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Titre : Les lymphocytes MAIT induisent I'inflammation, la dysbiose et le diabéete

de type 2 au cours de I'obésité

Résumé : Le surpoids et I'obésité touchent plus de 1,9 milliard d’adultes a travers le monde et
pourraient atteindre 3,3 milliards de personnes dans une dizaine d’année. L'obésité est
associée a une inflammation tissulaire et systémique chronique de bas grade, qui contribuent
a I'apparition de la résistance a l'insuline. Récemment, notre laboratoire a mis en évidence
des anomalies d’une nouvelle population de lymphocytes T innés, les cellules MAIT (Mucosal
Associated Invariant T) chez des patients obéses et/ou ayant un diabete de type 2 (T2D). Les
cellules MAIT sont des lymphocytes T non conventionnels, qui expriment un récepteur des
cellules T (TCR) avec une chaine alpha invariante. Leur TCR reconnait la molécule
d’histocompatibilité de classe 1 non classique MR1, présentant des métabolites dérivés de la
voie de biosynthese des vitamines B, notamment les vitamines B2 et B9.

Dans cette étude, nous utilisons les modeles murins pour analyser le role des cellules MAIT
dans le developpement du T2D. Au cours de I'obésité induite par un régime riche en graisse,
les cellules MAIT du tissu adipeux viscéral (TA) et de I'iléon sont activées de facon précoce et
anormale et produisent plus de cytokines pro-inflammatoires (i.e. IL-17, TNFa et I'IFNy). De
plus, I'augmentation de la fréquence tissulaire des MAIT chez des souris Val9 transgéniques
conduit a I'apparition de la résistance a l'insuline et a une intolérance au glucose, au cours de
I’obésité. A I'inverse, les souris obéses déficientes en MAIT, MR17-, sont protégées contre ces
anomalies métaboliques. Une fréquence élevée de MAIT est associée au changement de
macrophages M2 (anti-inflammatoires) en M1 (inflammatoires) et a une infiltration des
cellules NK et des LTaB-CD8 au niveau du TA. Par ailleurs, les MAIT controlent la fréquence
des Treg, ILC2 et ILC3 dans l'iléon et des Treg, ILC2 et éosinophiles dans le tissu adipeux. La
modification de la fréquence des ILC2 et ILC3 est associée a la production intestinale d’IL-33
et d’'IL-25. De plus, nous montrons que le role délétere des MAIT dans le développement du
T2D est associé a une dysbiose intestinale. Finalement, des expériences de transfert de flores
intestinales montrent que cette dysbiose intestinale est en partie responsable des anomalies

immunitaires et métaboliques.

Mots clefs : Cellules MAIT, obésité, diabéte de type 2, microbiote intestinal, inflammation,

LTreg, ILC2, éosinophiles, ILC3, macrophages, résistance a I'insuline, tissu adipeux, intestin.
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Title : Mucosal Associated Invariant T (MAIT) cells induce inflammation, gut

dysbiosis, and type 2 diabetes during obesity

Abstract : Obesity and type 2 diabetes are associated with low-grade chronic inflammation.
Immune cells are recruited and activated in several tissues, including adipose tissue, thereby
contributing to insulin-resistance and diabetes. Recent studies described gut microbiota
dysbiosis as a consequence as well as a driver of obesity and type 2 diabetes. Mucosa-
associated invariant T cells (MAIT) are innate-like T cells expressing a semi-invariant T-cell
receptor restricted by the non-classical MHC class | molecule MR1 presenting bacterial ligands.
In obese/T2D patients MAIT cells in blood and adipose tissue exhibit a pro-inflammatory
profile. In the present study, we show that during high fat diet-induced obesity MAIT cells
produce inflammatory cytokines in adipose tissue and the ileum and induce inflammation in
these tissues by modifying other immune cell populations (i.e. macrophages, CD8 Taf cells,
NK cells, LTreg, eosinophils and ILC2 in the adipose tissue and ILC2, ILC3 and LTreg in the
ileum). These changes impair the function of both tissues leading to insulin resistance, glucose
intolerance, impaired lipid metabolism and increased gut permeability. MAIT cells also impact
gut microbiota dysbiosis during obesity and microbiota transfer experiments highlight a
bidirectional crosstalk between MAIT cells and the gut microbiota leading to inflammation and
gut leakage. Altogether these results reveal the major role of MAIT cells in promoting the

development of type 2 diabetes during obesity.

Keywords : MAIT cells, obesity, type 2 diabetes, gut microbiota, inflammation, LTreg, ILC2,

eosinophil, ILC3, macrophage, insulin resistance, adipose tissue, intestine.
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Abréviations

d's Male
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6-D-ribitylaminouracil

5-OP-RU : 5-(2-oxopropylideneamino)-
6-D-ribitylaminouracil

6-FP: 6-Formyl Pterin

Ac-6-FP: Acetyl-6-Formyl Pterin

ACC: Acetyl-Coenzyme A

ACCI1: Acetyl-Coenzym A Aarboxylase 1
AdipoR(n): Adiponectin Receptor (n)
AG: Acid Gras

AhR: Aryl hydrocarbon Receptor

AMP: Anti Microbial Peptide

AMPec: Cyclic Adenosine MonoPhosphate
AMP-kinase: Activated Protein kinase
Angplt 4: Angiopoietine like 4

APC: Antigen Presenting Cells

APRIL: A Proliferation-Inducing Ligand
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CCL (n): Chemokine (C-C motif) Ligand (n)
CHC: Carcinome Hépatocellulaire
ChREBP: Carbohydrate-responsive element-
binding protein

Coefficient CG: Taux de guanine (G) et
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d'ADN

CP: CryptoPatch

CXCL(n): Chemokine (C-X-C motif)
Ligand (n)

DAG: DiAcyl Glycerol

DC: Dendritic Cell

DTR: Diphtheria Toxin Receptor

E4BP4: Nuclear factor, interleukin 3
regulated

EAE: Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis

EPX: Eosinophil Peroxidase

FAOQ: Fatty Acid Oxidation

FAS: FFA synthase

FFA: Free Faty Acid

Fiaf: Fasting-induced adipose factor
FoxP3: Forkhead box P3

Fut-2: Fucosyltransferase 2

FXR: Farnesoid X Receptor

GALT: Gut-Associated Lymphoid Tissue
GATA-3: Trans-acting T-cell-specific transcription
factor

GLP-1: Glucagon-Like Peptide-1
GLUT-(n): Glucose Transporter (n)
GMC-SF: Granulocyte-Macrophage
Colony-Stimulating Factor

GPCR (OU GPR): Récepteur li¢ a la protéine G
HBYV: Hepatitis B Virus

HCYV: Hepatitis C Virus

HIF-1: Hypoxia Inducible Factor 1
HIV: Le virus de I'immunodéficience humaine
HSL: Hormone Sensitive Lipase
ICOS: Inducible T-cell COStimulator
IEL: Intra-Epithelial Lymphocyte
IFNy: Interféron y

IgM: Immunoglobuline M

IKKze: I Kappa B Kinase ¢

IL-(n): Interleukine (n)

ILC (n): Innate Lymphoid Cell (n)

ILF: Isolated Lymphoid Follicles
IL-nR: Interleukin (n) Receptor
iLtreg: Lymphocyte T régulateur induit
IMC: Indice de Masse Corporelle
iNKT: invariant Natural Killer T

iNOS: inducible Nitric Oxide Synthase
IRS1: Insulin Receptor Substrate 1
JNKI1: c-Jun N-terminal Kinases

KAR: Killer Activation Receptor

KIR: Killer Inhibition Receptor

LB: Lymphocyte B

LP: Lamina Propria

LPL: Lamina Propria Lymphocytes
LPS: LipoPolySaccharide

LT: Lymphocyte T

Lti: Lymphoid Tissue inducer

LTa: Lymphotoxin-alpha

LXR: Liver X Receptor, récepteurs des



oxystérols

MAIT: Mucosal-Associated Invariant

T cell

MAMP: Microbe-Associated Molecular
Patterns

MBP: Maltose-Binding Protein

MCP-1: Monocyte chemoattractant
protein-1, CCL2

MHC: Major Histocompatibility Complex
MIF: Macrophage migration Inhibitory
Factor

MLN: Mesenteric Lymph Node

MMP2: Matrix Metalloproteinase-2
MR1: Major histocompatibility complex,
class I-Related

MS: Multiple Sclerosis

MSRI1: Macrophage Scavenger Receptor 1
MUC?2: Mucine 2

MyD88: Myeloid Differentiation
primary response gene 88

NCRI1: Natural Cytotoxicity Triggering
Receptor 1

NF-kB: Nuclear Factor-kappa B

NK: Natural Killer

NLRP3: NOD-like receptor family,
Pyrin domain containing 3

NOD: Nucleotide Oligomerization
Domain receptors

Occ : Occludine

Ogfr: Opioid growth factor

Oprd1: Opioid Receptor Delta 1
OXHPOS: Oxidative Phosphorylation
PAI-4: Plasminogen Activator Inhibitor 1
PAMP: Pathogen-Associated Molecular
Patterns

PD-1: Programmed cell Death 1

PDH: Pyruvate DeHydrogenase

PGN: PeptidoGlycaNe

PLRLC: Precursor Lymphocyte-Specific
Regulatory Light Chain

PLZF: Promyelocytic Leukaemia Zinc Finger
protein

PMA/Iono: Phorbol Myristate
Acetate/lonomycin

PP: Payer Patch
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PPARYy: Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor y

PRR: Pattern Recognition Receptor

PSA: PolySaccharide A

PYCARD: Apoptosis-associated speck-like
protein containing a card, ASC

PYY: Peptide YY

RANTES: Regulated on Activation, Normal
T Cell Expressed and Secreted, CCL5

RE: Reticulum Endoplasmic

ReglII: Regenerating gene family protein 111
RIG-Like

Roryt: RAR-related orphan receptor gamma T
ROS: Reactive Oxygen Species

SAA: Serum Amyloid A

SCFA: Short Chain Fatty Acids

SFB: Segmented Filamentous Bacteria

sIgA: Immunoglobulines A Secrétoire

SNC: Systéme Nerveux Central

SREBP-1: Sterol regulatory element-binding
protein 1

ST1/ST2: Recepteur a 1'1L-33

STAT-4: Signal Transducer and Activator of
Transcription 4

SVF: Stromal Vascular Fraction

T2D: Diabete de Type 2

TA: Tissu Adipeux

T-bet: T-box transcription factor

TCR: T-Cell Receptor

TdT: Terminal deoxynucleotidyl Transferase
TG: Triglycéride

TGFp: Transforming growth factor 3

TH17: Lymphocyte T auxiliaire de type 17
TLR: Recepteur Toll-Like

TNEF: Tumor Necrosis Factor

TRBY (ou VP) : Sous unité variable du TCRf
TRIF: TIR-domain-containing adapter-
inducing interferon-f3

TSLP: Thymic Stromal LymphoPoietin
UCP: UnCoupling Protein, Thermogenin
VEGTF: Vascular Endothelial Growth Factor
VLA-4: Very Late Antigen-4, Integrin a4f1
WAT: White Adipose Tissue

Z.0: Zonuline
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Introduction : la « diabésité »

L'obésité, considérée par beaucoup comme une épidémie du 21éme siécle (NCD Risk Factor
Collaboration (NCD-RisC), 2016), est caractérisée par un indice de masse corporel (IMC) > 30
kg/m?. Elle est définie comme une accumulation anormale ou excessive du tissu adipeux (TA)
s'accompagne habituellement d'une inflammation systémique, légere et chronique.

L'IMC est I'outil le plus couramment utilisé pour déterminer si et dans quelle mesure une
personne est considérée comme obése (Tableau I-1) (Javed et al.,, 2015). L'IMC estime
généralement l'adiposité et identifie le surpoids et I'obésité en fonction du poids de l'individu
exprimé en kilogrammes (kg) et divisé par la hauteur en métres carrés (m?). La classification
de I'organisme mondial de santé (OMS) utilisant I'lMC définit I'Insuffisance pondérale comme
<18,5 kg/m?, un poids normal a 18,5-24,9 kg/m?, un surpoids a 25-29,9 kg/m2, I'obésité > 30
kg/m2 et un IMC> 40 kg/m2 est considéré comme une obésité extréme (Tableau I-1) (WHO

Expert Consultation, 2004).

BMI(kg/m?)

Principal cut-off Additional cut-off
points points

Underweight <18.50 <18.50
Severe thinness <16.00 <16.00
Moderate thinness 16.00 - 16.99 16.00 - 16.99
Mild thinness 17.00 - 18.49 17.00 - 18.49

18.50 - 22.99

Normal range 18.50 - 24.99

23.00 - 24.99
Overweight =25.00 =25.00
25.00 - 27.49
Pre-obese 25.00 - 29.99
27.50 - 29.99
Obese =30.00 =30.00
30.00 - 32.49
| I . - 34.
Obese class 30.00 - 34.99 32.50 - 34.99
35.00 - 37.49
Ob I II 35.00 - 39.99
ese class 37.50 - 39.99
Obese class III >40.00 >40.00

Tableau I-1: Les différents niveaux de corpulence en fonction de I'IlMC
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Entre 1980 et 2013, I'incidence de I'obésité a augmenté de 27.5% chez les adultes et de 43.1%
chez les enfants (Ng et al., 2014). On estime qu’en 2014 plus de 1,9 milliard d'adultes étaient
en surpoids. Parmi ceux-ci, plus de 600 millions d'adultes étaient obéses. Dans I'ensemble,
environ 13% de la population adulte mondiale (11% des hommes et 15% des femmes) étaient
obéses en 2014 et 39% des adultes de 18 ans et plus (38% des hommes et 40% des femmes)
étaient en surpoids (Figure I-1). L'obésité modifie la qualité de vie et peut méme induire la
mort des personnes atteintes. En 2010, les décées dus a I'obésité ont été estimés a 3.4 millions
(Lim et al., 2012). Cette prévalence se traduit par un co(t global de santé équivalent a 2,8%
du produit intérieur brut mondial, soit environ 2 billions de dollars (McKinsey Global Institute,

2014).
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Figure I-1: Prévalence de I'obésité (IMC>=30) chez la femme (carte du haut) et
I'hnomme (carte du bas) en 2014 (Mendis et al., 2015).

De nos jours, I'obésité concerne a la fois les pays développés et les pays en cours de
développement. La distribution du taux d’obésité entre les sexes (& et @) change selon le

niveau de développement des pays. Dans les pays développés, il y a plus d’hommes obeéses
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que de femmes obéses, alors que la situation s’inverse dans les pays non développés (Figurel).
D’autre part, la prévalence de I'obésité est plus élevée dans les pays développés que dans les
pays en cours de développement (Ng et al., 2014).

D'ici 2030, les estimations prévoient que 51% de la population sera obese et que 57,8% de la
population adulte mondiale (3,3 milliards de personnes) auront un IMC de 25 kg/m2 ou plus
(Finkelstein et al., 2012; Kelly et al., 2008).

Le dépot excessif de graisse dans |'obésité est largement considéré comme le résultat d'un
déséquilibre entre |'apport et les dépenses énergétiques. Cependant, en réalité, I'étiologie de
I'obésité est plus complexe et posséde une étiologie multifactorielle (Sellayah et al., 2014).
Le poids corporel est déterminé par l'interaction complexe entre des facteurs
comportementaux, génétiques, environnementaux, physiologiques, psychosociaux et
économiques (Bhupathiraju and Hu, 2016).

Le contréle du poids et de la composition du corps tient compte de I'absorption d'énergie, de
la dépense énergétique et des dépdts de graisse, qui sont interconnectés par les systemes
nerveux et endocrinien, ou différents neuropeptides et hormones participent (Martinez,
2000). Plusieurs facteurs modifient ces processus de régulation, a savoir les facteurs
environnementaux (e.g. le manque de sommeil), le niveau d'activité physique, le microbiote
intestinal, les perturbateurs endocriniens (i.e. les produits chimiques qui interférent avec la
régulation endocrinienne), la qualité globale de I'alimentation, les médicaments, les facteurs
de reproduction et les effets intergénérationnels et épigénétiques (Gonzalez-Muniesa et al.,
2017; McAllister et al., 2009).

La faim et la satiété sont controlées par des interactions complexes entre le systeme nerveux,
les nutriments, la détection mécanique, les rythmes circadiens et les hormones.
L’hypothalamus et ses molécules de signalisation jouent un role essentiel dans I’équilibre et
la coordination du bilan énergétique et de I'homéostasie (Singh et al., 2017).

L'apport alimentaire déclenche des signaux gastro-intestinaux médiés par une distension
mécanique ou des hormones paracrines et des signaux nutritifs qui modulent I'appétit via
différents neurotransmetteurs, acides aminés et neuropeptides. Le systeme nerveux
autonome et plusieurs hormones circulantes ont également été impliqués dans la réponse
métabolique a I'apport alimentaire et au métabolisme nutritif, ce qui affecte I'appétit, la

thermogenése et le dépot de graisse, ainsi que d’autres processus (Camilleri, 2015).
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D'autres facteurs endogénes associés a |'obésité pourraient induire une perturbation du
contréle de I'appétit, des processus inflammatoires et des troubles du métabolisme lipidique
(McAllister et al., 2009). Plusieurs marqueurs inflammatoires clés ont été régulierement
associés a la fois a I'obésité et au risque des maladies associées a |'obésité, ce qui suggere
qu'une réponse inflammatoire persistante et de bas grade soit un facteur de risque
potentiellement modifiable.

L'expansion du TA dans I'obésité est caractérisée par une infiltration croissante des cellules
immunitaires pro-inflammatoires dans ce tissu provoquant une inflammation chronique de
bas grade. Le changement phénotypique des macrophages est un mécanisme important de
I'inflammation des TA. De plus, le systeme immunitaire adaptatif est particulierement
impliqué dans cette réponse inflammatoire. Les changements phénotypiques des
lymphocytes T (LT) et leur recrutement précedent l'infiltration des macrophages et la controle.
Les cytokines et les chimiokines produites par les cellules immunitaires influencent
I'inflammation localisée et systémique, participe a I'induction de la résistance a l'insuline
(Nishimura et al., 2009; Sell et al., 2012). Une caractérisation approfondie des mécanismes
induisant ces réponses inflammatoires chez les personnes en surpoids et obéses pourrait
permettre le développement de stratégies d'intervention pour atténuer les maladies
associées a I'obésité.

Par ailleurs, de nombreux travaux décrivent la perturbation du microbiote intestinal et des
changements dans la perméabilité intestinale comme déclencheurs potentiels de
I'inflammation (Cox et al., 2015). Par exemple, il a été constaté que le microbiote des
personnes atteintes d'obésité est moins diversifié avec une proportion différente de
Firmicutes et des Bacteroidetes (Ridaura et al., 2013). Il semblerait que cette dysbiose du
microbiote favorise un état inflammatoire, altere le métabolisme de certains nutriments,
influence I'absorption d'énergie et ainsi affecte le stockage et la dépense de cette énergie

(Gonzalez-Muniesa et al., 2017).

14



KIAF Badr - Thése de doctorat - 2017

Les études de population ont clairement montré que les personnes atteintes d'obésité
risquent de développer de nombreuses complications pathologiques contribuant a des morts
prématurées (Figure 1-2) (Cornier et al., 2011). Ces complications sont principalement une
augmentation du risque de développer des syndromes métaboliques (i.e. hypertension et
hypercholestérolémie), des troubles endocriniens (Figure 1-3), des problémes respiratoires
(e.g. asthme, apnée du sommeil), des maladies cardiovasculaires (e.g. athérosclérose et crise
cardiaque), des maladies rénales, les maladies neurodégénératives et des cancers (e.g.
cancers de I'endomeétre, du foie et des reins) (Després and Lemieux, 2006; Mazon et al., 2017,
Park et al., 2014, 2014, Renehan et al., 2010, 2010; Whaley-Connell and Sowers, 2017). De
plus, l'obésité peut induire des troubles psychologiques, d'humeur et de fonction cognitive

(Jauch-Chara and Oltmanns, 2014).

Cardiovascular
disease
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Unhealthy diet Heart attack

Urbanization pressure
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Figure I-2: Les facteurs de risque et complications de I'obésité (Mendis et al.,
2015).

Plusieurs travaux ont établi un lien entre I'obésité et le diabéte de type 2 (T2D). Ainsi, une
étude multicentrique aux Etats Unis a trouvé que 90% des américains qui développent un T2D
ont un IMC supérieur ou égal a 23 Kg/m? (Allison et al., 1999). De plus, le risque de développer
un T2D est plus important chez les personnes a corpulence anormale t6t dans la vie (Stevens
et al.,, 2001; Wannamethee and Shaper, 1999). La « diabésité » est le terme proposé pour

parler de cette corrélation étroite (Allison et al., 1999).
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Figure I-3: Prévalence du diabéte de type 2 chez les personnes adultes selon le
sexe, femmes (carte du haut) et hommes (carte du bas) (Mendis et al., 2015).

Etant donné que la prévalence de I'obésité et des maladies associées continue de croitre et
que les préoccupations liées aux colits économiques et sociaux augmentent également, des
stratégies de gestion innovantes, au-dela de la prévention primaire et des interventions
traditionnelles sur le mode de vie, sont requises. La base immunitaire de la maladie est une

avenue pour une exploration plus poussée dans ce contexte.
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I. Le tissu adipeux:

Le TA est de loin, le premier tissu concerné par les études cliniques et fondamentales en
relation avec la « diabésité ». De plus, avec le développement mondial de I'obésité, I'étude du
TA est devenue une nécessité et pour lever le voile sur plusieurs nouveaux aspects de la

physiologie et du réle de cet organe.

A. Les différents types de tissus adipeux :

On compte aujourd’hui 2 groupes majeurs de tissus adipeux, le tissu adipeux blanc (WAT) et

le tissu adipeux brun (BAT) (Sanchez-Gurmaches et al., 2016).

Le WAT est beaucoup plus abondant que le BAT. Les adipocytes de ce tissu contiennent une
seule grande gouttelette lipidique et assurent le stockage de lipide. Lors de I'obésité ce
stockage permet de protéger les autres organes (e.g. le foie et le muscle) de la lipotoxicité. Le
WAT viscéral et le WAT sous-cutané se distinguent I'un de I'autre par leur effet opposé sur le
développement de [linsulino-résistance. Les causes de ces propriétés métaboliques
différentes ne sont pas encore connues. Le WAT sous-cutané a des propriétés anti-
inflammatoires contrairement au WAT viscéral qui possede des propriétés pro-inflammatoires
(Meisinger et al., 2006; Pischon et al., 2008). Le WAT est capable de réguler ’homéostasie
énergétique a travers la sécretion de facteurs appelés « adipokines » tels que les
adiponectines et la leptine (Deng and Scherer, 2010; Trayhurn and Wood, 2004a). Par ailleurs,
I’expansion du WAT peut se faire selon deux mécanismes distincts, « L’hypertrophie » et
« I’hyperplasie » (Wang et al., 2013). Chez la souris &, le WAT épididymal représentatif du

WAT viscéral est le plus étudié.

Récemment décrit, le BAT se distingue du WAT par I'abondance en mitochondries et en
gouttelettes lipidiques dans les adipocytes (d’ou sa couleur). Les mitochondries de ces
adipocytes sont tapissées, au niveau de leur membrane interne, d’'une protéine appelée UCP-
1, responsable de la thermogenése (un processus par lequel 'UCP-1 détourne la chaine
respiratoire mitochondriale vers la production de chaleur au lieu d’énergie sous forme d’ATP)

(Cannon and Nedergaard, 2004).
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En plus du WAT et du BAT, le TA « beige » est considéré comme un nouveau type de TA
(Sanchez-Gurmaches et al., 2016). Les adipocytes qui le forment sont morphologiquement
similaires a des adipocytes du WAT et sont capables de produire de la chaleur grace a
I’expression d’UCP-1 (Cousin et al., 1992; Young et al., 1984). Comparés aux adipocytes du
BAT, les adipocytes du TA « beige » ont des précurceurs cellulaires différents (Wu et al.,

2012a).
B. Fonctions du tissu adipeux blanc :

En plus de son role d’isolant thermique et mécanique et de stockage énergétique, le TA
contréle étroitement I’homéostasie glycémique et lipidique a travers un réseau de
signalisation in-situ et a distance assez complexe. Il est Considéré, ainsi, comme la plus grande

glande endocrine du corps humain.
1. Stockage énergétique et la lipolyse :

Le TA stocke le surplus des substrats énergétiques (e.g. acides gras et glucose) sous forme de
triglycéride (TG) (Figure I-1). Au niveau de la circulation sanguine, les acides gras (AG) sont
sous différentes formes. lls peuvent étre libres (FFA, i.e. Free Faty Acid) ou complexés sous
forme de TG a d’autres protéines pour former des chylomicrons ou des lipoprotéines de
faible/tres faible/haute densité lipidique. Ces complexes assurent I"lacheminement des AG
vers le TA ou se produit des réactions en chaine d’hydrolyse (pour les TG circulants) en FFA
puis d’estérification en TG qui forme les gouttelettes lipidiques des adipocytes (Goldberg,
1996; Tacken et al., 2000).

Lipogeneése : Le glucose est une source potentielle d’AG stockés au niveau du TA. La
néosynthese d’AG s’effectue majoritairement au niveau du foie chez 'homme. Chez les
rongeurs (e.g. la souris) la néosynthése d’AG s’effectue a la fois au niveau du foie et du TA.
Cette néosynthese d’AG commence par la glycolyse qui permet la production du pyruvate.
Celui-ci est catalysée par la PDH (pyruvate déshydrogénase), I’ACC (acétyl-CoA carboxylase) et
la FAS (FFA synthase) pour former des AG a chaine saturée, qui seront ensuite estérifiés et
stockés sous forme de TG au niveau des gouttelettes lipidiques (Figure I-1) (Collins et al.,

2011).
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Lipolyse : En cas de carence en substrats énergétiques, le TA assure la libération des FFA pour
assurer I'apport énergétique a I’organisme. Les TG sont hydrolysés en trois chaines de FFA, en
plus de la molécule de glycérol. Plusieurs enzymes (i.e. lipases) sont séquentiellement
impliquées dans ce processus (Lafontan and Langin, 2009). La libération des chaines de FFA se
fait en trois étapes. Une premiere étape fait appel a ’ATGL (Adipose Tri-Glyceride Lipase) qui
permet de libérer un FFA en plus d’un di-acyl-glycérol (DAG) (Haemmerle et al., 2006). Le DAG
sera hydrolysé par la HSL (Hormone Sensitive Lipase) pour libérer le deuxiéme FFA et un mono-
glycéride qui sera hydrolysé par la suite par une lipase spécifique (la lipase des mono-
glycérides) pour libérer le troisieme FFA et le glycérol (Figure I-1) (Miyoshi et al., 2006; Zechner
et al., 2009).
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Figure I-1: Régulation du stockage/utilisation des lipides au niveau des adipocytes.
Selon (Rutkowski et al., 2015)

Au cours de I'obésité, le niveau d’expression de I’ATGL et de la HSL est diminué au niveau des
adipocytes (Figure I-1) (Large et al., 1999; Zechner et al., 2009). Ainsi, I'activité lipolytique du

TA baisse considérablement chez les personnes obeses.
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Le stockage des FFA, la néo-synthese d’AG et la lipolyse sont des mécanismes régulés par des
signaux neuronaux et hormonaux. Les catécholamines (a travers leur récepteurs B-
adrénergiques) et L'insuline activent et inhibe la lipolyse au niveau des adipocytes (Lafontan

et al., 2008).

2.  Fonction endocrine, les adipokines :

Le TA dans son ensemble (i.e. adipocytes et SVF) est un organe sécrétoire a part entiere. Il
produit de nombreuses protéines et lipides ayant un réle humoral, métabolique et immuno-

modulateur (e.g. TNFa).
a) Les hormones :

La leptine est une hormone capable de communiquer avec le systéme nerveux central pour
induire la satiété (Figure 1-2). Elle agit au niveau de I'hypothalamus et régule la prise
alimentaire en activant la voie anorexigene qui coupe la faim et inhibant la voie orexigene qui
stimule I'appétit. Son réle dans la régulation de I'obésité a été découvert chez des souris
portant des mutations sur le gene « ob » (Friedman and Halaas, 1998; Morton et al., 2006).
Les souris portant la/les mutations en homozygote sur ce géne développent une obésité
spontanée. Au niveau du TA, la leptine stimule la lipolyse et peut contribuer a I'inflammation
en induisant la production de cytokines inflammatoires (i.e. I'lL-2 et I'lFNy) (La Cava and
Matarese, 2004; Zeng et al., 2015). Sur le foie, la leptine inhibe la lipogenése en inhibant
certains enzymes clés, alors qu’au niveau du muscle, la leptine stimule I'oxydation des AG
(Cao, 2014).

L'inflammation du TA induit une augmentation de la production de cette hormone,
notamment a travers le TNFa, I'lL-1B et des motifs moléculaires associés aux pathogenes
(PAMPs) comme les lipopolysaccharides (LPS) (Grunfeld et al., 1996). De plus en plus de
travaux montrent I'effet de la leptine sur le systéme immunitaire. Entre autres, cette hormone
est capable de favoriser le développement des LT a profil TH1 inflammatoire et d’inhiber celui
des LT régulateurs (LTreg), ce qui fait de la leptine une molécule liant le métabolisme et la

réponse immunitaire (Matarese et al., 2010).
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Figure I-2 : Les adipokines et cytokines produites par le tissu adipeux (Cao, 2014).

En plus de la leptine, I'adiponectine est la deuxieéme plus importante hormone du TA
(Figure 1-2). Chez I'adulte le taux d’adiponectine est mille fois plus élevé que celui de la leptine
(Whitehead et al., 2006). L'AdipoR1 et I’AdipoR2 sont les deux récepteurs fonctionnels connus
de I'adiponectine. Le premier est fortement exprimé dans le muscle squelettique et y agit via
la voie AMP-kinase, alors que I’AdipoR2 est exprimé, fortement, dans le foie. L’AdipoR2
permet l'induction de I'oxydation des AG et la captation du glucose, et l'inhibition de la
néoglucogenese (Yamauchi et al.,, 2003, 2007). De plus, I'adiponectine a un effet anti-
inflammatoire. Elle diminue le stress oxydatif et I'inflammation et améliore la sensibilité a
I'insuline (Figure 1-3). L'obésité est liée a une diminution de la production d’adiponectine
(Yoon et al., 2006) et son niveau sérique est corrélé négativement a I'lMC et au taux sérique

du TNFa (Kern et al., 2003).
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b) Les cytokines et chimiokines :

Le TNFa, produit majoritairement par les cellules immunitaires, principalement les
macrophages (et monocytes). Ce facteur de nécrose tumoral est impliqué dans plusieurs
mécanismes inflammatoires (Chu, 2013).

En 2004 puis en 2006, Fain et al publient des travaux montrant que la majorité de la
production du TNFa au niveau TA provenait des macrophages, qui selon I’état inflammatoire
modulent leur production de cette cytokine pro-inflammatoire (Figure I-2) (Fain, 2006; Fain et
al., 2004).

En 1993 Spiegelman et Hotamisligil publient de nombreux travaux qui démontrent
I'implication du TNFa dans le développement du T2D. En effet, des observations faites sur le
TA de souris obéses de type db/db (souris dont le récepteur a la leptine est invalidé) montre
une augmentation importante du taux de TNFa tissulaire (Hotamisligil et al., 1993). Ce TNFa
a des effets néfastes sur le r6le métabolique du TA. Le TNFa induit 'augmentation de la
phosphorylation « inhibitrice » du récepteur a I'insuline IRS1 (Insulin Receptor Subtrate 1), la
phosphorylation « activatrice » de HSL, I'augmentation de la production intra-cellulaire
d’AMPc (important pour le processus de lipolyse) et la diminution de I’expression du récepteur
au glucose GLUT-4, et donc participe au développement de I'insulino-résistance. D’autre part,
le réle pathogene du TNFa passe aussi par une libération des FFA toxiques qui participent a
I'inflammation tissulaire (Figure 1-4) (Grunfeld and Feingold, 1991; Hotamisligil et al., 1996;
Moller, 2000; Zhang et al., 2002).

La production du TNFa est induite principalement par des agents infectieux, qui produisent
des PAMPs comme le LPS qui stimule les macrophages/monocytes via le TLR4. Dans des souris
mutantes (mutation au niveau du TLR4) ou par des expériences de transferts adoptifs de
cellules hématopoiétiques invalidées pour le TLR4, on retrouve une réduction significative de
I'infiltrat macrophagique au niveau du TA des souris obeses (et contrdles) ainsi qu’une baisse
générale de l'inflammation tissulaire (Coenen et al., 2009; Davis et al., 2008; Saberi et al.,
2009). Lors des périodes de jelne, les FFA libérés peuvent aussi servir de ligand pour le TLR4
et induire l'inflammation tissulaire a 'origine de I'accumulation des macrophages (Shi et al.,

2006a).

22



KIAF Badr - Thése de doctorat - 2017

En plus du TNFa, I'IL-6 est la cytokine la plus étudiée dans I'obésité et le T2D. Un tiers de la
production d’IL-6 retrouvée dans le plasma est attribuée aux WAT (Figure 1-2) (Mohamed-Ali
et al., 1997). Le stress oxydatif d a I'hyperglycémie est responsable de I'augmentation de
production de I'lL-6 (Deng et al., 2016). D’autre part, la concentration sérique de cette
cytokine, comme celle du TNFa, est corrélée au niveau d’obésité et a I'insulino-résistance
(Cottam et al., 2004). En effet, I'lL-6 peut également inhiber la phosphorylation du récepteur
a l'insuline et de I'IRS (Rotter et al., 2003). Cependant, d’autres travaux relativisent I'effet de
I'IL-6 dans le développement de I'insulino-résistance et du T2D. L’'IL-6 peut étre produits par
les muscles squelettiques. L'effort physique augmente la production d’IL-6 mais améliore en
méme temps la sensibilité a I'insuline (Febbraio and Pedersen, 2002). Au niveau du muscle,
contrairement a ses effets au niveau du WAT, I'lL-6 augmente la prise de glucose par les

myocytes et stimule I'oxydation des AG (Carey et al., 2006; Glund et al., 2007).

Le TA est capable de produire des molécules chimio-attractantes, appelées chimiokines,
responsables du recrutement sélectif de différentes cellules immunitaires (Griffith et al.,
2014). Parmi ces chimiokines, le CCL2 ou MCP-1 (Monocyte Chimoattractant Protein 1) est
produit en grande quantité par les adipocytes. Il permet un recrutement de monocytes a
I'origine des macrophages du TA, et participe ainsi a I'inflammation au cours de I'obésité
(Meijer et al.,, 2011). La production/sécrétion de cette chimiokine, comme d’autres
chimiokines produites par les adipocytes (i.e. CCL3, CCL5, CCL20, CXCL1, CXCL5, CXCL14 et
CX3CL1), est induite dans les conditions d’inflammation. In vitro, le TNFa stimule les
adipocytes 3T3-L1 a produire ces chimiokines qui induisent le recrutement de cellules
immunitaires au sein du TA et ainsi maintiennent I'inflammation responsable des effets

métaboliques délétéres (Tourniaire et al., 2013).

3. Leremodelage du TA, '« hypertrophie » et

I’« hyperplasie » :

Le turnover des adipocytes est un parametre tres étudié dans I'obésité et le T2D. La demi-vie
des adipocytes, estimée grace a I'incorporation du 4C, s’éléve a 8,3 années (Spalding et al.,

2008). La taille du TA est déterminée par le nombre des cellules adipeuses et leur taille. Des

23



KIAF Badr - Thése de doctorat - 2017

études montrent que le nombre d’adipocytes augmentent avec I'age et est fixé a I’age adulte
pour correspondre a un nombre approximatif de moins de 30 billions cellules adipeuses chez
I'’Homme (Knittle et al., 1979; Prins and O’rahilly, 1997).

Le turnover des adipocytes est estimé/fixé a 10% chez I'adulte. Un apport alimentaire
important et une faible activité physique conduisent a une accumulation des TG et a un

déséquilibre du turnover adipocytaire. On parle donc de dyslipidémie.

Par ailleurs, I'adipocyte mature est une cellule incapable de proliférer. Lors de la dyslipidémie,
les adipocytes se gorgent de TG jusqu’a atteindre une taille maximale. On parle
d’« hypertrophie ». Les adipocytes de grande taille secrétent, en plus de cytokines
inflammatoires, des facteurs de croissance qui ont un effet chimio-tractant et proliférateur
sur les pré-adipocytes (MacDougald and Mandrup, 2002; Marques et al., 1998). On parle d’
« hyperplasie ». L'obésité chez I'enfant induit une augmentation du nombre d’adipocytes qui

amplifient I'inflammation tissulaire et ainsi les complications de I’obésité.

4. L'obésité, I’hypoxie et I'inflammation :

L'un des événements précoces dus a I'expansion du TA est le défaut d’oxygénation du tissu
(Kabon et al., 2004; Trayhurn and Wood, 2004b; Virtanen et al., 2002). L’homéostasie de
I’oxygene tissulaire est contrélée par le facteur de transcription HIF-1, qui régule I'expression
de plusieurs génes dont la leptine et le VEGF (Brahimi-Horn and Pouysségur, 2007; Brahimi-
Horn et al., 2007; Hosogai et al., 2007). De plus, plusieurs travaux mettent en cause le réle de
I’"hypoxie dans I"'augmentation de I'expression d’adipokines inflammatoires tels que le MIF,
MMP2, MMPS9, IL-6, Angplt4, PAI-4, leptine et le VEGF (Chen et al., 2006; Hosogai et al., 2007;
Lolméde et al.,, 2003; Ye et al.,, 2007). D’autre part, des investigations poussées pour
déterminer le réle de HIF-1 dans l'inflammation due a I’hypoxie tissulaire montre que les
modifications post-transcriptionnelles (la sous-unité HIF-1a est dégradée sous les conditions
normales d’oxygénation tissulaire, ce qui inhibe I'activité transcriptionnelle du HIF-1) que
subissent les sous-unités de ce facteur de transcription seraient en relation directe avec
l"augmentation de la fibrogénese du TA, un phénomeéne déclencheur de l'inflammation

tissulaire lors de I'obésité (Halberg et al., 2009).

24



Inflammation classique

Inflammation chaude

(blessure)
DAMPs

(infection)

KIAF Badr - Thése de doctorat - 2017

Metainflammation

Inflammation froide

@ Stockage
= - ectopique

7/ Récepteur
cytokinique

Inflammasome

€3

Stress oxydatif VQ

' Adiponectine

* Inflammation 9
* Dépense d’énergie |,
* Résistance a l'insuline

Figure I-3: Différence entre « inflammation chaude » et « inflammation froide » :

L'obésité est caractérisée par une inflammation de « bas-grade » chronique due au stress des voies
de signalisation. Les ligands d’origine alimentaire (e.g. FFA) et les cytokines inflammatoires stimulent
la voie de signalisation NF-kB et I'inflammasome pour induire une inflammation tissulaire a I'origine
de l'insulino-résistance (d’aprés (Hotamisligil and Calay, 2013)).
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5. Llinflammation du tissu adipeux :

L'inflammation chronique de bas grade, ou « metainflammation » est liée au développement
du T2D (Figure I-3). Plusieurs facteurs interviennent dans la mise en place de cette
inflammation, la lipo-toxicité, le stress du réticulum endoplasmique et le systéeme
immunitaire. Tous ces facteurs sont impliqués dans I'apparition du stress des voies de
signalisation, I'élément déclencheur de I'insulino-résistance. A la différence de I'inflammation
classique « chaude » due a des pathogenes ou des lésions, I'inflammation métabolique est

dite « inflammation froide » (Hotamisligil and Calay, 2013).

a) Le stress des voies de signalisation :

Plusieurs travaux ont montré qu’un apport nutritionnel excessif induisait un déséquilibre de
la physiologie des adipocytes (Figure I-3). Ce déséquilibre se traduit par un stress du réticulum
endoplasmique (RE) induit par plusieurs mécanismes et facteurs, dont en premier lieu les
nutriments (i.e. FFA et glucose) (Hotamisligil, 2010). Le stress du RE induit un autre type de
stress impliqué dans l'inflammation, le stress oxydatif (Malhotra and Kaufman, 2007). Ces
deux types de stress, qui s’entretiennent en boucle, induisent I'insulino-résistance et de ses
complications métaboliques. Ainsi, les adipocytes stressés ont une signalisation a l'insuline
défectueuse, augmentent leur lipolyse et contribuent a I'inflammation du TA (Bogdanovic et

al., 2015; Gual et al., 2005; Kawasaki et al., 2012; Malhotra and Kaufman, 2007).

L'inflammasome est un complexe protéique appartenant au systeme immunitaire inné. Il est
abondant au niveau des cellules myéloides et assure, notamment, la maturation par clivage
protéique de I'lL-1B et I'lL-18. L'inflammasome est activé en réponse aux signaux de danger
(i.e. PAMPs « d’origine exogéne » ou DAMPs « d’origine endogeéne ») (Figure I-3). Au cours de
I'obésité, I'activité de I'inflammasome augmente considérablement. L’activation de la voie de
signalisation NF-kB (via les TLR) par le LPS ou des FFA induit une production de pro-IL-1B et
pro-IL-18. Ces deux pro-cytokines inflammatoires sont clivées par I'inflammasome, qui est
activé par des voies impliquant entre autres les FFA (Davis et al., 2011). Par conséquent
I'inflammasome contribue a I'inflammation du TA. Il est par ailleurs montré que I'invalidation

de l'inflammasome (par suppression de I'un de ses composants, NLRP3, PYCARD, caspase-1,
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ou I"’ASC) réduit I'infiltrat macrophagique pro-inflammatoire et améliore I'’état métabolique
du TA (i.e. réduit linsulino-résistance) (Stienstra et al., 2011; Strowig et al., 2012;

Vandanmagsar et al., 2011).

