nouveaux acteurs proinflammatoires qui restent a explorer dans

I’obésite.

Dans cette étude, nous avons montré que les sécrétions des lymphocytes T CD3" intestinaux
des sujets obéses diminuent I’effet de I’insuline dans les entérocytes. Cet effet est uniquement
retrouvé lorsque les cellules T CD3* sont stimulées in vitro, montrant que I’effet observé est di
aux sécrétions des T CD3", les cellules entérocytaires et lymphocytaires n’entrant pas en contact
entre elles dans ce modéle. In vivo, ces interactions pourraient également se faire via des
contacts directs entre lymphocytes T et entérocytes. En effet, notre étude du phénotype des LT
dans la cohorte montre que les LT intestinaux expriment le CD103, une intégrine exprimée a la

surface des LT qui se fixe a la E-cadhérine exprimée a la surface des entérocytes.

La forte densité de lymphocytes T dans le jéjunum renforce potentiellement I’effet des
cytokines T sur la sensibilité a I’insuline entérocytaire dans 1’obésité. L’augmentation des
proportions de cellules Th17/Th22 observée dans le jéjunum des sujets obeses, est en accord
avec de précédents résultats du laboratoire observés dans le tissu adipeux humain (Dalmas et
al., 2014). Dans I’intestin, I’IL-17 et I’IL-22 semblent étre des cytokines essentielles au

maintien de la fonction barriére de la muqueuse (Lee et al., 2015; Maxwell et al., 2015;
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Sonnenberg et al., 2011; Zheng et al., 2008). Dans 1’obésité et contrairement aux maladies
inflammatoires chroniques intestinales, il n’y a pas de destruction de la muqueuse. Chez les
patients atteints de la maladie de Crohn, il a été montré que les lymphocytes Th17 étaient
augmentés dans la lamina propria, alors que chez des sujets atteints de colite ulcéreuse, les Th22
sont diminués dans ce compartiment, suggérant le role de ces cellules dans le maintien de la

fonction de barriere intestinale (Leung et al., 2014).

Il est aujourd’hui connu que 1’obésité est associée a des troubles métaboliques comme la
résistance a I’insuline. Cette complication est retrouvée chez tous les sujets obéses a I’exception
des MHO. Ces patients, considérés comme obeéses sur la base de leur IMC (> 30 kg/m?), ne
présentent pas les facteurs de risques cardiovasculaires habituellement associés a 1’obésité
(diabete de type 2, dyslipidémie, hypertension). L’existence de ces sujets suggére qu’il existe
des mécanismes de protection contre la résistance a I’insuline qui sont indépendants du
pourcentage de masse grasse et qui restent a ¢lucider. On pense aujourd’hui que I’inflammation
chronique de bas grade retrouvée chez les patients obéses est un mécanisme clé dans le

développement du diabéte de type 2.

4. Liens entre immunité systémique et intestinale

Dans la muqueuse jéjunale des patients obéses, nous avons pu observer une augmentation du
nombre de cellules immunitaires et notamment des LT. Ces LT intestinaux présentent un
phénotype inflammatoire de type Thl et Thl7 et ont la capacité de diminuer la réponse a
I’insuline intestinale. Pour aller plus loin, dans une étude complémentaire (Etude 2), nous avons
comparé dans une cohorte de sujets minces, obéses et obéses diabétiques, la fréquence et/ou le
nombre de cellules immunitaires a la fois dans le sang périphérique et dans le jéjunum
(épithélium et lamina propria). Nous montrons que dans la lamina propria, de la méme fagon
que dans le sang, la proportion de cellules immunitaires (CD45") est augmentée dans 1’obésité
et cette fréquence est positivement corrélée avec I’indice de masse corporelle, supportant
I’importance du role de I’'immunité intestinale dans I’obésit¢ humaine. Nous observons que
dans la LP, la proportion de lymphocytes T régulateurs (Tregs) est également augmentée chez

les sujets obeses, indiquant une possible dérégulation de la balance Th17/Tregs dans 1’obésité.

Nos résultats suggerent que 1’augmentation globale de I’immunité observée dans le sang ainsi

que le phénotype pro-inflammatoire des lymphocytes T, pourraient refléter certaines altérations
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immunitaires observées au niveau intestinal. Ces altérations systémiques et tissulaires sont

susceptibles de contribuer a I’inflammation de bas grade associée a 1’obésité.