La voie de signalisation NF-kB (IKK—nuclear factor-kB) est impliquée dans le mécanisme qui lie
I'obésité/inflammation a linsulino-résistance/T2D (Baker et al., 2011). Des souris
génétiquement modifiées (i.e. invalidation de I'lKKe, une des molécules activatrices de la voie
de signalisation NF-kB), ou traitées avec du amlexanox (un inhibiteur du NF-kB) ont une
amélioration des parameétres métaboliques associés au T2D et a I'obésité. Il a été observé une
diminution de l'inflammation du systéeme immunitaire et une amélioration de la balance
énergétique a travers l'activation d’UCP-1 (Chiang et al., 2009; Scheja et al., 2011). Les

macrophages du TA étaient réduits en nombre et présentaient un profil anti-inflammatoire.

Les fonctions métaboliques du TA, dont le stockage des nutriments (notamment AG), sont
régulées en grande partie par l'insuline. L’insuline favorise I'induction de I'adipogeneése, la
lipogenese et inhibe la lipolyse. Au cours de I'obésité, les effets conjoints des FFA (via le TLR4),
des cytokines pro-inflammatoires et du stress du RE contribuent au développement de

I'insulino-résistance.

b) L'insulino-résistance et la lipotoxicité :

Au niveau moléculaire, les cytokines pro-inflammatoires (e.g. TNFa, IL-6, IFNy et IL-1PB)
interferent avec la voie de signalisation de I'insuline. Des protéines kinases telles que JNK1 et
IKKB (sérine/thréonine kinases), contrairement a I'lKKe, inhibent I'activation d’IRS-1(Insulin
Receptor Substrat 1) (i.e. une molécule adaptatrice responsable de la transmission du signal
de l'insuline) (McGillicuddy et al., 2009, 2011). L'interaction de I'insuline avec son récepteur
conduit a la phosphorylation activatrice de I'IRS-1 au niveau de la tyrosine. Au cours de
I'inflammation, les JNK1 et IKKB induisent une phosphorylation au niveau de la sérine de I'IRS-
1 qui inhibe I'induction du signal positif de I'insuline a travers I'adipocyte (Figure 1-4) (Tanti

and Jager, 2009).
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La perte de l'effet de l'insuline sur les adipocytes (i.e. inhibition de la lipogénése et
augmentation de la lipolyse) conduit a une accumulation des FFA au niveau du TA et
entretient, en retour, I'insulino-résistance de ce tissu. Par ailleurs, I’accumulation des AG dans
la circulation conduit a des dépots ectopiques au niveau d’autres organes, tels que le foie, le

pancréas et le muscle ou ils ont un effet lipotoxique inflammatoire (Attie and Scherer, 2009).
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Figure I-4: Mécanisme moléculaire de l'insulino-résistance au niveau des tissus
insulino-sensibles (Khodabandehloo et al., 2016).
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C. Les cellules immunitaires dans le TA : I'effet
de I'obésité

Les adipocytes représentent 50-80% des cellules du TA. En plus de cette fraction, le TA

contient une fraction appelée « fraction stroma-vasculaire » (SVF).

Ce SVF est composé de cellules stromales comprenant des cellules souches (a I'origine des

progéniteurs adipocytaires ou des pré-adipocytes), des cellules endothéliales, des
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fibroblastes, ainsi que des cellules immunitaires. Nous focalisons la suite de ce chapitre sur la

description des cellules immunitaires du TA.

1. Les macrophages:

Les macrophages représentent une population cellulaire majoritaire dans l'infiltrat cellulaire
du WAT. Lors de I'expansion de ce tissu, l'infiltrat tissulaire est d’autant plus enrichi en
macrophages (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003). Chez 'homme, les macrophages
représentent 10% des cellules du SVF et ils sont plus abondants dans le TA des$ par rapport

auxo™murins (Curat et al., 2004; Xu et al., 2003).

La fonction phagocytaire des macrophages dans le TA a été bien décrite. Les macrophages
éliminent les gouttelettes lipidiques libérées par les adipocytes morts. Ces gouttelettes sont
abondantes dans le cytosol des macrophages infiltrant le TA des patients obeses et les
macrophages contenant des goutelettes lipidiques sont considérés comme une marque
d’inflammation. L’enrichissement des macrophages du TA en vésicules lipidiques est di a
I'augmentation de I'expression des transporteurs lipidique CD36 et MSR1 (Scavanger receptor
A) a la surface cellulaire (Clément et al., 2004) (Cinti et al., 2005; Clément et al., 2004; Lumeng

et al., 2007a).

Des modeles de souris transgéniques a lipoatrophie inductible ont montré que la mort des

adipocytes est un moteur conducteur de l'infiltration des macrophages (Pajvani et al., 2005).

a) Les macrophages au cours de I'inflammation tissulaire :

L'obésité est associée avec une augmentation de I’expression de chimiokines comme MCP-1,
CXCL14, MIP-1a, MCP-2, MCP-3 et RANTES (CCL15) (Kanda et al., 2006; Nara et al., 2007; Xu
et al., 2003). Des travaux sur des souris transgéniques montrent que la signalisation MCP-
1/CCR2 est la voie principale de recrutement des monocytes dans le TA. L'invalidation de cette
voie de signalisation aboutie a une baisse du recrutement des monocytes dans le TA (Arkan et

al., 2005; Kanda et al., 2006; Weisberg et al., 2006). En plus de MCP-1/CCR2, le couple CXCL14/
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CXCR2 a été décrit comme ayant un role potentiel dans le recrutement des macrophages dans

le TA (Chavey et al., 2009; Nara et al., 2007; Neels et al., 2009).

Chez les souris maigres les macrophages sont de petite taille et dispersés dans le TA. Lors de
I’expansion du TA dans plusieurs modéles animaux (obésité induite par un régime riche en
gras, modele des souris ob/ob et db/db) les macrophages commencent a s’agréger en
« couronne » autour des adipocytes et expriment des marqueurs d’inflammation (Weisberg
et al.,, 2003). L'accumulation des macrophages lors de |'expansion du TA précede la
dérégulation des parametres métaboliques et est corrélée a la taille des adipocytes avec une
accumulation plus importante dans le TA viscéral par rapport au TA sous-cutané bien que les
adipocytes de ce dernier sont de plus grande taille (Cancello et al., 2006). Ce rassemblement
en agrégat des macrophages est retrouvé dans d’autre maladies inflammatoires comme
I'arthrite rhumatoide ou lors de la clearance des dead-bodies (Athanasou and Quinn, 1990;
Prieditis and Adamson, 1996; Toyosaki-Maeda et al., 2001). Ainsi, ces observations ont permis
d’émettre I'hypothése du réle pathologique que joueraient les macrophages dans le
développement du T2D. Cette hypothése est renforcée par les travaux de I'équipe de K.
Clément qui montrent que I'état inflammatoire et le recrutement des macrophages dans le
TA des patients obeses sont réversibles aprés une réduction du poids (Cancello et al., 2005;
Clément et al., 2004). Par la suite, les travaux se sont focalisés sur les mécanismes impliqués
dans l'infiltration des macrophages dans le TA. D’autre part, I'invalidation spécifique du NFkb
(molécule impliqguée dans de nombreuse voies de signalisation liées a I'inflammation) au
niveau des cellules myéloides permet de réduire l'inflammation tissulaire et ainsi une
protection contre I'insulino-résistance (Arkan et al., 2005; Kanda et al., 2006; Weisberg et al.,

2006).

b) Phénotype M1/M2 des macrophages :

Aprés la migration des macrophages dans le TA et dans un environnement inflammatoire,
cette population immunitaire subie des modifications phénotypiques et fonctionnelles. Ainsi,
lors de 'obésité les macrophages du TA développent un phénotype pro-inflammatoire et
contribuent a l'insulino-résistance (Figure 1-6). On parle de phénotype M1, a l'inverse d’un

phénotype M2 anti-inflammatoire retrouvé dans le tissu dans son état physiologique. Les
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macrophages M1 produisent des cytokines TH1 comme IFNy, TNFa (pour lequel les
macrophages sont la source premiere), IL-6 (les macrophages contribuent a hauteur de 50%
de I'lL-6 total) et le facteur iNOS alors que les macrophages M2 produisent des cytokines de
type TH2 comme I'lL-10 et I’Arginase 1 (Lumeng et al., 2007b; Weisberg et al., 2003). Une
déplétion des macrophages de type M1 sur la base de leur expression de CD1llc
(conventionnellement considéré comme un marqueur des macrophages pro-inflammatoires)
conduit a une amélioration des parametres métaboliques avec la réduction de I'insulino-

résistance (Patsouris et al., 2008).

En période de jelne, la lipolyse des TG permet de libérer les FFA qui sont une source d’énergie
pour plusieurs organes. Par contre, ces FFA libérés peuvent servir de ligand pour le TLR4 et
induire une inflammation tissulaire a I'origine de I"laccumulation des macrophages (Shi et al.,

2006a).

Plus récemment, le réle des FFA dans le recrutement des macrophages a été analysé lors de
restriction calorique suivie de perte de poids. Il est intéressant de noter que malgré
I'amélioration des parametres métaboliques, certain facteurs liés a I'inflammation comme le
TNFa tissulaire ou le PAI-1 (Plasminogen activator inhibitor-1) circulant continuent a
augmenter. Au niveau cellulaire, la premiere étape de perte de poids connait un rebond de
I'infiltration des macrophages dans le TA et la corrélation entre le nombre de macrophages et
le poids du tissu s’inverse. Les analyses des FFA ont montré une forte corrélation entre
I'activité lipolytique du TA lors des premiéres étapes de la restriction calorique et I'infiltrat
macrophagique. Ainsi, la balance énergétique négative active le systeme enzymatique de
lipolyse codé par le géne Atgl/Pnpla2 pour libérer les FFA nécessaires pour un apport
énergétique alternatif et ainsi, induire le recrutement supplémentaire des macrophage dans
le TA (Clément et al., 2004; Zechner et al., 2009). Les macrophages dans leur réle de
modulation du TA assurent un nettoyage de la matrice extra-cellulaire de I'excédent des FFA.
Ainsi, le FFA constitue un intermédiaire entre la balance nutritionnelle, le métabolisme et
'immunité. Le lien entre le métabolisme et 'immunité a été exploré a travers I'étude du
récepteur PPARy exprimé par les macrophages du TA et important pour leur maturation vers
un phénotype anti-inflammatoire M2. Les macrophages déficientes en PPARYy cultivés avec
des adipocytes internalisent mieux le glucose en présence de l'insuline (Odegaard et al., 2007).

D’autres part, les macrophages stimulés par PPARy expriment moins de CCR2 et produisent
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moins de MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1, CCL2) ce qui résulte en une diminution de

I'infiltration des macrophages au niveau du TA (Chen et al., 2005; Guri et al., 2008).

2. LeslymphocytesT:

Le WAT est enrichi en deux grandes populations lymphocytaires. Les LT, qui sont reconnus
grace au marquage CD45*CD3%, et les LB reconnus grace au marquage CD45*CD19*. Les LT
comprennent deux sous populations, les LTaB qui expriment un TCRaf et les LTyd qui
expriment un TCRyS. On retrouve aussi d’autres populations lymphocytaires, telles que les

cellules NK (natural killer) et les ILC (innate lymphoid cells) majoritairement ILC2 (Figure 1-6).

a) Les lymphocytes Tap conventionnels:

Entre 2007 et 2009, plusieurs travaux ont été réalisés pour analyser I'effet de I'obésité sur le
devenir et le r6le des LTaf au niveau du TA. Il a été décrit que l'infiltration des LTap était un
événement précédent celui des macrophages (longtemps décrits comme la premiére cause
de lI'inflammation tissulaire) et que c’était un élément déterminant pour l'infiltration du TA

(Kintscher et al., 2008; Rausch et al., 2008; Wu et al., 2007).

LTap-CD8, le « TH1 » : Les lymphocytes LTaB-CD8 a fonction cytotoxique sont capables de
tuer des cellules infectées et/ou stressées (e.g. cancéreuses...). En plus de leur fonction
cytotoxique, les LT-CD8 (majoritairement T-bet*) produisent de I'IFNy et du TNFa (i.e.
cytokines de type TH1) et participent a I'inflammation de bas grade du TA (Zhang and Bevan,
2011).

Grace a la combinaison de plusieurs modeles expérimentaux, Nishimura et al démontrent le
role fondamental des LTaB cytotoxiques (i.e. LTaB-CD8) dans le recrutement et I'activation
des macrophages et ainsi le développement d’inslino-résistance. Aussi, Nishimura et al
montrent que l'infiltration des LTaB-CD8 au niveau du TA précéde celle des macrophages, de
type M1, lors du développement de I'obésité. L’absence de LTaB-CD8, réduit I'infiltration des
macrophages de type M1, alors qu’un transfert adoptif des LTaB-CD8 normalise cette

infiltration. De plus, une co-culture entre des LTap-CD8 du TA et des monocytes issus de la
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circulation conduit a une différenciation de ces monocytes vers des macrophages M1
(Nishimura et al., 2009). Par ailleurs, I'obésité conduit a une accumulation de LTaB-IFNy?*,
inflammatoires, au niveau du TA au dépent des LTaB-TH2 et des LT régulateurs, anti-
inflammatoires (Rocha et al., 2008).

Ces données indiquent que les LTaB-CD8 jouent un role important dans l'initiation et la
maintenance de I'inflammation du TA au cours de |'obésité.

LTaB-CD4, le « TH 1/ 2/ 17 »: Les LTaB-CD4, appeler aussi LTaB « auxiliaires », sont un
élément central de la réponse immunitaire adaptative. On distingue plusieurs sous-
populations de LTaB-CD4 dont la polarisation est dictée par la stimulation antigénique et le
micro-environnement cytokinique (Zhu and Paul, 2008) :

° TH1:En présence d’IL-12 et d’IFNy, les LTaB-CD4 peuvent produire de I'lL-2, IFNy et de
la lymphotoxine-a (LTa) contre des pathogénes intra-cellulaires. Les facteurs de transciption
qui régulent cette polarisation sont T-bet et STAT-4 (Figure I-5).

. TH2 : Ces cellules sont principalement impliquées dans la défense contre les parasites
et peuvent produire un éventail de cytokines (e.g. IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 et IL-25) qui
participent a des réponses immunitaires différentes. L’IL-4 est important pour l'induction de
la production des IgE. L’IL-5, assure principalement le recrutement des éosinophiles. L'IL-9,
induit, entre autres, la production de mucine au cours de lallergie. L'IL-10 régule la
prolifération cellulaire et la fonction des cellules dendritiques. L’IL-13 est la cytokine effectrice
de la réponse anti-parasitaire (e.g. helminthe). Alors que I'lL-25, produit aussi par les cellules

épithéliales, induit la production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 (Figure I-5).

En 2009, plusieurs équipes ont décrit une dérégulation de la balance TH1 (pro-inflammatoire)
et TH2 (anti-inflammatoire) au sein des LTaf du TA au cours de I'obésité. Le transfert adoptif
de LTaB-CD4 dans des souris Rag1/27 (i.e. déficientes en LB et LT) contribue a la réduction de
I'insulino-résitance développée sous régime gras. Les LTaf-CD4 réduisent le recrutement des
macrophages inflammatoires et des cellules NK au niveau du TA des souris obéses (Duffaut et
al., 2009; Winer et al., 2009).

L’équilibre TH1/TH2 implique plusieurs mécanismes de régulation. Les LTreg représente une

population immunitaire importante dans ces mécanismes de régulation.
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b) Les lymphocytes régulateurs :

Les LTap régulateurs (LTreg) sont des LTaB-CD4 capables d’induire une tolérance vis-a-vis du
« soi ». FoxP3 est le facteur de transcription caractéristique des LTreg et il régule la fonction
desLTreg, qui est principalement médiée par les cytokines régulatrices I1L-10 et TGFB (Vignali
et al., 2008). On compte parmi les LTreg des LTreg « naturels » d’origine thymique et des
LTreg « induits » qui apparaissent en périphérie (Josefowicz et al., 2012; Thornton et al.,
2010).

Les LTreg du TA sont d’origine thymique et sont issus de I’expansion de clones limités de LTreg
qui migrent tres tot dans ce tissu. Leur expansion dépend particulierement de la stimulation
antigénique et de I'lL-33 et ils peuvent représenter environ 50% des LTaB-CD4 (Cipolletta et
al., 2011; Feuerer et al., 2009; Kolodin et al., 2015).

Nishimura a montré que lors de I'obésité, il y a une diminution de la production des cytokines
de type TH2 avec une baisse de la fréquence des LTreg (Nishimura et al., 2009). Par contre, D.
Winer montre que le nombre de LTreg ne change pas au cours de I'obésité, tout comme les
LTaB-CD4-GATA3*, mais dont la fonction est compromise par I'accumulation de populations
immunitaires pro-inflammatoires (i.e. productrices d’IFNy) (Winer et al., 2009). Des analyses
effectuées sur les LTreg du TA montrent que cette population differe de beaucoup des LTreg
retrouvés dans la circulation ou d’autres tissus. Ainsi, D. Cipolletta et al montrent que cette
population exprime le facteur de transcription adipogene PPARy, qui régule leur
accumulation, leur fonction et leur phénotype au niveau du TA (Cipolletta et al., 2011). Ces
observations suggerent un réle immuno-modulateur particulier de cette population de LTreg
au sein du TA. D’autres travaux montrent qu’au cours de |'obésité, la fréquence des LTreg est
négativement corrélée a celle des macrophages inflammatoires (Deiuliis et al., 2011).
L'ablation spécifique (par le systeme FoxP3-DTR) des LTreg conduit au développement
d’insulino-résistance par I'augmentation de I'inflammation tissulaire (Figure 1-6). Par contre,
I'activation des LTreg conduit a I'augmentation de la production d’IL-10 et améliore les
parameétres métaboliques, inhibant le développement du T2D (Feuerer et al., 2009). De plus,
il a été suggéré que le profil et le rle des LTreg du TA changent en fonction de I'age et de
I'obésité. En effet, les LTreg accumulés au niveau du TA de souris minces seraient responsables

du développement du T2D lié a I’age. L’ablation de cette population permet ainsi de protéger
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les souris agées des désordres métaboliques liés a I’age. Ces LTreg seraient ainsi différents des
LTreg protecteurs retrouvés dans le TA des souris obéses (Bapat et al., 2015).

Par ailleurs, I'obésité serait impliquée dans la réduction de la tolérance aux antigénes issus de
I’'alimentation. En effet, les tissus adipeux viscéraux accumulent des antigenes alimentaires
(i.e. OVA-peptide fourni aux souris par gavage), qui transloquent vers la circulation a 'aide de
chylomicrons, et conduisent a une réponse inflammatoire suite a l'infiltration tissulaire en LT.
Ces LT induisent une insulino-résistance qui se résorbe apres 10 semaines, probablement par

I’expansion des LTreg en réponse a ses antigénes/inflammation (Wang et al., 2010).

c) Les lymphocytes TH17 :

Plusieurs travaux suggerent un role pathologique de I'lL-17 dans I'obésité et le T2D. En 2009,
des analyses montrent une augmentation sérique de I'IL-17 chez les femmes obeéses
comparées aux controles. L'augmentation de la production de I'lL-17 est corrélée a celle de
I'IL-23 (par contre aucune de ces deux cytokines ne correle avec la leptine) (Figure I-5)
(Sumarac-Dumanovic et al., 2009). L’obésité induite par I'alimention conduit a une production
constitutive (sans stimulation in-vitro) de I'lL-17 par des LTy extraits du TA (Figure 1-6) (Zufiiga
et al., 2010). Par ailleurs, I'lL-17 stimule la production de I'IL-6 (cytokine diabétogene) par les
pré-adipocytes et les fibroblastes et les souris IL-177- ont une concentration sérique d’IL-6
réduite (Hwang et al.,, 2004; Kern et al., 2001; Rotter et al., 2003). De plus, I'obésité est
associée a une accumulation des cellules dendritiques (DC) au niveau du TA chez I’'Homme et
dans les modeles murins. Par ailleurs, des expériences in-vitro, montrent que les DC activées
du TA sont capables de stimuler la différenciation des LT vers le profil TH17 (Bertola et al.,
2012).

En plus de I'lL-17 (IL-17A et IL-17F), les TH17 sont capables de produire plusieurs facteurs qui
contribuent a l'inflammation tissulaire. On compte parmi ces facteurs I'lL-21, I'IL-26, I'IL-22
(sous certaines conditions), le GM-CSF, plus des chimiokines CCL20 et CXCL1 qui stimulent le
recrutement des monocytes (Korn et al., 2009).

Un nombre important de publications mettent en cause le rbéle de I'lL-17 dans le
développement de maladies auto-immunes liées a I'obésité. On note parmi ces maladies auto-
immunes, la sclérose en plaque, le psoriasis, la maladie de Crohn, I'arthrite rhumatoide et

I’'asthme. Des tests de thérapie a base d’anti-IL-17 ont d’ailleurs montré leur efficacité sur des
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modeles murins de certaines de ces pathologies auto-immunes. L’'ensemble de ces données
suggere serait intéressant de contrer le réle pathologique de I'lL-17 au cours de I'obésité
(lvanov et al., 2006; Leonardi et al., 2012; McGeachy and Cua, 2008; Nylander and Hafler,
2012; Stockinger et al., 2007; Sundrud et al., 2009).
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Figure I-5 : Polarisation des LT-CD4 naifs en TH1, TH2 ou TH17 (Garrido-Mesa et al., 2013).

En 2010, I'équipe du Dr Butcher montre que I'lL-17 pourrait jouer un role protecteur dans
I'obésité et le T2D. Des souris invalidées pour I'lL-17 ont une accumulation de TA plus
importante, dans des conditions standards et sous régime gras. lls ont démontré que I'lL-17
avait des effets négatifs sur I'adipogenese (mais sans effet sur I'accumulation en TG) et le
métabolisme glucidique (tolérance au glucose et sensibilité a I'insuline) chez les jeunes souris.
Par contre, cet effet protecteur de I'lL-17 disparait et s’inverse avec I’age. D’autre part, I'lL-17
du TA provient essentiellement des LTy6. Toutefois, une déplétion par modification génétique
des LTyd n’a pas d’effet sur le pool TH17 du TA. En effet, les LTaB (notamment les LTap CD4
CD8’) prennent le relais et produisent d’avantage d’IL-17 en condition d’obésité (Zuniga et al.,

2010). D’ailleurs, des tests cliniques sur ’homme montrent que la neutralisation de I'lL-17
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conduit a une exacerbation de la maladie de Crohn (Hueber et al., 2012). D’autres travaux
montrent que les cellules TH17, différenciées en présence d’IL-6 et de TGFB, possedent des
propriétés anti-inflammatoires et sont capables de limiter le développement de I'arthrite sur
des modeles murins. Ces TH17 sont capables de produire de I'IL-10 en plus de I'lL-17; 1l
pourrait s’agir probablement des LTreg-FoxP3*Rorgt* (Korn et al., 2009; McGeachy et al.,
2007).

Ces observations montrent ainsi qu’il existe plusieurs sous-populations de TH17, des TH17
pathogenes et des TH17 régulateurs. Il a été montré que parmiles TH17, celles qui expriment
le récepteur a I'lL-23 étaient hautement pro-inflammatoires. L'IL-23 stimule la production de
cytokines considérées comme pro-inflammatoires (i.e. IL-22, GMC-SF et TGFB3) et inhibe celle
de I'lL-10 par les TH17 (Codarri et al., 2011; Duvallet et al., 2011). Le TGFBsavec I'lL-6, ou I'IL-
23 en coordination avec I'IL-1B/IL-6, constitue le microenvironnement cytokinique
responsable de la différenciation en TH17 pro-inflammatoires responsables des maladies
auto-immunes et inflammatoires citées précédemment (Ghoreschi et al., 2010; Jager et al.,
2009; Lee et al., 2012). D’autre part, il a été décrit qu’au cours de l'obésité les TH17
pathogenes développent un métabolisme différent a travers I'expression d’'une enzyme
impliquée dans la biosynthese lipidique (ACC1). Ce métabolisme serait crucial pour leur
fonction pro-inflammatoire (Endo et al., 2015).

De facon intéressante, le laboratoire du Dr A Wakkach montre que le transfert adoptif de
LTaB-CD4 dans des souris Ragl” conduit a la différenciation de ces LTap naifs vers des profils
TH1 (IFNy*) ou TH17 (IL-177) relativisant ainsi les travaux décrits plus haut (Bertola et al., 2012;
Nishimura et al., 2009). Ces travaux, comme d’autres, montrent la complexité des mécanismes

qui régulent I’'homéostasie et I'inflammation du TA.
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Figure I-6: Effets métabolique et immunitaire de I'obésité sur le tissu adipeux blanc.

(A) A I'état basal le tissu adipeux formé de cellules adipeuses de petite taille est enrichi en cellules
immunitaires a phénotype régulateur (LTreg, éosinophiles, macrophage M2...etc). (B) et (C) Au cours de
I'obésité, I'hypertrophie des cellules adipeuses induit un stress inflammatoire a I'origine d’'un changement
du systeme immunitaire tissulaire et au développement de I'insulino-résistance. Il y a une diminution des
populations immunitaires régulatrices et un enrichissement en cellules immunitaires inflammatoires
(Cellules NK, LT-CD8...) avec un changement du phénotype des macrophages du type M2 « anti-
inflammatoire » au type M1 « pro-inflammatoire ».
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d) Les lymphocytes Ta non-conventionnels :

Parmi les LTaB non-conventionnels (dont les propriétés sont détaillées dans les chapitres
suivants) présents dans le TA on retrouve les iNKT (invariant Natural Killer T cell) et les MAIT

(Mucosal Associated Invariant T cell).

En 2012, L. Lynch et al montrent que I'obésité induit une diminution du nombre et de la
fréquence des lymphocytes iNKT au niveau du TA viscéral des souris. Une restriction calorique
chez les souris obeses conduit a une normalisation du pool des cellules iINKT comparées aux
souris contrdles (Lynch et al., 2012). Utilisant des souris CD1d7-(déficientes en iNKT et en NKT
variants) ou Jal18” (déficientes en iNKT), L. Lynch et al montrent que I'absence des iNKT
exacerbe l'effet inflammatoire de l'obésité et conduit au développement d’insulino-
résistance. Ceci suggére que les iNKT jouent un réle régulateur et protecteur contre le T2D.
De plus, I'activation spécifique de cette population avec son ligand (a-GalCer) stimule ce role
protecteur via la production de cytokines anti-inflammatoires (i.e. I1L.-4 et IL-10). Plus
récemment, L. Lynch et al proposent que les iNKT du TA dérivent d’une maturation /
prolifération in situ et représentent une population distincte, qui differe des iNKT thymiques.
En effet, les iNKT du TA sont dépourvus du facteur de transcription PLZF, qui caractérise les
iNKT classiques, mais expriment le facteur E4BP4. Elles présentent des propriétés
immunosuppressives propres (i.e. régulation des macrophages via I'lL-10) et stimulent celles
des LTreg via I'lL-2 (Lynch et al., 2015a). Inversement, les travaux de L. Wu et al réfutent le
role protecteur des iNKT au niveau du TA. Le traitement chronique avec du a-GalCer contribue
a l'inflammation du TA et du foie (i.e. les INKT augmentent leur production en IFNy et TNFa).
De plus, contrairement a I’hypothése de L. Lynch, les iNKT activés au niveau du TA contribuent
a la déplétion des LTreg et au recrutement de macrophages pro-inflammatoires (Wu et al.,
2012b). Il est intéressant de noter que la méthode d’activation in vivo des iNKT differe entre
les deux travaux. Une seule injection de 1ug d’a-GalCer par souris (L. Lynch) et jusqu’a 6
injections de 1ug pour refléter I'activation chronique des iNKT (i.e. une dose par semaine)
(L.Wu).

Chez I’'homme, lors de I'obésité la fréquence des iNKT baisse au niveau de la circulation (Lynch
et al., 2009; Magalhaes et al., 2015).

La population MAIT sera traitée plus loin dans un chapitre consacré.
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a) L'immuno-métabolisme des LTap :

Entre I'état naif, activé ou mémoire, les lymphocytes Tap ont besoin d’apport énergétique
différent. En effet, les LTap changent leur métabolisme énergétique en fonction du besoin
temporel et quantitatif. Ainsi, les LTaB naifs produisent leur énergie (ATP) a travers la
métabolisation du glucose, des lipides et des AG par la phosphorylation oxydative (OXHPOS).
Cette voie énergétique fournie une quantité considérable mais lente en énergie. Par contre
les LTaP activés ont besoin d’une source d’énergie rapide a lever. Ainsi, ils changent leur
métabolisme vers une glycolyse aérobique, qui fournit en plus de I'énergie rapide, des
substrats nécessaires pour la biosynthese de lipides, d’acides aminés, de carbohydrates et
d’acides nucléiques (Frauwirth et al., 2002; Macintyre et al., 2014; Maclver et al., 2013; Pearce
and Pearce, 2013; Vander Heiden et al., 2009). Les LTreg utilisent la voie OXHPOS et FAO
(mitochondrial fatty acid oxidation) pour leur apport énergétique, alors que les lymphocytes
TH1, TH2 et TH17 utilisent préférentiellement la glycolyse d’autant plus que ces cellules
expriment fortement le récepteur au glucose GLUT1 (Jacobs et al., 2008; Wang and Green,
2012). De facon intéressante le traitement de souris, susceptibles de développer un modele
d’arthrite murin (EAE), avec un inhibiteur de la glycolyse (le 2-déoxyglucose) les protege

considérablement de cette pathologie (lkejiri et al., 2012).

3. Les éosinophiles et les ILC2 :

Les éosinophiles sont présents dans différents tissus et organes. La fonction principale
« décrite » de cette population est d’assurer une réponse anti-parasitaire (e.g. helminthes).
Au niveau du TA, les éosinophiles jouent un réle homéostatique (Wu et al., 2011a). Ces cellules
sont la premiere source d’'IL-4 du TA et ils permettent le maintien des macrophages anti-
inflammatoires par leur production d’IL-4 et d’IL-13. Ainsi, les éosinophiles jouent un role
primordial dans la protection contre l'insulino-résistance. Au cours de I'obésité, le nombre
d’éosinophiles tissulaires est fortement réduit. Une augmentation de I'IL-5 (i.e. souris IL-5
transgéniques) ou l'infection avec des helminthes contribuent a la restauration du pool des
éosinophiles du TA et ainsi la protection contre les complications métaboliques de I'obésité

(Wu et al., 2011a). En plus de I'lL-4 et de I'lL-13, les éosinophiles produisent d’'importante
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quantité d’IL-10, GM-CSF, IL-5, MCP-1 (i.e. CCL3), CCLS5 (i.e. RANTES) et du TGFp (Davoine and
Lacy, 2014). Par contre, au niveau des poumons et des voies aériennes supérieures les
éosinophiles sont un acteur principal d’inflammation allergique. Cette population est
fortement infiltrée au niveau de ces tissus inflammés lors des phases tardives et ils
dégranulent en libérant des molécules cytotoxiques dont le MBP (i.e. major basic protein) et

I’'EPX (eosinophil peroxidase) (Davoine and Lacy, 2014).

En complément des travaux de D. Wu, AB. Molofsky et al montrent que les ILC2 (i.e. Innate
Lymphoid type 2 Cells) sont des acteurs importants dans I’'homéostasie du TA. En effet, au
niveau du TA, les ILC2 représentent la source principale d’'IL-5 et d’IL-13 qui stimulent
I’accumulation d’éosinophiles et de macrophages anti-inflammatoires. La déplétion des ILC2
conduit a une déplétion des éosinophiles du TA et au développement des complications
métaboliques liées a I'obésité. Par contre, le traitement de souris obéses a I'lL-33 (une
cytokine qui stimule la production d’IL-5 et IL-13 par les ILC2) contribue a la restauration des
éosinophiles du TA, favorise le phénotype anti-inflammatoire des macrophages et réduit
I’expansion du TA (Brestoff et al., 2015; Molofsky et al., 2013). De facon intéressante, |I'effet
de I'infection intestinale a helminthe semble passer par une induction d’IL-33 par les cellules
épithéliales (Molofsky et al., 2013). Aussi, la réponse allergique et I'asthme induit I'lL-33 (et
I'IL-25) et stimule fortement I'accumulation des ILC2 au niveau de tissus, comme le poumon.
Par contre, leur production d’IL-5 et d’IL-13 au niveau de ce tissu a des effets inflammatoires
au niveau de ce tissu (Chang et al., 2011; Klein Wolterink et al., 2012). Récemment, les ILC2
ont été identifiés dans le TA chez I’'homme. Comme chez la souris, les ILC2 chez 'homme
expriment le facteur de transcription GATA-3, ST1/ST2 (récepteur a I'lL-33) et le marqueur
CD25 (Brestoff et al., 2015). Dans cette étude, il a été montré que I'obésité est associée a une
forte déplétion des ILC2 et a la perte de leur role régulateur au niveau du TA. En plus de I'effet
de I'lL-5 et de I'lL-13 sur I'accumulation des éosinophiles au niveau du TA, les ILC2 sont
capables d’induire directement la thermogénése au niveau du TA viscéral. En effet, les ILC2
produisent du méthionine-enkephaline, un peptide qui induit I'expression d’UCP-1 via le
récepteur Ogfr (Opioid growth factor receptor) et/ou Oprd1 (51 opioid receptor) (Brestoff et
al., 2015).
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4. Les cellules NK :

Les cellules NK, une sous-population majoritaire des Groupe 1 innate lymphoid cells « ILC1 »
(Jiao et al., 2016), (i.e. Natural Killer) sont des cellules capables de reconnaitre et de lyser des
cellules dites stressées (i.e. infectées ou transformées). Les cellules stressées changent de
niveau d’expression de certaines molécules a la surface cellulaire. Elles sur-expriment des
molécules « de stress » reconnues par les cellules NK qui activent leur action cytolytique et/ou
leur production d’IFNy. Cette reconnaissance se fait grace a des récepteurs d’activation
appelés KAR (i.e. Killer Activation Receptors). Par ailleurs, la fonction des cellules NK est
inhibée par la reconnaissance de molécules inhibitrices (e.g. MHC-1) par des récepteurs
appelés KIR (Killer-cell immunoglobulin-like receptors) (Shi et al., 2011; Vivier et al., 2011).
D’autre part, I'lIFNy produit par les cellules NK au cours d’infection stimule la polarisation des
macrophages vers un profil pro-inflammatoire (Goldszmid et al., 2012). Au cours de 'obésité,
les cellules NK s’accumulent rapidement dans le TA et 50% d’entre elles produisent de I'IFNy
et contribuent a la polarisation tissulaire des macrophages pro-inflammatoires et au
développement de l'insulino-résistance. Le stress métabolique des adipocytes induit une sur-
expression du ligand du NCR1 (i.e. un KAR exprimé par les cellules NK) (Gur et al., 2010;
Zafirova et al.,, 2011). Les cellules NK reconnaissent ce ligand s’activent et produisent
d’avantage d’IFNy qui déclenche I'insulino-résistance. La délétion de I'IFNy ou des cellules NK
protege contre les complications métaboliques dues a I'obésité. De facon, intéressante les
souris NCR17 ont un développement d’insulino-résistance retardé. Ceci prouve que les
cellules NK sont impliquées dans les phases initiales de I'inflammation du TA au cours de

I'obésité (Wensveen et al., 2015).
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Il. Le microbiote intestinal :

L’espece humaine cohabite avec les micro-organismes contenus dans son environnement.
Généralement décrits comme pathogénes, les bactéries entretiennent une relation
mutualiste stable avec I’'homme. Cependant, les bactéries sont impliquées dans plusieurs
pathologies telles que I'obésité, le diabéte, I'athérosclérose et la maladie de Crohn (Hooper

and Gordon, 2001).
A. Etiologie :

Le microbiote intestinal correspond a I’ensemble de micro-organismes résidants dans le tube
digestif des animaux multicellulaires. Ce microbiote contient quelques 10%** bactéries qui
représentent plus de cellules que I'ensemble des cellules qui forment I'organisme humain
(10%3 cellules eucaryotes) (Human Microbiome Project Consortium, 2012). Le génome du
microbiote est beaucoup plus riche (300 000 génes) que celui de leur héte (30 000 génes) et
représente un écosysteme distinct de tous les autres habitats microbiens étudiés (Ley et al.,
2006, 2008). Cet écosysteme contient des espéces bactériennes qui n’existent nulle part
ailleurs. Il est admis que cette symbiose (commensalisme + mutualisme) a généré un
mécanisme de sélection performant (Donaldson et al., 2016). Appartenant a 500-1000
espéces différentes (dominé par des bactéries anaérobiques), le nombre de géne de cet
«organe » est 100 fois plus important que celui de son hote. Le microbiote intestinal est
méme considéré comme un organe a part entiere. Le poids des bactéries totales du tractus
intestinal de ’'homme est estimé a 1,5 kg et représente environ 30 % de la masse totale du
contenu intestinal. De plus, cet organe possede I'exclusivité de certaines voies métaboliques
(e.g. métabolisation de certains polysaccharides ou vitamines) (Savage, 1977; Xu and Gordon,

2003).
1. Evolution de la flore au cours de la vie :

Depuis 1987, il a été admis que la colonisation du tube digestif commence au cours de la
naissance. Ainsi, la flore vaginale de la mére est la premiére source des bactéries intestinales

du nouveau-né (La Rosa et al., 2014; Mevissen-Verhage et al., 1987).
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Figure II-1: Evolution de la flore intestinale au cours de la vie (Ottman et al.,
2012).

En 2014, le placenta est défini aussi comme une source potentielle des premiéres bactéries
digestives. Avec sa composition bactérienne particuliére, la flore placentaire permet la
colonisation du tube digestif des nouveau-nés, notamment ceux nés par césarienne (Aagaard

et al., 2014).

La composition de la flore change au cours de la vie (Figure 1I-1). Apres la naissance, le tractus
digestif du nouveau-né stérile est colonisé par des bactéries anaérobies facultatives telles que
les Entérobactéries, les Entérocoques et les Staphylocoques. L’oxygene, jusque-la, présent au
niveau du tractus du nouveau-né est consommé rapidement par ces bactéries pour favoriser
I'implantation de bactérie anaérobies strictes telles que celle du genre Firmicutes (Favier et
al., 2002). Plusieurs facteurs influencent la composition de la flore intestinale. Les peptides
anti-microbiens, les IgA sécrétoires et surtout le bol alimentaire, sont les parametres
principaux qui controlent cette flore (Bevins and Salzman, 2011; Donaldson et al., 2016;
Peterson et al., 2007). D’autre part, il est de plus en plus admis que la colonisation initiale
induit un effet permanent (ou du moins sur le long terme) sur le microbiote intestinal

(Donaldson et al., 2016).
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2. L’environnement :

Plusieurs facteurs environnementaux influencent I’évolution de la composition de la flore
intestinale. Le mode d’accouchement (i.e. par césarienne ou voie vaginale), les mesures
d’hygiéne lors de I'accouchement et a la petite enfance, ainsi que le type d’alimentation du
nourrisson (i.e. lait maternel ou artificiel) (Dethlefsen et al., 2006).

Le tractus digestif d’'un enfant né par césarienne contient peu de Bactéroides et
Bifidobactéries (dont la source principale est la muqueuse vaginale de la meére) tandis que la
proportion d’E. coli, de Staphylococcus, de Streptococcus et de Clostridium est plus importante
(Figure 1I-1). En outre, 'implantation de la flore anaérobie stricte est plus tardive (Biasucci et
al., 2008; Penders et al., 2006).

Avant le sevrage, la flore bactérienne est dominée par les Bifidobacteries chez les bébés
allaités. Par contre, les bébés nourris au biberon présentent une complexité plus importante
(Bifidobacterie, Clostridium, Bactéroides et Streptococci) (Yoshioka et al., 1991). Apreés le
sevrage, cette diversité tend a se réduire suite au contact avec le bol alimentaire et elle
commence a ressembler a celle retrouvée chez I'adulte (Penders et al., 2006). Par ailleurs, la
flore intestinale de I'adulte est également sensible aux changements hormonaux et aux
différences de sexe (Ottman et al., 2012). En effet, le lait maternel influence particulierement
le microbiote du bébé. Ce lait, en plus de I'apport nutritif apporte des bactéries ainsi que des
anticorps qui induisent une selection de certaines souches bactériennes (Fernandez et al.,
2013; Rogier et al., 2014; Yu et al., 2013). ZT Yu et al montrent In vitro que Bifidobacterium
longum et d’autres especes de Bacteroides utilisent les oligosaccharides fucosylés enrichis
dans le lait pour proliférer au dépend d’autres bactéries comme E. coli et Clostridium
perfringens. Ces résultats confirment le role des pré-biotiques contenus dans le lait maternel
dans le déterminisme de la composition bactérienne. Par ailleurs, I'absence de fucosyl-
transferase 2 qui contréle la fucosylation des oligosaccharides compromet la colonisation en
Bifidobacteria et Bacteroides chez |’enfant (Lewis et al., 2015).

Les probiotiques sont importants dans la colonnisation et le maintien par/de certaines

souches bactériennes dans le tractus gastro-intestinal.
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B. La composition de la flore intestinale et

intérét du modele murin:

Le tractus gastro-intestinal est dominé par trois grands phyla qui rassemblent la plus grande
part des bactéries de l'intestin : les Firmicutes, les Bacteroides et les Actinobacteria. Un
phylum est subdivisé par la suite en classe, ordre, famille, genre et espéce. Ce microbiote est
dominé par des familles bactériennes ayant des effets biologiques bénéfiques pour I’hote et
sont appelées commensales (Gibson and Roberfroid, 1995). La présence de bactéries
commensales inhibe la prolifération et/ou la transformation de bactéries pathogénes, favorise
la maturation du systéme immunitaire, améliore la digestion/absorption des aliments et
assure la production de vitamines essentielles. D’autre part, certaines familles bactériennes
du tube digestif sont exclusivement pathogenes (e.g. Clostridia et Proteus) ou exclusivement
commensales (e.g. Lactobacilli et Bifidobacteria), alors que d’autres peuvent avoir ces deux
roles en fonction du microenvironnement (Gibson and Roberfroid, 1995). L'équilibre est
fragile entre le commensalisme et la pathogénie. Une variation du pH, I'abondance des
substrats, le potentiel redox et la concentration en oxygene sont des parametres importants
dans la détermination de la fonction/composition du microbiote (Cummings and Macfarlane,

1991).

Chez ’'homme comme chez la souris, le microbiote intestinal est dominé par les Firmicutes
(jusqu’a 80 % des séquences) et les Bactéroidetes (jusqu’a 40 %) et donc présentent de
grandes similitudes avec le microbiote retrouvé chez les rongeurs, particulierement la souris.
Toutefois, 85% des séquences d’ARN ribosomal (16S) analysées chez la souris ne

correspondent a aucune famille bactérienne retrouvée chez ’homme (Ley et al., 2005, 2006).

1. Les Firmicutes :

Les Firmicutes sont des bactéries a Gram+ composées de plus de 200 genres a morphologies
diversifiées (e.g. spiralée ou coccoide) et peuvent posséder un métabolisme aérobie ou
anaérobie. Les Firmicutes sont divisés en trois classes : les Clostridia (anaérobie), les Bacilli

(aérobie stricte ou facultatif) et les Mollicutes. lls possedent un large éventail d’enzymes
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pouvant métaboliser les carbohydrates et ainsi produire du butyrate et du lactate (Arumugam

et al., 2011; Duncan et al., 2007).

2. Les Bactéroidetes :

Les Bactéroidetes comportent 3 classes de bactéries Gram- : Bacteroidia, Flavobacteria et
Sphingobacteria. Le genre Bacteroides est le membre principal de la classe Bacteroidia. Les
bactéries de ce genre participent a I'absorption des nutriments, la maturation du systéeme
immunitaire local et systémique (Eckburg et al., 2005; Qin et al., 2010; Tap et al., 2009; Troy
and Kasper, 2010).

3. Les Actinobacteria :

Ce phylum ne représente qu’environ 10% des bactéries du microbiote intestinal. Il regroupe
des espéeces bactériennes Gram+ et les deux genres les plus connus sont Bifidobacterium et
Collinsella. Ce phylum est caractérisé par un pourcentage de bases cytosine (C) et guanine (G)
proportion parmi les bases qui composent une séquence ADN (coefficient de Chargaff)

(Arumugam et al., 2011).

Moins abondants, trois autres phyla sont également présents dans le microbiote intestinal :
les Proteobacteria, les Lentisphaerae et les Verrucomicrobia. Parmi les Verrucomicrobia,

I’espeéces Akkermansia muciniphila sera décrite par la suite (Derrien et al., 2004).
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C. La notion d’« entérotype » et de la « fonction

florale »:

1. Les entérotypes et la fonction florale :

Une étude exaustive effectuée sur des feces de patients issus de continents différents montre
I’existence de microbiota avec des compositions bactériennes a signatures particuliéres. Se
basant sur I'abondance des genres bactériens Bactéridies, Prevotella et Ruminococcus, les
échantillons de feces ont été classés dans 3 groupes dominants (Figure 1l-2). Ainsi, la notion
« d’Enterotype » est apparue (Arumugam et al., 2011). Indépendamment de I'age, de I'indice
de masse corporelle ou du sexe, la composition de la flore intestinale semble étre plus
homogene qu’on ne le pensait. Les enterotypes décrits sont étroitement liés aux régimes
alimmentaire. L'enterotype N°1 et ses dérivés sont riches en Bacteroidies (une abondance liée
a I'abondance du genre Parabacteroidies). L’énergie y est essentiellement puisée grace a la
fermentation des carbohydrates et des protéines. Par contre, I'enterotype N°2 riche en
Prevotella lié a celle des Desulfofibrio, et I’enterotype N°3 caractérisé par une augmentation
des Ruminococcus lié a I'apparition des Akkermansia qui sont spécialisés dans la
métabolisation des glycoprotéines telles que les mucines. D’autre part, les enterotypes 1 et 2
sont caractérisés par une production importante de certaines vitamines comme la biotine,
riboflavine, thiamine et I'acide folique. Par contre, I’étude ne montre aucune corrélation entre
le rapport Bacteroidie/Firmicute et I'lMC des donneurs.

# Alkaliphil Vaill 1l
Catenibacterium Alkaliphilus - Geobacter Akkermansia | N aHgJicahaC{gr

Bacteroides
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0=
Eggerthella { e
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Figure II-2: Composition relative des différents enterotypes chez
I'Homme (Doré et al., 2013).
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Peu de temps aprés, une autre étude s’est intéressée a |'analyse des enterotypes chez 98
donneurs, et a montré I'existence de 2 grands enterotypes basés sur I'abondance en
Bacteroidies ou Prevotella (Wu et al., 2011b). Ces résultats, regroupent I'enterotype N°1 (riche
en Bacteroidies) et I'enterotype N°3 (riche en Ruminococcus) décrits dans I'étude d’
Arumugam et al en un seul enterotype (Arumugam et al., 2011). D’autre part, cette étude
s'est intéressée a la relation entre les différents enterotypes découverts et le régime
alimentaire. Quelques volontaires ont subi des régimes a composition controlée. Les
enterotypes des volontaires changent de facon comparable en fonction du régime. La flore
change 24h apres les tests. L’aliment ingéré transite a travers le systeme digestif entre 2 a 7
jours (selon la composition en fibre). La flore change de composition et de fonction avant le
contact avec la nouvelle alimentation. Une modification qui est orientée pour une meilleure
digestion selon les auteurs de I’étude (Wu et al., 2011b). Par contre, et quel que soit le régime
(méme celui riche en graisses) les chercheurs n’ont pas observé de changement d’entérotype
au cours des 10 jours du test, réfutant I’hypothese sur l'inversement du ratio des
Bacteroidies/Firmicutes a cause des régimes riches en graisses/pauvre en fibre (Wu et al.,
2011b).

Le microbiote intestinal a une fonction métabolique importante (i.e. la fermentation des
résidus alimentaires non digestibles par I’h6te). L'apport énergétique di a cette fonction est
estimé a 10% de I’énergie totale fournie par le bol alimentaire. Il assure aussi un apport
essentiel en vitamines. Ces vitamines sont nécessaires, en faible quantité, au métabolisme
d'un organisme vivant, mais ne sont généralement pas synthétisées par I'organisme. Les
bactéries intestinales sont une source importante de vitamines pour I’homme, en particulier
la vitamine K et plusieurs vitamines du groupe B telles que la thiamine (vit B1), la riboflavine
(B2), la pyridoxine (B6), la biotine (B8), I'acide folique (B9) ou la cobalamine (B12) (Hill, 1997;
Ramakrishna, 2013).

Depuis longtemps, il a été avancé que ces roles changent en fonction de la composition
bactérienne et de I'abondance de tel ou tel genre/famille bactérienne. Cependant, selon
Arumugam et al la composition de la flore intestinale ne peut prédire la fonction métabolique
de cette derniére. Son étude a montré 1’absence de lien entre I’abondance d’un genre bactérien

et celui d’une activité génétique/métabolique donnée. Des bactéries peu abondantes dans la
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lumicre intestinale peuvent contribuer fortement a des fonctions importantes comme la
métabolisation, la production de vitamine ou de protéines nécessaires pour le maintien des
bactéries dans I’intestin (Arumugam et al., 2011). Plus récemment, des travaux ont montré que
seulement 40 a 65% des bactéries qui composent le microbiote intestinal étaient capables de
produire les huit membres de la vitamine B. Les bactéries composant ce microbiote, ont ainsi
un métabolisme complémentaire et synergique mimant la fonction d’un organe a part enti¢re
(Magnusdéttir et al., 2015).

L'absence de corrélation étroite entre la composition florale et la fonction de cette derniere

est due a I'acquisition/perte de fonction par certaines bactéries. On parle de plasticité.

2. Plasticité/stabilité du microbiote :

La présence d’enterotypes (dominés par un genre bactérien donné) stable indépendamment
de l'origine ethnique, du sexe ou de I'IMC suggere la présence d’un systeme de controle
appartenant a I'hote ou a la flore (Arumugam et al., 2011). Le systeme de transposons permet
au genre bactérien de s’adapter aux variations de I'environnement pour permettre le maintien
de leur individus. Des mutations transmissibles permettent une plasticité aux bactéries pour
assurer leur survie changeant a volonté leur métabolisme, leur développement et leur
reproduction. Ce systeme est important pour stabiliser la composition du microbiote malgré
les challenges quotidiens : milieu perfusé en continu par un bol alimentaire de régimes
différents, I'ingestion de bactéries externes et la surveillance immunitaire (Goodman et al.,
2009).

La mesure de |'abondance d’environ 40 especes bactériennes qui représentent 75% du
microbiote intestinal, montre que la composition de la flore bactérienne est stable durant au
moins un an (i.e. durée de I'étude) (Martinez et al., 2013). Une autre étude suggére que cette
stabilité est observée méme durant 5 années d’analyse de la composition du microbiote. De
plus, la capacité de restauration de certaines souches bactériennes, qui peuvent disparaitre
des feces sous certaine condition, montre qu’il existe un réservoir bactérien au niveau du
tractus-gastro-intestinal permettent de récupérer une composition bactérienne

physiologique (Dethlefsen and Relman, 2011).
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De plus, des travaux ont montré que le transfert d’une flore intestinale d’une espéce donnée
a une autre espece axénique fini toujours par changer de composition pour ressembler a celle
retrouver au niveau de lI'espece receveuse ce qui confirme l'implication de parametres
complexes dans la détermination de la composition florale chez une espéce donnée (Rawls et

al., 2006).

D. Le microbiote intestinal et le T2D :

Le microbiote intestinal exerce des fonctions plus complexes que |'apport énergétique
supplémentaire a I’'h6te. Comme on le verra plus en détail en ce qui concerne le réle des
microorganismes de l'intestin dans la maturation du systeme immunitaire intestinal, la flore
intestinale est importante dans la maturation structurelle, physiologique et fonctionnelle de
I'intestin de I’h6te. L'absence de microbiote (i.e. chez des souris axéniques) provoque, une
dérégulation dans le développement du systéme immunitaire inné et adaptatif de I'intestin,
un ralentissement du renouvellement de I'épithélium et un amincissement de la muqueuse
intestinale. La reconstitution du tractus digestif de ces souris par un mélange de bactéries
permet de normaliser ces parametres et d’induire la production du mucus (dont la production
est défectueuse chez les souris axéniques) (Round and Mazmanian, 2009; Wrzosek et al.,
2013).

En plus de leurs fonctions physiologiques, le microbiote intestinal est décrit comme
impliqué/responsable dans plusieurs maladies inflammatoires qui touchent lintestin
directement ou méme d’autres organes.

Parmi les maladies inflammatoires ou la dysbiose est bien décrite on compte I'obésité et le

diabete de type 2.
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1. Le microbiote et I'obésité : la balance

Bactéroidies/Firmicutes

a) La causalité entre la dysbiose et I'obésité :

Malgré les fortes corrélations observées entre I'obésité et le changement de la composition
du microbiote intestinal, une question essentielle sur la causalité entre la dysbiose et I'obésité
se pose (Rawls et al., 2006). L'équipe du Dr Gordon montre que des souris génétiquement
susceptibles de développer I'obésité (ob/ob), et méme sous régime standard, présentent des
dysbioses (diminution des Bactéroides et une augmentation des Firmicutes) qui ressemblent
a celles retrouvées dans des souris sauvages soumises a un régime obésogene (Ley et al., 2005;
Turnbaugh et al., 2006).

En outre, I'étude du microbiote de patients jumeaux obéses ou minces montre des différences
au niveau de la diversité phylogénique chez les jumeaux ayant un IMC différent (Turnbaugh
et al., 2009). Cette étude montre une baisse de la représentativité des Bactéroidies contre une
augmentation de celle des Actinobactéries. Au niveau fonctionnel, le microbiote des patients
obeses présente une augmentation, au niveau génétique, dans le métabolisme des
carbohydrates montrant, ainsi, I’effet du métabolisme bactériens sur le métabolisme de I'h6te
(Turnbaugh et al., 2009). Ceci prouve |'effet de la flore intestinale sur la prise de poids,
indépendamment des facteurs génétiques de |I’hote.

Quelques années avant, en 2004 puis en 2006, des expériences de transfert de flore montrent
que d’une part, le microbiote intestinal serait responsable de I'accumulation du TA dans les
conditions normales, et que d’autre part cette accumulation de TA peut étre pathologique si
le microbiote transféré était pathologique (e.g. flore de souris ob/ob comparée a une flore
contréle) (Backhed et al., 2004; Turnbaugh et al., 2006).

Par ailleurs, des études métagénomiques lient la dysbiose chez I’'Homme aux syndromes
métaboliques. La diminution de la richesse bactérienne au niveau du microbiote est corrélée
a des dyslipidémies, résistance a l'insuline et a I'inflammation. Alors que I'augmentation de la
richesse bactérienne est corrélée a des effets anti-inflammatoires et a la production des SCFA
(e.g. butyrate, connu pour son réle anti-inflammatoire) (Karlsson et al., 2013; Le Chatelier et

al.,, 2013; Qin et al., 2012). Chez les patients diabétiques non traités, une baisse dans la
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concentration du butyrate est constatée. Cette baisse est reversée apres traitement par la
metformine (Forslund et al., 2015).

De plus, l'effet pathogéne d’une flore peut étre d0 a la modification du rendement
énergétique controlé par des parameétres liés d’une part a la flore et d’autre part a I’'h6te. Par
exemple, les AG a courtes chaines (e.g. I'acétate et le proprionate) produits par le microbiote
intestinal peut controler I'efficacité intestinale en terme d’absorption lipidique. A travers la
stimulation de leur récepteur, le GPR41 (G protein-coupled receptor 41, exprimé par une
famille de cellules endocrines de I'épithélium) qui conduit a la production de I’'hormone PYY,
les AG a courtes chaines (SCFA, short chain free faty acids) réduisent le transit intestinal et
augmentent la motilité intestinale ce qui optimise I'absorption intestinale des lipides et ainsi

I'apport énergétique (Samuel et al., 2008).

b) La balance Bactéroidies/Firmicutes; Vraie ou fausse ? La notion

de fonction :

Récemment, des études remettent en cause I'existence d’un déséquilibre de la balance entre
les Bactéroidies et les Firmicutes (au profit des Firmicutes) au cours de I'obésité (Duncan et al.,
2008). De plus Daniel H. et al montrent que I'impact du régime obésogene sur la souris est
plus important au niveau fonctionnel qu’au niveau de la composition bactérienne (Daniel et
al., 2014). De facon similaire, une étude réalisée sur 98 volontaires montre que I'obésité est
liée a une augmentation de la production des SCFA sans modification profonde sur la balance

en Bactéroidies et Firmicutes (Schwiertz et al., 2010).

c) Akkermansia muciniphila :

Appartenant au phylum des Verrucomicrobiaceaes, Akkermansia muciniphila est a I'origine de
nombreuses publications scientifiques sur la relation entre la flore intestinale et le
métabolisme. Akkermansia muciniphila représente jusqu’a 5% du microbiote intestinal d’un
sujet sain. Au cours de I'obésité, 'abondance de cette souche bactérienne diminue et sa ré-
administration par voie orale chez des souris obéses entraine une perte de masse grasse et
réverse le phénotype pathologique des souris (i.e. amélioration de la sensibilité tissulaire a
I'insuline, diminution de I'inflammation du TA et diminution de I'’endotoxémie) (Everard et al.,
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2013). De facon intéressante, I’équipe de Levy a montré que I'amélioration du métabolisme
et du T2D était fortement liée a une bonne représentativité d’Akkermansia muciniphila au
niveau du microbiote intestinal. De plus, I'amélioration de I’état métabolique des souris était
indépendante du rapport Bactéroidies/Firmicutes. Ce qui a nouveau remet en cause
I’hypothése liant la dérégulation de la balance Bactéroidies/Firmicutes et I'obésité et au T2D

(Anhe et al., 2015).

d) Segmented filamentous bacteria :

La Segmented filamentous bacteria (SFB) est une bactérie qui colonise la partie distale de
I'intestin gréle chez la souris. Son adhésion aux cellules épithéliales stimule la production de
peptides antimicrobiens et de cytokines immuno-modulatrices. L'ancrage aux cellules
épithéliales est important pour une induction efficace de la réponse TH17 « antigéne
spécifique » au niveau de la lamina propria. Par contre, I'induction de la production d’IgA par
SFB implique un mécanisme différent par lequel les antigenes libérés par SFB sont suffisants.
SFB induit le développement d’organes lymphoides secondaires / tertiaires ayant un centre
germinatif (source d’IgA) ainsi qu’une la réponse TH17 (Lécuyer et al., 2014). D’autre part,
I"analyse de la population des ILC3 montre que SFB a un effet sur la fonction de ces cellules
(production d’IL-22) par un mécanisme indépendant de son ancrage sur les cellules
épithéliales. Il est important de rappeler que les souris axéniques, utilisées comme contréles,
présentent la méme fréquence d’ILC3 mais incapables de produire de I'lL-22 (Atarashi et al.,
2015a; Schnupf et al., 2015). De plus, des expériences sur des souches bactériennes
retrouvées chez I’homme montrent que I'ancrage bactérien sur I'épithélium intestinal est
important pour une induction efficace de la réponse TH17 antigéne-spécifique (Atarashi et al.,
2015a).

Malgré que SFB n’ait pas encore été isolé chez ’'homme, le séquengage de I’ARN 16S bactérien
montre que cette souche bactérienne (ou similaire) existe aussi au niveau du tractus gastro-
intestinal chez 'Homme et sa présence diminue au cours de la maladie de Crohn (Caselli et

al., 2013).
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2. Ladysbiose et la perméabilité intestinale :

La dysbiose caractérisée par une augmentation du ratio Firmicutes/Bacteroidetes est
caractérisé par une augmentation de I'apport énérgétique provenant du bol alimentaire et
une augmentation du stockage de triglycéride au niveau du foie et du TA (Figure lI-3) (Backhed
et al., 2004; Turnbaugh et al., 2006). Il est interessant de noter que la dysbiose et ses effets
métaboliques sont transmisibles a travers la transplantation de flore intestinale (Ridaura et
al., 2013).

L'un des effets majeurs de I'obésité est la dérégulation de I'intégrité intestinale est le passage
d’antigenes alimentaires et de MAMPs vers des tissus comme le foie, le TA, le muscle et le
cerveau, dans lesquels ils vont induire a une stimulation anormale du systéeme immunitaire
(Winer et al., 2017).

Les composés inflammatoires, comme le LPS, passent la barriere intestinale selon deux
mécanismes de transport, un transport paracellulaire et un transport transcellulaire. Au cours
de l'obésité, les deux mécanismes de transport augmentent la perméabilité intestinale,
d’autant plus que le niveau d’expression des genes des jonctions serrées diminue (Cani et al.,
2008). D’autre part, les régimes riches en graisse augmentent la formation de structures,
appelées chylomicrons, qui favorisent le transport des lipides, dont le LPS, de la lumiere
intestinale vers la circulation sanguine (Ghoshal et al., 2009). De plus, des bactéries entiéres
peuvent également passer vers la circulation grace a la phagocytose assurée notamment par

les cellules caliciformes (Birchenough et al., 2016).
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Figure II-3: Evolution de la flore intestinale au cours de l'inflammation (FX Medecine, 2016).
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3. Le microbiote intestinal et I'insulino-résistance :

Depuis 2004, des expériences de reconstitution de souris axéniques ont mis en évidence un
role pathogene de certaines flores intestinales (e.g. flore issue de souris obése) dans
I'induction de l'insulino-résistance et le développement du T2D. De nombreux sont les
mécanismes moléculaires ont été impliqués et la relation entre le microbiote et cette maladie
métabolique. Dans les travaux de Backhed et a/, il a été proposé que I'angiopoietin-like protein
4 (Fiaf), un inhibiteur de la LPL (lipoprotéine lipase), et les facteurs de transcription lipogénes
ChREBP et SREBP-1 seraient en partie impliqués dans ce mécanisme. La flore de sujets obéses
induit une diminution de I’expression de Fiaf et une augmentation de I’expression de ChREBP
et SREBP-1. Ces trois molécules intervenants dans le métabolisme lipidique, I'effet de la flore
pathogene sur leur niveau d’expression conduit a une lipotoxicité cellulaire suite a de
I’'accumulation des TG au niveau des hépatocytes et des adipocytes (Backhed et al., 2004).

Par ailleurs, Cani et al montre pour la premiére fois la mise en place d’'une endotoxémie (par
I’'augmentation de la concentration du LPS circulant) métabolique chez les souris obéses. Le
LPS serait responsable de l'induction de |'obésité et de l'insulino-résistance hépatique a
travers I'activation du TLR4 (Cani et al., 2007). L'endotoxémie serait due a une modification
de la composition bactérienne chez les souris obéses, combinée a une augmentation de la
perméabilité intestinale (Cani et al., 2008). Il est intéressant de noter que le LPS peut induire
son effet inflammatoire via I'immunomodulation des cellules immunitaires (e.g.
macrophages) mais aussi par une action directe sur des tissus insulino-sensibles comme le TA.
En effet, il a été montré que les adipocytes expriment du TLR4 fonctionnel et que cette
expression est augmentée lors de I'obésité. L'activation des adipocytes via le TLR4 conduit a
une augmentation de l'inflammation a travers I'laugmentation de |'expression de cytokines
pro-inflammatoires (e.g. IL-6 et TNFa) et de CCL2 qui contribue a l'infiltration massive des
macrophages au niveau de ce tissu (Caesar et al., 2015; Shi et al., 2006a). Dans cette méme
étude, celle de 2015, la source des lipides alimentaires et leurs propriétés sont déterminantes
dans le développement de dysbiose liée « a I'endotoxémie métabolique ». Une alimentation
riche en lipides saturés (e.g. lipide d’origine porcine) conduit a une flore riche en Bilophila et
Bacteroides puis a l'augmentation de la translocation de LPS, contrairement a une
alimentation riche en lipides issus de poisson qui contribue au développement d’une flore

protectrice riche en Akkermansia, Lactobacillus et Bifidobacterium (Caesar et al., 2015).
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4. Vitamine B, obésité et I'inflammation :

Sur une cohorte norvégienne de 2797 femmes enceintes, analysées avant et au cours de la
grossesse, plusieurs parametres métaboliques, nutritionnels et inflammatoires ont été
analysés pour établir des tables de corrélations multiparamétriques. Une corrélation inverse
entre I'IMC et les vitamines B2 (riboflavine), B6 (la pyridoxine), B9 (acide folique) et B12
(cobalamine), et une corrélations positive entre I'lMC et le marqueur d’inflammation cellulaire
KTR (kynurenine/tryptophan) ont été observées (Bjgrke-Monsen et al., 2016). D’autre part,
une équipe américaine a émis I’hypothése d’un role délétére de certaines vitamines B, dont
la riboflavine, dans la prévalence a I'obésité (Zhou et al., 2010). D’autres travaux se sont
intéressés au réle immuno-modulateur de la vitamine B2 sur les macrophages. Des tests in
vitro ont montré que la riboflavine favorise le phénotype M2 (anti-inflammatoire) sur le
phénotype M1 (inflammatoire) des macrophages et que ces cellules étaient incapables
d’induire une réponse immunitaire efficace aprés stimulation (Mazur-Bialy and Poche¢, 2016;

Mazur-Bialy et al., 2015).
5. Les traitements probiotiques :

L’étude du lien entre la flore intestinale et la santé a commencé il y a plusieurs décennies. Les
travaux visant a soigner certaines maladies par la manipulation de la flore intestinale ont
commencé tres tot. Des « thérapies probiotiques » ont commencé en Suede depuis 1954 pour
soigner la tuberculose (FORSGREN, 1954). En 1989, Fuller définie les traitements
« probiotiques » et les conditions de préparation. Composés exclusivement de bactéries
vivantes, ces traitements contribuent au rétablissement de la flore intestinale normale (Fuller,
1989). En 1995, les chercheurs commencent la manipulation de la composition bactérienne
grace a des additifs alimentaires. Dans le but d’améliorer le bien-étre et la santé des patients
a travers les colonisateurs du tube digestif, la notion des aliments « prébiotiques » est née

(Gibson and Roberfroid, 1995).
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Ill. L’intestin :

L'intestin humain est un exemple de symbiose entre d’'une part un microbiote intestinal
complexe (i.e. regroupe les trois grands domaines de la vie : Les Archées, les bactéries et les

eucaryotes) et d’autre part un organisme dont il a besoin mais contre lequel il se défend.

A. Fonctions intestinales :

1. Le «sensing » des nutriments :

Le systeme digestif en général et 'intestin en particulier est considéré comme un organe
sensoriel par excellence. L’intestin est muni de plusieurs capteurs qui assurent la
reconnaissance de facteurs chimiques et mécaniques apportés par le bol alimentaire, et les
micro-organismes. Au niveau de ['épithélium intestinal, plusieurs cellules sensorielles
possedent un réle endocrine comme les cellules L, K, | et D. Une part du mécanisme sensoriel
fait appel a des récepteurs couplés a la protéine G qui traduisent les facteurs chimiques du bol
alimentaire en une signalisation nerveuse ou endocrine (i.e. hormones intestinales comme
PYY, ghréline, cholecystokine et GLP-1) (Janssen and Depoortere, 2013; Janssen et al., 2011).
A travers ces signalisations, le systeme nerveux central contrdle la quantité et la qualité des
nutriments absorbés et envoie en retour des signaux qui indiquent la sensation de faim ou de
satiété. Un déreglement de la boucle intestin-SNC est I'une des causes principales du

développement de I'obésité.

D’autre part, l'intestin est capable de reconnaitre certain composés alimentaires et

présentent des propriétés immunologiques (Winer et al., 2017).

a) L’aryl hydrocarbone :

L’AhR (Aryl hydrocarbon Receptor) est un facteur de transcription dont le ligand est
généralement d’origine végétale. Il est impliqué dans I’homéostasie intestinale a travers le

développement et la maturation fonctionnelle du systéme immunitaire de cette muqueuse.
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Des souris AhR”" ont une réduction significative de cellules intra-épithéliales (i.e. LT-CD8aa,
LTyd et ILC3) (Kiss et al., 2011). De plus, I’AhR est important dans la fonction homéostatique
des ILC producteurices d’IL-22. Ainsi, les régimes pauvres en fruits et [égumes (e.g. régime
occidental riche en graisse) induisent une dérégulation du systeme immunitaire intestinal, qui
combinée a la dysbiose (e.g. due a I'obésité) peut conduire a des complications métaboliques.
Un autre ligand d’AhR, I'indole-3-aldéhyde, produit par certaines bactéries intestinales a partir
du tryptophane, induit la production d’IL-22 par les ILC3 et les TH17 intestinales, ce qui assure

une homéostasie intestinale (Lee et al., 2011a; Veldhoen et al., 2008).

b) Les acides gras saturés et poly-insaturés :

Il est de plus en plus établi que les AG saturés ont un effet inflammatoire sur le systeme
immunitaire (Veldhoen and Brucklacher-Waldert, 2012). Ces derniers peuvent induire une
réponse inflammatoire par les macrophages par l'intermédiaire des TLR2 et TLR4 (Shi et al.,
2006b). Alors que les AG polyinsaturés (e.g. Oméga 3) réduisent cette réponse inflammatoire
par le récepteur GPCR GPR120 (Oh et al., 2014). Le cholestérol, a travers ses dérivés oxystérol
ou les acides biliaires, peut activer les récepteurs LXR (Liver X Receptor) et FXR (Farnesoid X
Receptor). Cette activation réduit la différenciations des LT TH17 (pour le LXR) et induit une
réponse anti-inflammatoire (i.e. induction de la thermogéneése et réduction de l'insulino-
résistance) (Cui et al., 2011; Fang et al., 2015). Ainsi, les régimes riches en graisses sont
responsables de la réduction des populations TH17 au niveau de l'intestin, ce qui est associé
au développement d’insulino-résistance (Garidou et al., 2015).

L'inflammasome NLRP3 exprimé au niveau des cellules intra-épithéliales permet de détecter
les lipides (e.g. céramide ou des cristaux de cholestérol) et induit une inflammation a travers
la production de cytokines telles que I'lL-1B et I'IFNy et contribue au syndrome métabolique

lié a 'obésité (Vandanmagsar et al., 2011; Wen et al., 2011; Yan et al., 2013).

c) Les vitamines :

L’hote est doté de récepteurs de vitamines (ou leurs métabolites) tels que le récepteur de
I'acide rétinoique (dérivé de la vitamine A) ou le récepteur de la vitamine D. L'activation de
ces récepteurs induit des modifications transcriptionnelles du systeme immunitaire et inné.
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En effet, I'acide rétinoique permet la conversion des LT-CD4 conventionnels en iLTreg au
niveau des GALT de l'intestin gréle. L’acide rétinoique stimule la production du TGFB par les
cellules dendritiques a I'origine de I'induction des iLTreg (Sun et al., 2007). D’autre part, la
vitamine D est requise pour le bon développement des LT-CD8aa, une population immunitaire
nécessaire pour ’homéostasie intestinale. Un défaut de vitamine D ou la délétion de son
récepteur conduit a une diminution importante des LT-CD8aa fonctionnels a l'origine

d’inflammations gastro-intestinales (Bruce and Cantorna, 2011).

2. Controle de I'absorption/perméabilité :

La perméabilité intestinale est 'une des fonctions entérocytaires les plus affectées et est
associée a plusieurs maladies inflammatoires et métaboliques.

A l'état basal, on distingue deux mécanismes de perméabilité intestinale qui permet aux
molécules de transloquer de la lumiere intestinale vers la circulation sanguine. Une
perméabilité trans-entérocytaire spécifique (par endocytose de molécules reconnues par des
récepteurs spécifiques) ou non spécifique (e.g. molécules entrainées, de facon indifférente,
par les micelles qui traversent les cellules épithéliales) a et une perméabilité para-
entérocytaire ou les micro- et macromolécules traversent la muqueuse a travers les interstices
entre entérocytes (Bjarnason et al., 1995; Groschwitz and Hogan, 2009).

Les cellules épithéliales adherent les unes aux autres pour d’une part, assurer une symbiose
métabolique et électrique (a travers les jonctions communicantes) entre les cellules et d’autre
part, pour servir de barriere mécanique qui permet de limiter la translocation
transmembranaire non spécifique (a travers les jonctions serrées) (Groschwitz and Hogan,
2009).

Les jonctions serrées sont des complexes multiprotéiques formées de protéines
transmembranaires (e.g. occludines et claudines) auquelles sont liées des protéines
intracellulaires (e.g. zonula occludens « ZO ») (Niessen, 2007). L’occludine (Occ) est la protéine
la plus importante qui constitue les jonctions serrées.

L’occludine renforce la barriére épithéliale, en liaison a d’autres protéines adaptatrices telles
qgue les zonulines (Z0), et confere une certaine sélectivité de translocation moléculaire

(Howarth and Stevenson, 1995).
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Les claudines, tout comme les occludines, sont des protéines transmembranaires mais a poids
moléculaire plus faible et il en existe 27 (Mineta et al., 2011).

Les zonulines sont des protéines cytoplasmiques capables d’interagir avec des protéines
transmembranaires (e.g. occludine et claudines), avec les protéines du cytosquelette (i.e.
actine et myosine) et avec d’autres protéines adaptatrices. On compte trois isoformes de

zonuline (ZO-1, 2 et 3) (Guillemot et al., 2008).

La rupture de la barriere intestinale est un phénomene lié a plusieurs maladies inflammatoires
telles que l'obésité et linsulino-résistance. Le lien entre la dysbiose intestinale et
I"augmentation de la perméabilité intestinale est décrit dans plusieurs travaux de recherche.
Au cours de l'obésité, le changement de la composition bactérienne entraine une
augmentation du contenu fécal en endotoxines (e.g. LPS). Le LPS, a I'origine de I'inflammation
des cellules épithéliales (via le TLR4), conduit a une diminution de I'expression des protéines
qui forment les jonctions serrées. Aussi, I'lL-1B et I'lFNy dont I’expression augmente au niveau
de l'intestin des souris obéses, contribuent a la réduction de I'expression de ces protéines de
jonction épithéliale (Al-Sadi and Ma, 2007; Luck et al., 2015). D’autre part, I'obésité est
associée a une baisse précoce de I'expression des peptides antimicrobiens (AMPs) (i.e. RegllIp
et Regllly). Ce phénomeéne provoque une dysbiose qui participe a la perméabilité intestinale
(Garidou et al., 2015).

La rupture des jonctions serrées conduit a une augmentation de la perméabilité de la barriere
intestinale a travers laquelle transloquent des composés inflammatoires (i.e. endotoxines) et
méme des bactéries entieres vers la circulation sanguine (Cani et al., 2007; de La Serre et al.,
2010). De plus, I'alimentation riche en graisses (i.e. régime occidental) facilite la translocation
des endotoxines et des bactéries grace aux lipides (i.e. micelles) (Amar et al., 2008). De facon
intéressante, les travaux du Dr Cani ont montré que le phénomeéne d’hyper-perméabilité
intestinale pathologique était réversible. Un traitement antibiotique a des souris obéses,
ob/ob ou sous régime gras, permet le rétablissement de l'intégrité intestinale (Cani et al.,
2007, 2008).

Akkermansia muciniphila, une souche bactérienne capable de digérer le mucus (d’ol son
nom), est utilisée comme traitement probiotique capable de réduire la perméabilité
intestinale chez les souris obéses. Son action passerait par la stimulation de la production du

mucus et des AMPs. Ainsi, Akkermansia muciniphila, permet le rétablissement de la barriere
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mécanique qui sépare la flore bactérienne des cellules épithéliales et ainsi permet de réduire
I’endotoxémie métabolique due a I'obésité (Everard et al., 2013).

Plus récemment, une rupture de la barriere intestinale a été décrite chez les patients
séropositifs ainsi que dans des modeéles simiens d’infection au virus HIV. Cette
hyperperméabilité serait due a I'activation systémique et chronique du systeme immunitaire
et par conséquent I'inflammation de la muqueuse intestinale (Brenchley et al., 2006).

Ces observations remettent en cause, encore une fois, les hypothéses qui donnent comme
seul élément déclencheur de I'hyperperméabilité intestinale le changement de la composition

du microbiote intestinal (de La Serre et al., 2010).

3. Stockage énergétique :

L’intestin a longtemps été considéré comme un organe dont le réle unique était d’assimiler et
absorber les nutriments distribués aux différents organes a travers la circulation sanguine. Des
recherches récentes ont montré que cet organe joue également un autre réle de stockage du
glucose sous forme de glycogene, qui contribue a hauteur de 25% du glucose circulant en
période de jeune (Mithieux and Gautier-Stein, 2014). Une alimentation riche en fibre exerce
un role bénéfique dans la réduction de I'obésité et du T2D. L'un des mécanismes de I'action
des fibres implique la glyconéogenése intestinale. Grace aux bactéries intestinales, la
fermentation des fibres produit des AG a courte chaine (SCFA), comme le butyrate et le
propionate, qui activent par deux mécanismes différents la glyconéogenese intestinale (Flint
et al., 2012). Le butyrate a une action directe sur les cellules épithéliales alors que I'action du
propionate passe par le systéme nerveux central (De Vadder et al., 2014; Gautier-Stein et al.,
2006).

Le bypass est I'une des opérations chirurgicales pratiquée chez les personnes atteintes
d’obésité morbide. Elle est caractérisée par une amélioration rapide de I’état métabolique des
patients. Certaines études ont montré que cet effet passe par 'laugmentation de la production
du GLP-1 (Sala et al., 2012; Thaler and Cummings, 2009). D’autre part, des travaux chez la
souris montrent que le glyconéogeneése intestinale peut jouer un réle dans I'amélioration des
parameétres métaboliques apres le bypass. Ainsi, I'intestin gréle, peu actif en glyconéogenese

dans les conditions normales, augmente son activité de glyconéogenése ce qui contribue, avec
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I’'augmentation de la production du GLP-1 a I’état de rémission aprés le bypass (Troy et al.,

2008).

4. Controle de la localisation bactérienne :

a) La compartimentation et la diversité bactérienne:

Le contact hote-microbiote intestinal s’établit depuis la naissance (Dominguez-Bello et al.,
2010). Des changements profonds dans la composition de la flore intestinale se déroulent au
cours de la vie, ce qui suggéere la présence de processus de « déterminisme » particulier qui
contréle le microbiote au cours du développement (Hasegawa et al., 2010; La Rosa et al.,
2014). U'intestin est composé de plusieurs compartiments qui correspondent a des habitats
microbiens distincts. Schématiquement, l'intestin est compartimenté en trois parties.
L'intestin gréle, le caecum et le colon. Des différences physiologiques existent entre ces
compartiments, dont un gradient de composés chimiques et de nutriments différents ainsi
gu’une compartimentalisation de I’activité du systéme immunitaire tout au long du tractus. A
titre d’exemple, I'intestin gréle est plus acide et contient plus d’oxygéne et d’AMPs que le
colon. Les acides biliaires, du fait de leur composition enrichie en surfactants, sont bactéricides
pour les Bacteroidetes contrairement aux Firmicutes (Islam et al., 2011). D’autre part, la
vitesse du péristaltisme et sa magnitude influence I'adhésion bactérienne et compromet le
développement de bactéries adhérentes au niveau de l'intestin gréle comparé au colon

(Donaldson et al., 2016).

L’analyse du microbiote iléal chez ’'Homme montre une diversité bactérienne faible au niveau
de ce compartiment, particulierement enrichi en Proteobacteria et en Clostridium. L’analyse
métagénomique montre une utilisation préférentielle des sucres simples par les bactéries de
ce compartiment (Zoetendal et al., 2012). Tout au long de l'intestin gréle, I'organisme hote est
en compétition avec les micro-organismes du microbiote pour les nutriments du bol
alimentaire et il utilise la bile et les peptides anti-microbiens pour limiter leur développement.
Le caecum et le colon contiennent une densité importante en micro-organismes. lls assurent
la digestion des fibres végétales non digérées au niveau de l'intestin gréle. La faible
concentration en peptides anti-microbiens, le faible transit intestinal et I'absence de source
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de sucres simples, facilitent le développement de bactéries spécialisées dans la fermentation
de polysaccharides notamment les Bacteroidaceae and Clostridiaceae. Le caecum murin est
enrichi en Ruminococcaceae et Lachnospiraceae, alors que le colon est enrichi en
Bacteroidaceae et Prevotellaceae (Gu et al., 2013). Au sein d’'un méme compartiment (e.g.
colon), il existe des différences entre la composition de la flore de la lumiére comparée a celle
qui se trouve a proximité de I"épithélium ou au niveau des plissements intestinaux (i.e.

cryptes) (Nava et al., 2011; Pédron et al., 2012).

b) Les facteurs qui contrdlent la localisation bactérienne :

° Les cellules de Paneth localisées au niveau des cryptes de l'intestin gréle produisent
une variété d’AMPs qui participent au controle de la croissance des microorganismes du
microbiote intestinal (Bevins and Salzman, 2011). La plupart de ces AMPs sont chargés
positivement (cations) et interagissent avec la surface bactérienne, chargée négativement.
L'un des mécanismes de résistance bactérienne a ces AMP est la modification du lipide A (un
composant majeur de la membrane externe des bactéries gram (-)) (Needham and Trent,
2013). Par exemple, une diminution du niveau de phosphorylation de ce composé du LPS
bactérien est un parameétre primordial qui permet la colonisation au B. thetaiotaomicron
durant l'inflammation. Il est d’ailleurs interessant de noter que la bactérie pathogéne
Helicobacter pylori partage cette propriété de résistance aux AMPs (Cullen et al., 2015).

Au niveau de l'intestin gréle la lectine Regllly est bactéricide pour les bactéries gram (+). Elle
reconnait et déstructure les membranes qui expriment des peptidoglycanes (PGN). Sa
production baisse partant de la partie proximale vers la partie distale de I'intestin. Ceci permet
I'augmentation du nombre de bactéries et de leur diversité niveau de la partie distale
(Vaishnava et al., 2011a).

Comme alternative a certain AMPs, auxquels certaines souches bactériennes développent une
résistance, le systéme immunitaire inné de I'intestin produit d’autres facteurs anti-microbiens
comme les a-défensines (produites par les cellules de Paneth) et les B-défensines (produites
par les neutrophiles) (Gallo and Hooper, 2012). Par contre les Firmicutes et Bacteroidetes sont
généralement résistants a ce type d’AMPs (Cullen et al., 2015). Le r6le de ces AMPs est de

limiter, spécifiquement, I'accés a I’épithélium pour certaines souches pathogenes.
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En plus de ces AMPs, les cellules épithéliales établissent un gradient de concentration en ROS
(reactive oxygen species), bactéricide pour les bactéries qui sont généralement anaérobiques.
De fagon intéressante, certaines especes, comme B. fragilis développent une résistance et
commencent méme a l'utiliser, a leur profit, comme accepteur terminal d’électron au niveau
de leurs chaines métaboliques (Baughn and Malamy, 2004). De plus, B. fragilis et d’autres
especes expriment des catalases, superoxide dismutase et d’autres enzymes qui permettent

d’inhiber la réactivité des ROS (Miyoshi et al., 2003).

Tous ces mécanismes montrent |'active adaptation de I'hGte vis-a-vis du microbiote et

inversement celle du microbiote envers son micro-environnement.