Pour I’ensemble de cette cohorte, nous avons acces a de nombreux parameétres biocliniques.
L’analyse métagénomique du microbiote de ces sujets est également en cours. Dans le cadre du
projet MetaCardis, I’analyse statistique de ces différents paramétres nous permettra d’identifier
des liens entre les variables biocliniques, la composition du microbiote intestinal et les

altérations immunitaires au niveau du sang circulant et de la muqueuse intestinale.

5. La diminution des cellules MAIT sanguines, un point commun dans les maladies

métaboliques et cardiovasculaires ?

Dans la derniére étude, nous avons choisi de nous intéresser a une sous-population spécifique
de LT présents dans le sang et les tissus : les cellules MAIT. Avec I’age (Lee etal., 2014; Novak
et al., 2014), mais également dans de nombreuses pathologies, les cellules MAIT sont
diminuées en fréquence et/ou en nombre absolu dans le sang. Cela a été observé dans le cas de
maladies infectieuses (pneumopathies, tuberculose, VIH, choléra), mais de facon plus
surprenante dans le cas de pathologies non infectieuses comme les pathologies autoimmunes
(lupus érythémateux, polyarthrite rhumatoide, sclérose multiple), les maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin (maladie de Crohn, colite ulcérative), I’asthme et la maladie cceliaque
(Sugimoto et al., 2016). Dans les maladies métaboliques comme 1’obésité et le diabéte de type-
2, deux études ont montré que ces cellules étaient diminuées dans le sang, mais également que
leur phénotype était altéré (Carolan et al., 2015; Magalhaes et al., 2015a). Dans les pathologies
cardiovasculaires, la description des cellules MAIT sanguines n’a pas encore été faite. L’0bésité
et le DT2 étant des facteurs de risque pour le développement de complications cardiaques, nous
avons fait I’hypothése qu’avec la progression des maladies cardiométaboliques, le phénotype
des cellules MAIT pouvait également étre altéré, voire aggrave a des stades plus tardifs de la
maladie. Nous avons donc etudié le nombre, la fréquence et le phénotype de ces cellules dans
une cohorte de 439 sujets présentant le syndrome métabolique, de sujets obéses, diabétiques, et
de sujets atteints de coronaropathies avec ou sans insuffisance cardiaque par rapport a des sujets
contréles sains. Les résultats de notre étude montrent que malgré une augmentation du nombre
de cellules immunitaires totales, la frequence, mais également le nombre absolu des cellules
MAIT dans le sang sont diminués a la fois dans les pathologies métaboliques comme 1’obésité,

le diabete et le syndrome métabolique mais également dans la maladie coronarienne, avec et
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sans insuffisance cardiaque. Nous observons d’une part que la diminution des cellules MAIT
est présente a un stade précoce de la maladie métabolique telle que le syndrome métabolique,
mais également que chez les sujets présentant une maladie coronarienne et une insuffisance
cardiaque, les cellules MAIT sont particulierement diminuées dans le sang par rapport aux
sujets contrbles, mais également avec les sujets des autres groupes étudiés. Chez ces patients,
la fréquence des cellules MAIT est positivement corrélée avec la fraction d’éjection
ventriculaire gauche (LVEF), un indicateur de la dysfonction cardiaque. Cependant, cette
observation ne permet pas d’expliquer si la diminution des cellules MAIT dans le sang est une
conséquence de la dysfonction cardiaque, ou bien un indicateur de la sévérité de la maladie. La
diminution des cellules MAIT semble étre un point commun entre les maladies

cardiométaboliques, mais également entre plusieurs pathologies inflammatoires.

De maniére intéressante, les cellules MAIT sont particulierement abondantes dans le foie, ou
elles représentent environ 20 a 50% des LT circulants (Kurioka et al., 2016). Dans notre étude,
nous montrons une corrélation inverse entre la fréquence des MAIT et des enzymes du foie
(GGT, ALAT et ASAT), indiquant une potentielle implication des cellules MAIT dans la
fonction hépatique.

En plus de leur diminution dans le sang, nous observons des différences dans le phénotype des
cellules MAIT. En effet, I’analyse de I’expression des marqueurs CD25 et CD127 (marqueur
d’activation et marqueur de survie respectivement) montrent des résultats différents entre les
groupes étudiés. De maniére intéressante, nous observons une corrélation positive entre la
fréquence des cellules MAIT et I’expression du marqueur CD127. Si la diminution des cellules
MAIT est un point commun entre les différentes pathologies cardiométaboliques, leur
phénotype d’activation (CD25) reste différent et spécifique selon les différents stades de

progression de la maladie.