° La MUC2 secrétée forme des liaisons peptidiques pour produire une substance gélifiée
qui sert de barriere mécanique et chimique pour défendre I'épithélium (Needham and Trent,
2013; Pelaseyed et al., 2014). Les souris MUC27" présentent des cryptes submergées en
bactéries qui sont en contact direct avec les cellules épithéliales. Ce contact non régulé,
contribue au développement de linflammation et du cancer dans ce modele murin
(Johansson et al., 2008). Par contre, certaines souches bactériennes sont capables de pénétrer
cette mucine et de se frayer un chemin pour entrer en contact avec les cellules épithéliales.
La bactérie pathogene, Salmonella enterica, utilise ses flagelles et le chimiotaxisme pour
atteindre I'épithélium alors que E. coli ou Shigella flexneri produise une protéase (mucin-
binding serine protease) comme Pic ou M60-like, qui permet de digérer rapidement la couche
de mucine (Luo et al., 2014; Nakjang et al., 2012; Navarro-Garcia et al., 2010). Ces protéases,
spécialement la M60-like, sont nécessaires pour l'ancrage des bactéries sur les vilis
enterotypaires (Luo et al., 2014).

L’ancrage bactérien sur la surface épithélial induit la production de mucine. Une maniére pour
les souches bactériennes capables de pénétrer le mucus de limiter I'acces a I"épithélium et
donc aux nutriments qui se trouvent a proximité des autres espéces bactériennes (Navarro-
Garcia et al., 2010). Si Helicobacter adhere sur les cellules épithéliales grace aux glycanes de
surface, SFB s’ancre intimement sur I'épithélium (Davis and Savage, 1974; Mahdavi et al.,
2002). Le mécanisme de cet ancrage n’est pas encore déterminé, mais les imageries
électroniques faites par I'équipe de N.C. Bensussan montrent que la cellule épithéliale accroit
cet ancrage grace a I'accumulation des filaments d’actine autour du point d’ancrage (Schnupf

et al., 2015). Ce mutualisme permet d’assurer une maturation du systéme immunitaire de
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I'intestin et a été impliqué dans certaines maladies auto-immunes dans les modeles murins
(lvanov et al., 2009; Lee et al., 2011b; Wu et al., 2010).

Ce mutualisme peut induire une pathogénicité au profit de certaines bactéries pathogenes.
Listeria monocytogenes est capable d’adhérer aux cellules épithéliales grace a l'interaction
entre internalin A (bactérien) et E-cadherin (cellulaire). Cet ancrage induit la phagocytose a
I'origine de I'invasion de ce pathogeéne (Lecuit et al., 2001). S. Typhimurium, de son c6té, induit
une inflammation médiée par les neutrophiles. Cette inflammation contribue,
paradoxalement, a I'apparition d’infections car elle promeut le développement des souches
pathogenes au profit des couches commensales (McCormick et al., 1993; Winter et al., 2010).
Par ailleurs, des souches commensales comme Lactobacillus spp peuvent tapisser la surface
épithéliale afin de protéger l'intestin contre linvasion de pathogenes (e.g. levure,
staphylocoque) (Morotomi et al., 1975; Savage, 1969).

Ces observations montrent que I'adhésion bactérienne a I'épithélium est une stratégie utilisée
a la fois par les souches pathogenes pour leur virulence et par les souches commensales pour
assurer I’homéostasie intestinale.

° Le systéeme immunitaire intestinal intervient activement pour contréler le microbiote
intestinal est prévenir I'invasion bactérienne. L'immunoglobuline sécrétée A (slgA) recouvre
la surface de la plupart des bactéries du tractus intestinal. Des bactéries adhérentes comme
Helicobacter spp. et SFB sont hautement tapissées par des IgA sécrétoires (Kubinak et al.,
2015; Palm et al., 2014). L'opsonnisation bactérienne avec ces slgA permet de réduire la
pathogénicité des bactéries cibles. Sur des souris Ragl”" (dépourvues en LT et LB)
I'opsonnisation de B. thetaiotaomicron, avant colonisation intestinale, permet de réduire les
réponses inflammatoires et modifie I'expression de certains génes bactériens (Peterson et al.,
2007, 2015).

Inversement, les bactéries sont capables de moduler le systeme immunitaire pour s’assurer
une meilleure colonisation du tractus intestinal. B. fragilis par exemple, induit la tolérance
immunitaire a travers l'induction de la production d’IL-10 par les LTreg (Round and
Mazmanian, 2010). Ce mécanisme fait appel au polysaccharide, PSA (un composant de capsule
bactérienne). B. fragilis mime la surface épithéliale a travers la fucosylation de sa capsule pour
induire une tolérance de I’hote et faciliter sa colonisation (Coyne et al., 2005).

SFB stimule la maturation de la réponse TH17 dont il a besoin pour faciliter son ancrage et sa

présence au niveau de l'intestin de I'h6te (lvanov et al.,, 2009). Ces observations ont été
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réalisées par des mono-colonisations. Les souches décrites ne sont pas capables, a elles seules,
d’induire la maturation/réponse du systéme immunitaire aussi efficacement qu’un cocktail de
bactéries (e.g. la flore Schaedle). La communauté bactérienne participe collectivement dans
la modulation de la réponse immunitaire grace a des signaux non-spécifiques comme les SCFA
représenté par le butyrate, le propionate et I'acétate issus de la fermentation anaérobique du
sucre. Les SCFA induisent la production du mucus et d’IgA, le développement des LTreg et
I'inhibition de la voie de signalisation inflammatoire NF-kB (Arpaia et al., 2013; Koh et al., 2016;
Smith et al., 2013; Thorburn et al., 2014).

Les bactéries capables de métaboliser la mucine s’approprient un mécanisme de tolérance
pour limiter son rejet par le systéme immunitaire. En effet, la mucine induit la tolérance chez
les cellules dendritiques. Ainsi, les bactéries en question s’enveloppent d’'une couche de
mucine dégradée et s’assure une tolérance vis-a-vis de leurs antigenes en cas
d’échantillonnage par les cellules dendritiques (Shan et al., 2013).

Par ailleurs, la réponse immunitaire de I'h6te évolue et s’adapte aux changements du
microbiote intestinal. Au cours de I'alimentation par le lait maternel, la flore bactérienne
stimule le systeme immunitaire par le TLR4. Au cours de cette période du développement, le
tractus est riche en proteobactéries productrices des ligands du TLR4. Apres le sevrage, la
modulation du systeme immunitaire intestinal devient TLR4-independante et fait appel a
d’autres PRRs (e.g. NOD1, NOD2, TLR2, TLR5, TLR9, TLR11...etc) et PAMPs (i.e. produits par
Bacteroidales et/ou Clostridiales qui surclassent en nombre les protéobactéries (Hasegawa et

al., 2010).

5. Lesensing immunitaire :

La barriere intestinale est composée de cellules de Paneth, des cellules M, d’entérocytes qui
produisent essentiellement de mucus et des AMPs, ainsi que les ILC qui représentent la
premiere ligne de défense du systéme immunitaire contre les pathogenes. Le microbiote
intestinal et d’autres pathogenes produisent des motifs moléculaires associés aux microbes
(MAMPs) qui sont reconnus par des récepteurs spécifiques a chaque type de motifs, tels que

les TLRs (Toll-like receptors), NLRs (nuclear oligomerization domain-like receptors), RLRs (RIG-
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1-like receptor) et les récepteurs aux SCFA, GRPs. Ces récepteurs sont appelés des PRRs
(pattern-recognition receptors) (Abreu, 2010; Macia et al., 2015).

A état basal, les entérocytes et les cellules de Paneth produisent des AMPs tels que I'a-
défensine qui est produite de facon constitutive. D’autres facteurs bactéricides, comme la
lectine Regllly (C-lectin regenerating islet-derived protein llly) nécessitent une reconnaissance
du microbiote intestinal grace aux PRRs et |'activation de la voie de signalisation MyD88 (Cash
et al., 2006; Hooper and Macpherson, 2010; Ismail et al., 2011). Ces facteurs permettent le
controle du microbiote intestinal et de le confiner au niveau de la lumiere intestinale. Au
niveau du colon, la mucine produite par les cellules de goblet et les facteurs antimicrobiens
forment une premiére couche « imperméable » d’environ 50 um pour controler la localisation
luminale des bactéries (appelée « zone limite »), avant de se dégrader, au-dela de cette
couche et de perdre de son étanchéité pour devenir une source de nutriments et une
plateforme d’adhésion pour le microbiote intestinal, alors que l'intestin gréle ne contient
gu’une seule couche de mucus (Johansson et al., 2008, 2011; McGuckin et al., 2011; Vaishnava
et al., 2011b). La zone limite, riche en AMPs et en oxygene sécrété par les cellules épithéliales
constitue une barriére physique imperméable. Par contre, des analyses sur des biopsies de
colons humains et de modeles murins montrent que le mucus est enrichi en familles
bactériennes capables de dégrader le mucus comme Bacteroides acidifaciens chez la souris et
Akkermansia muciniphila chez 'Homme et la souris (Berry et al., 2013; Png et al., 2010).

Des analyses au microscope électronique, puis des méthodes de fixation qui respectent les
structures fines de l'intestin, mettent en évidence la présence de bactéries capables de
pénétrer les couches du mucus pour s’associer directement aux cellules épithéliales au niveau
des cryptes du colon (Davis et al.,, 1972; Savage and Blumershine, 1974; Swidsinski et al.,
2005a, 2005b). Ce compartiment est particulierement riche en Acinetobacter spp. et en
Proteobacteria capables de métabolisme anaérobique (Pédron et al.,, 2012). Cette
colonisation particuliere nécessite une adaptation mutuelle entre I’'h6te (représenté par son
systéme immunitaire) et les bactéries de ce compartiment. L’établissement, par exemple, de
B. fragilis (bactérie présente dans le tractus humain) au niveau des cryptes du colon murin,
nécessite une modulation du systéme immunitaire et |'utilisation particuliére de nutriments
issus de I’hote.

D’autre part, des découvertes récentes mettent en lumiere I'importance du fucose épithéliale

dans le maintien et ’homéostasie de la flore intestinale. Ce systeme de régulation implique le
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systéme immunitaire et plus particulierement la sous-population des ILC3, le microbiote et les
entérocytes pour assurer la protection de I'hote contre les infections et les maladies
inflammatoires. Ainsi, les cellules dendritiques sont stimulées par certains produits bactériens
de facon TLR-dépendante pour produire de I'IL-23. Ce dernier va stimuler la production de I'IL-
22 par I'intermédiaire des ILC3s. Cette IL-22 va induire la fucosylation de la surface des cellules
épithéliales (grace a I'enzyme fucosyltransferase 2) afin d’assurer la croissance/maintien de
certaines souches bactériennes commensales au dépend de souches pathogenes. Ce
phénomeéne peut étre induit par des bactéries comme les bactéroides qui utilisent le résidu L-
fucose comme source d’énergie. Anisi, le fucose, lié aux cellules épithéliales ou libéré dans la
lumiére intestinale, permet d’inhiber la croissance de bactéries pathogenes au profit d’'une
composition bactérienne homéostasique et induit également la réduction de I'expression des

géne de virulence (Goto et al., 2014a; Pham et al., 2014, Pickard et al., 2014).

B. Le systeme immunitaire intestinal :

1. Composition:

En plus de I'immunité moléculaire innée représentée par les AMPs et la mucine, la muqueuse

intestinale contient des cellules immunitaires importantes pour son homéostasie (Figure lll-1).

a) Les innate lymphoid cells, LTyS et éosinophiles :

Au cours de l'obésité les ILCs participent activement a l'inflammation. Ce compartiment
immunitaire est divisé en 3 groupes : les ILC1, 2 et 3 (Peterson and Artis, 2014).

Les ILC3 sont des cellules exprimant Roryt productrices d’'IL-17A et IL-22. Au cours de |'obésité,
il y a réduction de la fréquence des ILC3 de la lamina propria intestinale (Luck et al., 2015).
L’IL-22 produit par ces cellules contribue au maintien des tissus lymphoides associés au tube

digestif (GALT) et protege la barriére intestinale pour contrer la dissémination périphérique

70



KIAF Badr - Thése de doctorat - 2017

Fungi Bacteria Virus v
-~ ) @ °°8
; . N
o ' o Microbiota

Mucus
IECs

Myeloid cells

)| CD4+ T cells

ILCs

Tty W ©0a
| — (s

& e < 1A ¢ O Oo

IgA+ plasma cell " g

Mast cell Monocyte

:}“‘aﬂ_‘__ﬁ,’@ :_‘-:_L-?,f"’_“'” **Q ENS

Figure IlI-1: Composition du systéme immunitaire intestinal (Parigi et al., 2015).

des bactéries intestinales (Sonnenberg et al., 2012). De plus, le traitement des souris obéses
par de I'lL-22 permet de renforcer I'intégrité intestinale et réduit I'’endotoxémie et son effet
sur le métabolisme (Wang et al., 2014). L. Garidou et al reportent les méme observations de
la baisse intestinale de la production d’IL-22 au cours de |'obésité, ainsi que I'lL-17 et I'lL-10
(Garidou et al., 2015). Un défaut de la production d’IL-23 (une cytokine qui contrdle la
production et de I'lL-22 et de I'lL-17) serait a I'origine du défaut de production de I'lL-22. Une
injection d’IL-23 recombinante induit les mémes effets bénéfiques sur I'intégrité intestinale
que I'lL-22 (Wang et al., 2014). Il est intéressant de noter que la baisse d’IL-17 au cours de
I’obésité décrite par L. Garidou, contrairement a celle de I'lL-22, nécessite plus d’investigations
pour statuer sur cette observation. En effet, leurs travaux sont focalisés sur les phases
précoces (a 10 ou 30 jours de régime gras) de |'établissement de I'obésité qui peuvent ne pas
refléter la réalité de cette maladie chronique.

Les éosinophiles intestinaux sont particulierement impliqués dans I’homéostasie de ce tissu.

Produisant a la fois d’IL-1B et d’IL-1BR (récepteur d’IL-1B sécrété), les éosinophiles sont d’une
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part décrits comme importants dans le maintien des ILC3, la production d’IgA (un effet médié
par I'lL-1B) et la régulation de la réponse TH17 (un effet médié par I'lL-1BR) (Jung et al., 2015;
Sugawara et al.,, 2016). Sachant que I'IL-1B agit sur les ILC3 et les TH17, il est important
d’étudier le role des éosinophiles au cours de I'obésité. Des études préliminaires montrent
gue cette population est rapidement diminuée au cours d’un régime gras. Cette réduction est
corrélée avec la perméabilité intestinale (Johnson et al., 2015).

Par ailleurs, les LTyd infiltrent fortement I'iléon et le colon des souris sous régime gras.
Cependant cette observation reste non confirmés chez I’'Homme (Luck et al., 2015; Monteiro-

Sepulveda et al., 2015).

b) Les cellules présentatrices d’antigenes « APC » :

L’étude des cellules dendritiques intestinales, des macrophages et de leurs r6les dans I'obésité
et le T2D est particulierement délicate. Les données reportées dans différentes études sont
parfois contradictoires. De plus, des effets différents du régime gras sont observés entre
I'intestin gréle et le colon (Winer et al., 2017). Des souris soumises a un régime gras présentent
une augmentation de I'expression du NF-kB liée a une production plus importante du TNFa
intestinale. Cet effet est d( a la dysbiose et conduit a I'inflammation intestinale. Un état qui
précede l'insulino-résistance et le T2D (Ding et al., 2010). L. Garidou et al montrent que les
APC (MHC-II*CD19") purifiées de l'intestin de souris obéses sont moins efficaces dans
I'induction de la réponse TH17, mais présentent des propriétés inflammatoires comme
I’'augmentation de I’expression du NLRP3 (Garidou et al., 2015).

Chez I'Homme, lintestin gréle des personnes obéses est fortement infiltré par les
macrophages et les cellules dendritiques (en plus des cellules NK) (Pendyala et al., 2011). On
retrouve cette infiltration macrophagique au niveau du colon (en plus des LT). Un régime
hypocalorique contribue a la réduction de cet infiltrat inflammatoire en plus de la réduction
de production de cytokines/chimiokines inflammatoires telles que TNF-a, IL-1B, IL-8, et CCL2

(Monteiro-Sepulveda et al., 2015).
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c) Lymphocyte Tap :

De nombreux travaux décrivent le réle des LTap dans le développement de I'inflammation au
cours de I'obésité. Dans les modeles murins, le pourcentage des LTap TH1 (i.e. producteurs
d’IFNy) et des LT-CD8* au niveau du colon et de l'iléon (Luck et al., 2015). L. Garidou et al
confirment I"'augmentation du pourcentage des LTaB-IFNy+. Une augmentation observée des
guatre semaines de régime gras (Garidou et al., 2015).

Les équipes de K. Clément et d’E. Brot-Laroche se sont intéressées aux populations
immunitaires a localisation intra-épithéliale (au niveau du jéjunum). Les LT-CD8aa, connus
pour leur role dans le maintien de l'intégrité épithéliale, sont moins fréquents chez les
personnes obéses. Cette baisse est liée a I'apparition/augmentation de la fraction des LT-
CD8ap inflammatoires. In vitro les LTaP purifiés de la fraction épithéliale produisent des
facteurs (i.e. cytokines) qui induisent une insulino-résistance sur des cellules entérocytaires
(Monteiro-Sepulveda et al., 2015).

Par ailleurs, 'obésité est liée a une réduction de la proportion des LTreg au niveau de la lamina
propria iléale et colique (Garidou et al., 2015; Luck et al., 2015). Cette réduction semble étre
liée a la flore intestinale et ses composants (i.e. MAMPs). Les souris déficientes pour la voie
de signalisation des TLRs (i.e. MyD887") présentent une augmentation de la populationLTreg,
au cours de I'obésité et une diminution de I'inflammation intestinale (Everard et al., 2014).
La population LTaB-TH17 (Roryt*, AhR*, IL-17 et IL-22) est fortement régulée par la flore
intestinale (e.g. SFB and Porphyromonas gingivalis). Chez 'Homme, la proportion des cellules
TH17 (ainsi que les TH22) augmente au niveau du jéjunum des patients obéses (Monteiro-
Sepulveda et al., 2015). Par contre, dans les modeles murins, I'obésité liée a la baisse de
bactéries comme SFB, conduit a une baisse de la fraction des LTaB-TH17 (en plus de la baisse
de production d’IL-17) au niveau de la lamina propria iléale (Cavallari et al., 2016; Cox et al.,
2014; Garidou et al., 2015). Une autre étude, par contre, montre I'absence de changement de
la fréquence des LTap-TH17 a 12 semaines de régime gras (Luck et al., 2015). La différence
entre ces résultats pourrait étre due aux conditions d’élevage et a la durée et la composition
du régime gras, deux parametres qui influencent la composition de la flore intestinale et ainsi
le systeme immunitaire intestinal (Winer et al., 2017).

Les capacités migratoires des LTap sont analysées dans plusieurs travaux. Des études de 2014,

basées sur une méthode de photo-conversion (aprés stimulation endoscopique), montrent
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une circulation active et continue des LT (conventionnels et régulateurs) entre I'intestin et les
organes lymphoides/tissus proximaux ou lointains (Morton et al., 2014). D’autre part, une
étude de 2010 montre que la vitamine D (via son métabolite, 1,25(0OH),Ds) inhibe a la fois la
différenciation des LT-TH17 (en plus desLTreg) et leur migration vers les tissus inflammés.
Cette différence migratoire est probablement due a la différence d’expression du CCR6 (Chang

et al., 2010).

2. Role du microbiote dans le développement du
systeme immunitaire intestinal : entre homéostasie et

pathologie :

La flore intestinale, en co-évolution avec I'h6te, joue un réle essentiel dans le développement
et la fonction du systeme immunitaire intestinal. Les souris axéniques, dépourvues de flore
intestinale, présentent un systéeme immunitaire peu développé (Round and Mazmanian,
2009).

Comme décrit a plusieurs reprises, certaines souches bactériennes (a travers les MAMPs)
influencent le développement de sous-populations particulieres du Sl intestinal. SFB est un
fort inducteur de la réponse TH17 au niveau de l'intestin (lvanov et al., 2009; Wu et al., 2010).
Bacteroides fragilis, Clostridium, Akkermansia muciniphila et Faecalibacterium prausnitzii
potentialisent de leur coté le développement et la fonction des LTreg (Atarashi et al., 2011;
Furusawa et al., 2013; Lukovac et al., 2014; Round et al., 2011). Cette induction fait appel a
des mécanismes différents et complémentaires. Bacteroides fragilis induit la tolérance (i.e.
LTreg) via un mécanisme TLR-dépendant (i.e. TLR2/MyD88), alors que Clostridium utilise a un
mécanisme TLR-indépendant (i.e. a travers TGFB) et Akkermansia muciniphila et
Faecalibacterium produisent des SCFA (e.g. butyrate) qui induisent de facon non spécifique

des LTreg.
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a) Le microbiote intestinal contréle I’lhématopoiese :

Les bactéries présentes dans le tractus intestinal jouent un role primordial dans
I’établissement et le maintien d’'un systeme immunitaire efficace au niveau de l'intestin.
L'effet de cette flore apparait au-dela du tissu de confinement pour influencer jusqu’a
I’'hématopoiése. La diminution des colonies de formation des granulocytes-macrophages, le
défaut du systeme immunitaire inné chez les souris axéniques et la corrélation complexité du
microbiote/fréquence des cellules myéloides produites dans la moelle osseuse, montrent
I'importance d’une flore saine pour ’homéostasie de 'hématopoiése (Balmer et al., 2014;
Goris et al., 1985; Tada et al., 1996). Des études ont décrit les PAMPs (comme le LPS et certain
ligands du récepteur NOD1), qui peuvent étre reconnus par les cellules souches du
mésenchyme, comme facteurs a I'origine de la communication entre la flore intestinale et la
moelle osseuse (lwamura et al., 2017; Shi and Pamer, 2011). De plus, certains produits du
métabolisme bactérien tels que les SCFA et des ligands de I’AhR (aryl hydrocarbon receptor)
comme l'indole peuvent aussi influencer le systeme immunitaire inné et adaptatif de facon
systémique (Li et al., 2011; Trompette et al., 2014). Tous ces éléments montrent la complexité

et '’envergure du dialogue entre la flore intestinale et I’'h6te (Figure 111-2).
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Figure llI-2: Le microbiote intestinal contréle le developpement du systéeme intestinal et
systémique (Schuijt et al., 2013).
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b) Role de la flore intestinale dans la formation et la maturation

du systeme immunitaire intestinal:

La flore intestinale est composée d’environ 10'* bactéries qui jouent un réle important dans
le développement du systeme immunitaire intestinal. Au niveau du tractus intestinal, le
systéme immunitaire est représenté par les GALTSs, en plus de cellules immunitaires isolées au
niveau de la lamina proria (LP) ou au contact des cellules épithéliales (comme les lymphocytes
intra-épithéliaux (IELs) et des cellules présentatrices d’Ag (APC)) (Figure ll-2). Ces structures
comprennent les plagues de Payer (PP), les ganglions mésentérique (MLN), les cryptopatches
(CPs) « riches en LTi et en cellules dendritiques (DCs) » (Pabst et al., 2005) et des follicules
lymphoides isolés (ILF) «contenant une combinaison de LTi, de DCs et de LB organisés en
follicule » (Eberl and Littman, 2004; Lorenz et al.,, 2003). Avant la naissance dans
I’environnement stérile du foetus, les PP sont formées a partir de cellules inductrices de tissus
lymphoides (LTi) (Mebius, 2003). D’autres organes lymphoides secondaires tels que les CPs ou
les ILFs sont formés aprés la naissance. La formation de la plupart de ces structures
immunitaires intestinales nécessite I'expression du nuclear retinoic acid-related orphan
receptor (Roryt) par les LTi qui sont capables de produire la lymphotoxine a (LTa) (Eberl and
Littman, 2004; Eberl et al., 2004; Sun et al.,, 2000). En effet, Roryt est nécessaire pour le
développement des LTi, cellules précurseurs de ces organes lymphoides (Eberl and Littman,
2004; Eberl et al., 2004). Par contre, le développement de follicules lymphoides isolés matures
(ILF) implique des mécanismes liés a I'’environnement inflammatoire de l'intestin aprés la
naissance dont le TNF est un facteur inflammatoire important (Lorenz et al., 2003). Les IFLs
matures s’organisent a partir des CPs apreés le recrutement massif de lymphocytes B (LB). La
présence d’une flore intestinale complexe ou une autre source d’inflammation (maladie de
Crohn ou colite) est nécessaires pour la maturation des ILFs (Hamada et al., 2002; Kaiserling,
2001; Pabst et al., 2006; Spahn et al., 2002; Yeung et al., 2000). De plus, la présence des ILFs
au niveau de la partie distale de l'intestin gréle (iléon) et au niveau du colon, confirme
I'importance de la flore intestinale dans la maturation du systeme immunitaire intestinal. En
effet, comparés aux autres parties intestinales, 'iléon et le colon constituent un réservoir
important de la flore intestinale (Bouskra et al., 2008). Plus précisément, des travaux du

laboratoire de G. Eberl montrent que le peptidoglycane (PGN) produit par les bactéries gram(-
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) est nécessaire et suffisant pour induire la formation des ILFs sous leur forme immature au
niveau de l'iléon (Bouskra et al.,, 2008). NOD1 (nucleotide-binding oligomerization domain
containing 1), le récepteur spécifique aux PGNs (Fritz et al., 2006), permet aux cellules
épithéliales de reconnaitre les bactéries gram(-) présentes au niveau du microbiote intestinal
pour produire des facteurs inflammatoires nécessaires a I'induction des ILFs immatures au
niveau de l'iléon. Ainsi, I'activation des cellules épithéliales via NOD1 induit la production de
CCL20 et de la B-défensine 3 (deux ligands spécifiques de CCR6 (McDonald et al., 2007; Tanaka
et al., 1999; Yang et al., 1999)). Par 'activation du CCR6, ces deux molécules contribuent a la
formation des ILFs au niveau de I'iléon. Par ailleurs, la maturation des ilLFs en mILFs au niveau
de l'iléon ou la formation des ILFs (ilLF et mILF) au niveau du colon impliquent d’autres
mécanismes mettant en jeu d’autres familles bactériennes (regroupant et des grams(-) et des
grams(+)) et d’autres PRRs tels que les TLR2/4 et NOD2, ou leur voies de signalisation Myd88
ou TRIF (Bouskra et al., 2008). Ceci est probablement d aux différences au niveau de la
physiologie de chaque partie intestinale, de la composition bactérienne de la flore localisée
au niveau de l'iléon ou du colon.

Les GALT sont une source importante d’'immunoglobuline A (slgA) sécrétée au niveau de la
lumiere intestinale. Cette sIgA, jouant le réle d’'une opsonine, permet une surveillance
permanente de la quantité et de la qualité de la flore intestinale. Les sIgA sont produites a
trois niveaux de I'intestin. Tous sont dépendants directement ou indirectement de la présence
du microbiote tant que les souris axéniques sont déficientes en sIgA. Les sIgA sont produites
au niveau des follicules B des PPs (de fagon LT-dépendants, au niveau des follicules B des mILFs
(de fagcon LT-indépendante) (Macpherson et al., 2000; Tsuji et al., 2008) et par un mécanisme
alternatif LT-indépendant qui nécessite une activation des LBs par les cytokines produites par
les cellules épithéliales. La flore intestinale stimule les cellules épithéliales pour produire du
APRIL (proliferation-inducer ligand) et du TSLP (thymic stromal lymphoproietin) qui a leur tour
stimulent les DCs a produire du APRIL en réponse a une activation des TLRs (He et al., 2007).
De plus, la production LT-indépendante des slgA, médiée par des signaux provenant de
I’épithélium, implique d’autres cytokines dont le TNF, BAFF (B-cell-activating factor of the TNF-
family), CCL20 et CCL28 (He et al., 2007; Shang et al., 2008).

Comme pour I'organogénése et la maturation de certains GALT (décrit en haut), la production
des sIgA implique a des mécanismes différents selon la localisation intestinale. Des travaux,

avec des modeles de mono-colonisation bactérienne, montrent que le Bacteroides
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acidifaciens, ou Citrobacter rodentium, est capable d’induire la production des sIgA
uniguement au niveau du colon (Atarashi et al., 2015b; Yanagibashi et al., 2013), alors que SFB
induit cette production au niveau de I'intestin gréle (Atarashi et al., 2015b). Cette production
différentielle est expliquée en partie par I'ancrage bactérien a la surface des cellules
épithéliales. En utilisant différentes souches de SFB et des mutants de C. rodentium, une
équipe japonaise a montré que |'adhésion bactérienne est un facteur important dans la
production des slgA. Ainsi, SFB qui adhere préférentiellement au niveau de I'iléon, induit la
production des sIgA dans ce tissu et peu au niveau du colon. Alors que, a 'opposé, le C.
rodentium qui adhére préférentiellement au niveau du colon, induit plutot une production
colique des sIgA (Atarashi et al., 2015b). L’ancrage bactérien stimule la production de certains
facteurs tels que le SAA (serum amyloid A) et le ROS (reactive oxygen species) et semble jouer
un réle dans cette induction des sIgA (Atarashi et al., 2015b; lvanov et al., 2009).

Le systéme immunitaire intestinal compte une variété de cellules lymphocytaires dont des
cellules immunitaires innées. En plus des MAITs, on retrouve des iNKT, des cellules NK, des
LTyd et surtout des ILCs. L'intestin est particulierement enrichi en ILC3 (sous-population des
ILCs, Roryt+). Les ILC3 sont particulierement sensibles a la composition de la flore intestinale.
Certes, il a été décrit que I'absence de la flore intestinale n’a aucun impact sur la présence et
la fréquence des ILC3 dans l'intestin (Reynders et al., 2011; Sawa et al., 2011), mais plusieurs
travaux montrent un impact du microbiote sur la fonction des ILC3. Ainsi, SFB est connu pour
induire la production d’IL-22 par les ILC3. Cette production est IL-23-dépendante (Atarashi et
al.; Sano et al.). Inversement, les ILC3 sont capables d’influencer la composition bactérienne.
Grace a la présentation antigénique via le CMH-Il, les ILC3 sont capables d’éliminer
spécifiqguement certains LT-CD4 spécifiques de certaines souches bactériennes (Hepworth et
al., 2015). Plus récemment, des études transcriptionnelles et épigénétiques sur les différentes
sous populations d’ILCs présentes dans l'intestin gréle (ILC1 :T-bet+IFNy+, ILC2 :GATA-3+IL-
5/13+ et ILC3 :Roryt+IL-22+) montrent, d’'une part, une spécificité métabolique a chaque sous-
population et d’autre part une diversité au sein méme de chaque sous-population (qui
pourrait compter jusqu’a 5 sous-populations distinctes). Cette étude a montré que la flore
intestinale a un impact sur cette diversité et qu’en absence de flore intestinale toutes les sous-
populations des ILC1s et ILC2s développent une signature transcriptionnelle propre aux ILC3.

Ceci montre le role déterminant des bactéries intestinales dans I’éducation/maturation du
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systéme immunitaire et combien ce systéeme immunitaire est doté d’une certaine plasticité

(Gury-BenAri et al., 2016).

Plus récemment des études portées sur les MAIT montrent I'importance de cette flore
intestinale dans un developpement thymique leur expansion tissulaire et leur fonction. Le
ligand des MAIT est de nature non peptidique/lipidique. Il appartient a une nouvelle classe de
ligand qui permet au systeme immunitaire d’assurer une protection de I’"h6te contre un large
éventail de pathogenes. Par ailleurs, certain pathogenes sont capables de s’adapter a I’hote
pour échapper a son systeme d’immuno-surveillance. Ainsi, pour assurer leur survie, ces
pathogenes modifient certains de leurs composants, notamment des composants de
structure. Cependant, la production de certaines vitamines telles que les vitamines B (e.g.
riboflavine) reste primordiale pour le bon fonctionnement du métabolisme bactérien et pour
sa survie. Cet élement fait de cette nouvelle classe de ligand (i.e. ligands issus de la voie de
biosynthese des vitamines) un moyen efficace de lutter contre certains pathogenes. Ainsi, les
MAIT présentent une classe de population immunitaire importante pour ’homéostasie de

I'hote.
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IV. Mucosal Associated Invariant T cell ;:

La réponse immunitaire comprend deux grandes composantes interconnectées. La réponse
immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative. La vitesse de réponse a un
pathogene (ou non soi) ainsi que la spécificité de la réponse changent selon le type de la
réponse impliquée. L'immunité innée est caractérisée par la réponse immédiate mais non
spécifique aux pathogénes ou au soi modifié (cellules stressées). La réponse immunitaire
innée comprend les barrieres physiques (e.g. muqueuse épithéliale et dermique), la
phagocytose par des cellules spécialisées (i.e. cellules dendritiques ou macrophage) et les

facteurs/protéines sériques (e.g. le systeme du complément) (Lanier, 2013).

Par contre I'immunité adaptative, comme son nom l'indique, induit une réponse hautement
spécifique a un pathogene. Adapter la réponse a un pathogéne nécessite l'intervention de
plusieurs éléments et se fait en plusieurs étapes, allant de la détection des pathogenes dans
les lieux d’infection, I"’échantillonnage des antigenes de ces pathogénes, leur présentation
dans les organes lymphoides secondaires et tertiaires aux cellules répondeuses (i.e.
lymphocyte B et T), I'activation et la différenciation de ces cellules, qui au départ sont des
cellules naives, acquierent des fonctions effectrices, subissent une expansion clonale et
migrent vers le site d’infection. Au cours de la différenciation, une série de mutations dirigées
des LB et LT permettent de produire des récepteurs (TCR pour les LT et BCR pour les LB)
spécifiques vis-a-vis d’un épitope donné. Par exemple, le répertoire des LT est dicté par des
recombinaisons de segments V, (D) et J. Lors des recombinaisons, des addition/délétions de
nucléotides apparaissent aux points de jonction entre les segments qui s’associent. Ceci

augmente considérablement la diversité du répertoire des LT (Lanier, 2013).

Un troisieme compartiment de I'immunité émerge depuis plusieurs années. |l s’agit de cellules
immunitaires, appartenant soit (1) phylogéniquement a I'immunité adaptative mais qui
présentent des caractéristiques innées (e.g. les LTap innés, LB innés et LTy8) ou (2)
appartenant structurellement a I'immunité innée mais qui présentent des caractéristiques de
I'immunité adaptative (e.g. les ILC, innate lymphoid cell). Pour le premier sous compartiment,
la présence d’un récepteur invariant (ou semi-invariant) ainsi que la réponse rapide aux stimuli

sont les caractéristiques principales (Lanier, 2013).
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Le stade fcetal est une étape particuliere dans le développement/apparition de ce
compartiment particulier. Il est caractérisé par une absence de I'expression de certains
éléments clés de la diversification lors de la recombinaison V(D)) (i.e. le Terminal
Deoxynuclotidyl Transferase (TdT) et le Precursor Lymphocyte Regulated Myosin-Like Light
Chain (PLRLC)) (Hardy et al., 1996; Oltz et al., 1992). R. R. Hardy a décrit des LB CD5+ qui
apparaissent lors du stade foetal du développement (Bendelac et al., 2001; Hardy et al., 1996).
Ces lymphocytes, B appelés par la suite les LB1, ont une spécificité antigénique tres réduite,
un phénotype mémoire et une réponse IgM T-indépendante rapide contre certains
pathogenes (Martin et al., 2001). En 1993, W. Haas a mis en évidence I'apparition, dans le
thymus feetal, d’'une sous-population de LTyd mono-spécifiques. Cette sous-population est

caractérisée par |'utilisation d’'un segment gamma V particulier (Haas et al., 1993).

Des analyses de la séquence des TCR exprimés par les LTaB circulants ont mis en évidence
I’existence de populations particulieres de LTapB avec des TCRap invariants parmi les LTaf3
CD4-CD8- (DN) (Porcelli et al., 1993). A. Bendelac et O. Lantz ont analysé le répertoire du TCR
des LT NK1+, appelés les lymphocytes NKT. La majorité de ces LT « innate-like » expriment un
TCR semi-invariant (une chaine alpha monomorphe (Val4-Jal8 appelée aussi Va24-JaQ)
associé a une chaine VB8, VB7 ou VB2) (Bendelac et al., 1995, 1997). Ces lymphocytes sont
restreints par une molécule d’histocompatibilité non classique CD1d. Par la suite F. Tilloy, de
I’équipe d’O. Lantz a découvert une nouvelle population de LTaf a la frontiere entre
immunité innée et I'immunité adaptative. Appelées MAIT pour « Mucosal Associated
Invariant T cells », ces cellules présentent des caractéristiques similaires a celles de la
population iNKT. Avec un TCR semi-invariant, Va7.2-Ja33 chez 'Homme, Va19-Ja33 chez la
souris, ces cellules sont restreintes a une molécule similaire au MHC de classe | mono-
morphique, appelée MR1 (Kjer-Nielsen et al., 2012; Tilloy et al., 1999; Treiner et al., 2003).
L'absence des MAITs dans la lamina propria intestinale des souris axéniques donnait des
indices sur 'origine bactérienne de I’antigéne reconnu par cette nouvelle population (i.e.
MAIT) (Treiner et al., 2003). Dix ans plus tard, ce ligand a été identifié. Présenté par le MR1, le
ligand correspond a un dérivé de métabolite issu de la voie de biosynthese de la vitamine B2

(Corbett et al., 2014; Reantragoon et al., 2013).

Les iNKT et MAIT partagent de nombreuses caractéristiques, qui les distinguent des LTaf

conventionnels (Chandra and Kronenberg, 2015; Das et al., 2010; Le Bourhis et al., 2013) :
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e Expression du PLZF, contrairement aux LTap conventionnels
e Sélections de leurs TCRaf semi-invariants grace aux thymocytes « doubles positifs »

e Ligands non peptidiques présentés par des molécules similaires au MHC de classe I non

polymorphes
e Majoritairement CD4-CD8 (DN)
e Phénotype mémoire a la sortie du thymus

e Un profil cytokinique préférentiellement TH1/17 pour les MAIT, TH1/2/17 pour les
iNKT, alors que les LTa conventionnels peuvent étre TH1/2/9/17/10... (Magombedze
et al., 2013).

Les similitudes entre ces deux populations suggerent la présence de fonctions
partagées/complémentaires entre elles. D’autant plus que leurs fréquences entre ’lhomme et
la souris s’inversent au niveau de certain tissus (i.e. les iNKT sont peu abondants dans le foie
chez ’lhomme alors que les MAIT représentent jusqu’a 40% des LTap et inversement, les iNKT
représentent jusqu’a 50% des LTap du foie de la souris alors que les MAIT y sont peu présents)
(Dusseaux et al., 2011). Par ailleurs, I'absence des iNKT (au niveau du thymus de souris CD1d"
/) est compensée par une augmentation de la fréquence des MAIT. Ceci confirme que ces
deux populations partagent la méme niche de par leurs propriétés physiologiques et

fonctionnelles rapprochées (Koay et al., 2016).

Les MAIT, tout comme les iNKT, représentent une cible de choix pour les études cliniques. Ils
sont de plus en plus analysés et soupgonnés de jouer un rble délétere dans certaines
pathologies. De part leur phénotype/fonction conservés entre les individus, les MAIT
représentent une cible thérapeutique et un biomarqueur potentiels. Nous nous intéressons
ainsi a la population MAIT, son ontogénie, son phénotype, ses fonctions et son implication

dans différentes maladies inflammatoires.
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A. Les MAITs, développement et fonction :

1. MAIT au cours du developpement :

Des études récentes ont analysé en profondeur les différentes étapes de maturations des
MAITs. En 2013, I'équipe d’O. Lantz a mis en évidence le réle des thymocytes double positifs
dans leur sélection thymique. En effet, les thymocytes doubles positifs ont une expression
transitoire du MR1 a la surface cellulaire. Il a été ainsi montrer que le MR1 acquiert, mais de
facon transitoire, une conformation capable de fixer le TCR des MAIT et d’induire leur
sélection (Chua et al., 2011; Seach et al., 2013). Par contre, des points d’interrogations
subsistent quant a I'origine du ligand qui permet I'expression thymique, et dans d’autres
tissus, du MR1. Actuellement, et comme détaillé plus loin, les ligands des MAIT sont retrouvés
notamment chez les bactéries gram négatives et la levure et leur présentation par la molécule
MR1 est conservée entre les espéces (Huang et al., 2009; Le Bourhis et al., 2010). Au niveau
du thymus, les MAITs, comme pour les iNKT, passent par 3 étapes de maturation (i.e. (1)
CD24*CD44, (2) CD24°CD44 et (3) CD24CD44*) et nécessite le facteur de transcription PLZF
et I'lL-18. Le réle de la flore intestinale dans le développement intra et extra-thymique des
MAITs reste encore méconnu, mais il semble qu’il y ait certaines similitudes par rapport a ce
qui est observé chez ’homme, notamment en ce qui concerne le développement des MAIT-
CD8aa*, a partir des MAIT-CD8a*, au contact de la flore apres la naissance (Ichinohe et al.,
2011; Koay et al., 2016; Walker et al., 2012). De plus, les bactéries intestinales seraient a la
fois une source des ligands des MAITs et un facteur inducteur de I'lL-18 pour produire des

MAIT matures et fonctionnels (Levy et al., 2015).

Contrairement aux MAIT circulants chez I'adulte, qui expriment un phénotype mémoire
(CD45R0O*, CD62L", CD95%), les MAIT retrouvés au niveau du sang de cordon présentent un
phénotype naif (CD45RA*, CD62L*). Au cours du développement foetal, les MAIT semblent
dériver d’une population minoritaire, parmi les CD161"CD8a* (i.e. CD161"CD8aB*Va7.2*), qui
présente un phénotype TH17 rappellant celui des MAIT. Trés minoritaire au cours du
développement, cette population connait un développement clonal aprés la naissance et
acquiert un phénotype majoritairement CD8aa (i.e. CD161"CD8aa*Va7.2*) (Billerbeck et al.,
2010; Gold et al., 2013; Walker et al., 2012). Au niveau du fecetus, les MAIT de la rate, du
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thymus, des organes lymphoides mésentériques présentent un phénotype naif contrairement
a ceux du foie, de l'intestin et du poumon, qui présentent un phénotype mémoire. Il semble
que la flore bactérienne particuliere du liquide amniotique joue un réle dans cette différence

de phénotype (Aagaard et al., 2014; Leeansyah et al., 2014).

2. Correction de certaines notions :

Comme leur nom l'indique, on pensait auparavant que les MAIT présentaient un tropisme
préférentiellement lié aux muqueuses (jusqu’a 5% des LTaB au niveau de l'intestin et du
poumon). Cependant, les études ont montré que cette population est abondante au niveau
de plusieurs autres tissus. Les MAIT sont abondants dans le sang (jusqu’a 10% des LTaB) ou ils
expriment des marqueurs (CCR2/5/6/9*, CXCR6* et CCR7"), le foie (jusqu’a 10% des LTap) et
au niveau du TA (Billerbeck et al., 2010; Carolan et al., 2015a; Magalhaes et al., 2015). De plus,
ils sont aussi présents au niveau des reins, de la prostate, des ovaires et des amygdales

(Dusseaux et al., 2011; Lepore et al., 2014a).

D’autre part, les MAIT étaient, initialement, décrits comme exprimant un TCRa invariant
TRAV1-2-TRAJ33 (Va7.2-Ja33), associé préférentiellement avec les TCRVB2 et V13
(TRBV20/6). Des études récentes, avec le tétramére MR1, montrent que la population MAIT
est plus diversifiée gu’initialement décrite (Reantragoon et al., 2013). Il a méme été montré
que les MAIT exprimant des TCRaf différents (mais qui reconnaissait le méme ligand)
pouvaient avoir une distribution tissulaire différente. D’une part, le TCRB, malgré le biais vers
VB6 puis VP20, est plus diversifié parmi les MAIT Va7.2CD161" du sang de nombreux
donneurs. D’autre part, deux sous-populations de MAIT (qui présentent les mémes propriétés
antibactériennes que les MAIT classiques) expriment un TCRa avec un segment Va7.2 lié a
Jal2 (TRAJ12) ou Ja20 (TRAJ20). Ces deux sous-populations sont capables de produire des
cytokines de type THO (i.e. GMC-SF), TH1 (i.e. TNF-a et IFN-y) et TH2 (i.e. IL-5/10/13 et 15)
mais sont incapables de produire de [I'IL-17. La population MAIT Va7.2-Jal2 est
particulierement abondante au niveau du foie, des reins et de I'intestin, ou elle peut étre la
seule représentante des différentes sous-populations de MAIT (Lepore et al., 2014a). Les MAIT
peuvent exprimer des CDR3p variables, qui donnent une flexibilité d’interaction avec la poche

du MR1 chargée avec le ligand. Ainsi, des clones isolés de MAIT peuvent présenter des biais
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de 11-14 acides aminés quant a la longueur du CDR3p (Lepore et al., 2014b). Les variabilités
du CDR3B sont fines mais présentent un effet considérable sur I'affinité au complexe MR1-Ag
et donc sur I'activation MR1-dépendante des MAIT (Eckle et al., 2014). De plus, Lepore a mis
en évidence I'existence d’une sous-population de MAIT (appelée lymphocyte MR1-restricted
T) qui reconnaissent un (des) antigenes d’origines non bactérienne. Cette population
exprimait un TCRaB composé d’un TRAV29/DV5- TRAJ23 complexé a différents TRBV. Le
TCRap de ces lymphocytes reconnait spécifiquement le MR1 exprimé uniquement a la surface
de certaines cellules cancéreuses et est incapable d’induire une stimulation en présence de
MR1 chargé avec un ligand bactérien (contrairement aux autres MAIT classiques) (Lepore et
al., 2017). En 2016, I’équipe de Rossjohn montre que le 6-FP et I’Ac-6-FP (i.e. deux molécules
connues pour leur pourvoir inhibiteur des MAIT « classiques ») sont capables de stimuler une
population restreinte par MR1 qui présente des propriétés différentes de celles des MAIT
« classiques ». Cette population est Va7.2 négative et présente une hétérogénéité
fonctionnelle (Gherardin et al., 2016). Les clones isolés de cette sous-population présentent

des profils cytokiniques variés (i.e.TH17, TH1, TH2...) (Lepore et al., 2017).

Plus intéressant encore, des travaux récents mettent en lumiéere le role de la chaine VB du
TCR, et du ligand dans I'affinité des MAIT au complexe MR1-Ag. Chez 'Homme, les MAIT
VB13.2* ont une affinité élevée vis-a-vis des complexes MR1-Ag dont I'Ag est d’origine
fongique (i.e. Candida albicans) alors que les MAIT VB8*, 13.1%, et 13.6" (parmi les autres VB
dominants chez les MAIT) répondent faiblement a I’Ag d’origine bactérienne (i.e. E. coli). Par
ailleurs, I'analyse immuno-protéomique des MAIT met en évidence |'existence d’une sous-
population dont I'activité est probablement MR1-indépendante. Cette sous-population
exprime fortement des marqueurs de type NK (CD56, CD84 et CD94) et ont une expression
plus élevées en PLZF, T-bet. Leur fonction est liée, par ailleurs, a leur sensibilité a I'lL-12 et a

I'IL-18 (Dias et al., 2017).

Toutes ces observations montrent que les MAIT présentent une certaine hétérogénéité et

présentent peut-étre des sous-populations ayant des fonctions biologiques différentes.
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MAIT

Récepteur

iTCRa24-Jat1s en
recombinaison

préférentielle avec TCRPB11

iTCRa72-Jazzs en  recombinaison

préférentielle avec TCRP2, 13, 12 et 20

Molécule MHC et Ag

CD1d chargé avec un

MR1 chargé avec un métabolite de

reconnu Glycolipide (e.g. a-GalCer) la VitB2 (e.g. 5-0-RU)
Fréquence en | 0.01-0.1% des lymphocytes | 1-10% des LT
circulation

Fréquence tissulaire

1% des lymphocytes du foie
et 10% des lymphocytes de

Enrichie dans les muqueuse

intestinales et pulmonaire et

I'omentum jusqu’a 50% des lymphocytes du
foie
Marqueur de surface | CD161, CD25, CD69, CD122, | CD161", IL-18R, CCR6, CXCRS,

et facteur de | Roryt, PLZF... CCR9, ABCB1, Roryt, PLZF...
transcription
Phénotype Phénotype mémoire. | Phénotype mémoire. CD4'CD8* et

CD4*CD8’, CD4CD8" et CD4"
CcD8*

CD4CD&

Profil cytokinique

TH1, TH2, TH17 et IL-10

Majoritairement TH1 et TH17

Cytotoxicité Oui Oui

Fonction A rble régulateur, dont | Défense antimicrobienne et
I'inhibition des maladies | implication dans [linflammation
auto-immunes, protection | tissulaire et systémique

contre les infections et

surveillance anti-tumorale

Tableau IV-1: Résumé des propriétés des lymphocytes MAIT en comparaison avec les iNKT
(Bianchini et al., 2017).
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3. Le phénotype des lymphocytes MAIT :

Confirmant leur phénotype mémoire et leur sensibilité au microenvironnement cytokinique,
les MAIT expriment une panoplie de récepteurs aux cytokines. Ainsi, les MAIT expriment I'IL-
18Ra (sous-unité a récepteur a I'lL-18), I'lL-12RP (sous-unité B du récepteur a I'lL-12), I'lL-23R
(récepteur a I'lL-23), I'IL-7Ra (sous-unité a du récepteur a I'lL-7), I'IL-2RB (récepteur a I'lL-2).
lIs expriment egalement le CD103 (integrine agfB7) et la molécule de costimulation 1COS
(Dusseaux et al., 2011; Koay et al., 2016; Le Bourhis et al., 2010; Tang et al., 2013; Turtle et al.,
2011a). De plus les MAIT expriment des marqueurs de cellules NK comme le récepteur a la C-
lectine (CD161) chez I’'homme. Ce récepteur joue le réle d’un co-stimulateur et est important
dans la fonction des MAIT. Il est d’ailleurs utilisé pour I'identification des MAIT chez 'lhomme.
Son expression est liée au phénotype TH17 des LT et I'activation de ce récepteur induit la
production de cytokines de type TH1 (i.e. 'IFNy et le TNFa) et serait impliqué dans la fonction
cytotoxique (Fergusson et al., 2011, 2014; Kurioka et al., 2015; Reantragoon et al., 2013). Des
observations ont montré que I'activation chronique des MAIT (notamment par le ligand du
CD161) conduit a I'internalisation du CD161. Ceci oblige a chercher une méthode alternative
d’identification des MAIT (le CD161M"Va7.2* est le marquage classiquement utilisé pour
identifier les MAIT), d’ou I'intérét d’utiliser le tétramére MR1 (Kurioka et al., 2015; Leeansyah
et al., 2013). Toutefois, nos observations sur les MAIT des patients obéses montrent que les
MAIT marquée au tétramere MR1 gardent leur expression du CD161 malgré leur niveau
d’activation (Magalhaes et al., 2015). En 2015, Sharma montre que l'identification des MAIT
répondeuses/sensibles aux bactéries est possible grace au marquage CD26. Dans cette étude,
il est également montré que selon le stimulus, les MAIT donnent une réponse cytokinique
différente. Une stimulation par le TCR (i.e. présentation antigénique grace au MR1) conduit a
une production de cytokines de type TH1 (i.e. IFNy, TNFa) produites en grande quantité par
plus de 80% des MAIT périphériques et une induction de la fonction cytotoxique, alors que
I'activation MR1-indépendante conduit a la production de cytokines de type TH17 (Koay et al.,
2016; Sharma et al., 2015).
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Figure IV-1: Phénotype des lymphocytes MAIT et présentation antigénique.

(A) Les MAIT, par leur iTCR reconnaissent la molécule du MR1 chargée par un ligand non
peptidique/lipidique. Le ligand peut étre d’origine exogéne (microbes) ou d’origine endogeéne. (B) les MAIT
peuvent, en plus de I'activation MR1-dépendante, étre activés grace au microenvironnement cytokinique.
Les MAIT expriment certains marqueurs de surface (récepteurs aux cytokines et aux chimiokines) et des
facteurs de transcription qui caractérisent des lymphocytes inné-like comme les ILC. Selon leur niveau
d’activation et I’environnement inflammatoire, les MAIT produisent constitutivement des cytokines
majoritairement TH1 et TH17.
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4. Lesfacteurs de transcription :

Les MAIT, comme les iNKT, les ILC et une sous-population de LTyS, expriment le facteur de
transcription PLZF. Ce facteur de transcription joue un réle important dans leur
développement (Godfrey et al., 2015; Kovalovsky et al., 2008; Kreslavsky et al., 2009; Savage
et al., 2008). Il est exprimé par les MAIT chez I’'Homme et chez la souris (Martin et al., 2009;
Rahimpour et al., 2015). Cependant, chez des souris PLZF/, une petite population de MAIT est
retrouvée en périphérie. Il semblerait que des sous-populations de LTap non-conventionnels
(i.e. INKT et MAIT) PLZF sont présentes en périphérie. Des travaux sur les iNKT-PLZF montrent
que cette sous-population jouerait un réle régulateur (Lynch et al., 2015b). Par ailleurs, la
maturation des MAIT est liée a une expression des facteurs de transcription Roryt et T-bet
dont I'expression est liée, mais non proportionnellement, a la production de cytokines de type
TH1 (i.e. IFNy et TNFa) ou de type TH17. En effet, alors que 20% des MAIT sont Tbet*, 80% des
MAIT produisent de I'lFNy et du TNFa alors que les MAIT, majoritairement Roryt, produisent
de trés faibles quantités d’IL-17 a la sortie du thymus (Koay et al., 2016). Il a aussi été observé
gue I'expression du Thet augmentait parmi les MAIT sous certaines conditions (i.e. activation
in vitro par du E.coli fixé) (Kurioka et al., 2015). Plus récemment, des travaux montrent une
accumulation/prolifération rapide des MAIT au niveau des poumons de souris infectées par
Salmonella Typhimurium. Les MAIT retrouvés dans le site d’infection sont majoritairement
Roryt* et T-bet* et produisent de grande quantité d’'IL-17 (30% des MAIT en produisent de
facon constitutive, sans stimulation ex-vivo) puis du TNFa et IFNy dont la proportion augmente
au cours de linfection. L'augmentation de Ila proportion des MAIT-IFNy* est liée a
I'augmentation du niveau d’expression du facteur de transcription T-bet (Chen et al., 2017)
Cette accumulation est liée a la production de la riboflavine par la souche infectieuse et la

proportion des MAIT augmente pour atteindre jusqu’a 50% des LTap.

5. Fonction des lymphocytes MAIT :

Les MAIT sont connus pour leur capacité a lyser les cellules infectées. En effet, plusieurs études
ont décrit la capacité cytotoxique des MAIT sur des cellules infectées (par Mycobacterium ou

E.coli) (Chua et al., 2012; Le Bourhis et al., 2010).
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En fonction des stimuli, les MAIT produisent des molécules de cytotoxicité différentes. Les
MAIT a I'état quiescent produisent du granzyme A et K. L’activation antigénique stimule la
production de granzyme B et de perforine au détriment du granzyme K (tout en gardant la

production du granzyme A) (Kurioka et al., 2015).

Par ailleurs, il est de plus en plus admis que la production cytokinique des MAIT est
préférentiellement de type TH1 et TH17. D’autre part, le profil cytokinique des MAIT varie
d’un patient a I'autre, d’un tissu a l'autre, en fonction de la sous-population et du type de
stimulation (TCR-dépendant ou indépendant). Une stimulation non spécifique par PMA/lono
(i.e. phorbol 12-myristate 13 acetate/ionomycin) montre de trés faible quantité d’IL-10
produite par les MAIT alors que la co-culture de cette population avec des monocytes infectés
par du E.coli augmente particulierement le niveau de production de cette cytokine (Dusseaux
et al., 2011). Au niveau du foie, la production d’IL-17 par les MAIT est plus importante que
dans le sang. Cette production est révélée aprés stimulation PMA/lono, alors que celle au
CD3/CD28 ne permet pas d’induire la production de I'lL-17 par les MAIT (Tang et al., 2013). Au
niveau de la circulation sanguine, notre équipe a montré que les MAIT présentait un profil TH1
prononcé (>90% TNFa*, 50% IFNy+ avec des traces de production d’IL-2 et de granzyme B). A
I'inverse, on n’observait pratiquement pas de MAIT TH2 (i.e. IL-4, IL-13 ou IL-10) et trés peu
d’IL-17. Dans des conditions d’inflammation (i.e. chez des patients obéses et/ou diabétiques)
le niveau de production des cytokines pro-inflammatoires IL-2 et IL-17 ainsi que le granzyme
B augmentent considérablement. Au niveau du TA de ces patients le taux de production de
I'lL-17 peut atteindre 80% parmi les MAIT (Magalhaes et al., 2015). La méme année, une autre
équipe a montré que les MAIT sont capables de produire de I'lL-10 au niveau du sang et du
TA. Toutefois, il est important de noter que parmi les lymphocytes analysés comme étant des
MAIT on comptait les Va7.2*CD161"CD4* (Carolan et al., 2015a). Cette population
n’appartient probablement pas aux MAIT (Magalhaes et al., 2015). Dans d’autres pathologies,
ol les MAIT sont continuellement stimulés avec des ligands (i.e. maladies infectieuses aux
mycobactéries) le niveau de production d’IFNy par les MAIT baisse considérablement par

rapport a des individus contréles non infectés (Kwon et al., 2015).

Parmi les sous-populations des MAIT, il a été montré que les MAIT Va7.2-Ja12/20 ont un profil
plutét TH2 (i.e. production d’IL-4, IL-5 et IL-13) plus prononcé que les MAIT « classiques »

(Lepore et al., 2014a). D’autre part, seuls les MAIT de l'intestin semblent produire de I'lL-22
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en grande quantité (Walker et al., 2012). Ceci confirme I'existence de sous-populations
différentes parmi la population des MAIT pouvant exercer ainsi des roles physiologiques
différents. Ce role change selon le microenvironnement immunitaire et le niveau d’activation
des MAIT. En effet, sous certaines conditions inflammatoires, les MAIT deviennent
« suractivés » (i.e. état d’exhaustion) et modifient leur sensibilité aux ligands a travers une
modulation de I'expression des molécules intervenant dans la signalisation du TCR (Turtle et
al., 2011b). D’autre part, dans certaines maladies inflammatoires (ou ne change pas, a priori,
le taux des ligands des MAIT) on observe de profondes modifications TCR-indépendantes sur
la fonction des MAIT, ce qui prouve que cette population est sensible a I’'environnement
cytokinique. En effet, ces études montrent que certaines cytokines (e.g. IL-7, IL-12 et IL-18),
seules ou combinées stimulent les MAIT pour induire leur prolifération, maturation ou
fonction (Jo et al., 2014; Kurioka et al., 2015). Chez I'adulte, les MAIT circulants et tissulaires
proliferent peu (Dusseaux et al., 2011; Kurioka et al., 2015). En effet, trés peu d’expression de
Ki67 (un marqueur de prolifération) est retrouvée dans ces lymphocytes. Par contre, une forte
expression du marqueur Ki67 et donc un fort pouvoir prolifératif est retrouvé parmi les MAIT
au cours du développement foetal (Leeansyah et al., 2014; Tang et al., 2013). Ceci montre que
les MAIT connaissent, tot au cours de la vie, une phase d’expansion pour atteindre un plateau
de quiescence. Pour lever cette quiescence, une combinaison de stimuli (i.e. cytokinique et

activation du TCR) est nécessaire (Kurioka et al., 2015; Turtle et al., 2011b).
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B. La molécule MR1 :

Le MR1 (i.e. MHC class I-related gene protein) est une molécule de présentation antigénique
non polymorphe. C'est une MHC (Molécule d’HistoCompatibilité) de classe IB qui assure la
présentation d’'une nouvelle famille de ligands (i.e. non peptidique/lipidique). C’est une
molécule hautement conservée chez la plupart des mammiféres (Parra-Cuadrado et al., 2000).
Les domaines al et a2 sont homologues a 90% et 89% entre I’homme et la souris. Ces deux
domaines sont les plus importants pour la présentation antigénique (Kjer-Nielsen et al., 2012;

Ussher et al., 2014; Yamaguchi et al., 1997).

L’ARNm du MR1 est détecté dans différents tissus (e.g. thymus, rate, rein, foie...). Son niveau
d’expression est 25 fois plus important au niveau des thymocytes doubles positifs du thymus
comparé aux autres types cellulaires. Quatre transcrits de I’ARNm du MR1 (i.e. MR1A, B, C et
D) ont été décrits. Le transcrit MR1B code pour une protéine dépourvue de la chaine a3. Cette
protéine est supposée étre soluble (Riegert et al., 1998). Par contre, I'expression protéique
n’a été que tres peu décrite. En effet, tres peu d’équipes ont pu montrer un marquage MR1 a
la surface cellulaire. Gozalbo-LAopez, par des marquages histologiques a détecté I'expression
du MR1 au niveau de la lamina propria, a I'extérieur des centres germinatifs. De fagon
intéressante, ce sont les LB, et plus particulierement les plasma-blastes IgA*, qui expriment le
plus MR1. Ceci rejoint les données in vitro qui montrent que les LB sont de bonnes
présentatrices d’antigenes pour les MAIT (Gozalbo-Lépez et al., 2009; Martin et al., 2009;
Treiner et al., 2003). L'expression du MR1 a la surface cellulaire est transitoire. Cependant,
I'exposition de cellules a une source de ligands (soit par infection intra-cellulaire par des
bactéries productrices de riboflavine ou par rajout du ligand dans le milieu de culture) stabilise
MR1 a la surface cellulaire. Cet MR1 chargé acquiert une conformation qui assure I'activation
des MAIT (Chua et al., 2011; Ussher et al., 2016). Il est d’ailleurs intéressant de noter que le
MR1 peut étre exprimé a la surface cellulaire au cours de I'inflammation. L’exposition des
THP1 (une lignée de cellules myéloides) a des ligands de TLR et I'activation de la voie NFkB
stimulent I'expression en surface de MR1 (Chen et al., 1987; Ussher et al., 2016). Par ailleurs,
I'absence des MAIT chez les souris B2m (i.e. une sous-unité nécessaire pour le trafic
intracellulaire et I'expression des MHC de classe |I) montre I'importance de cette molécule

pour I'expression en surface du MR1. L'interaction non covalente entre la f2m et le domaine
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a3 du MR1 est tres faible, ce qui explique en partie I'expression transitoire de la molécule du
MR1 a la surface des cellules. En effet, I’établissement d’une liaison covalente entre la f2m et
le domaine a3, par manipulation génétique, conduit a une surexpression du MR1 a la surface

cellulaire (Aldemir, 2008; Miley et al., 2003).

Longtemps décrit comme TAP-dépendant, le chargement des molécules MR1 s’avere plus
complexe qu’initialement décrit (Miley et al., 2003). La molécule MR1 est liée au complexe de
chargement peptidique (comprend la calréticuline, la tapasine et ERp57) et nécessite un trafic
intracellulaire similaire a celui des molécules MHC-I. Toutefois, MR1 présente des
caractéristiques de chargement qui ressemblent aussi a celles des molécules MHC-II (Lion et
al., 2013). linhibition de I'expression la chaine invariante li, qui assure le trafic des MHC-Il a
travers 'endosome jusqu’a la surface cellulaire, induit une perte de I'expression des MR1 en
surface et, par conséquent, une inhibition de I'activation des MAIT. De plus, tout comme pour
les molécules MHC-II, I'inhibition de I'acidification des endosomes réduit I'expression du MR1

a la surface cellulaire (Huang et al., 2008; Le Bourhis et al., 2010).

C. Leligand des lymphocytes MAIT :

Depuis 2005, malgré I'absence de ligand identifié pour les MAIT, des travaux ont montré que
la molécule MR1 (Huang et al., 2009), jouait effectivement un role de présentation d’antigéne.
Le MR1, tres faiblement exprimé a la surface des cellules MAIT, remonte a la surface cellulaire
sous sa forme chargée et permet |'activation TCR-dépendante des MAIT. Forcer I'expression
du MR1 vide a la surface cellulaire n’a aucun effet activateur sur les MAIT, ce qui montre
I'importance du ligand dans I'acquisition d’une conformation activatrice (i.e. activatrice des
MAIT) par la molécule MR1 (Huang et al., 2005, 2009). Des études mutationnelles ont permis
de définir I'origine non peptidique du ligand du MR1 et que ce dernier nécessite un trafic

intracellulaire pour sa présentation par le MR1 (Huang et al., 2008, 2009).
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Figure IV-2: Voie de biosynthése de la riboflavine, source du ligand des MAIT

En 2010, I'’équipe d’0. Lantz a montré que le ligand des MAIT avait une origine bactérienne.
Les levures étaient aussi capables de produire le ligand activateur des MAIT, par contre, pas
toutes les souches bactériennes testées étaient capables de produire le ligand des MAIT (Le
Bourhis et al., 2010). Cinq ans auparavant, une équipe japonaise avait proposé un ligand
d’origine lipidiqgue mais cette hypothése a été rapidement rejetée par d’autres équipe de
recherche (i.e. a-mannosyle ceramide) (Kjer-Nielsen et al., 2012; Okamoto et al., 2005, 2005).
La nature non protéique et non lipidique du ligand des MAIT augmente l'intérét des études

portant sur cette population immunitaire (Young et al., 2013).

Ainsi, une nouvelle classe d’antigénes présentés par les MHC pousse les limites de la
reconnaissance antigénique du systeme immunitaire et son interaction avec son
environnement. De plus, la conservation de la molécule MR1 entre les espéces montre
I'importance que jouent les MAIT dans la reconnaissance et la réponse contre les pathogenes
al’origine de ces ligands (Huang et al., 2009; Reantragoon et al., 2012; Tsukamoto et al., 2013).
En 2012 puis 2013, quelques ligands reconnus par les MAIT ont été identifiés. D’une taille
moléculaire d’environ 44 kDa, ces ligands font partie des molécules capables de stabiliser le
MR1 en surface et d’étre ainsi reconnus par les MAIT (Eckle et al., 2015; Kjer-Nielsen et al.,
2012; Patel et al., 2013; Young et al., 2013). Kjer-Nielsen et al ont identifié en premier le 6-
formylpterin (6-FP), un produit de photo-dégradation de l'acide folique « vitamine B9 »
retrouvé dans le milieu de culture RPMI-1640), mais qui était incapable d’activer les lignées

de cellules MAIT. Puis I'acetyl-6-FP (Ac-6-FP), un autre ligand inhibiteur des MAIT mais plus
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affin a la molécule MR1) (Kjer-Nielsen et al., 2012). Par contre les molécules identifiées in
silico, par la suite, et qui présenterent les mémes propriétés physicochimiques que le 6-FP {i.e.
(1) 6-hydroxymethyl-8-D-ribityllumazine (rRL-6-CH20H), (2) 7-hydroxy-6-methyl-8-D-
ribityllumazine (RL-6-Me-7-OH) et le (3) 6,7-dimethyl-8-D-ribityllumazine (RL-6,7-diMe)) sont
capables d’activer les MAIT et d’induire une expression du CD69 et une production de
I"IFNy/TNFa (Corbett et al., 2014; Patel et al., 2013). Ces ligands sont dérivés, cette fois-ci, de
la riboflavine « vitamine B2 » et sont les premiers d’une série de ligands découverts par la
suite. En 2013, la liste des ligands des MAIT comptait en plus le 5-(2-oxoethylideneamino)-6-
d-ribitylaminouracil (5-OE-RU) et le 5-(2-oxopropylideneamino)-6-d-ribitylaminouracil (5-OP-
RU) (Eckle et al., 2014). A I'origine des ligands naturels des MAIT (i.e. 5-OP-RU et 5-OE-RU),
une réaction non-enzymatique de condensation entre 5-Amino-6-D-ribitylaminouracil (5-A-
RU) (un métabolite produit par la chaine de biosynthése de la riboflavine) et des molécules a
fort pouvoir oxydant (i.e. methylglyoxal et glyoxal). Les ligands produits de cette réaction étant
instables, les MAIT joueraient un réle de surveillance instantanée de la fonction métabolique
des bactéries. Par des manipulations génétiques, il a été confirmé que seules les souches
bactériennes capables de produire du riboflavine sont capables de produire les ligands

activateurs des MAIT (Corbett et al., 2014).

Finalement, plusieurs données soutiennent I’hypothése de I'existence d’un ligand endogene
(non bactérien) des MAIT. En effet, (1) la présence de MAIT dans plusieurs différents tissus
chez le foetus (Leeansyah et al., 2014), (2) I'expression faible du MR1 en surface méme en
absence du ligand (Gozalbo-Lépez et al., 2009; Miley et al., 2003) (3) la réduction de
I’expression du MR1 muté au niveau de la poche ou se charge I'antigéne (Huang et al., 2005)
et (4) I'existence d’une sous-population de MAIT restreints a MR1 et qui s’activent grace au
ligands 6-FP ou Ac-6-FP (supposés inhiber I'activation des cellules MAIT), représentent des
arguments a prendre en considération pour soutenir la thése sur I'existence de ligands
endogenes d’origine non bactérienne capables de se lier a la molécule de MR1 sans former de
base de Schiff (comme c’est le cas pour les ligands bactériens) (Lamichhane and Ussher, 2017;

Lepore et al., 2017).
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D. Les MAIT et les maladies inflammatoires :

1. Infections bactériennes :

En 2010, I’équipe d’Olivier Lantz montre que la fréqguence des MAIT baisse considérablement
dans le sang de patients tuberculeux ou pneumopathiques, alors que les MAIT sont tres
abondants au niveau de l'ascite des patients tubérculeux. Ces données suggerent qu’ils
migrent au niveau du lieu d’infection pour y induire une réponse anti-microbienne. De plus,
dans la méme publication, il a été montré chez la souris Val9-transgénique (nombre de MAIT
équivalent a celui de I’'homme) que les MAIT étaient responsables du contréle des infections
bactériennes chez la souris (Le Bourhis et al., 2010). Dans une étude récente, les MAITs
pulmonaires induisent la différenciation GM-CSF-dépendante des monocytes en DC. Une
étape importante dans l'induction de la réponse contre l'infection au F. tularensis LVS
(Meierovics and Cowley, 2016). D’autres travaux confirment ces observations, notamment la
réduction de la fréquence des MAIT au niveau du sang des patients tuberculeux, infectés par
Pseudomonas aeruginosa, ou par des souches non-streptococciques, ainsi que de l'activité
anti-bactérienne des MAIT (Gold et al., 2010; Grimaldi et al., 2014; Lamichhane and Ussher,
2017). De facon intéressante, d’autres travaux montrent que I'action anti-bactérienne des
MAIT est liée au métabolisme de la riboflavine chez la souche bactérienne a 'origine de la
réponse. Des tests in vitro sur des souches isolées de Streptococcus Pneumoniae chez des
patients montrent ainsi que l'action des MAIT dépendait du niveau de production de la
riboflavine et par conséquent du ligand des MAIT (Harriff et al., 2017). Par ailleurs, I'analyse
des MAIT chez les patients tuberculeux montre une forte expression de PD-1 (Programmed
Death-1) qui joue un role inhibiteur sur la production de cytokines de type TH1 (e.g. IFNy). Le
blocage de PD-1 stimule les MAIT a produire d’avantage d’IFNy en réponse a une stimulation
antigénique. L'inflammation chronique conduit a une exhaustion des MAIT. L'utilisation d’'une
thérapie ciblée contre le PD-1 pourrait étre efficace pour lutter contre les infections
bactériennes (liang et al.,, 2014). Plus récemment, des travaux montrent une
accumulation/prolifération rapide des MAIT au niveau des poumons de souris infectées par
Salmonella Typhimurium. De méme, cette accumulation est liée a la production de la

riboflavine par la souche infectieuse et la proportion des MAIT augmente pour atteindre
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jusqu’a 50% des LTap. Les MAIT retrouvés dans le site d’infection sont majoritairement Roryt*
et T-bet* et produisent de grande quantité d’IL-17 (30% des MAIT en produisent de facon
constitutive, sans stimulation ex-vivo) puis du TNFa et IFNy dont la proportion augmente au
cours de lI'infection. L’augmentation de la proportion des MAIT-IFNy* est liée a I'augmentation

du niveau d’expression du facteur de transcription T-bet (Chen et al., 2017).

D’autre part, les MAIT semblent jouer le r6le de LT auxiliaires en potentialisant la réponse
humorale. Lors de tests de vaccination contre Shigella, une fréquence élevée de MAIT correle
avec I'efficacité du vaccin. La quantité des IgA spécifiques (i.e. dirigées contre les antigénes de
Shigella) produite au cours du test est plus élevée chez les patients dont le niveau d’activation
des MAIT est plus important (Bourhis et al., 2013). Au paravent, il a été suggéré que les MAIT
avaient une interaction privilégiée avec les plasmablastes IgA*, de part leur niveau
d’expression élevée du MR1. Ces observations permettent de proposer un réle de LT auxiliaire
lors d’'une réponse humorale anti-bactérienne (Bourhis et al., 2013; Gozalbo-Lépez et al.,

2009).

2. Infections virales :

Bien que les MAIT ne reconnaissent pas de ligand d’origine virale, de nombreux travaux
décrivent un réle actif de cette population dans le contréle des maladies virales. Il a été
proposé que, les MAIT répondent indirectement a des ligands de TLR d’origine virale. Les
cellules infectées reconnaissent le ssSRNA grace au TLR8. Cette reconnaissance stimule la
production d’'IL-12 et d’IL-18 qui stimulent a leur tour les MAIT qui produisent de I'IFNy,
nécessaire pour la clearance virale. Cette réponse de type LT auxiliaire est décrite lors de
plusieurs pathologies virales, notamment celles touchant le foie (e.g. infection aux HBV / HCV).
De plus, les MAIT sont d’autant plus enrichis au niveau des foies infectés que leur fréquence
au niveau du sang diminuent (Billerbeck et al., 2010; Jo et al., 2014). Ces données suggéerent
que les MAIT pourraient jouer un réle important dans les réponses immunes aigues anti-
pathogenes. Et comme décrit auparavant, I'inflammation chronique, a par contre, un effet

délétere sur la fonction des MAIT a cause de leur exhaustion.
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3. Maladies auto-immunes :

Comme mentionné avant, les MAIT peuvent étre stimulés par des cellules « du soi » stressées
en absence de ligands exogénes (i.e. d’origine bactérienne) (Lamichhane and Ussher, 2017,
Lepore et al., 2017; Ling et al., 2016). Ceci suppose que les MAIT peuvent étre auto-réactives
et participent au développement/contréle de certaines maladies auto-immunes. Cependant,
il est difficile de conclure quant au réle délétere ou protecteur des MAIT. En 2004, I'analyse
de tissus nerveux lésés de patients atteints de sclérose en plaque (MS « multiple sclerosis »)
montre une accumulation des MAIT au niveau du systeme nerveux central (SNC) de ces
patients (lllés et al., 2004). Plus tard, I'utilisation d’'un modéle animal de sclérose en plaque
(i.e. souris EAE) montre que les MAIT jouent un role protecteur contre cette maladie. Des
souris transgéniques (i.e. iVal9) possédant des fréquences élevées en MAIT semblent
protégées, par rapport aux souris MR17- déficientes en MAIT. Le réle protecteur des MAIT
serait d0 a leur production de cytokine anti-inflammatoire (i.e. IL-10) (Croxford et al., 2006).
Ce role protecteur est confirmé par des études récentes qui montrent que les MAIT peuvent
inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires (i.e. TH1) par des LT. Ce ro6le immuno-
régulateur est contact-dépendant et conforte d’avantage la fonction de LT « auxiliaire » des
MAIT (Miyazaki et al., 2011). Cependant, d’autres études conduisent a des conclusions
opposées. La fréquence des MAIT circulants chez les patients MS diminue, et ceux-ci
migreraient au niveau des lésions nerveuses pour participer a l'inflammation par leur
production de TNF-a, I'IFN-y et I'lL-17. L’IL-18, dont la concentration sérique est augmentée
chez les patients MS, pourrait favoriser la migration des MAIT par I'induction du VLA-4 (Very
Late Antigen-4 ou integrin asB1), molécule importante dans I'extravasion des LT dans le SNC

(Abrahamsson et al., 2013; Annibali et al., 2011; Ransohoff, 2007; Willing et al., 2014).

D’autre part, les MAIT et leur production d’IL-17 semble jouer un role délétere dans le
developpement d’un type de spondyloarthrites (i.e. spondyloarthrites ankylosante). La
frégeunce des MAIT du sang de ces patients diminue et les MAIT acquierent un profil TH17
prononcé. Ces MAIT sont retrouvés en fréquence importante au niveau du liquide synovial ou
ils produisent de grande quantité d’IL-17 et pourraient participer au développement de cette
maladie inflammatoire. L'induction d’IL-17 semble passer par une stimulation a I'lL-7 et non

par I'lL-23 comme cela est décrit le plus souvent (Gracey et al., 2016).
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Outre ces deux exemples du role délétére des MAIT dans les maladies auto-immunes, cette
population est particulierement soupgonnée de jouer un réle pathogene dans plusieurs autres
maladies inflammatoires (auto-immunes). On note entre autres, la maladie de Crohn,
I’'asthme, le psoriasis, le diabete de type 1, le lupus et I'arthrite rhumatoide. L'IL-17 est la
cytokine la plus décrite comme facteur de la pathogénicité des MAIT dans ces maladies (Harms

et al., 2015; Hinks et al., 2015; Serriari et al., 2014; Teunissen et al., 2014).

4, Cancers:

Des travaux qui datent de 2008 montrent que les MAIT sont présents en grande quantité au
niveau des tumeurs solides (e.g. tumeur du cerveau ou des reins) ou elles peuvent participer

a I'inflammation par la production de cytokines pro-inflammatoires (Peterfalvi et al., 2008).

Le séquencage d’ARN sur cellules isolées (single-cell RNA sequencing) de carcinomes
hépatocellulaires (CHC) et du tissu sain adjacent met en évidence une déplétion de l'infiltrat
des MAIT au niveau du CHC, alors gu’au niveau du tissu sain adjacent les MAIT sont abondants.
Trois sous-populations de MAIT exprimant le TCRa TRAV1-2/TRAJ33, TRAV1-2/TRAJ20 ou
TRAV1-2/TRAJ12, ont été détectées (Zheng et al., 2017). Ces observations ouvrent la porte a
de nouvelles investigations sur les roles thérapeutiques que pourraient jouer le ciblage des
MAIT au niveau du foie, surtout que cette population est décrite comme garante de I'intégrité

de cet organe (Kurioka et al., 2016).

Au niveau du colon (le deuxiéme tissu enrichi en MAIT apres le foie chez ’lhomme), cette
population infiltre particulierement les tumeurs colorectales ou les adénocarcinomes. Au
niveau des tumeurs colorectales les MAIT produisent de grandes quantités d’IFNy et d’IL-17
(Ling et al., 2016) alors qu’au niveau des adénocarcinomes les MAIT produisent moins d’IFNy
peut-étre en relation avec des facteurs tumoraux environnants (Sundstrom et al., 2015). Au
niveau de la tumeur, les MAIT seraient capables d’induire I’arrét du cycle cellulaire de cellules
cancéreuses de fagcon MR1-dépendante, cet effet passe par I'intermédiaire de I'lL-17 (Ling et
al., 2016). Par ailleurs, d’autres travaux proposent d’utiliser les MAIT comme biomarqueur

indicateur de la sévérité du cancer colorectal (Zabijak et al., 2015).
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V. Hypothese et objectif du travail :

En 2015, nous avons montré que dans le sang des adultes obéses et/ou diabétiques (i.e.
diabéte de type 2) la fréquence des MAIT baisse, ceux-ci sont mémes indétectables dans 17%
des patients La fréquence des MAIT circulants est corrélée négativement a I'lMC des patients.
De plus, les MAIT de ces patients présentent un profil pro-inflammatoire (i.e. production d’IL-
2, IL-17 et granzyme B) plus important par rapport a des adultes contréles. Comme dans
d’autres maladies inflammatoires, il semble que les MAIT migrent/proliférent au niveau du
site d’inflammation, le TA viscéral dans I'obésité, ou ils sont tres abondants par rapport au
sang des sujets obéses. Les MAIT expriment fortement le CCR6 (récepteur au CCL20) qui
participe probablement a la migration et la fonction inflammatoire de ces lymphocytes. Les
MAIT au niveau du TA des patients obeses et/ou diabétiques sont plus activés (expriment plus
le marqueur d’activation CD25) et produisent de grandes quantités d’IL-17. Une analyse de
marqueurs de prolifération ou d’apoptose (i.e. Ki67 et Bcl-2) aprées des co-cultures montrent
gue le TA enflammé favorise leur prolifréation ainsi que leur apoptose (Magalhaes et al.,

2015).

Quelques mois plus tard, I'équipe du docteur O’shea a publié des observations similaires chez
les adultes et les enfants, montrant une diminution de la fréquence des MAIT circulants au
cours de I'obésité. Les MAIT présentent également un profil pro-inflammatoire au niveau du
sang et du TA (i.e. production accrue d’IL-17 et diminuée d’IL-10). Par contre I'analyse de la
fréquence des MAIT au niveau du TA montre une diminution de cette population chez les

patients obéses comparés aux contréles (Carolan et al., 2015b).

De plus, la chirurgicale bariatrique, qui induit une perte du poids des patients obéses et
améliore les parametres métaboliques, induit également la normalisation de la fréquence des
MAIT circulants et réduit leur niveau de production de I'lL-2 et de granzyme B (Magalhaes et

al., 2015).

L’ensemble de ces observations montre un lien entre les MAIT et le développement de
I'obésité et du T2D. Il nous a semblé intéressant de continuer nos investigations pour

déterminer s'il existe un lien de causalité entre cette population immunitaire et I'obésité et
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T2D, ainsi que pour élucider les mécanismes impliqués dans cette relation immuno-

métabolisme.

L’étude du role des MAIT dans le développement de I'obésité et du diabete de type 2 est
d’autant plus motivée en raison de la relation étroite entre cette population immunitaire et le
métabolisme glucidique. En effet, la production du ligand activateur des MAIT nécessite la
présence d’'une molécule issue de la glycolyse (i.e. le glyoxal ou le méthylglyoxal) qui se
complexe a un métabolite d’origine bactérienne. |l est intéressant de rappeler que d’une part
le glyoxal et le méthylglyoxal sont plus abondants chez les patients obéses et diabétiques, et
d’autre part la composition et la fonction du microbiote intestinal changent profondément
chez ces patients. Ces données suggerent un role combiné entre le métabolisme et le
microbiote intestinal dans la fonction des MAIT au cours du développement de I'obésité et du
T2D.

Nous avons donc utilisé des modeles murins pour étudier I'effet de I'obésité sur le phénotype
et la fonction des MAIT et pour déterminer les mécanismes impliqués dans la relation tri-
dimentionnelle MAIT/Microbiote/Métabolisme dans le développement du T2D au cours de

I'obésité.
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Article

Mucosal Associated Invariant T
(MAIT) cells induce inflammation,

gut dysbiosis and T2D during obesity
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Summary

Obesity and type 2 diabetes are associated with low-grade chronic inflammation. Immune
cells are recruited and activated in several tissues, including adipose tissue, thereby
contributing to insulin-resistance and diabetes. Recent studies described gut microbiota
dysbiosis as a consequence as well as a driver of obesity and diabetes. Mucosal-associated
invariant T cells (MAIT) are innate-like T cells expressing a semi-invariant T-cell receptor
restricted by the non-classical MHC class I molecule MR1 presenting bacterial ligands. Here
we show that during obesity MAIT cells produce inflammatory cytokines in adipose tissue
and ileum and induce inflammation in these tissues by modifying immune cell populations.
These changes impair the function of both tissues leading to insulin resistance, glucose
intolerance, impaired lipid metabolism and increased gut permeability. MAIT cells impact gut
microbiota dysbiosis and microbiota transfer experiments highlight a bidirectional crosstalk
between MAIT cells and the gut microbiota leading to inflammation, gut leakage and insulin

resistance.