6. Quelles hypothéses pour la perte des cellules MAIT en circulation ?

6.1 Vers un recrutement tissulaire

Une hypothése pouvant expliquer la perte des cellules MAIT dans la circulation sanguine est
I’hypothése d’un recrutement cellulaire au sein de tissus enflammés/ou cible de la pathologie.
Par exemple, dans la tuberculose, il a été montré que les cellules MAIT étaient enrichies dans

les poumons. Les deux études réalisées sur les MAIT dans I’obésité humaine montrent un
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pourcentage de cellules MAIT plus élevé dans le tissu adipeux par rapport au sang, suggerant
un possible recrutement de ces cellules dans les tissus inflammés (Carolan et al., 2015;
Magalhaes et al., 2015a). Dans 1’étude de Carolan et al. les auteurs trouvent cependant une
diminution de la fréquence des cellules MAIT dans le tissu adipeux de 10 sujets obeses par
rapport a 8 sujets non obéses. Les résultats complémentaires que nous obtenons (Figure 25)
sont plus hétérogenes et ne comportent que 4 sujets minces, mais n’indiquent pas non plus
d’augmentation de la fréquence des cellules MAIT dans le TA. Ces résultats n’excluent
cependant pas complétement la possibilité d’un recrutement tissulaire, notamment dans d’autres

tissus tels que le foie.

6.2 L’hypothése du glucose

De maniére intéressante, nous montrons une corrélation négative entre la présence des cellules
MAIT dans le sang et I’hémoglobine glyquée qui refléte 1’équilibre glycémique. Nous
observons cette corrélation a la fois dans les groupes de sujets atteints de maladies métaboliques
(syndrome métabolique, obésité et diabéte) et dans les pathologies cardiaques étudiées
(coronaropathie avec ou sans insuffisance cardiaque). Il est connu dans la littérature que les
cellules MAIT peuvent étre plus sensibles a des stress environnementaux ou a une activation
du récepteur T. En effet, Gérart et al. montrent que les cellules MAIT, de la méme fagcon que
les cellules NKT, ont une plus grande tendance a 1’apoptose qui dépend de 1’expression du
facteur de transcription PZLF (Gérart et al., 2013). En lien avec les corrélations que nous
observons, nous avons testé 1I’hypothése que la glucotoxicité pouvait expliquer la perte des
cellules MAIT en circulation. In vivo, cela pourrait étre relayé par I’environnement delétere
présent dans le sang des patients atteints de pathologies cardiométaboliques. Apres avoir exposé
des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) en culture a des concentrations
croissantes de glucose, nous avons comparé la mort cellulaire des cellules MAIT par rapport a
des LT conventionnels par cytométrie en flux. Cette analyse montre qu’a des concentrations de
glucose élevées (a partir de 5 g/L), la proportion de cellules MAIT apoptotiques est augmentee

par rapport aux LT conventionnels qui sont moins sensibles au glucose.

Dans notre modele in vitro, I’apoptose des cellules MAIT est observée a partir d’une
concentration de 5 g/L de glucose. Physiologiquement, ces concentrations sont éloignées des
concentrations de glucose plasmatique, méme chez les sujets diabétiques. Cependant, ces
concentrations sont cing fois plus élevées que les taux de glucose habituellement trouvés dans

les milieux de culture de cellules immunitaires (1 g/L dans le milieu RPMI). Une étude
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complémentaire intéressante serait de mettre en culture des PBMC avec du milieu contenant

des serums de patients et de mesurer les taux d’apoptose induits.

7. Cellules MAIT et microbiote intestinal

Les ligands des cellules MAIT sont des antigenes non protéiques qui incluent des précurseurs
et des dérivés issus du métabolisme de biosynthese de la riboflavine (vitamine B2) dans les
bactéries. La diminution des cellules MAIT en circulation est observée dans des infections
bactériennes, mais également dans des infections virales et des pathologies autoimmunes et
cardiométaboliques. Cela sous-entend que d’autres mécanismes pourraient entrer en jeu dans
’activation des cellules MAIT. Dans le cadre du projet Européen MétaCardis, I’ensemble des
patients de la cohorte bénéficie d’une analyse métabolomique (sang et urine) et métagénomique
(séquengage haut débit de I’ADN total des échantillons fécaux). Il sera intéressant de mettre en
relation nos données sur les cellules MAIT avec les métabolites bactériens issus de la synthese
de la riboflavine notamment, ainsi que la composition du microbiote intestinal (en particulier
les bactéries produisant de la riboflavine) dans les différents groupes cardiométaboliques de la

cohorte MetaCardis.

8. Limites et forces de I’étude

Enfin, notre étude ne permet pas d’établir de relations causales entre la diminution des cellules
MAIT dans le sang et le développement de pathologies cardiométaboliques. Cependant, il serait
intéressant de réaliser une étude prospective afin de suivre les patients dans 1’évolution de leur
maladie et de vérifier, aprés ajustement sur 1’age, si en développant des complications
cardiométaboliques, les mémes patients présentent une diminution des cellules MAIT. Par
exemple, chez les sujets souffrant de syndrome métabolique pour lesquels la fréquence de
cellules MAIT est €élevée, nous pourrions imaginer qu’avec I’aggravation du statut métabolique
et glycémique, les patients pourraient voir leur pourcentage de cellules MAIT aggravé. Nous
pouvons également nous demander si les patients de la cohorte pour lesquels les fréquences de
cellules MAIT sont trés bas, sont plus susceptibles de développer d’autres complications. La
mesure de la fréquence des cellules MAIT pourrait dans ce cas étre un marqueur de la santé

cardiométabolique.

Dans une sous-cohorte de sujets obéses et obéses diabétiques, nous avons en partie tenté de

répondre a cette question. Nous avons suivi avant et apres chirurgie bariatrique la fréquence
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des cellules MAIT dans le sang. Cependant, contrairement aux données publiees par Magalhaes
et al., nous ne retrouvons pas d’augmentation significative des cellules MAIT 3 mois aprés
chirurgie bariatrique. Apres chirurgie bariatrique, si les patients ont une perte de poids
significative et résolvent pour certains leur diabéte ou améliorent leurs parametres glycémiques,
ces patients, qui étaient massivement obeses, restent toujours obéses. Il faut rappeler que la
fréquence des cellules MAIT circulantes est fortement corrélée avec 1’indice de masse
corporelle. 1l est également intéressant de noter qu’a partir de 6 mois aprés bypass gastrique
Roux-en-Y, nous n’observons plus de différence significative entre la fréquence des cellules
MAIT chez les sujets minces par rapport aux sujets obeses. Un suivi a plus long terme est

nécessaire afin de confirmer ces résultats.

Enfin, la force de cette étude réside dans le nombre de patients étudiés. En effet, nous montrons
pour la premiére fois, dans une large cohorte de 439 sujets minces et atteints de diverses
pathologies cardiométaboliques, que les cellules MAIT sont diminuées dans le sang. Pour
chacun de ces patients, un large éventail de données cliniques et phénotypiques est disponible
et nous permettra dans le futur d’étudier la relation entre ces données et d’autres paramétres,

cliniques ou de composition du microbiote.

153



CONCLUSION GENERALE

S’il est aujourd’hui bien établi que le tissu adipeux est une source importante de médiateurs de
I’inflammation, il existe peu de données sur le role potentiel d’autres organes dans
I’inflammation bas grade qui caractérise I’obésité humaine. Dans la premiére étude, nous avons
montré que I’intestin gréle, et plus particuliérement le jéjunum absorptif était également la cible
de déerégulations immunitaires, et particulierement des lymphocytes T dont le phénotype est
plus proinflammatoire dans I’intestin des sujets obéses par rapport aux sujets minces. De plus,
notre étude révele 1’existence d’un dialogue délétére entre les lymphocytes T intestinaux et les
entérocytes, qui est aggravé par 1’obésité. Nos résultats suggerent en effet que 1’altération de la
sensibilité a I’insuline intestinale dans I’obésité pourrait résulter de cytokines sécrétées par les
LT jéjunaux telles que I’IL-17 et I'IL-22. Cela suggere que I’immunité intestinale pourrait
participer aux perturbations locales et potentiellement systémiques caractérisant 1’obésité
humaine. Cependant, I’importance physiopathologique du dialogue entre LT en entérocytes
dans I’inflammation et la détérioration de I’homéostasie glucidique chez le sujet obése reste a

élucider.