Keywords: MAIT, obesity, diabetes, inflammation, microbiota dysbiosis, adipose tissue,

gut mucosa, innate immune cells, regulatory T cells

Highlights
* MAIT cells are activated in adipose tissue and ileum during obesity
* MAIT cells promote insulin resistance and glucose intolerance
* MAIT cells are pro-inflammatory and decreased the frequency of regulatory cells

* MAIT cells impact gut microbiota composition
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Introduction

Obesity is characterized by a chronic low-grade inflammation of the visceral adipose
tissue (VAT) and this inflammation is a major driver of insulin resistance associated
with the development of T2D (Pereira and Alvarez-Leite, 2014). VAT inflammation in
obesity is the result of tissue accumulation of pro-inflammatory immune cells that
include M1 macrophages, CD8+ T cells, Th17 CD4+ T cells, NK cells and neutrophils
(Grant and Dixit, 2015). (Bertola et al., 2012; Nishimura et al., 2009; Talukdar et al.,
2012; Wensveen et al,, 2015). In contrast there is a reduction in the frequency of anti-
inflammatory immune cells such as M2 macrophages, Foxp3+ regulatory T cells, (Treg)
eosinophils and type 2 innate lymphoid cells (ILC2) that are associated with protection
against insulin resistance through local control of inflammation in VAT (Molofsky et al.,
2013; Nishimura et al., 2009; Wu et al., 2011).

The gut contains many immune cells as it is continually exposed to microbial antigens
and ingested antigens from the diet. Obesity promotes a pro-inflammatory shift in gut
immune cell populations, characterized by reduced Foxp3+ Treg cells in the lamina
propria and an increase of IFN-y producing Th1 and CD8+ T cells as well as increased IL-
17-producing y8 T cells (Luck et al., 2015). Obesity is also associated with changes in the
gastrointestinal flora and microbiota transfer from obese patients or mice can impact
body fat expansion, systemic inflammation and insulin resistance (Membrez et al., 2008;
Samuel et al.,, 2008; Turnbaugh et al., 2006).

Mucosal-associated invariant T (MAIT) cells are innate like T-cells that typically express
a invariant TCR a-chain (Va7.2-Ja33 in humans and Va19-Ja33 in mice), with a limited
number of [(-chains (Treiner et al, 2003). MAIT cells recognize the major
histocompatibility complex-related molecule 1 (MR1), presenting antigens from certain

bacteria and yeast (Franciszkiewicz et al, 2016). MAIT cell ligands derived from
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bacterial metabolites of vitamin B2 synthesis (Corbett et al., 2014; Kjer-Nielsen et al.,
2012). We and others have revealed major MAIT cell alterations in T2D and obese
patients (Carolan et al., 2015; Magalhaes et al., 2015a, 2015b). In these patients MAIT
cells are less abundant in the blood and they produce high level of IL-17 in VAT.
Moreover, bariatric surgery-induced weight loss and associated improvement of
metabolic and inflammatory status were accompanied by a significant increase of blood
MAIT cell frequency (Magalhaes et al., 2015b). All these observations prompted us to
investigate the role of MAIT cells during obesity and T2D in mouse models.

We first analyzed MAIT cell alteration occurring in C57BL/6 (B6) mice upon high fat diet
(HFD) and then we deciphered the impact of MAIT cells in T2D development using Va.19
transgenic B6 mice expressing elevated frequency of MAIT cells and MR1-/- B6 mice
devoid of MAIT cells. More particularly we analyzed glucose and lipid metabolism,
inflammation status of VAT and the ileum, immune cell populations in these tissues and
finally the gut microbiota composition. Together our results reveal a major impact of
MAIT cells in the development of T2D and a critical crosstalk between MAIT cells and

the gut microbiota.

Results

Impaired MAIT cell accumulation in adipose tissue and ileum of obese mice

We first analyzed the frequency of MAIT cells in several tissues from C57BL/6] (B6)
mice fed either high fat died (HFD) or normal diet (ND) for 12 weeks. Using mouse-MR1
tetramers loaded with 5-OP-RU (TetMR1*) (Rahimpour et al.,, 2015; Reantragoon et al.,
2013), MAIT cells were identified as CD45*CD19-CD11b-TCRy8 TCRafB*TetMR1* (Figure
1A). As previously observed in obese and T2D patients, MAIT cell frequency was

decreased in the blood of obese B6 mice compared to lean mice (Figure 1 A-B).
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Moreover MAIT cell frequency was also decreased in the epididymal adipose tissue (Epi-
AT) and ileum from obese B6 mice compared to lean mice, whereas MAIT cell frequency
remained unchanged in the spleen, liver and colon. Of note the decreased frequency of
MAIT cells in Epi-AT and ileum was also observed in terms of absolute numbers (Figure
1C). In these tissues the majority of MAIT cells are CD4-CD8a- (> 80 % of total MAIT
cells) and this proportion was not modified under HFD (Figure 1D). Since obesity can
induce early modification of immune cell homeostasis in adipose tissue and the gut
(Exley et al.,, 2014; Winer et al,, 2017), we performed a kinetic analysis of MAIT cell
frequency in these tissues (Figure 1E). No differences were observed at 6 weeks after
the beginning of HFD, however the difference observed at 12 weeks after HFD were
sustained after 16 weeks of diet.

Decreased frequency and number of MAIT cells in Epi-AT and ileum of obese mice could
result from impaired recruitment and proliferation in these tissues and increased cell
death. To analyze MAIT cell migration, CD45.1* MAIT cells were injected into lean and
obese B6 mice and analyzed in Epi-AT and ileum 5 days later. Similar frequency of
CD45.1+ MAIT cells, among af3T lymphocytes as well as among CD45 cells, was observed
in both lean and obese B6 mice (Figure 1F and Figure S1A). Analysis of MAIT cell
proliferation based on Ki67 staining did not reveal any difference between MAIT cells
from obese and lean mice (Figure 1G and Figure S1B). In contrast analysis of the
expression of anti- and pro-apoptotic molecules in MAIT cells from Epi-AT and ileum
suggested an increased apoptosis of MAIT cells from obese mice compared to lean mice
(Figure 1H). Transcript level of pro-apoptotic molecules such as cMyc, caspase9 and Bax
were increased whereas the level of Bcl2 mRNA was decreased in MAIT cells during

obesity. Altogether these data suggest that MAIT cells in the Epi-AT and ileum of obese
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mice are undergoing apoptosis leading to lower frequency in these tissues, as compared

to lean controls.

MAIT cells from adipose tissue and ileum exhibit a pro-inflammatory profile in
obese mice

Next we analyzed the phenotype and cytokine production by MAIT cells from Epi-AT
and ileum of B6 mice fed ND or HFD for 12 weeks. The expression of CD44, a marker of
functionally mature MAIT cells, was significantly increased on the surface of MAIT cells
from Epi-AT and ileum of B6 mice fed HFD compared to mice under ND (Figure 2 A-B).
In contrast, CD69 activation/retention marker was significantly decreased in these both
tissues from obese mice and there was no difference of CD25 expression on MAIT cells
from B6 under ND and HFD (data not shown).

Cytokine mRNA expression by MAIT cells from Epi-AT and ileum was assessed by qPCR
(Figure 2C). In both tissues MAIT cells produced higher level of Tnfa, Ifny and I117a in
obese mice compared to lean controls. Analysis of cytokine and chemokine receptors,
usually associated with Th1 response (IL-18R) and Th17 response (CCR6) in MAIT cells
from obese and lean mice showed overexpression of these receptors by MAIT cells
isolated from ileum and Epi-AT, respectively. According to the overexpression of 1118r
mRNA by MAIT cells from the ileum of obese mice, immunofluorescence staining
showed an increased expression of T-bet, the key transcription factor of Th1 cytokines
(Figure 2D and Figure S1C). Together these data show that MAIT cells are pro-
inflammatory in both Epi-AT and ileum from obese mice compared to lean controls.

It has been well established that Epi-AT and ileum from obese mice produced high level
of pro-inflammatory cytokines such IL-1f and IL-6 that could influence MAIT cell

function. However, we wanted to investigate whether MAIT cell activation was
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associated with modification of MR1 expression in these tissues and the abundance of
MAIT cell ligand produced by the gut microbiota from obese B6 mice. As previously
described, the surface expression of MR1 was extremely low in all cell types and no
differences were detected between obese and lean mice (data not shown) (Chua et al,,
2011). Using a bioassay, we assessed the ability of the gut microbiota from lean and
obese mice to activate MAIT cells (Figure 2E). There was a decreased activation of MAIT
cells with caecum microbiota from obese mice compared to those from lean mice. Of
note, this activation was MR1 specific, since it was inhibited by adding the antagonist
ligand Ac-6-FP. These data suggest that the local activation of MAIT cells is not due to
elevated presence of activating ligands but rather to the pro-inflammatory milieu of Epi-
AT and ileum of obese mice. To determine whether these gut microbiota differences
(low MAIT ligand production during obesity) have an impact on MAIT cell frequency in
the ileum and the adipose tissue, we performed microbiota transfer experiments. Feces from
HFD or ND fed B6 mice were transferred to B6 recipient mice (Figure 2F). As observed in
feces donor mice, MAIT cell frequency decreased in the ileum and Epi-AT of B6
reconstituted with feces from HFD fed mice compared to B6 reconstituted with feces from
ND fed mice (Figure 2G). Of note, as previously described, feces transfer from HFD fed B6
mice into B6 recipient mice induces weight gain and increased glycemia when compared to
controls (Figure S1D and S1E) (Ridaura et al., 2013). This result revealed the impact of the

gut microbiota alteration associated with HFD on MAIT cell homeostasis.

MAIT cells promote lipid metabolism deregulation during obesity
To determine the role MAIT cells in the pathogenesis of T2D and obesity, we analyzed
MR1-/-B6 mice that lack MAIT cells, since the MR1 molecule is required for the thymic

development of MAIT cells (Koay et al., 2016; Treiner et al., 2003). Conversely, we also
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analyzed Va19+/- transgenic B6 mice that exhibit a 10-fold increased frequency of MAIT
cells (Figure 3A). To induce obesity, we subjected these mice and their respective
littermates controls, MR1+*/- and Va19-/-, to HFD or ND for 12 to 16 weeks. During the
course of high fat feeding period, there was no difference on weight gain, and at the end
of the regime there was no differences in food intake, Respiratory Exchange Ratio (RER)
and Epi-AT weight in both MR1-/- mice and Va19+/- mice compared to their littermate
controls (Figure S2A-S2D). Furthermore, percentage of fat and lean mass evaluation by
magnetic resonance imaging showed no differences between the various mouse lines
(Figure S2D). However histology analysis showed that under HFD the adipocyte size was
increased in the Epi-AT of Va19+/- mice compared to their littermate controls. Inversely,
under HFD the adipocytes size in Epi-AT was smaller in MR1-/- mice than in littermate
controls (Figure 3B-C and S2E). To assess the impact of MAIT cells on Epi-AT function,
the expression of two key adipokines, adiponectin and leptin was measured by qPCR
(Figure 3D). Adiponectin expression was decreased whereas leptin expression was
increased in Val9+/- compared to their littermate controls. Opposite results were
obtained in MR17/- mice. These results indicate that MAIT cells are involved in the
deregulation of the homeostasis of the Epi-AT. We next analyzed the expression of two
lipolytic enzymes, adipose triglycerides lipase (Atgl) and the hormone sensitive lipase
(Hsl), involved in the intracellular degradation of triglycerides in the adipose tissue.
Under HFD, while the expression of both genes was increased in Va19+/- mice, compared
to their control littermates, in MR1/- mice the expression of Atgl and Hsl (not
significantly) was decreased (Figure 3E). According to the increased expression of these
genes in Va19+/- mice, there was an elevated concentration of circulating glycerol and
triglycerides in these mice fed HFD, and conversely there was a lower level of these

lipids in the serum of MR1-/- mice fed HFD (Figure 3F and 3G).
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The expression of an adipogenic regulator, the transcription factor peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (Ppary) was significantly decreased in Epi-AT of
Val19+/- mice and increased in the Epi-AT of MR1/- mice (Figure 3E). We next
investigated the impact of MAIT cells on the inflammatory status of Epi-AT in mice fed
HFD. Transcript level of cytokines known to be involved in Epi-AT inflammation (Ccl2,
Ccl5, 111B, 116, 1117a, Ifny and Tnfa) were significantly increased in Va19+/- compared to
their littermate controls, whereas in MR1~/- mice the expression of these genes was
decreased (Figure 3H). Opposite results were observed for molecules associated with
anti-inflammatory responses (Foxp3, II5 and Il13). Similar data were observed in
purified immune cells from Epi-AT and this modification of Il117 expression was
supported by the frequency of RORyt positive conventional ofST cells (Figure S3A and
S3B). Of note, under ND only slight differences were observed in Va19+/- mice compared
to their controls. Taken together these data reveal the critical role of MAIT cells in the
metabolic deregulation and inflammation occurring in the adipose tissue of obese mice

(Figure S3C)

MAIT cells impair glucose metabolism and induce insulin resistance during
obesity

Given the impact of MAIT cells on Epi-AT, we investigated glucose homeostasis in MR1-/-
and Va19+/- mice and performed insulin tolerance test and oral glucose tolerance test in
these mice after 12-16 weeks of HFD (Figure 4A and 4B). Corroborating the
inflammatory status, Va19+/- had decreased insulin sensitivity than their littermate
controls whereas MR1-/- mice presented an enhanced insulin tolerance when compared
to their littermate controls. Similarly while Va19+/- mice were more glucose intolerant,

MR1/-mice had improved glucose tolerance, as compared to their respective littermate
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controls. In both fasted and fed MR1-/-mice, basal blood glucose level was significantly
decreased when compared to control littermates (Figure 4C). Conversely, in fasted and
fed Va19+/- mice significant the basal blood glucose level was increased. Moreover the
basal serum insulin concentration and HOMA-IR index were decreased in MR1-/- mice
and increased in Va19+/- mice, under HFD (Figure 4D-E). The impact of MAIT cells on
insulin resistance was confirmed at the cellular level by the analysis of Akt
phosphorylation, which is a read-out of the intracellular insulin signaling (Figure 4F
and S3D and S3E). The relative amount of phosphorylated Akt in Epi-AT was increased
in MR1/- mice and reduced in Va19+/- mice compared to their littermate controls and
similar data were observed in the liver and muscle from Va19+/- mice. All these data
demonstrate the deleterious impact of MAIT cells on glucose metabolism during obesity

promoting T2D development.

MAIT cells promote ileum inflammation and gut leakage during obesity

Since we observed that MAIT cells from the ileum of B6 mice produced high level of pro-
inflammatory cytokines when the mice were fed HFD, we investigated whether MAIT
cells had a general impact on the inflammatory status of this tissue. Analysis of cytokine
mRNA from the ileum of HFD fed Va19*/- mice, compared to their non-transgenic
littermates, showed a significant increased expression of molecules associated with
inflammation such as Ccl2, Ccl5, Ccl20, 116, I117a, 1118, Ifny, Tnfa, lymphotoxin a and GrzB.
(Figure 5A). In contrast, the level of anti-inflammatory molecules such as Foxp3, I15 and
1113 was lower in Va19+/- than in controls. Opposite results were obtained in HFD fed
MR1/- mice compared to their littermate controls. As in Epi-AT the inflammatory status
was also confirmed at the level of immune cells from the lamina propria (LP) and

corroborated by the frequency of conventional T cells expressing RORyt (Figure S4A-
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B). Only minor modifications were observed in in LP cells from ND fed mice (Figure
S$4C).-To determine whether the inflammatory status induced by MAIT cells had an
impact on gut integrity, we analyzed FITC-dextran translocation to the blood after oral
gavage of HFD fed Va19+/- and MR1~/- mice and their respective controls (Figure 5B).
These experiments clearly indicated that the presence of MAIT cells enhanced FITC-
dextran translocation from the gut to the blood, indicating increased gut leakiness of
Va19+/- mice and improved gut integrity in MR1~/- mice. In agreement with these data,
there was higher mRNA level of tight junction proteins such as zonulin-1, claudin-4 and
occludin, and of mucin, a major component of the mucus layer, in epithelial cells from the
ileum of HFD fed MR1/- mice (Figure 5C). Opposite results were obtained with
epithelial cells from the ileum of HFD fed Va19*/- mice. Together these results indicate
that MAIT cells induce the inflammation of the small intestine and a loss of gut integrity

during obesity.

MAIT cells have a major impact on other immune cells in the ileum and adipose
tissue of obese mice

Since MAIT cells played a key role in the inflammatory status and the function of Epi-AT
and ileum during obesity, we investigated whether MAIT cell influenced the frequency of
other immune cells in both tissues from the different mouse lines fed ND or HFD
(Figures S5 and S6). In agreement with Foxp3 mRNA level in the ileum from HFD fed
mice, there was a decreased frequency of Foxp3+ Treg cells in Va19*/- mice and an
increased frequency of Foxp3+ Treg cells in MR1/-, compared to their respective
littermate controls (Figure 6A). Of note, the analysis of Treg cells in the ileum of WT B6
mice confirmed the decreased frequency of Treg cells already described in obese mice

(Garidou et al,, 2015; Luck et al,, 2015) (Figure 6A). Similarly to Treg cells, both ILC2
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and ILC3 populations were more frequent in HFD fed MR1-/- mice compared to their
littermate controls. Conversely there was a decreased frequency of ILC3 in HFD fed
Va19+/- mice compared to their non-transgenic controls. Of note there was a decreased
frequency of both ILC2 and ILC3 in Va19+/- under ND. The analysis of the Epi-AT from
obese Va19+/- and MR1/- mice confirmed the inflammatory impact of MAIT cells (Figure
6B). Among the Epi-AT immune cells, the frequency of inflammatory cells (conventional
CD8+ T lymphocytes and NK cells) was increased in Va19+/- whereas these cells were
less frequent in MR17/-, compared to their respective littermate controls. On the
contrary, the frequency of regulatory cells (Foxp3* Treg cells, ILC2 and eosinophils)
were markedly decreased in Epi-AT from HFD fed Va19+/- and they represented a higher
proportions among immune cells from the Epi-AT of HFD fed MR1~/-mice. Interestingly,
there was no modification of these various immune cell populations in Epi-AT from
Va19+/- and MR17/-under ND. As controls, we also analyzed Epi-AT from WT B6 mice
under ND and HFD and confirmed previous studies (Molofsky et al., 2013; Nishimura et
al,, 2009; Wensveen et al,, 2015) showing an increased frequency of conventional CD8+
T cells and NK cells that paralleled the decreased frequency of ILC2 and eosinophils. Of
note, there was no difference in Treg cell frequency between obese and lean controls.
Regarding macrophages, there was no differences in their frequency in Epi-AT from HFD
fed Va19+/- and MR1~/- mice compared to their littermate controls (data not shown).
However macrophages from Va19+/- mice compared to control littermates expressed a
M1 pro-inflammatory profile, higher level of Ccr2, Mcp1, 1115 and 116 mRNA and lower
level of Tgfbr2, Cd206, Cd163 and 1110 mRNA. Conversely macrophages from HFD fed
MR1/-mice exhibited M2 alternatively activated characteristics with low level of Ccrz,
Mcpl1, 1115, 116 and Tnfaa mRNA and high level of TgfbR2, Cd206, Cd163 and 1110 mRNA.

Unexpectedly, macrophages from Epi-AT of obese Va19+/- mice express lower level of

12



300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

Tnfa mRNA than their non-transgenic controls (Figure 6C). Taken together, these
analyses of immune cell populations in the ileum and Epi-AT strengthened the pro-

inflammatory role of MAIT cells in obesity and T2D.

During obesity MAIT cells modify gut microbiota that controls other immune cell
populations and gut permeability

We investigated the effect of MAIT cells on the gut microbiota composition and its
impact on gut mucosa inflammation and function. 16S-rRNA sequencing was performed
to evaluate the relative abundance of different bacterial phyla in the various mouse lines
(Table S2). At steady state upon ND feeding, we did not observe differences in the gut
microbiota composition between Val9+/- mice or MR17/- mice compared to their
respective littermate controls (data not shown).

With HFD, we observed a significant decrease of the Actinobacteria phylum in the MR1-/
mice compared to their littermate controls while the other phyla (Bacteroidetes,
Firmicutes, Protobacteria and Deferribacteres) remained unchanged (Figure 7A and
S7A). In agreement, the Coribacteriaceae family (Actinobacteria phylum) and the
Olsenella genus (a member of the Coribacteriaceae family) decreased in the MR1~/-mice
when compared to their littermate (Figure 7B). Conversely an increase of the
Clostridiaceae (belonging to the Firmicutes phylum) existed in the MR1-/- mice group
compared to the control group (Figure 7C). Consistently at the genus level, Clostridium
sensu stricto and two Lachnospiraceae groups also increased while the Eubacterium
rectale group displayed lower abundance in the MR1-/- mice than in control littermates
(Figure 7C) and three OTU clusters (556, 21 and 451) assigned to Lachnospiraceae
varied between the two mice groups (Figure 7D and SI 1A). For Va19+/- mice, their gut

microbiota displayed higher content than their littermate controls of Actinobacteria

13



325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

phylum (Figure 7E and S7B), Coriobacteriaceae family and eleven bacterial OTU
clusters assigned to this family (Figure 7F and 7G, SI 1B).

To determine whether these gut microbiota differences induced by MAIT cells altered
ileum inflammation and function, and glucose metabolism, we performed microbiota
transfer experiments. Feces from HFD fed Va19+/- mice, MR1~/-mice, or their littermate
controls were transferred into B6 recipient mice (Figure S7C). 16S-rRNA sequencing
analysis after transplantation of B6 mice with gut microbiota from MR1-/- and control
littermate mice, showed that the difference in Actinobacteria abundance was much less
pronounced when compared to the donors mice (Figure S7D) however, it is noteworthy
that at the OTU level, five Lachnospiraceae clusters including the three mentioned in
donor mice were differentially distributed (Figure 7H and SI 1C). In the B6 mice
transplanted with the microbiota from Val19+/- or littermates, the Bifidobacteriaceae
(Actinobacteria phylum) and Lactobacillaceae (Firmicutes phylum) families were
significantly lower after Va19+/- than littermate microbiota transplantation (Figure 71
and S7E) and the analysis at the OTU level showed a differential distribution between
the two groups of mice (i) eighteen OTU clusters all belonging to the Firmicutes
(assigned to families as follows: 10 Lachnospiraceae, 5 Ruminococcaceae, 1
Christensenellaceae, , 1 Carnobacteriaceaeand) (ii) 3 OTU belonging to Actinobacteria
(assigned to Bifidobacteriaceae family and to Coriobacteriaceae) (Figure 7] and SI 1D).
These data showed that during obesity MAIT cells impacted gut microbiota composition,
which can partially transferred into B6 recipient mice.

Regarding gut mucosa function, as observed in HFD fed Va19+/- mice, recipient B6 mice
that had received feces from HFD fed Va19+/- mice exhibited increased intestinal
permeability, compared to recipient B6 mice transferred with gut microbiota from

littermate controls. Conversely, recipient B6 mice that had received feces from HFD fed
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MR17/- mice showed improved intestinal integrity compared to recipient B6 mice
transferred with feces from HFD fed MR1+/-littermate (Figure 7K). We then evaluated
the impact of the gut microbiota transfer on glucose metabolism. The transfer of gut
microbiota from obese MR1~/- mice to B6 recipient mice improved insulin sensitivity and
had a moderate effect on glucose tolerance (Figure 7L). No significant metabolic
differences were observed after the transfer of feces from Va19+/- mice. Next we
analyzed different immune cells populations both in ileum and Epi-AT of recipient B6
mice. In the ileum, there was (i) a decreased frequency of Foxp3+* Treg cells in mice
reconstituted with the microbiota originated from the Va19*/- mice and (ii) an increased
frequency of Foxp3*+ Treg cells in mice reconstituted with MR1-/-microbiota, compared
to their respective littermate controls (Figure 7M). Moreover, similarly to Treg cells,
both ILC2 and ILC3 populations were more frequent in mice reconstituted with the
microbiota from MR1~/-mouse, compared to microbiota from littermate controls. There
was no difference in ILC2 and ILC3 subsets between mice reconstituted with Va19+/-
microbiota compared to their controls (Figure 7M). In the Epi-AT, only difference in
ILC2 cell population was observed, with a decreased frequency of ILC2 cells in mice
reconstituted with Va.19+/- mouse microbiota and an increased frequency of ILC2 cells in
mice reconstituted with MR17/- mouse microbiota, compared to their respective
littermate controls (Figure 7N). Altogether our results highlight the major impact of
MAIT cells on the gut microbiota composition, which can influence gut permeability,
immune cell populations in both ileum and Epi-AT and to some extend glucose

metabolism in the context of obesity.

Discussion
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This study shows that obesity has an impact on MAIT cell frequency and function in Epi-AT
and ileum and conversely MAIT cells promote the deregulation of lipid and glucose
metabolism and favor gut dysbiosis. In mice fed HFD, MAIT cells became pro-inflammatory
and promoted T2D, in a mechanism involving a bi-directional crosstalk with the gut
microbiota. MAIT cell frequency and cell number decreased specifically in the blood, ileum
and Epi-AT of B6 mice fed HFD, compared to lean controls. These results in mouse models
corroborated previous results showing that blood MAIT cell frequency and number decreased
in obese and/or T2D patients (Carolan et al., 2015; Magalhaes et al., 2015a, 2015b). Thus this
mouse model of obesity seems relevant to perform mechanistic studies on the role of MAIT
cells in obesity and T2D.

MAIT cells over-expressed pro-apoptotic genes (Bax, cMyc and Caspase 9) and down-
regulated Bcl-2 (an anti-apoptotic gene) in Epi-AT and ileum of obese mice compared to lean
controls. Our previous data in humans showed that co-culture of MAIT cells with visceral
adipose tissues from obese patients induced the down-regulation of bcl-2 (Magalhaes et al.,
2015b). Together these observations in humans and mice suggest that in the context of obesity
adipose tissue could promote MAIT cell apoptosis. Moreover, the decreased frequency and
number of MAIT cells in mouse Epi-AT and ileum from obese mice was not associated with
decreased recruitment nor decreased proliferation of MAIT cells. Interestingly, B6 mice
reconstituted with HFD fed B6 mouse microbiota harbored a lower MAIT cell frequency in
these tissues than control B6 mice reconstituted with ND fed B6 mouse microbiota. This low
frequency of MAIT cells could result from modifications of the ileum and adipose tissue
induced by the transfer of the gut microbiota from HFD fed mice. Metagenomic analyses
have shown that obesity/T2D in humans and mouse models was associated with impaired
riboflavin synthesis by the feces microbiota (Karlsson et al., 2013; Turnbaugh et al., 2006).

Thus it is possible that the abundance of MAIT cell ligands could play a key role in MAIT
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cell behavior. Using a bioassay we confirmed that the gut microbiota of obese mice was less
potent to activate MAIT cells than gut microbiota from lean mice. Our data did not analyze
the amount of activating versus inhibitory bacterial ligands but showed the biological
outcome, which probably represents the key parameter (Corbett et al., 2014; Soudais et al.,
2015). Together our data suggest that the lower activation ability of the gut microbiota from
obese mice might contribute to MAIT cell apoptosis in ileum and Epi-AT, in addition to other
local factors produced by these inflamed tissues. May be the role of several factors could
explain why altered homeostasis of MAIT cells was observed in blood, ileum and Epi-AT but
not in other tissues containing MAIT cells such as the liver, colon and spleen.

As in humans, mouse MAIT cells expressed a memory phenotype (CD44™¢") and produced
Thl (mainly IFNy and TNFa) and Th17 cytokines (Dusseaux et al., 2011; Koay et al., 2016).
Moreover, in agreement with previous studies (Koay et al., 2016), we observed that mouse
MAIT cells were PLZF Roryt” with low T-bet expression. During obesity, MAIT cell over-
expressed IL-18R and CCR6 in Epi-AT. Two cytokine and chemokine receptors usually
associated with Thl and Thl7 responses, respectively, (Lugo-Villarino et al., 2003;
Yoshimoto et al., 1998). In obese mice MAIT cells from Epi-AT expressed high level of
IFNy, TNFa and IL-17 genes and they favored Epi-AT inflammation during obesity. These
results are in agreement with previous observations in obese/T2D patients showing higher
production of inflammatory cytokines in MAIT from the adipose tissue of these patients
compared to lean individuals (Carolan et al., 2015; Magalhaes et al., 2015b). Analyses of
Val9™" mice and MR1"™ mice, fed with ND or HED, confirmed the pro-inflammatory role of
MAIT cells during obesity. Elevated frequency of MAIT cells in Va9 mice induced a
marked decrease of cells known to dampen inflammation in Epi-AT (Treg cells, ILC2 and
eosinophils), at the advantage of a higher frequency of pro-inflammatory cells such as NK

cells, CD8 T cells and M1-macrophages that promote insulin resistance and T2D (Goto et al.,
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2014; Molofsky et al.,, 2013; Wensveen et al.,, 2015). Conversely, the Epi-AT of MR17
mice was protected against pro-inflammatory cell infiltration and was more enriched with
regulatory cells, as compared to their littermates controls. Regarding the impact of MAIT
cells on the function of adipose tissue, our previous data showed a correlation between MAIT
cell alteration (frequency in the blood) and the serum level of these leptin and adiponectin in
obese patients (Magalhaes et al., 2015b). Interestingly, our present mouse analyses further
confirmed the role of MAIT cells in Epi-AT during obesity, since according to the presence
and the frequency of MAIT cells in MR17" and Va19™" there was a modification of adipocyte
size and adipocyte expression of these two adipokines. Moreover our data revealed the impact
of MAIT cells on Epi-AT lipolytic enzyme expression, which could control serum level of
glycerol and triglycerides. All these results highlight the role of MAIT cells in promoting Epi-
AT inflammation and dysfunction leading to insulin resistance.

In the ileum, during obesity MAIT cells also became pro-inflammatory. MAIT cells
expressed pro-inflammatory cytokines and they enhanced the inflammatory status of this
tissue as seen by the higher expression of inflammatory genes and lower expression of
regulatory genes in Val9™ mice, and opposite results were observed in MR1”™ mice.
Paralleled to the inflammatory status of the ileum, gut integrity was impaired in Va19™ mice,
and improved in MR17" mice. Loss of gut integrity can induce endotoxemia, which is a key
step toward systemic insulin resistance and T2D (Cani et al., 2008). Thus increased gut
permeability associated with the inflammatory impact of MAIT cells in Epi-AT could
synergize to promote T2D development in obese mice. Indeed metabolic tests and the low
ratio of phosphorylated-Akt in adipocytes after insulin stimulation confirmed the diabetogenic
role of MAIT cells during obesity.

Obesity is associated with early inflammation and immune system changes in both Epi-AT

and ileum. MAIT cells are innate like lymphocytes expressing many cytokine/chemokine
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receptors that allow them to rapidly respond to modifications of their milieu (Dusseaux et al.,
2011; Koay et al., 2016; Tang et al., 2013; Turtle et al., 2011). Even though the over-
expression of T-bet in MAIT cells could reflect their stimulation by bacterial ligands as
previously observed in the context of bacterial infection (Chen et al., 2017), during obesity
MAIT cells could response to pro-inflammatory cytokines such as IL-1f3, IL-6 and IL-18,
produced by macrophages (Boraschi and Dinarello, 2006; Yamashita et al., 2007). These
cytokines would favor the production of IFNy, TNFa and IL-17 by MAIT cells as observed in
the visceral- and Epi-AT in obese patients and mice, respectively.

The gut microbiota is involved in intestinal and systemic immune system function (Atarashi
et al., 2011; Furusawa et al., 2013; Round et al., 2011). Here, we observed that MAIT cell
frequency and their pro-inflammatory function during obesity were regulated by the gut
microbiota. We observed an opposite effect on the Actinobacteria for the MR1” and the
Val9™" compared to their control groups indicative of an effect of MAIT cells on the gut
microbiota structure. Of note, the Coriobacteriaceae that are altered according to the MAIT
status have been associated to metabolic diseases and host lipid metabolism in numerous
reports (Martinez et al., 2013a). The other modifications of the microbiota observed at the
family, order, genus and OTU levels presented a strong coherence and targeted
microorganisms have already been associated to metabolic diseases and immunomodulation.
For instance, the Olsenella genus constitutes a signature of a metabolic phenotype (Serino et
al., 2011). Lachnospiraceae and Clostridium genera have been associated to diabetes, obesity,
gut permeability and host immune response in several reports (Jiao et al., 2017). In addition,
an increased abundance of Eubacterium rectale has been correlated to the modulation of
the glucose and insulin postprandial response while Lactobacilli and Bifidobacteria
include a number of strains described for their dampening effects on inflammatory response

(Scott et al., 2014; Martinez et al., 2013b; Wells, 2011). The gut microbiota dysbiosis might
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be related to the inflammatory status of intestine. Moreover, the role of the microbiota is often
linked to its interaction with enterocytes (Chen and Kasper, 2014). Interestingly, the level of
IL-25 and IL-33 expression by enterocytes was higher in HFD fed MR1”™ mice compared to
littermate control mice (data not shown). Furthermore, microbiota transfer from HFD fed
MR 1™ mice to recipient B6 mice showed that these gut bacteria could enhanced IL-25 and
IL-33 expression by enterocytes as well as modify the frequency of Treg cells, ILC2 and
ILC3. It would be quite interesting to further investigate the crosstalk between MAIT cells,

the gut microbiota, the function of enterocytes and the frequency of these immune cells.

Altogether these data strengthened our previous results showing MAIT cell alterations in the
blood and visceral adipose tissues from obese patients and most importantly mouse models
had allowed a broaden analysis of several tissues, which revealed the pro-inflammatory
profile of MAIT cells in the ileum. Moreover this study highlights a crosstalk between MAIT

cells and the gut microbiota in obesity promoting inflammation and metabolic dysfunctions.
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Figure Legends

Figure 1: MAIT cell alterations during obesity.

MAIT cell frequency was analyzed by flow cytometry in blood, spleen, liver, colon, ileum
and epididymal adipose tissue (Epi-AT) of B6 mice fed on HFD during 12 weeks (n=6)
and compared to their lean controls (ND) (n=6) (A-D). MAIT cells were identified as
CD45+*CD19-CD11b-TCRy6 and mouse-MR1 tetramers (loaded with 5-OP-RU) positive
staining with low TCRf staining. (A) Representative dot plots of MAIT cell staining and
the numbers represent the frequency of MAIT cells among affT cells. (B) MAIT cell
frequency among affT lymphocytes. (C) MAIT cell absolute numbers in the ileum and
MAIT cell number per gram of Epi-AT tissue. (D) CD4 and CD8 MAIT cell phenotype in
the ileum and Epi-AT, from ND and HFD fed mice. Data were obtained from two to three
independent experiments from obese and lean mice (n=5-6 per group). (E) MAIT cell
frequency Kkinetic analysis of B6 mice fed ND or HFD. Pooled data from two to four
experiments, each with 4-6 mice per group, are represented. (F) Migration of MAIT cells
into lean or obese (12 wk of ND or HFD) recipient B6 mice. Purified MAIT cells from
CD45.1 Val9 transgenic Ca-/- B6 mice were transferred into CD45.2 B6 mice, which

were analyzed 5 days later. Graphs represent the frequency of CD45.1 MAIT cells in the
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ileum and Epi-AT. (G) Ki67 staining in isolated MAIT cell from ileum and Epi-AT of 12
weeks HFD or ND fed mice. Pooled data from two experiments are represented. (H)
Analysis by qPCR of apoptotic (cMyc, Caspase9 and Bax) and anti-apoptotic (Bcl-2) gene
expression by FACS-sorted MAIT cells from mice fed ND or HFD for 12 weeks; data from
two to three independent experiments, n=5-6 mice per group, are represented;
Statistical analysis were performed by two-tailed Mann-Whitney test, *P<0.05 ** P<0.01,

*** P<0.001.

Figure 2: MAIT cell function during obesity.

Comparison of MAIT cell phenotype and gene expression from the ileum and Epi-AT of
mice fed ND or HFD for 12 weeks. CD44 and CD69 surface marker expression on MAIT
cells was analyzed by flow cytometry. (A) Representative histograms of surface marker
staining on MAIT cells from the ileum and Epi-AT. (B) CD44 mean fluorescence intensity
(MFI) and % of CD69+ MAIT cells among total MAIT cells; data were obtained in three
independent experiments from obese and lean mice (n=4-5 per group). (C) FACS-sorted
MAIT cells from ileum and Epi-AT of obese lean mice, by qPCR, for their expression of
genes coding for cytokines (Tnfa, Ifny, Il117a and [122) and cytokine/chemokine receptors
(Il118r and Ccr6); data from two to three independent experiments, n=5-6 mice per
group, are represented (D) Intra-cellular staining of MAIT cells, for Roryt, PLZF and T-
bet transcription factors. Frequency of positive MAIT cells from the ileum and Epi-AT of
obese (n=4) and lean (n=4) mice are shown. (E) Analysis of the abundance of MAIT cell
activating ligands using a bioassay based on the activation of purified MAIT cells by gut
microbiota and fecal supernatants from the caecum of HFD-fed (n=14) mice or ND-fed
(n=15) mice. (F) Flowchart illustrating feces transfer procedure and data-analysis

workflow. (G) Graph showing percentage of MAIT cells among af3T cells in B6 recipient
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mice transferred with feces from HFD or ND fed mice. All statistical analyses were

performed by two-tailed Mann Whitney test. *P<0.05 ** P<0.01, *** P<0.001.

Figure 3: MAIT cells induce adipose tissue dysfunction and inflammation during
obesity.

(A) Representative dot plot showing MAIT cell frequency in the Epi-AT and Ileum of
Val9/-, Va19+/-, MR1/- and MR1*/- mice. (B) Representative hematoxylin & eosine
staining (n = 3 images per mouse) of Epi-AT. Scale bars, 110 pm. (C) Quantification of
adipocyte size in Epi-AT of Va19+*/- and MR17/- HFD-fed mice and their littermate
controls, n=6 mice per group from two independent experiments. (D) Graphs showing
the relative quantity of adiponectin and leptin transcripts in Epi-AT from Va19+/- and
MR1/- mice and their littermate controls; representative data (n=5-6 mice per group)
are obtained from two independent experiments. (E) Graphs showing the relative
quantity of Atgl and Hsl transcript, two key lipases, and the transcription factor Ppary
transcript in Va19+/-, MR1-/- mice and their littermate controls fed with HFD during 12
weeks; representative data (n=5-6 mice per group) are obtained from two independent
experiments (F-G) Serum glycerol and triglyceride concentrations in Va19+/- (n=8) and
MR1/- (n=9) mice and their littermate controls fed with HFD during 12 weeks, from two
independent experiments. (H) Graph showing the relative quantity of pro- and anti-
inflammatory cytokine transcripts in the Epi-AT of Va19+/- and MR1/- mice and their
littermate controls fed with HFD during 12 weeks, n=15 per group from three
independent experiments; representative data (n=5-6 mice per group) are obtained
from three independent experiments. All data are represented as mean + SEM. All
statistical analyses were performed by two-tailed Mann Whitney test. *P<0.05 ** P<0.01,

*** P<0.001.
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Figure 4: MAIT cells impaired glucose metabolism during obesity.

(A) ITT (up) and OGTT (down) in Va19*/- (n=6) and Va19/- littermate controls (n=6) fed
with HED during 12 weeks. (B) ITT (up) and OGTT (down) in MR1-/- (n=6) and MR1+/-
littermate controls (n=6) fed with HFD during 12 weeks. For A and B data are
representative of 2-4 independent experiments. (C-E) Analysis of Va19+/- and Va19-/-
littermate controls and MR1-/- and MR1+/- littermate controls fed HFD during 12 weeks,
n=6 mice per group, data are representative of two experiments. (C) Blood glucose in fed
and fasted; (D) Basal insulin and (E) Homa IR index. (F) Western blot of three individual
mice (left) and quantification (right) of AKT phosphorylation (p-AKT-S473) in Epi-AT
HFD-fed Va19+/-, MR1-/- mice and their littermate controls after insulin administration
(1 UI/kg) in vivo (n = 6 mice per group from two independent experiments). All data are
represented as mean + SEM. All statistical analyses were performed by two-tailed Mann

Whitney test. *P<0.05 ** P<0.01, *** P<0.001.

Figure 5: MAIT cells promote ileum inflammation and gut permeability during
obesity.

(A) Graphs showing the relative quantity of pro- and anti-inflammatory cytokines
transcripts in the ileum of Va19+/-, MR1-/-mice and their respective littermate controls
fed on HFD for 12 weeks; representative data (n=5-6 mice per group) are obtained from
three independent experiments. (B) Intestinal permeability measured by FITC-dextran
assay in Va19+/- and MR1/- mice and their littermate controls (n=9-10 mice per group,
from two independent experiments) fed HFD for 12 weeks. (C) Graph showing the
relative quantity of zonulin (Z0)-1, claudin (Cldn)-4, occludin (Ocln) and mucin

transcripts in the ileum epithelial cells of Va19+/, MR1/- mice and their respective
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littermate controls fed on HFD for 12 weeks; representative data (n=4-5 mice per
group) are obtained from two independent experiments. All data are represented as
mean + SEM. All statistical analyses were performed by two-tailed Mann Whitney test.

*P<0.05 ** P<0.01, *** P<0.001.

Figure 6: MAIT cells impact other immune cells in the ileum and Epi-AT of obese
mice.

(A) Graphs showing the frequency of Foxp3+ Treg cells, ILC2 and ILC3 among CD45*
cells in the ileum lamina propria of B6 mice fed with ND or HFD, Va19+/- mice and their
Va19-/-littermate controls after 12-16 weeks of HFD or ND feeding and MR1-/- and their
MR1+/- littermate controls after 12-16 weeks of HFD or ND feeding; data from two or
three independent experiments. (B) Graphs showing the frequency of Foxp3+ Treg cells,
ILC2, eosinophils, CD8 afT cells, NK cells and macrophages among CD45* cells in the
Epi-AT stroma-vascular fraction (SVF) of B6 mice fed with ND or HFD, Va19+/- mice and
their Va19-/- littermate controls after 12 weeks of HFD or ND feeding and MR1-/- and
their MR1+/- littermate controls after 12 weeks of HFD or ND feeding; data from two to
four independent experiments. (C) Graphs showing the relative quantity of pro-
inflammatory M1 markers (Ccr2, Mcpl, 1115, 116 and Tnfa) and anti-inflammatory M2
markers (Tgfbr2, Cd206, Cd163 and Il110) transcripts in Epi-AT macrophages from
Va19+/- mice (n=6 to 11) and their Va19-/- littermate controls (n=6 to 10) after 12 weeks
of HFD feeding and MR1~/- (n=8 to 16) and their MR1+/- littermate controls (n=8 to 16)
after 12 weeks of HFD feeding; data from two to four independent experiments. All data
are represented as mean + SEM. All statistical analyses were performed by two-tailed

Mann Whitney test. *P<0.05 ** P<0.01, *** P<0.001.

30



811

812

813

814

815

816

817

818

819

820

821

822

823

824

825

826

827

828

829

830

831

832

833

834

835

Figure 7: MAIT cells modify microbiota that controls other immune cells and gut
permeability during obesity.

Significant difference in the (A) Actinobacteria at the phyla level, (B) in the
Coriobacteriaceae family and related Olsenella genus and (C) in the Clostridiaceae family
and related genus between the MR1+/- and MR1/- mice microbiota. For A to C panels:
black box, MR1*/- mice, green box, MR1-/- mice and relative abundance (percentage of
16S rRNA gene sequences) at the given taxonomy level among the MR1-/* and MR1-/-
mice. (D) Heat map showing the significant differences in OTU clusters abundance
between MR1*/- and MR1-/- mice microbiota. The corresponding p-values are indicated
in Figure SI 1A. (E and F) Significant differences at the (E) phyla, (F) family between the
Val19-/- and Va19+/- mice microbiota. (G) Heat map showing the significant differences
between the OTU clusters of the Val19-/- and Va19+/- mice microbiota. P-values are
indicated in Figure SI 1B. (H) Heat map showing the significant differences in OTU
clusters abundance between recipient mice T-MR1*/- that received microbiota from
obese MR1*/- mice and the T-MR1~/- mice that received microbiota from obese MR1-/-.
The corresponding p-values are indicated in Figure SI 1C. (I) Significant differences at
the genus level between the microbiota of recipient mice T-Va19-/- (microbiota from
obese Va19~/- mice) and the T-Va19+/- (microbiota from obese Va19+/-). (J) Heat map
showing the significant differences between the OTU clusters of the T-Va19-/-and T-
Val9+/- mice microbiota. P-values are indicated in Figure SI 1D. (K) Intestinal
permeability measured by FITC-dextran assay in B6 recipient mice reconstituted with
Val19+/-microbiota, MR1-/- microbiota or microbiota from their littermate controls. The
test was performed after 12 weeks of HFD. (L) ITT (up) and OGTT (down) in T-MR1-/-
and T-MR1+/- fed with HFD during 12 weeks, for ITT n=9-11 mice per group from two

independent experiments and for OGTT n=4-5 mice per group. (M) Graphs showing the
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frequency of Foxp3* Treg cells, ILC2 and ILC3 among CD45* cells in the ileum lamina
propria (N) and ILC2 in Epi-AT of B6 recipient mice reconstituted with Va19+/-
microbiota, MR1/-microbiota or microbiota of their littermate controls. The analysis
was performed after 12 weeks of HFD. Panels K to M, blue plot, T-Va19-/-, red plot T-
Va19+/-, black plot T- MR1+/- and green plot T-MR1-/-. Data are presented as box-plots, as
mean + SEM. All statistical analyses were performed by two-tailed Mann Whitney test.

*P<0.05 ** P<0.01, *** P<0.001.

STAR Methods

| SOURCE IDENTIFIER
Antibodies
PerCP-Cy5.5 Rat Anti-Mouse CD45 (30- | BD Biosciences 550994
F11)
APC/Cy7 anti-mouse CD45 (30-F11) Biolegend 103116
BD Horizon™ BV711 Hamster Anti- BD Biosciences 563135
Mouse TCR B Chain (H57)
BD Horizon™ BV421 Hamster Anti- BD Biosciences 562839
Mouse TCR B Chain (H57)
Brilliant Violet 605 anti-mouse CD8a (53- | Biolegend 100743
6.7)
AlexaFluor 700 anti-mouse CD8a (53- eBioscience 56-0081-82
6.7)
PE-Cyanine7 anti-mouse CD8a (53-6.7) eBioscience 25-0081-82
BD Horizon™ BV421 Rat Anti-Mouse BD Biosciences 562771
CD103 (M290)
Alexa Fluor 700 anti-mouse CD44 (IM7) eBioscience 56-0441-82
Brilliant Violet 785 anti-mouse Biolegend 110743
CD45.1 (A20)
APC anti-mouse CD45.2 (104) Biolegend 109814
Brilliant Violet 711 anti-mouse Ly-6A/E Biolegend 108131
(Sca-1) (D7)
Brilliant Violet 510 anti-mouse NK- Biolegend 108737
1.1 (PK136)
Brilliant Violet 650 anti-mouse Biolegend 115541
CD19 (6D5)
Brilliant Violet 510 anti-mouse Biolegend 100449
CD4 (GK1.5)
Brilliant Violet 785 anti-mouse/human Biolegend 101243
CD11b (M1/70)
PE/Cy5 anti-mouse CD127 (IL- Biolegend 135016
7Ralpha) (A7R34)
PerCP/Cy5.5 anti-mouse CD25 (PC61) Biolegend 102029
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848
849
850
851
852
853

854

Brilliant Violet 605 anti-mouse CD69 (HI- | Biolegend 104530

2F3

PE ;nti-mouse CD11c (N418) Biolegend 117308
PerCP-eFluor 710 anti-souris CD170 eBioscience 46-1702-80
(Siglec-F) (IRNM44N)

PE-Cyanine 7anti-mouse F4/80 (BM8) eBioscience 25-4801-82
APC anti-mouse TCRy®d (GL-3) eBioscience 17-5711-82
PE anti-mouse FOXP3 (FJK-16s) eBioscience 12-5773-82
PE-eFluor 610 anti-mouse ROR eBioscience 61-6981-80
gamma(t) (B2D)

PerCP/Cy5.5 anti-mouse PLZF (9E12) Biolegend 145807
Brilliant Violet 605™ anti-T-bet Antibody | Biolegend 644817
4B10

(Brillani Viollet 450 anti-mouse Ki67 eBioscience 48569882
(SolA15)

anti-Akt Cell signaling 9331S
anti-pAkt Cell signaling 9272S
Critical Commercial Assays

TRIGS RANDOX TR210

GLY RANDOX GY 105
Ultra sensitive Mouse insulin ELISA kit Crystal Chem 90080
Lamina Propria Dissociation Kit Miltenyi 130-097-410
Experimental Models: Cell Lines

WT3-MR1" cells O.Lantz N/A
Experimental Models: Organisms/Strains

Mouse Tg(Rorc-EGFP)1Ebe O.Lantz MGI:3829387
Mouse MR1KO (delete a 1.4-kb fragment | O.Lantz MGI:1195463
containing exons 2 and 3)

Mouse Tg(Tcra-V19-J33)#Lantz O.Lantz MGI:5829575
Oligonucleotides

Supplementary Table 1 This paper N/A

Software and Algorithms

Diva 10

BD FACSDIVA software

www.bdbiosciences.com

FlowdO X

FlowdJO

www.flowjo.com

Graphpad Prism 6.0b

GraphPad Software

www.graphpad.com

Mice:

All the mice used in this study were on C57BL6/J (B6) background. Val9™ transgenic mice

that contain a high frequency of MAIT cells (Va19Tg), MR1”" mice lacking MAIT cells and

Val9”" Ca”™ B6 mice for transfer experiments. These mice have been described elsewhere

(Martin et al., 2009). To better analyze MAIT cell phenotype, we backcrossed the previous
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mouse lines with Rorc(yt)-GFP Tg mice (Lochner et al., 2008). We validated the different
mouse lines by flow cytometry to assess the frequency of MAIT cell.

All mice used in the studies were males between 6-20 weeks old at the time of the
experiments, and randomized before any experiment was started. All animal experiments
were approved by the ethical committee CEEA34 (APAFIS # 4838 - 2015111715473538) and
conducted in accordance with the guidelines stated in the International Guiding Principles for
Biomedical Research Involving Animals, developed by the Council for International
Organizations of Medical Sciences (CIOMS). All mice strains were bred and maintained in
the mouse facility of Cochin Institute, and at the “Centre exploration fonctionnel (CEF)” at

Paris University Marie Curie.

Cell preparations:

The fat pad adipose tissue was isolated from the mice and digested with 5-10 mL collagenase
H solution (1 mg/mL, Roche ref# 11074059001) at 37°C for 30 min with shaking (150 rpm).
After digestion, adipocytes were isolated by filtering through a 100 pm nylon mesh and
centrifuged for 5 min at 300 g to pellet the stroma-vascular fraction (SVF). The supernatant
was isolated for further analysis and the SVF was washed with FACS buffer (5% Fetal
Bovine Serum (FBS) and 0.1% sodium azide in PBS), then immune cell were isolated based
on their density and collected at the interface between 40% and 80% discontinuous Percoll
gradient (GE Healthcare ref# 17-0891-01). Tissues of the intestine were extensively rinsed
with HBSS without Ca*” or Mg”" containing 5 mM HEPES, after removal of fat tissue, feces
and Payer’s patches. The samples were opened longitudinally and mildly shaken in HBSS
with Ca*" or Mg2+ containing 5 mM EDTA, 1mM DTT, 5% FBS, 5 mM HEPES, for 20 min
at 37°C, then washed in HBSS without Ca*" or Mg®" containing 5 mM HEPES. Intestinal

epithelial cells were collected and purified from wash-medium and lamina propria (LP) cells
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were isolated using Lamina Propria Dissociation Kit (Miltenyi, 130-097-410) according to
the manufacturer's instructions. The cell suspensions were subjected to Percoll density
gradients of 40 and 80% (GE Healthcare ref# 17-0891-01), and the interface between the
layers was collected and suspended in PBS containing 2% FBS and 0,1% sodium azide, to

retrieve LP cells.

Flow Cytometry:

Cell suspensions prepared from various tissues were stained at 4 °C in PBS containing 5%
FBS and 0.1% sodium azide. Surface staining was performed with the following antibodies:
anti-CD45 (30-F11), anti-TCRB (H57) and anti-CD103 (M290) and mAbs were from BD
Biosciences; anti-CD45 (30F11), anti-CD8a (53-6.7), anti-CD45.1 (A20), anti-CD45.2 (104),
anti-CD11c (N418), anti-Sca-1 (D7), anti-NK1.1 (PK136), anti-CD19 (6D5), anti-CD4
(GK1.5), anti-CD11b (M1/70), anti-CD127 (A7R34), anti-CD25 (PC61) and anti-CD69 (HI-
2F3) mAbs were from Biolegend; anti-CD8a (53-6.7), anti-CD44 (IM7), anti-Siglec-F
(IRNM44N), anti-TCRyo (GL3), and anti-F4/80 (BM8) mAbs were from eBioscience.
Alpha-Galactosylceramide-CD1d tetramer was prepared by the laboratory and coupled to
streptavidin-BV421 (Biolegend). Biotinylated mouse MR1 tetramers loaded with the active
ligand (5-OP-RU) were used to specifically identify MAIT cells; biotinylated MR1 tetramers
loaded with the non-activating ligand 6-formyl-pterin (6-FP) were used as a negative control.
MR1 tetramers were coupled to streptavidin-PE (BD Bioscience). For intracellular staining,
the cells were fixated and permeabilized (eBioscience) according to the manufacturer's
instructions, cells were then stained with anti—-Foxp3 (FJK-16s), anti-Ror(y)t (B2D) from
eBioscience; anti-PLZF (9E12 bioL), anti-T-bet (4B10) from Biolegend for 30 min at 4 °C.

Data acquisition was performed using a BD Biosciences LSRFortessa cytometer and cell
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sorting was performed using BD Biosciences FACSAria IlI, then results were analyzed using

FlowJo analysis software (Tree Star).

MALIT cell transfer

MAIT cells were purified from Rorc(yt)-GFP Val9 Ca”™ CD45.1 congenic B6 mice. These
mice are highly enriched on MAIT cells. Cells are isolated and purified from spleen and
mesenteric lymph nodes using dynabeads™ untouched™ mouse T cells kit according to the
manufacturer's instructions. After the purification, 5 millions of cells in 200 ul PBS 2% FBS
were intravenously injected into CD45.2 B6 mice (lean or obese). Five days later, mice were

sacrificed and CD45.1 MAIT cells were analyzed by flow cytometry.

RT-qPCR

RNA was extracted from tissues or purified cells using the RNeasy RNA Mini and Micro Kit
(Qiagen RNeasy Plus micro kit ref#74034 and Qiagen RNeasy mini Kit ref#74104).
Complementary DNAs were synthesized using Superscript III reverse-transcriptase kit
(Invitrogen ref#18080-044). Quantitative PCR analysis was performed with SYBR Green
(Roche ref#04 887 352 001) RT—qPCR was performed using a LightCycler 480 (Roche) . 18S
and HPRT and GAPDH were used for normalization to quantify relative mRNA expression
levels. Relative changes in mRNA expression were calculated using the comparative cycle

method (27*“"). Primers are listed in Supplementary Table 1.

MALIT cells ligands in intestinal contents
The WT3-MRI1 cell line (mycoplasma free), provided by O.L., was used to detect the MAIT
cell ligand 5-OP-RU from intestinal contents. Two hours before the experiment, WT3-MR1

cells were coated onto a 96-flat-well plate at final concentration of 0.5 x 10° per ml in
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medium containing DMEM Glutamax 10% FBS, 1M HEPES; 100mM sodium pyruvate, 1%
non —essential amino acids and 1% penicillin-streptomycin. The intestinal contents of caecum
were recovered, weight and resuspended in PBS. Fecal supernatant were centrifuged at
weighed and resuspended in PBS. Fecal supernatants were centrifuged at 14,000 rpm for 5
min at 4°C and were passed trough a 0.22um filter. Supernatants were tested at final
concentration of 1.5 mg intestinal content per ml. Serial dilution of 5-OP-RU were used as
positive control, and acetyl-6-FP was added to determine MRI1-specific activation. MAIT
cells from the spleen of Va19 transgenic Ca”~ donor mice were purified by negative isolation
using Dynabeads Untouched Mouse T Cells kit (Invitrogen ref# 11413D) and were co-
cultured overnight with WT3-MRI1 cells at final concentration of 5 x 10° MAIT cells per ml.
1 d later, MAIT cells were stained with the appropriate antibodies, and activation was

analyzed by flow cytometry.

Metabolic analysis

7-8-week-old mice from the different mouse lines (n = 57 per experiment) were fed with a
60%-fat diet (SSNIFF ref# E15742-347) or with a 10%-fat diet (ND) (SAFE, ref#A03 SP10)
for 12 weeks. Glucose tolerance test: Oral glucose tolerance tests were performed after 10-12
weeks of diet as follows: Overnight fasted mice were injected with glucose by gavage (2 g/kg
body weight of glucose, 20 % glucose solution; G8270, Sigma). Blood glucose concentration
was determined at 0, 15, 30, 60 and 120 min following the glucose load with a glucometer
(Accu-Chek® Performa, Roche) on blood from the tip of the tail vein.

Insulin tolerance test: intraperitoneal (i.p.) insulin tolerance tests were performed after 10-12
weeks of diet as follows: 6 h fasted mice were injected with insulin (0,075 U/mL in PBS 1%

BSA solution; Humalog 100 Ul/mL, Lispro, Lilly). Blood glucose concentration was
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determined at 0, 10, 15, 30, 60 and 120 min following the glucose load with a glucometer
(Accu-Chek® Performa, Roche) on blood from the tip of the tail vein.

The area under the curve (AUC, 0-120 min) was calculated for each group of mice.

Plasma Triglycerides and glycerol release were measured using the colorimetric diagnostic
kit, according to the manufacturer's instructions (Randox Laboratories).

For insulin-signaling assays, mice were fasted for 6 h and then i.p. injected with 1.00 U/kg
insulin. Mice were euthanized after 15 min, and liver, Epi-AT, and muscle were collected for
western blot analysis.

Lean tissue and fat mass were measured using an Echo Medical systems' EchoMRI 100
(Whole Body Composition Analyzers, EchoMRI, Houston, USA), according to the

manufacturer's instructions.

Determination of intestinal permeability

In vivo intestinal permeability was evaluated by the intestinal permeability of FITC-dextran 4
kDa. Briefly, 6-h-fasted mice were injected with FITC-dextran 4 kDa by gavage (600 mg/kg
body weight, 120 mg/ml; Sigma-Aldrich, St Louis, MO). After 4 hours, 120 ul of blood were
collected from each mouse from the retro-orbital vein. The blood was centrifuged at 4 °C, 10
000 rpm, for 5 min. Plasma was analyzed for FITC-dextran 4 kDa concentration with a
fluorescence spectrophotometer (SPARK 10M, TECAN) at excitation and emission
wavelengths of 485 nm and 535 nm respectively. Standard curves for calculating the FITC-
dextran 4 kDa concentration in the samples were obtained by diluting FITC-dextran 4 kDa in

water.
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Western blot:

Samples were lysed in RIPA buffer (Sigma ref#R0278-50ML) supplemented with protease
(Sigma ref#S8820-2TAB) and phosphatase (Roche ref#04 906 845 001) inhibitors and were
diluted to a concentration of 20 pg of protein and heated at 98 °C for 10 min. Proteins were
separated by SDS-PAGE electrophoresis and transferred to nitrocellulose membranes (Bio-
Rad ref#1620168). Blocking reagent (TBS with 0.5% Tween 20 and 3% of bovine serum
albumin, pH 7.4) were incubated for 1 h, and primary antibody was incubated overnight at 4
°C in the blocking solution. The antibodies and their concentrations are the following: anti-
phospho-AKT (Cell signaling, 9331S; 1:2,000), anti-AKT (Cell signaling, 92728S; 1:2,000).
After several washes in PBS with 0.5% Tween 20, horseradish peroxidase (HRP)-labeled
secondary antibodies (1:5,000) were incubated for 1 h at room temperature in the blocking
solution. Membranes were incubated with ECL western-blotting substrate (Bio-Rad ref#170-
5060) and imaged by myECL Imager (ThermoFisher, 62236). Blots were semi-quantified

using Imagel software.

Neonatal transfer of microbiota:

Weaned B6 males (aged 21-26 days) were gavage with diluted fecal contents from adult 11-
20 week-old males, according to previously published method (Markle et al., 2013) with
slight modifications. Briefly, the fresh feces from adult donor mice were collected in a sterile
tube and the contents were mixed to 50 volumes of sterile water. 250 uL of this suspension
was given to each recipient mouse by oral gavage using a 24G round tip gavage
needle. Recipients were rested for 24 hours, and this procedure was repeated once. Moreover,
to strengthen transfer of microbiota efficacy, we gave “fecal water”, from the same donor

groups to the same recipient groups, at a frequency of 2 times per week (during 8-10 weeks).
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Statistical analysis

All statistical tests were performed using GraphPad Prism 6.0b (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA), and all data were represented as mean + s.e.m. Statistical tests were assessed after
confirming that the data met appropriate assumptions (normality, homogenous variance, and
independent sampling). Gaussian distribution was tested using the Kolmogorov—Smirnov test.
Group comparisons were assessed with Mann-Whitney or Student's # test to compare two

groups. All statistical tests were two-tailed, and P < 0.05 was defined as significant.

Histology

Epi-AT and ileum samples were fixed in 3% formaldehyde solution overnight and embedded
in paraffin. Epi-AT Tissue slides were stained with hematoxylin and eosin for the evaluation
of the tissue morphology, following standardized protocols. Adipocyte size was measured by
the diameters of the adipocytes in light-microscopy images (20x) of Epi-AT sections (n = 50
adipocytes per section, three sections per mouse, six mice per group) and analyzed using

ImageJ software.

16-S sequencing and bioinformatics analysis

Read pairs were quality filtered, adapter-trimmed, and merged using Flash1.6.2 (Mago¢ and
Salzberg, 2011). PCR primers were then removed and sequences with sequencing errors were
excluded (Mothur) (Schloss et al., 2009). 15000 reads were randomly selected for each
sample. Merged read pairs were demultiplexed using QIIME, and clustered into Operational
Taxonomic Units (OTUs). Chimera were removed using UCHIME (Edgar et al., 2011) and
Mothur(Schloss et al., 2009)softwares. A sequence similarity threshold of 97% was used to
assign reads to OTUs against the Greengenes database (release 13-5) (DeSantis et al., 2006)

and RDP classifier (Wang et al., 2007).
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Following rarefaction of all communities to even sampling depths, the abundances of all
families were computed by agglomerating the OTUs assigned to those families. For each
family, Mann-Whitney test with BH correction (Hochberg and Benjamini, 1990) were carried
out to identify the combinations (treatment) that were significantly different in terms of
abundance. The same method was used for each genus. All analyses were done using R
package (R Core Team, 2015, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
Statistical analyses were performed using non-parametric Mann-Whitney U test. Results were

considered statistically significant when p values were lower than 0.05.
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Supplementary table 1:

gPCR primers

Name Forward

Reverse

ATGL aggtcgacatgttcccgagggagaccaagtggaa

aggtcgactcagcaaggegggaggcecaggtggat

HSL tggcacaccattttgacctg

ttgcggttagaagccacatag

Leptin gagacccctgtgtcggtc

ctgcgtgtgtgaaatgtcattg

Adiponectin | tgttcctcttaatcctgecca

cca-acc-tgc-aca-agt-tcc-ctt

CCL2 gggcctgetgttcacagtt ccagcctactcattgggat
CCL5 ccctcaccatcatccteact ccttcgagtgacaaacacga
CCL20 aagacagatggccgatgaag accccagctgtgatcatttc

CCR2 atccacggcatactatcaacatc

caaggctcaccatcatcgtag

CCR6 tgggccatgeteecctagaa

ggtgaggacaaagagtatgtetg

CCRO agg-cca-aga-agt-cat-cca-agc

cct-tcg-gaa-tct-cte-gec-aa

CDI163 ccttggaaacagagacaggc

tccacacgtccagaacagte

CD206 tgtggtgagctgaaaggtea

caggtgtgggactcaggtagt

CXCR6 tetttggactgctaggaaactce

agagtacagacaaacaccaggt

GZMB ggactgcaaagactggcttc

ataacattctcggggcactg

IL-1B cagcaggttatcatcatcatcc

atctcacagcagcacatcaac

IL-5 tcaggggctagacatactgaag

ccaaggaactcttgcaggtaat

IL-6 agttgecttcttgggactga

tccacgatttcccagagaac

IL 10 ggttgccaagcecttatcgga

acctgctccactgecttgcet

IL-13 agaccagactcccctgtgea

tgggtcctgtagatggcattg

IL-17A gctccagaaggecctcaga

agctttccctcegeattga
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IL-18 gaaaatggagacctggaatc tgtcaacgaagagaacttgg
IL-18R cgtgacaagcagagatgttg atgttgtcgtctccttectg
IL-22 caacttccagcagccataca gttgagcacctgcttcatca
IL-23 ataatgtgccccgtatccag ctggaggagttggctgagtc
IL-25 acagggacttgaatcgggtc tggtaaagtgggacggagttg
IFN-y actggcaaaaggatggtgac tgagctcattgaatgcttgg
Lt-a ccacctcttgagggtgcttg catgtcggagaaaggcacgat
TGF-BR2 | acattactctggagacggtttgc agcggcatcttccagagtga
TNF-a agcccccagtetgtatectt ctcectttgcagaactcagg
70-1 acccgaaactgatgctgtggatag aaatggccgggcagaacttgtgta
Claudin-4 | cgctactcttgccattacg actcagcacaccatgacttg
Ocludin atgtccggccgatgctcte tttggctgctcttgggtetgtat
Mucin2 cccagaagggactgtgtatg tgcagacacactgctcaca
Bcl-2 gtcgetaccgtegtgactte cagacatgcacctacccagc
cMyc atgcccctcaaggtgaacttc cgcaacataggatggagagca
bax ccggcgaattggagatgaact ccagcccatgatggttctgat
Casp9 gacgctctgctgagtcgag ggtctaggggtttaacagectc
GAPDH aacgaccccttcattgac tccacgacatactcagcac
HPRT aagcttgctggtgaaaagga ttgcgctcatcttaggcettt
18S gtaacccgttgaaccccatt ccatccaatcggtagtageg
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1040
1041

1042

Supplementary table 2:

Groups content for 16s sequencing

Groups Sample number
Val9-/- 13
Val9+/- 12
Va19-/- microbiota
transfer (T-Va19-/-) 12
Va19+/- microbiota
transfer (T-Val9+/-) 11
MRI1+/- 13
MR1-/- 12
MR 1+/- microbiota
transfer (T-MR1+/-) 10
MR 1-/- microbiota
transfer (T-MR1-/-) 11
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Figure 1: Impaired MAIT cell accumulation in adipose tissue and ileum of obese mice
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Figure 2: MAIT cells from adipose tissue and ileum exhibit a pro-inflammatroy profile in obese mice



Figure 3 : MAIT cells promote lipid metabolism deregulation during obesity
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Figure 4: MAIT cells impair glucose metabolism and induce insulin resistance during obesity
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Figure 5 : MAIT cells promote ileum inflammation and gut leakage during obesity



lleum

® Va19Tg -/-
®* Va19Tg +/-

o ohi§ .

B . Lo
UGS
oFp o

CEescevons

+6¥a9 Buowe €971 %
, R ‘

L ) F

25

164
0
6
4
3
2,
1

HFD

HFD

HFD

Epi-AT-SVF

HFD

*k

ok
o

1
+Sy@D Buowe sajiydouisog v,

S oY i

*kk

i
HFD

T T T T T T
© o W T ™MmMAN

HFD

(a8 RPN

© ¥ o N - 6&
- -
+Sya@D Buowe Bauy o,

L ND
&

+F
o) O L
= = ¥ T
STEE
SS=s=
[ ) [ ] [ ] [ ]
S NP oo
L 1 (a]
L
W o Hx
A3 AR
W
Jap o8 (]
o Kt Z
.......... L
., @ 'R,
T Moo ,oe@@
© © © % ™ N v
= = %Y
+5¢a9 Buowe i[9 YN %
. oSy o o
"> |2
*“E B H
IS, .. SV i
*ﬁ‘ooo L
Mt o Ha
oofo r Z
IR » AU i
. e %y,
o %,
S - .\A\

Epi-AT Macrophages

3**

N - o
[9A97 YNYHW aARE[aY

10juL
1911
gL

1 Ldopy
12490
1041
1£9LPD
190ZP9
1249461

*%

*k

kK,

*%

> | 9 1 ©
N «~ «~ o

2.57
0

[9A97 YNYW aABe[aY

@)

Figure 6: MAIT cells have a major impact on other immune cell populations in the ileum

and adipose tissue of obese mice



acteriacese
e tenacese
A OB

Cbactaracese

ctactenscese

b ternacese
WS I oadaies
LA INBC M

acteriacese

otV
<

obactenacese

L e e e

*

5000~
4000+

Chnter_55€1 achospracese

Chnter_T1 Laihnospuracess

D Canter_4351 Lachnospracese

o

2000+
1000+

(Jw/Bu) ewseld
ul uenxsp- 9114

15000
0000+

:EW& ewse|d
X ui uenxap-01i4

(XAt e @
1 .
,\x\‘

8000
2000

120

-

T

90

MR1 +/-
Time (min)

MR1

T

60

1507

20000

*

60

Time (min)

MR1+/-
MR1-/-

30

)
o
N

Epi-ATof WT mice

N

Cluster_SS0Lachnonpiracess

Chuster_451Lachnospiracese

Cluster_162Bactercidales
YOk | Mol 90 02e

Shaater_21[Lachnospiracese

-/+ 6LOA-L

lleum of WT mice

-/-LdN-L

10 7
1

+5Q9 Puowe 2971 %

oe.

*...-_.u... .

P
oolfioe |

o -
-

+§¥a0 Buowe €371 %

o e

; . o* e« 9
o‘t 8°
T3
o -
+67a9 Buowe z31 %
° 4'0
; ~o4|_l4 oo o
. s Lo

1+mvn_o Buowe Bai] 9,

Figure 7: MAIT cells modify gut microbiota that controls other immune cells and gut permeability during obesity
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Figure S1 related to Figure 1 and Figure 2: Obesity effect on tissular MAIT cell frequency and migration

(A) Migration of MAIT cells into lean or obese (12 weeks of ND or HFD) recipient B6 mice. Purified MAIT cells from
CD45.1 Va19 transgenic Ca-/- B6 mice were transferred into CD45.2 B6 mice, which were analyzed 5 days later.
Representative dot plots of MAIT cell staining and the numbers represent the frequency of MAIT cells among aT
cells. (B) Representative dot plot of intracellular staining of Ki67 in MAIT cells. (C)Intracellular staining of PLZF,
RORyt and T-bet on MAIT cells of ileum and Epi-AT of obese (12 weeks HFD) or lean mice. FMO controls are
used to assess the specificity of the staining. (C) Percentage of weight gain in WT recipient mice after microbiota
transfer from ND or HFD fed mice. (D) Basal glycemia of WT recipient mice after microbiota transfer from ND or
HFD fed WT mice. All data are represented as mean £ SEM. All statistical analyses were performed by two-tailed
Mann Whitney test. *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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Figure S2 related to Figure 3: MAIT cells induce adipose tissue modulation and metabolic disorder
independently of food intake or mice activity

(A) Weight gain of Va19*-and MR1-- HFD-fed mice and their littermate controls (n=6 per group) during 12 weeks
of HFD. (B) and (C) Comparison of food intake and the respiratory exchange ratio (RER) between obese Va19+-
and MR1-- HFD-fed mice and their littermate controls (n=6-10 per group) . (D) Body weight, Epi-AT weight and
percentage of Lean mass and fat mass in Va19*- and MR17- HFD-fed mice and their littermate controls (n=6-10
per group) . (E) Mean size of adipocyte in Epi-AT of Va19*-and MR1-- HFD-fed mice and their litermate controls
(n=6 per group). All data are represented as mean + SEM. All statistical analyses were performed by two-tailed
Mann Whitney test. *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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Figure S3 related to Figure 3 and 4: MAIT cells induce Epi-AT immune system inflammation during obesity
(A) Graph showing the relative quantity of pro- and anti-inflammatory cytokine transcripts in the Epi-AT SVF of
Va19*-and MR1*- mice and their litermate controls fed with HFD (n=14-15). (B) Frequency of RORyt+ cell among
aBT cell (Th17) in the Epi-AT SVF of Va19*-and MR1-- mice and their littermate controls fed with HFD during 12
weeks (n=8-17). (C) Graph showing the relative quantity of pro- and anti-inflammatory cytokine transcripts in the

Epi-AT SVF of Va19*- and MR1-

"~ mice and their litermate controls fed with ND (n=6 per group). (D-E) Western

blot and quantification of basal AKT phosphorylation (p-AKT-S473) HFD-fed Va19*-, MR1- mice and their

littermate (n = 3-4 mice per group).

All data are represented as mean + SEM. All statistical analyses were

performed by two-tailed Mann Whitney test. *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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Figure S4 related to Figure 5: MAIT cells induce ileal immune system inflammation during obesity

(A) Graph showing the relative quantity of pro- and anti-inflammatory cytokine transcripts in the ileal lamina propria
of Va19*-and MR1- mice and their littermate controls fed with HFD during 12 weeks (n=14-15). (B) Frequency of
RORyt+ cell among aT cell (Th17) in the ileum lamina propria of Va19*- and MR1- mice and their littermate
controls fed with HFD during 12 weeks (n=8-10). (C) Graph showing the relative quantity of pro- and anti-
inflammatory cytokine transcripts in the ileal lamina propria of Va19*-and MR1- mice and their littermate controls
fed with ND (n=6 per group). All data are represented as mean + SEM. All statistical analyses were performed by
two-tailed Mann Whitney test. *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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Figure S6 related to Figure 6: MAIT cells impact other immune cells in the ileum and Epi-AT of obese mice
(A) Dot plots representation showing the frequency of Foxp3+ Treg cells, ILC2 and ILC3 among CD45* cells in the
ileum lamina propria of B6 mice fed with HFD or ND, Va19*-and MR1-- mice and their littermate controls after 12
weeks of HFD or ND feeding. (B) Dot plots representation showing the frequency of Foxp3+ Treg cells, ILC2,
eosinophils, CD8 afT cells, NK cells and macrophages among CD45* cells in the Epi-AT stroma-vascular fraction

(SVF) of B6 mice fed with HFD or ND, Va19*-and MR1- mice and their litermate controls after 12 weeks of HFD
or ND feeding.
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Figure S7 related to Figure 7: MAIT cells impact other immune cells in the ileum and Epi-AT of obese mice
(A) Graphs showing relative abundance of (percentage of 16S rRNA gene sequences) Bacteroidetes, Firmicutes,
Proteobacteria, Deferribacteres among the MR17* and MR1-- mice (B) Graphs showing relative abundance of
(percentage of 16S rRNA gene sequences) Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Deferribacteres among the
Va19" a,d Va19*-mice (C) Flowchart illustrating feces transfer procedure and data-analysis workflow. (D) Graphs
showing relative abundance of (percentage of 16S rRNA gene sequences) Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, Proteobacteria, Deferribacteres among the T-MR17* and T-MR1-- mice (E) Graphs showing relative
abundance of (percentage of 16S rRNA gene sequences) Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Proteobacteria, Deferribacteres among the T-Va19” and T-Va19*- mice. (F) Overview of the microbiota
composition in term of bacteria families among all mouse groups. Data are presented as box-plots, as mean %
SEM..
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Discussion et perspectives

+ Enfin un tétramére pour analyser les lymphocytes MAIT murins :

La production du tétramere MR1 murin en 2013 a facilité 1’étude des MAIT dans les mod¢les
animaux (Reantragoon et al., 2013). Ceci a permis I’initiation d’études mécanistiques autour
du role des MAIT dans certaines maladies inflammatoires. Les MAIT, dont la fonction
initialement décrite est la défense contre les infections bactériennes, sont de plus en plus
soupgonnées de jouer un role délétere dans 1’induction/exacerbation des maladies auto-
immunes, du cancer et du diabéte de type 2 (Carolan et al., 2015a; Harms et al., 2015; Hinks et

al., 2015; Le Bourhis et al., 2010; Magalhaes et al., 2015; Zheng et al., 2017).

< L’obésité retarde ’accumulation des MAIT et altére leur fonction dans le TA et

I’iléon :

Par ailleurs, I’obésité conduit a un décalage dans 1I’accumulation des MAIT au niveau du TA et
de I’iléon. En effet, la population MAIT chez les souris ob&ses continue a s’accumuler au niveau
de ces deux tissus au cours de I’obésité. Le nombre des MAIT augmente au niveau du TA et de
I’iléon au cours de 1’obésité mais la fréquence reste inchangée (plusieurs cellules immunitaires
continuent a infiltrer en méme temps ce qui explique la fréquence stabilisée) méme a 40
semaines de régime HFD (donnée non représentée). Il semble que 1’environnement
inflammatoire chronique induit une sélection d’une sous-population de MAIT sensible au
microenvironnement cytokinique inflammatoire et qui participe a I’inflammation. Les MAIT
purifiés du TA et de I’iléon des souris obeses expriment plus d’IL-18R, de T-bet et de CCR6.
Ceci explique 1’augmentation du niveau de production d’IFNy et de I’'[L-17 par les MAIT au
cours de I’obésité. L’IL-18, via ’IL-18R, et T-bet contrdlent directement la production d’IFNy
(Lugo-Villarino et al., 2003; Yoshimoto et al., 1998), alors que I’expression du CCR6 est
étroitement liée a la réponse TH17 (Haas et al., 2009). Il est intéressant de noter que 1’obésité
n’a aucun effet sur le niveau d’expression d’IL-18 au niveau des cellules épithéliales (données
non représentées). Ceci suppose que 1’effet sur la fonction inflammatoire des MAIT, au cours
de I’obésité, est plutdt dii au changement/sélection vers/d’une sous-population inflammatoire
des MAIT au niveau du TA et de I’iléon.

Par ailleurs, I’obésité conduit a une infiltration des LT conventionnels (et plus particulierement

des LT-CDS8) au niveau du TA (Figure 1). Cependant, le taux d’infiltration des LT
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conventionnels ne peux expliquer, a lui seul, la diminution de la fréquence des MAIT au cours
de I’obésité. En effet, la fréquence des LT passe d’environ 27% parmi les cellules immunitaires

(CD45+) a I’¢état basal a 32%. Par contre, nous n’observons aucune différence d’infiltration des

Figure 1: Effet de
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LT conventionnels au niveau de I’iléon. Ceci montre que 1’effet de 1’obésité sur la fréquence

des MAIT implique a des mécanismes qui visent spécifiquement la population MAIT au niveau

de ces deux tissus.

¢ Quel mécanisme derriére le décalage de I’accumulation des MAIT au niveau du TA et

de I’iléon ? :

L’obésité conduit a un changement de la composition/fonction du microbiote intestinal. Parmi
les fonctions modifiées, une diminution des génes codants pour la synthése de la vitamine B2
par la flore intestinale de I’'Homme a été observés (Bjerke-Monsen et al., 2016). En
collaboration avec I’équipe de P. Lesnik, un dosage de la vitamine B2 sérique montre que les
souris soumises a un régime gras ont une concentration de vitamine B2 plus faible que les souris
controles (données non représentées), bien qu’il y ait la méme proportion de vitamine B2 dans
I’alimentation HFD/ND. Cette modification est probablement associée a une baisse de la
production du « ligand » exogene (bactérien) des MAIT. D’autre part, ce ligand des MAIT est

une molécule relativement instable, ainsi des doutes subsistent concernant sa diffusion en
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systémique et son rdle serait local au niveau des muqueuses. Apres la naissance, I’expansion
intestinale des MAIT nécessite la présence de la flore intestinale (Koay et al., 2016). Cependant,
il n’est pas encore clair si cette observation est liée aux propriétés intrinseques de la flore
intestinale (e.i. production du ligand) ou bien a I’effet de la flore sur la fonction de I’intestin
(e.g. stimulation de I’épithélium pour la production de facteurs endocrines ou de cytokines) ou
les deux en méme temps. De plus, I’enrichissement intestinal des MAIT peut étre indépendant
du ligand (e.i. li¢ a des facteurs tels que I’IL-18). En effet, chez ’'Homme, et dans
I’environnement « stérile » du feetus, quelques sous-populations de MAIT sont localisées au
niveau de différents tissus (Gold et al., 2013; Walker et al., 2012). Plus particuliérement, les
MAIT des muqueuses intestinales et pulmonaires présentent un phénotype mémoire effecteur
dont sont dépourvus les MAIT de tissus tels que le thymus, la rate et les MLN (Leeansyah et
al., 2014). 1l est supposé que I’IL-18 joue un réle dans la maturation/développement des MAIT
au niveau de ces tissus (e.i. foie et muqueuses feetales). Contrairement aux autres tissus, les
MAIT du foie, des muqueuses intestinale et pulmonaire expriment I’IL-18Ra tot au cours du
développement feetal (Leeansyah et al.,, 2014). Chez la souris, Il est montré que le
développement thymique des MAIT nécessite 1’IL-18 afin de compléter les différentes phases
de maturation. La production d’IL-18, dont la source principale est 1’épithélium intestinal,
nécessite une colonisation par la flore bactérienne. Le lien entre I'IL-18 et les MAIT peut
expliquer 1’absence de cette population au niveau de I’intestin chez les souris axéniques.
Cependant, cette population est présente au niveau du thymus de ces souris, mais se trouve
incapable de poursuivre sa maturation, faute d’IL-18. Ces observations suggérent a nouveau,
I’existence d’un ligand endogene et de plusieurs sous-populations/état de maturation de MAIT,
puisque I’apport en IL-18 recombinant chez les souris axéniques permet de produire des MAIT
matures en absence de flore intestinale (Dias et al., 2017).

Dans notre étude nous avons analysé I’effet spécifique de la flore intestinale de souris obéses
(en comparaison a une flore de souris contrdles) sur 1’évolution tissulaires des MAIT. Un
transfert adoptif de microbiote issu de souris obéses chez des souris sauvages, contrairement a
une flore contrdle, conduit a une diminution spécifique de la fréquence des MAIT au niveau du
TA et de la LP-iléale. L’analyse de la fréquence des iNKT montre que cette population n’est
pas impactée par le changement de la composition florale, confirmant ainsi nos observations
précédentes sur 1’effet spécifique de I’obésité sur les MAIT et 1’absence d’effet sur les iNKT
(Figure 2 et données non représentées pour les transferts de flore), contrairement a ce
qu’avaient publi¢ L. Lynch et a/, cinq ans auparavant (Lynch et al., 2012). Ainsi, nous avons

observé un role direct du microbiote intestinal dans le devenir tissulaire des MAIT.
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Figure 2 : Effet de ’obésité sur la fréquence des iNKT. Analyse par cytométrie en
flux de I’évolution de la fréquence des lymphocytes iNKT (identifiés grace aux
tétrameére CDI1d-aGalCer a 12 semaines de HFD. A gauche, I’analyse faite sur le
lamina propria (n=8-10) de I’iléon et a droite (n=9-11), I’analyse faite sur le TA.