Dans la deuxieme partie de mon projet de these, nous montrons que les cellules MAIT
circulantes sont diminuées dans plusieurs pathologies cardiométaboliques allant du syndrome
métabolique a I’insuffisance cardiaque. Cette diminution est associée avec 1’équilibre
glycémique et suggére un role délétere du glucose sur les cellules MAIT. Nous montrons en
effet dans un systéeme de culture in vitro, que les cellules MAIT sont plus apoptotiques que les
LT conventionnels en présence de fortes concentrations de glucose. La diminution des cellules
MAIT semble étre un trait commun aux maladies cardiométaboliques et pourrait étre un
indicateur précoce des altérations métaboliques et cardiaques chez les patients. D’autres études
plus mécanistiques restent cependant nécessaires pour expliquer la diminution des cellules
MAIT dans le sang.
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Cellules immunitaires dans les maladies cardiométaboliques : altérations phénotypiques et
fonctionnelles

L’inflammation de bas grade est un trait commun aux maladies cardiométaboliques (CMDs).
Dans I’obésité et le diabéte de type-2 (DT2) en particulier, I’insulino-résistance a été associée a une
inflammation dans plusieurs tissus. L’objectif de ce travail est d’évaluer les interactions entre les
altérations des cellules immunitaires et les perturbations du métabolisme dans les CMDs.

Dans une premiere étude, nous avons étudié I’immunité intestinale et la production cytokinique
des lymphocytes T (LT) jéjunaux de sujets minces et obéses et évalué la relation fonctionnelle entre
LT et entérocytes. Nous montrons que la densité des LT est augmentée dans la muqueuse dans
1’obésité et que I’augmentation de la production de cytokines par les LT de sujets obéses induit une
résistance a I’insuline sur les entérocytes in vitro.

Dans une deuxiéme étude, nous avons caractérisé les cellules MAIT (mucosal-associated
invariant T cells), une sous-population de LT qui reconnait des métabolites bactériens dérives de la
vitamine B, dans le sang de 5 groupes de patients présentant différentes CMDs par rapport a des
sujets contrdles. Dans tous les groupes de patients, nous observons une diminution des cellules
MAIT circulantes qui est corrélée avec I’HbAlc. Nous montrons ex vivo que cette diminution
pourrait étre liée a une plus forte apoptose provoquée par une glucotoxicite.

Nos résultats indiquent que I’environnement immunitaire intestinal pourrait participer aux
perturbations métaboliques locales et systémiques dans 1’obésité humaine. De plus, I’abondance de
certaines cellules immunitaires, comme les MAIT, pourrait servir de marqueur précoce de la
dysfonction cardiométabolique.

Mots clés : inflammation ; obésité ; maladies cardiométaboliques; lymphocytes T ; cellules
MAIT ; intestin gréle ; insulino-résistance

Immune cells in cardiometabolic diseases: phenotypic and functional alterations

A common feature between cardiometabolic diseases (CMDs) is a state of chronic low-grade
inflammation. In obesity and type-2-diabetes (T2D) notably, insulin resistance has been linked to
inflammation in several tissues. The objective of this project is to evaluate the interactions between
immune cell alterations and metabolic perturbations in CMDs.

In a first study, we investigated intestinal immunity and cytokine production of intestinal T
cells in a cohort of lean and obese subjects and evaluated the functional relationship between T cells
and enterocytes. We demonstrated that T cell density and cytokine production was increased in the
jejunal mucosa of obese subjects and promoted insulin resistance in enterocytes in vitro.

In a second study, we characterized mucosal-associated invariant T (MAIT) cells, a subset of
T cells recognizing bacterial vitamin B derivatives, in 5 groups of patients with different forms
CMDs (metabolic syndrome, obesity, T2D, coronary artery disease with or without heart failure)
compared to healthy subjects. We demonstrated that MAIT cell decrease is correlated with HbAlc
and is a common feature in all CMD groups. In an ex vivo study, we show that their depletion in the
blood could be explained by a higher propensity to apoptosis under high glucose concentrations.

Altogether, our findings suggest that the jejunal immune microenvironment could participate
in local and systemic metabolic perturbations in human obesity. We also demonstrate that the
abundance immune cells, such as circulating MAIT cells could serve as an early marker of
cardiometabolic dysfunction.

Keywords: inflammation; obesity; cardiometabolic diseases; T lymphocytes; MAIT cells; small
intestine; insulin resistance
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