Par la suite nous avons effectué¢ des tests in vitro pour determiner le niveau de production du
ligand des MAIT. Il est admis que la culture des MAIT en présence du ligand activateur induit
une augmentation de I’expression membranaire du marqueur d’activation CD69 (Corbett et al.,
2014; Soudais et al., 2015). Nous avons donc purifi¢ des extraits du microbiote intestinal issu
de souris obeses et leurs contrdles. Une culture de cellules MAIT avec des extraits de microbiote
de souris obéses induit moins d’expression du CD69 comparés aux extraits de microbiote de
souris controles. Nous avons par la suite montré que cet effet est spécifiquement médié par
I’interaction TCR-Ag-MR1 (inhibition par ligand un ligand inhibiteur, Ac-6-FP), ce qui signifie
que le microbiote des souris obéses contient moins de ligands activateurs (ou plus de ligands
inhibiteurs) de MAIT en comparaison au microbiote controle.

Cependant, I’analyse de la fréquence des MAIT dans un autre modele d’obésité (i.e. Souris
Ob/Ob) repose la question du role du ligand (i.e. son niveau de production par le microbiote
intestinal) dans les effets observés sur les MAIT. En effet, I’équipe de Gordon avait montré que
le microbiote intestinal des souris Ob/Ob produisait beaucoup moins de riboflavine en
comparaison aux souris contrdles (Bédckhed et al., 2004; Ley et al., 2005). Toutefois, nos
résultats préliminaires n’ont pas mis en évidence de différence de fréquence des MAIT au
niveau du TA et de I’iléon entre les deux groupes de souris (groupe de souris Ob/Ob et leurs
littermate-controles) (données non représentées), ce qui montre que d’autres parameétres, en
plus de I’abondance du ligand, interviennent dans le devenir tissulaire et fonctionnel des MAIT.
Des tests supplémentaires sont nécessaires pour déterminer ces effets supplémentaires que
pourrait induire le microbiote intestinal sur les cellules MAIT. Etant donné que le microbiote

intestinal peut agir sur les MAIT a travers trois mécanismes distincts. (1) A travers la production
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du ligand, (2) a travers les molécules de co-stimulation (Chen et al., 2017) et (3) a travers
I’interaction du microbiote avec 1’épithélium intestinal ; une interaction a 1’origine de la
production de cytokines telles que 1’IL-18. Ainsi, une mono-colonisation avec des bactéries,
dont les génes impliqués dans la production de la riboflavine sont invalidées, pourrait nous aider
a trancher sur I’effet de la fonction du microbiote (en termes de production de la riboflavine)
dans I’évolution de la fréquence tissulaire des MAIT. Cependant, et pour exclure compleétement
I’effet des autres parametres immunitaires (e.i. L’IL-7, ’IL-12 et I’IL-18, produites par des
cellules épithéliales et/ou des APC sous D’influence de la flore intestinale) sur la
prolifération/maintien des MAIT au niveau des tissus, il faudrait limiter I’interaction de la flore
utilisée avec les cellules épithéliales (utilisation de souches bactériennes non adhérentes a
I’épithélium tout en maitrisant leur production de PAMPs) (Chen and Kasper, 2014).

Par ailleurs, la migration différentielle (ou re-migration) des MAIT entre les tissus pourrait
aussi expliquer les variations d’accumulation des MAIT au niveau du TA et de I’iléon.
Cependant, il semble qu’une migration des MAIT d’un tissu a I’autre ne soit que peu probable.
Les MAIT tissulaires sont majoritairement Roryt". Par contre, I’analyse des MAIT au niveau
du sang montre que cette population est trés faiblement Roryt” (entre 5 a 10% ; données non
représentées). Selon ces observations, il est peu probable que les MAIT re-circulent entre les
tissus. Ceci est en concordance avec d’autres études qui suggerent I’absence de migration inter-
tissulaire des MAIT (Chen et al., 2017). De plus, parmi les marqueurs de « homing/retention »
tissulaire (Chea et al., 2015; Suffia et al., 2005) nous avons analysé le niveau d’expression de
CD103 (en cytométrie en flux) et de CXCR6 (en qPCR) par les MAIT du TA et de I’iléon. Au
cours de 1’obésité, les MAIT du TA augmentent fortement le niveau d’expression du CD103,
alors que les MAIT de I’iléon augmentent le niveau d’expression du CXCR6 (données non
représentées). Ces données suggerent la rétention tissulaire des MAIT au cours de 1’obésité.
D’autre part, et malgré 1’expression plus faible du CCR9 (données non représentées) et du
CD69 par les MAIT intestinaux au cours de 1’obésité, des transferts adoptifs de MAIT ne
montrent aucun effet de I’obésité sur la migration des MAIT au niveau de I’iléon (méme
observation pour le TA).

Finalement, comme proposé chez I’Homme, I’obésité induit une activation chronique des
cellules MAIT qui pourrait induire une exhaustion et conduire par la suite a une apoptose
(Magalhaes et al., 2015). Cette apoptose pourrait expliquer la baisse de la fréquence des MAIT
dans I’iléon et le TA des souris obéses. Par conséquent, nous nous sommes intéress€s a 1I’analyse

de certains marqueurs pro- ou anti-apoptotiques. De fagon intéressante nous observons que les
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MAIT retenus au niveau du TA et de I’iléon expriment plus de marqueurs pro-apoptotiques (e.i.
cMyc, Caspase 9 et Bax) et moins de Bcl2, une protéine connue pour son role anti-apoptotique.
Toutes ces données montrent que I’effet de 1’obésité sur les MAIT peut étre di a deux
éveénements majeurs qui surviennent au cours de cette maladie. (1) Une baisse de la production
des ligands exogénes des MAIT et (2) une augmentation de I’apoptose des MAIT a cause de
I’inflammation chronique. Il serait donc intéressant d’étudier 1’effet de molécules anti-
inflammatoire (e.g. antagoniste de PPARY) sur la fréquence des MAIT notamment au niveau
du TA. De plus, nous prévoyons de faire des analyses de la prolifération des MAIT (marquage
du facteur de transcription Ki67). En effet, la prolifération serait un autre mécanisme qui

pourrait intervenir dans la modification de la fréquence des MAIT au cours de ’obésité.

¢ Transfert de flore, une technique moins onéreuse et plus efficace :

La composition du microbiote au niveau du colon (flore utilisée pour les transferts) est une
résultante de I’évolution des interactions, tout au long du tractus gastro-intestinal, entre 1’hote
et les différentes familles bactériennes. Le microbiome représente le résultat de la fonction
d’une composition bactérienne donnée. Ce parametre représente 1’addition entre les bactéries
présentes dans un milieu et de leur produits libérés dans ce méme milieu. Les bactéries peuvent
influencer le systéme immunitaire, a travers des constituants de leur structure (e.g. LPS ou
PGN), par des produits libérés dans le milieu comme les SCFA, ou par une interaction directe
avec I’hote (e.g. ancrage du SFB sur les entérocytes) (Karlsson et al., 2013; Le Chatelier et al.,
2013; Schnupf et al., 2015). Ainsi, la notion de la fonction du microbiote tend a remplacer les
analyses « classiques », comme le séquencage de I’ARN 16S bactériens, qui détermine
I’abondance microbienne indépendamment de leur état métabolique et donc de leur fonction
réelle (Magnusdottir et al., 2015). Compte tenu de ces éléments nous étions conscients des
limites de I’analyse 16S dans 1’évaluation du réle du microbiote dans notre étude. Ainsi, afin
d’obtenir un élément de réponse quant au role du microbiote dans les fonctions déléteres des
MAIT dans le développement du T2D, nous avons réalis¢ a des transferts de flore de nos
différentes lignées de souris. Il existe différentes techniques de transfert adoptif du microbiote
intestinal. Nous avons choisi celle qui permet de reproduire fidelement I’évolution du
microbiote et un état physiologique le plus proche possible de celui retrouvé chez les souris
conventionnelles (Calder et al., 2011). Notre technique consiste a utiliser des souris
conventionnelles (au lieu des germ-free) comme receveuses, de facon similaire a celle décrite

par Markle et a/ (Markle et al., 2013). Ainsi, on réduit considérablement le colit des expériences
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et se rapproche plus des conditions physiologiques du rdle de la flore. De plus, nous somme
confiants de I’efficacité de nos transferts de flore grace aux différents résultats obtenus. En
effet, (1) nous reproduisons chez les souris receveuses des signatures microbiennes qui se
rapprochent de celles des souris donneuses, (2) ces transferts de flore modifient le systéme
immunitaire des souris receveuses et (3) ainsi que leur métabolisme et leur prise de poids
(Figure 3). Le transfert d’un microbiote issu de souris obéses conduit a une prise de poids et a
une glycémie basale plus importante chez les souris receveuses comparées aux souris ayant

regues une flore controle.
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Figure 3 : Validation de notre technique de transfert de flore. (A) pourcentage du gain
de poids en fonction du poids de départ entre les souris ayant regues une flore de souris HFD
(n=5) et des souris ayant regues une flore controle (n=5). (B) glycémie basale des souris
reconstituées par une flore HFD ou une flore controle. Un test statistique Mann Whitney a
été réalisé, * p<0.05.

% Cross-talk entre les MAIT et le microbiote intestinal ? :

La fonction antibactérienne des MAIT suggere 1’existence d’un cross-talk entre les MAIT et la
flore intestinale. En collaboration avec le laboratoire de N.C. Bensussan nous avons décidé
d’étudier 'impact des MAIT sur le microbiote notamment sur Segmented Filamentous Bacteria
(SFB). L’analyse de SFB adhérant a la surface de 1’épithélium iléal des souris B6-MR1”-
(déficientes en MAIT) comparées aux controles littermate B6-MR 17 montre que I’absence des

MAIT a un effet négatif sur SFB. Les souris B6-MR 17 ont moins de SFB a la surface de la
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muqueuse iléale comparées a celle des B6-MR17". Alors que les souris B6-Val9TG présentent
significativement plus de SFB adhérant aux cellules épithéliales, comparées aux souris

controles (Figure 4A).
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Figure 4: Les lymphocytes MAIT contribuent au contréle de 1’axe Fucosyl-
Transferase-2/SFB. (A) Dosage par qPCR de la quantité relative de SFB adhérent a la
muqueuse épithéliale de 1’iléon de souris B6-MR17" (n=7-8), B6-Val9™¢ (n=5) et leur
contrdles littermate a 1’état basal. (B) Mesure du niveau d’expression relative du géne
Fucosyl-Transferase-2 au niveau des cellules épithéliales 1’iléon de souris B6-MR 17" (n=7-
8), B6-Va19T¢ (n=5) et leurs contrdles littermate a 1’état basal. Un test statistique Mann
Whitney a été réalis¢, * p<0.05, ** p<0.003, *** p<0.001.

SFB est impliqué dans le contrdle de I’homéostasie intestinale. Son effet est li¢ a la population
des ILC3 productrice d’IL-22. Les ILC3 intestinales induisent la production de la fucosy!
transferase 2 (Fut-2), une enzyme responsable de la fucosylation des protéines exprimées a la
surface épithéliale ; cette induction nécessite la production d’IL-23. Ce phénomeéne est
important pour I’adhésion des SFB sur les entérocytes (Goto et al., 2014a). A I’'image de SFB,
I’expression de Fut-2 est diminuée dans les cellules épithéliales des souris B6-MR1-/- mais

augmentée chez les souris B6-Va19T¢

, comparées aux groupes controles (Figure 4B). Etant
donné que les MAIT ne sont pas en contact direct avec les cellules épithéliales (données non
représentées), on suggere que les MAIT inhibent la prolifération/fonction des ILC3 pour induire
une baisse de la production d’IL-22 intestinal. En effet, 1’analyse du microenvironnement

immunitaire intestinal de nos modéles murins montre que les MAIT induisent une baisse

110



KIAF Badr - Thése de doctorat - 2017

considérable de la production d’IL-22 en parall¢le d’une diminution de la fréquence des ILC3
(Figure 6 et figure supplémentaire 5 de I’article).

D’autre part, SFB peut étre une source d’inflammation. SFB est un fort inducteur du
développement de la réponse TH17 au niveau de I’iléon. On parle par conséquent de sous-
population TH17 SFB-dépendante capable de reconnaitre les antigénes de SFB. En absence du
SFB, se développent des sous-populations TH17 intestinales SFB-indépendantes (Goto et al.,
2014b). Toutefois, la relation entre les ILC3 et SFB semble étre plus complexe. Les ILC3 sont
importants dans le contréle de I’inflammation intestinale (Goto et al., 2014b). Ils contrdlent le
développement des TH17 intestinaux qui sont la source d’inflammation en cas de dérégulation
(Hepworth et al., 2013). Les ILC3 inhibent la différenciation de TH17 par deux voies
distinctes/complémentaires. D’une part, cette régulation fait appel au controle de la quantité de
SFB (Qiu et al., 2013). La diminution de SFB intestinal réduit la différenciation SFB-
dépendante en TH17. D’autre part, les ILC3 contrdlent la différenciation en TH17 via le CMH-
II. Ainsi, les ILC3 CMH-II" régulent le développement des TH17 SFB-dépendants et SFB-
indépendants qui sont une source d’inflammation (Goto et al., 2014b; Hepworth et al., 2015).
En concordance avec les données de la littérature, nous observons que le changement de
fréquence des ILC3 au niveau de 1’iléon des souris B6-MR 17~ est inversement lié a la fréquence
des TH17 (Figure 5). L’iléon des souris B6-MR 17~ est moins infiltré par les cellules TH17
(LTap-Roryt" et LTy3-Roryt"). De plus, on observe que les LTaB sont moins différenciés en
TH17 au niveau de 1’iléon des souris B6-MR 17" comparés aux controles littermates (Figure
5B). Par contre nous observons I’effet inverse au niveau de 1’iléon des souris V190 comparées
aux contrbles (Figure 5A).

Afin de déterminer si la régulation de la réponse TH17 au niveau des souris B6-MR17" est due
au microbiote intestinal ou a un effet direct des MAIT sur le microenvironnement immunitaire
(i.e. les MAIT qui régulent les TH17 par ’'intermédiaire des ILC3-CMH-II"), nous avons
procédé a un transfert adoptif du microbiote intestinal vers des souris sauvages. Ce transfert
nous montre que la régulation de la réponse TH17 chez les souris B6-MR 17 (comparés aux
contrdles littermate B6-MR17") ne passe pas totalement par la flore intestinale car nous
n’observons pas d’effet du microbiote sur 1’induction du TH17 intestinal (données non
présentées). Cependant, la flore intestinale était suffisante pour reproduire quelques
modifications immunitaires observées chez les souris donneuses, notamment concernant

I’accumulation des ILC3 au niveau de I’iléon des souris reconstituées avec la flore B6-MR 17",
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Figure S : Les MAIT favorisent le développement des TH17 inflammatoires au niveau
de l’iléon. Analyse par cytométrie en flux de la fréquence de la population (A) TH17 totale
(LTaB-Roryt" + LTyd-Roryt") ou (B) TH17 appartenant aux LTaf uniquement au niveau de
I’iléon des souris B6-MR17" (n=8-9), B6-Va19T¢ (n=8-10) et leur contrdles littermates a 12-
16 semaines de HFD. Les fréquences sont représentées en fonction des cellules CD45+. Un
test statistique Mann Whitney a été réalisé, * p<0.05, ** p<0.003.

% Une boucle microbiote-MAIT-épithélium dans la régulation des ILC en systémique ? :

Le développement et le maintien des ILC au niveau de I’intestin et en systémiques impliquent
des facteurs tels que I’'IL-25 et I’IL-33. Ces deux cytokines sont majoritairement produites par
Iépithélium intestinal dont la fonction change selon I’état inflammatoire et la composition de
la flore (Brestoff et al., 2015; Molofsky et al., 2013; von Moltke et al., 2015; Saenz et al., 2013).
L’analyse de I’expression de I’'IL-25 et de I’IL-33 par les cellules épithéliales de 1’iléon montre
que les entérocytes purifiés de I’iléon des souris B6-MR 17~ expriment plus d’IL-25 et d’TL-33
comparés aux entérocytes des littermate contrdles (Figure 6). Inversement, les cellules

9TG

¢épithéliales iléales des souris B6-Va19"" ont une expression significativement plus importante

d’IL-33 (et une tendance vers la baisse de I’IL-25). La production plus importante d’IL-25 et
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d’IL-33 (et inversement chez les B6-Va19T9) peut expliquer les niveaux d’infiltrat des ILC2 au

niveau de 1’iléon chez les souris B6-MR17" et niveau du TA.

Les ILC2 maintenues produisent plus de cytokines anti-inflammatoires (e.g. IL-5 et IL-13)

seraient a ’origine du maintien des éosinophiles du TA des souris B6-MR17". Ces éosinophiles,
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Figure 6 : Les lymphocytes MAIT modulent les fonctions cytokiniques de 1’épithélium
intestinal. (A) Dosage par qPCR de la quantité relative d’expression de I’IL-25 (A) et de
I’IL-33 (B) par les cellules épithéliales isolées de 1’iléon de souris B6-MR 17~ (n=6), B6-
Val19T% (n=10) et leur controles littermate a 1’état basale. Un test statistique Mann Whitney
a été réalisé, * p<0.05, ** p<0.003, *** p<0.001.

sont par la suite impliqués dans le maintien des macrophages de type « M2 » a profil anti-
inflammatoire (Molofsky et al., 2013; Wu et al., 2011a). Le phénoméne inverse serait a 1I’origine

des observations faites chez les souris B6-Va196

. De facon intéressante, le transfert adoptif de
la flore des souris B6-MR 17 induit une surexpression de I’IL-25 et de I'IL-33 au niveau des
entérocytes des souris receveuses (données non représentées). Cet effet serait a 1’origine du
maintien/développement des ILC2 au niveau de I’iléon et du TA chez les souris receveuses (les
résultats concernant le transfert de flore de B6-Va19' et leurs controles sont en cours de
traitement). Par conséquent, on suppose qu’une partie de la régulation immunitaire induite par
’absence des MAIT (e.i. B6-MR17) passe par la flore intestinale. Cependant, il est difficile de
conclure quant au réle exact des MAIT dans le controle du microbiote intestinal. Est-ce que les

MAIT contrélent directement la flore intestinale qui ensuite régule les autres parametres

immunitaires par 1’intermédiaire, entre autres, de 1’'IL-25 et I’'IL-33 ? Ou bien, les MAIT
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contrdlent/régulent directement le microenvironnement immunitaire, induit une modification
profonde de la composition du microbiote intestinal ? Nous avons observé que le transfert
adoptif de la flore B6-MR17" régule en plus des ILC2 (via I’IL-25 et IL-33), les ILC3 et les
LTreg de I’iléon. Ceci suggere qu’une grande partie de I’effet inflammatoire des MAIT (et par
conséquent 1’effet régulateur de leur absence) implique la flore intestinale.

En conclusion, I’inflammation intestinale due aux TH17 est liée a une flore intestinale pro-
inflammatoire indépendamment de la présence ou de I’absence de SFB (Hepworth et al., 2013;
Qiu et al., 2013). Par ailleurs, les MAIT peuvent inclure les lymphocytes TH17 SFB-
indépendants ayant un role inflammatoire au niveau de I’intestin. En effet, SFB est incapable
de produire de la riboflavine et donc incapable de produire le ligand des MAIT et d’étre
reconnue par cette population (Kuwahara et al., 2011). L’absence des MAIT au niveau de
I’iléon (e.i. chez les souris B6-MR17") améliore significativement la fonction de I’intestin au
cours de 1’obésité. L’intégrité intestinale est plus importante et se traduit par une réduction de
la perméabilité. Cet effet est 1ié & une réduction de I’inflammation, observée par la diminution
du niveau d’expression des cytokines pro-inflammatoires et une augmentation du niveau
d’expression des cytokines anti-inflammatoires. Au niveau cellulaire, nos données sont en
accord avec I’état de I’art en termes de réle homéostasique des ILC3. Ainsi, nous démontrons
I’existence d’une corrélation négative entre les MAIT et les ILC3. Lors de 1’obésité les souris
B6-MR 17~ maintiennent une fréquence élevée en ILC3 au niveau de I’iléon. Chez ces souris, le
role homéostatique des ILC3 peut étre induit d’une part par le contrdle direct des TH17 (via le
CMHII) ou indirectement le controle de la quantité du SFB (Goto et al., 2014b; Hepworth et
al., 2013; Qiu et al., 2013). De plus, comme décrit précédemment, nous montrons qu’une partie
du role homéostatique des ILC3 (et par opposition, le réle délétere des MAIT) pourrait passer
par le contrdle de la composition du microbiote. Ainsi, les souris B6-MR 17 présentent une
composition microbienne protectrice comparée aux souris B6-MR17~. Cependant, 1’étude du
modeéle B6-Va19T (e.i. enrichie en MAIT) montre que I’effet délétére des MAIT peut étre dii
aux propriétés pro-inflammatoires de cette sous-population des TH17. Comparées a leurs
controles littermate, les souris B6-Val197% ont une fonction intestinale défectueuse au cours de
I’obésité. Ceci se traduit par une perméabilit¢ augmentée due a une inflammation importante.
Au niveau cellulaire, la population ILC3 est réduite au niveau de I’iléon de ces souris. Sans
effet sur le taux du SFB adhérant, ni d’effet pathogéne sur la composition du microbiote, il
semblerait que les MAIT induisent directement 1’inflammation via la production d’IL-17 et/ou
le contrdle du développement/fonction des ILC3 chez les souris B6-Va19T¢. Les MAIT ont des

propriétés physiologiques qui se rapprochent de celles des ILC3 et peuvent partager les mémes
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niches au niveau de I’iléon. La compétition entre les MAIT et les ILC3 autour des facteurs
nécessaires a leur développement/maintien intestinal peut expliquer 1’équilibre entre ces deux
populations et donc 1’équilibre précaire entre 1’inflammation et I’homéostasie.

En plus de son effet sur les ILC3, la fréquence des MAIT influence plusieurs infiltrats
immunitaires tels que les LTreg et ILC2 a la fois au niveau du TA et de I’iléon, ainsi que les
cellules NK, LT-CD8, ILC2, éosinophiles et macrophages au niveau du TA. Les LTreg sont
importants dans la tolérance immunitaire au niveau de ces deux tissus (Cipolletta et al., 2011;
Deiuliis et al., 2011; Hadis et al., 2011). Auniveau du TA la fréquence de cette population (e.1.
LTreg), ainsi que celle des ILC2 et des éosinophiles, est inversement corrélée aux parametres
inflammatoires et métaboliques de ce tissu (Deiuliis et al., 2011; Molofsky et al., 2013). I est
difficile de déterminer les interactions entre ces différentes sous-populations avec les MAIT.
Toutefois, comme au niveau de I’intestin, nous supposons que les MAIT peuvent étre en
compétition, sur des niches immunitaires, avec les ILC2 du TA. De plus, au niveau du TA, les
productions inflammatoires des MAIT peuvent contribuer au (1) recrutement des populations
immunitaires inflammatoires (e.i. cellules NK, LT-CDS8), (2) induire le profil pro-
inflammatoire « M1 » chez les macrophages du TA et (3) compromettre le
maintien/recrutement des populations régulatrices (e.i. LTreg, ILC2 et €osinophiles). L’analyse
du niveau d’expression en surface de MR1 montre que seuls les macrophages présentent un
niveau détectable de cette molécule. On suppose que I’effet des MAIT sur les autres populations
immunitaires passe par 1’intermédiaire des macrophages qui peuvent moduler les réponses
immunitaires dont celle des LTreg (Raverdeau and Mills, 2014).

Par ailleurs, les deux études réalisées sur les MAIT de patients obéses et/ou diabétiques
s’accordent sur le role potentiellement délétere des MAIT (via I’IL-17) au cours du
développement du T2D (Carolan et al., 2015a; Magalhaes et al., 2015). Cependant, 1’analyse
de la fréquence des MAIT au niveau du TA des patients obeses et/ou diabétiques montre des
résultats un peu différents. Si d’une part, dans notre laboratoire, nous observons que 1’obésité
n’a aucun effet sur la fréquence des MAIT du TA, le laboratoire du Dr O’shea montre que les
MAIT de ce tissu diminuent de fréquence au cours de I’obésité. Il est difficile de donner des
explications a cette différence, mais il est probable que certains paramétres comme la flore
intestinale et/ou les origines ethniques soient importants dans le contréle de la population des
MAIT. En effet, des analyses de la flore bactériennes chez environs 40 donneurs montrent
I’existence de ce qui est appelé « enterotype » ; a savoir des « cluster » bactériens présentant
une signature bactérienne particulieres et des fonctions métabolique partiellement moins

différentes. Parmi les enterotypes décrit, il est intéressant de noter que 1’enterotype (1) et (2)
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sont caractérisés par une production importante de certaines vitamines dont la riboflavine. 11
serait donc plus judicieux d’analyser la composition du microbiote intestinal en parallele de
I’étude des MAIT tissulaires ou circulants. Ceci nous permettrait d’étudier la corrélation entre
le niveau de production de la riboflavine (a 1’origine du ligand exogeéne des MAIT) et la

fréquence/fonction des MAIT.

¢ Y-a-t-il plusieurs sous-populations de MAIT ? :

Les données obtenues chez I’Homme suggerent que les MAIT pourraient jouer un role délétere
au cours de 1’obésité. Le maintien d’un pool important de MAIT au niveau du TA des patients
obeses et leur profil cytokinique pro-inflammatoire (majoritairement TH17) font des MAIT un
¢lément supplémentaire parmi les facteurs immunitaires impliqués dans la
« métainflammation » (Carolan et al., 2015a; Magalhaes et al., 2015).

Les MAIT, de par leur phénotype effecteur, sont au premier rang de la réponse immunitaire et
déclenchent rapidement la modulation du systéme immunitaire tissulaire en cas d’inflammation
(e.g. infection pulmonaire) (Chen et al., 2017; Meierovics and Cowley, 2016). In vivo, il a été
montré que la fonction des MAIT était a la fois TCR-dépendante et TCR-indépendante. La
réponse TCR-dépendante varie en fonction de la source antigénique et par conséquent pourrait
affecter différentes sous-populations des MAIT, car les MAIT sont dotés de TCR dont I’affinité
varie en fonction de leur sous-unité TCRp qui les compose (Dias et al., 2017).

D’autre part, I’existence de plusieurs sous-populations, a propriétés physiologiques différentes,
suppose que les MAIT présentent des modes d’accumulation différents selon les tissus.
L’analyse partielle du répertoire TCRB des MAIT montre que ce dernier est plus riche
qu’initialement décrit. Certes, nous confirmons la prédominance du TCRs TCRPs.1,2 au niveau
des MAIT du colon (jusqu’a 75% TCRps.12" et environ 8% TCRB¢") (Reantragoon et al., 2013).
Toutefois, cette prédominance est perdue au niveau de 1’iléon et du TA (les MAIT sont a 10%
TCRBs.12" et 10% TCRPs" au niveau de I’iléon, puis & 10% TCRPs.12" et 20% TCRBs" au niveau
du TA). Ainsi, comme cela est observé chez I’ Homme, nous montrons que les MAIT chez les
souris présentent un répertoire TCR[} variable selon la localisation tissulaire (Figure 7A). Par
ailleurs, I’engagement spécifique du TCR des MAIT au complexe MR1-Ag conduit & une
internalisation/recyclage du TCR (Dias et al., 2017). L analyse du niveau d’expression du TCR
a la surface des MAIT peut nous donner une idée sur 1’affinité du TCR avec le complexe MR1-
Ag selon les sous-populations des MAIT. Comparés aux MAIT-TCRpg 12", nous observons que

le niveau d’expression du TCR (exprimé par la moyenne d’intensité de fluorescence du
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marquage tétrameére) est plus bas au niveau des MAIT-TCRBs" et MAIT-TCRBs TCRs.12” du
TA et de I’iléon. Au niveau du colon, ce sont les populations MAIT-TCRg.1»" et MAIT-
TCRB6s TCRPs.12” qui présentent le niveau le plus bas d’expression du TCR comparées a la
population MAIT-TCR¢" (il est intéressant de noter que le niveau d’expression du TCR est

généralement plus bas au niveau du colon comparé au TA et a I’iléon).
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Figure 7 : Physiologie et distribution de différentes sous-populations de MAIT.
Analyse par cytométrie en flux de (A) la fréquence des sous-populations MAIT-TCR¢",
MAIT-TCRs.12" et MAIT-TCRBs¢ TCRPs.1/2” au niveau du TA, lamina propria du colon et
lamina propria de I’iléon et de son évolution au cours de 1’obésité. Analyse du niveau
d’expression (MFI) du (B) TCR et de (C) I’IL-7R sur ces différentes sous-populations. Un
test statistique Mann Whitney a été réalis¢, * p<0.05, ** p<0.003.

Ces observations suggérent que les MAIT-TCRBs" et MAIT-TCRBs TCRps.12” ont une
reconnaissance antigénique différente des MAIT-TCRs 12" et/ou que la distribution de I’Ag

exogene varie selon les tissus (Figure 7B). Partant de cette hypothése, nous avons analysé
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I’effet de 1’obésité sur la distribution de ces sous-populations des MAIT. L’obésité conduit a
une augmentation de la proportion des MAIT-TCRs" (au dépend des MAIT-TCRBs TCRPs.1/2”
) au niveau du TA et a une diminution de la proportion des MAIT-TCRg.12" au niveau du
colon. Nous n’observons, par contre, aucun changement au niveau de la proportion de ces
différentes sous-populations de MAIT au niveau de I’iléon. Malheureusement, nous ne sommes
pas en mesure de déterminer si ces modifications sont dues a une prolifération de la sous-
population concernée par I’augmentation (e.i. MAIT-TCRBs" du TA) ou bien a I’apoptose des
autres sous-populations. Toutefois, nos données montrent que lors de 1’obésité, les
macrophages du TA augmentent I’expression en surface de MR1. L’engagement des MAIT, et
plus précisément des MAIT-TCRBs TCRPs.127, avec les macrophages a profil inflammatoire
(e.1. profile de type M1 prédominant au cours de 1’obésité) peut étre le mécanisme qui conduit
a la réponse inflammatoire de cette sous-population des MAIT suivi d’une apoptose. Par
conséquent, on pourrait prétendre que la sous-population MAIT-TCRB¢ TCRps.12” représente
le premier intervenant dans le role inflammatoire des MAIT au cours de 1’obésité. D’autre part,
I’analyse du niveau d’expression du CD127 (e.i. IL-7R) montre que la sous-population MAIT-
TCRPBs" présente le niveau d’expression le plus élevé comparée aux autres sous-populations
(Figure 7C). L’IL-7 est une cytokine importante dans la prolifération et le maintien des LT
(Tan et al., 2001). Le niveau d’expression élevé d’IL-7R au niveau des MAIT-TCRBs " puis des
MAIT-TCRBs TCRPs.12” leur confére un pouvoir de prolifération et/ou de survie plus important
(notamment pour les MAIT-TCR ") et expliquer ainsi I’augmentation de la proportion de cette

population au cours de 1’obésité.

Perspectives :

% Pourquoi ’effet de I’obésité est différent entre le colon et I’iléon ? :

Une baisse de la quantité du ligand des MAIT pourrait expliquer, en partie, la diminution de la
fréquence des MAIT entre les souris obéses et leurs contrdles. D’ailleurs, ceci pourrait
expliquer Peffet différentiel du régime gras sur les MAIT de I’iléon et du colon. En plus des
propriétés physiologiques différentes entre les MAIT de ces deux compartiments intestinaux, il
semble que la « compartimentation » intestinale de la production du ligand des MAIT pourrait
jouer un role dans cette différence « physiologique » entre les MAIT de I’iléon et du colon et
par conséquent sur la baisse de la fréquence des MAIT au niveau de I’iléon et non au niveau du

colon. Tout au long de D’intestin, le métabolisme bactérien change graduellement entre

119



KIAF Badr - Thése de doctorat - 2017

I’estomac, I’intestin gréle, le caecum et le colon. Au niveau de I’intestin gréle (e.i. iléon) le
métabolisme bactérien est orienté vers 1’utilisation des carbohydrates simples (e.i. glycolyse)
(Zoetendal et al., 2012). Cette glycolyse est a I’origine de produits tels que le glyoxal et le
méthylglyoxal. Ces deux molécules sont impliquées dans la formation du ligand des MAIT
(Corbett et al., 2014). Ainsi, a I’état basal, I’iléon serait un compartiment riche en ligand
exogeéne des MAIT. La baisse de la production de ce ligand, au cours de 1’obésité pourrait ainsi
avoir un impact spécifiquement au niveau de 1’iléon, en comparaison au colon.

De plus et, comme décrit précédemment, les MAIT de I’iléon expriment moins de CCR9 et de
CD69 au cours de I’obésité. Un effet du CCR9 et/ou du CD69 sur la migration/maintien des
MAIT au cours de I’obésité serait généralisé sur tous les compartiments intestinaux y compris
le colon. Or nous n’observons pas de changement de la fréquence des MAIT au niveau du colon
(et méme au niveau du foie ou le CCR9 est important dans la migration) entre les souris obeses

et leurs controles.

% Une sous-population MAIT-TCRs.12* a role régulateur au niveau du colon ? :

Le changement de la cinétique d’accumulation des MAIT au cours de I’obésité concerne
uniquement le TA et I’iléon contrairement au colon. Cette observation confirme les
particularités physiologiques des MAIT des différents tissus. Nous avons ainsi analysé 1’effet
de I’obésité sur le systéme immunitaire colique chez les souris B6-MR1-/- et B6-Va19™ (en
comparaison avec leurs contrdles /ittermate). En effet, I’analyse de I’impact de la fréquence des
MAIT sur I’inflammation de ce tissu peut nous donner une idée sur le role régulateur ou
inflammatoire que pourrait jouer chaque sous-population des MAIT (e.i. MAIT-TCRp¢",
MAIT-TCRBs.12" et MAIT-TCRB¢ TCRPs.127). Nous savons déja que les MAIT du TA et de
I’iléon (majoritairement MAIT-TCRBs" et MAIT-TCRBsTCRps.12) jouent un role
inflammatoire. Cet effet pathogéne passe, entre autres, par la diminution de la fréquence des
populations anti-inflammatoires contre une augmentation des populations inflammatoires.
Toutefois, les analyses immunitaires au niveau du colon montrent que les MAIT de ce tissu, et
donc la sous-population MAIT-TCRs.i2", pourrait jouer plutdt un role régulateur. En effet,

lors de I’obésité le colon des souris B6-Va19T¢

est plus riche en LTreg et en ILC3 (déja
enrichies a I’état basal) que leurs contrdles /ittermate. Nous n’observons cependant aucun effet

de 1’obésité sur ces sous-populations immunitaires au niveau du colon des souris B6-MR17".
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Figure 8 : Role protecteur des MAIT
du colon ? Analyse par cytométrie en
flux de la fréquence des cellules
immunitaires (A) ILC2, (B) ILC3 et
(C) LTreg au niveau de la lamina
propria du colon chez les souris B6-
MR17, B6-Va19"C et leurs controles
littermate a 1’état basal et en cours
d’obésité. Les fréquences sont
représentées en fonction des cellules
CD45+ et des souris B6 sauvages sont
utilisées comme références de 1’effet
de lobésit¢é sur le  systeme
immunitaire. Un test statistique Mann
Whitney a été réalisé, * p<0.05, **
p<0.003.
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Par contre, on observe que l’environnement immunitaire colique B6-MR17" favorise le
développement des LTof vers un profil TH17 (comparé au littermate contrles). Une
observation a I’opposé de ce qu’on retrouve au niveau de I’iléon de ces méme souris (Figure 9
et 5). Ces observations soutiennent ’hypothése que la sous-population MAIT-TCRPs 12",
retrouvée en grande fréquence au niveau du colon, possédent des propriétés régulatrices anti-
inflammatoires alors que les sous-populations MAIT-TCRBs¢" et MAIT-TCRBs MAIT-
TCRPs.12” posséderaient plutot des propriétés inflammatoires déléteéres au cours de 1’obésité.
Ces observations rappellent des travaux récents de L. Lynch et a/ qui montrent que les iNKT
(une population dite « sceur » aux MAIT) peuvent présenter des sous-populations avec des roles
biologiques différents. Les iNKT du TA se distinguent particulierement des iNKT du thymus
et présentent des propriétés physiologiques et des fonctions régulatrices « propres » aux iNKT
du TA. Il est intéressant de noter que ces iNKT perdent I’expression du facteur de transcription
PLZF. Si ce phénomene est un palier a franchir dans 1’acquisition des fonctions régulatrices par
les LT dits « innés » (e.i. INKT, MAIT et LTad) au niveau du TA, nos données qui montrent
que les MAIT du TA sont majoritairement PLZF+ et garedrait sur leur role inflammatoire au
niveau de ce tissu (Lynch et al., 2015b).

De facon intéressante, le transfert adoptif du microbiote intestinal de souris obeses, en
comparaison aux controles, chez les souris sauvages montre que, contrairement au TA et a
I’iléon, le colon présente la méme fréquence de MAIT entre les deux conditions. Cette
observation est une preuve supplémentaire qui confirme les différences physiologiques des
MAIT du colon en comparaison aux TA et a I’iléon.

Il serait donc intéressant de purifier ces différentes sous-populations et d’analyser leurs
fonctions régulatrice et/ou inflammatoire selon la localisation tissulaire et les conditions

(HFD/ND).
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Figure 9 : Les TH17 inflammatoires au niveau du colon. Analyse par cytométrie en flux
de la fréquence de la population (A) TH17 totale (LTap-Roryt" + LTy3-Roryt") ou (B) TH17
appartenant aux LTaf uniquement au niveau du colon des souris B6-MR17", B6-Va19 0 et
leur controles littermate en cours d’obésité. Les fréquences sont représentées en fonction du
CD45. Un test statistique Mann Whitney a été réalis¢, * p<0.05, ** p<0.003.
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suggesting their potential role in these pathologies.

Introduction

Obesity is associated with low-grade inflammation in adipose tissue
(AT) and dysfunctional adipocytes producing inflammatory mole-
cules. The accumulation in AT of immune cells such as macrophages,
lymphocytes, neutrophils, and mast cells is thought to participate in
obesity and obesity-induced type 2 diabetes (T2D). In contrast, innate
immune semi-invariant natural killer T (iNKT) cells are enriched in
AT of lean subjects compared with AT of obese patients (1). Indeed,
INKT in AT may exert immunoregulatory functions and influence
insulin resistance in murine models (2, 3). Mucosal-associated invari-
ant T (MAIT) cells are a novel subset of innate-like immune cells
found in peripheral blood, intestinal mucosa, and abundantly in
human liver (4-6). Like iNKT cells, MAIT cells express an invariant
T cell receptor o chain, the Vo7.2-Ja33 chain in humans. MAIT cells
can produce IFN-y, granzyme B (GrB), and IL-17 (4); are restricted by
the major histocompatibility complex class I-related molecule MR1
(7); and are activated by cells infected by different microorganisms
(8). Vitamin B2 (riboflavin) metabolites produced by bacteria and
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Obesity and type 2 diabetes (T2D) are associated with low-grade inflammation, activation of immune cells, and alterations of
the gut microbiota. Mucosal-associated invariant T (MAIT) cells, which are innate-like T cells that recognize bacterial ligands,
are present in blood and enriched in mucosal and inflamed tissues. Here, we analyzed MAIT cells in the blood and adipose
tissues of patients with T2D and/or severe obesity. We determined that circulating MAIT cell frequency was dramatically
decreased in both patient groups, and this population was even undetectable in some obese patients. Moreover, in both
patient groups, circulating MAIT cells displayed an activated phenotype that was associated with elevated Th1and Th17
cytokine production. In obese patients, MAIT cells were more abundant in adipose tissue than in the blood and exhibited

a striking IL-17 profile. Bariatric surgery in obese patients not only improved their metabolic parameters but also increased
circulating MAIT cell frequency at 3 months after surgery. Similarly, cytokine production by blood MAIT cells was strongly
decreased after surgery. This study reveals profound MAIT cell abnormalities in patients harboring metabolic disorders,

yeasts are required to generate MAIT cell-activating ligands (9-12).
Ithas been recently shown that host-derived small molecules, such as
methylglyoxal and glyoxal, form with the bacterial riboflavin metab-
olite 5-A-RU; a potent MAIT cell ligand (13). Interestingly, methyl-
glyoxal levels are increased in diabetic patients (14).

The absence of MAIT cells in the intestinal lamina propria of
germ-free mice (7) underlies the role of the gut commensal flora in
MAIT cell expansion and/or survival in the periphery. The composi-
tion of the gut microbiota is altered in obesity (15, 16) and diabetes (17,
18), impacting the riboflavin pathway, among others. Two conditions
that result in weight loss and improved metabolic status, i.e., diet (16)
and gastric bypass (19-21), induce a shift of the gut microbiota.

Given the homing capacity of MAIT cells to the gut and their
activation by bacterial products, one can speculate that changes in
gut microbiota would in turn influence the MAIT cell compartment.
Here, we analyzed MAIT cell frequency and cytokine production in
T2D patients and in severely or morbidly obese patients before and
after weight loss induced by bariatric surgery.

Results

Blood MAIT cell frequency is decreased in T2D and obesity. MAIT
cells are characterized by the high expression of CD161; thus, we
identified MAIT cells as CD3*CD4 CD161"Va7.2* lymphocytes.
The development of MR1-6-HM tetramers specifically detecting
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MAIT cells (11) allowed us to confirm that CD3*CD4 CD161"Vo7.2*
cells identified all MAIT cells in healthy individuals and obese
patients. Ten individuals with high and low frequencies of MAIT
cells were analyzed with MR1-6-HM tetramers (with the MR1-6-
FP tetramer used as negative control). With the use of peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) that were costained with MR1-
6-HM tetramers and anti-Va7.2 antibodies, our results showed
that MR1-6-HM tetramers identified all CD3*CD161"Vo7.2* cells
(Figure 1A). Conversely, all CD3*CD4 CD161"Va7.2* cells were
stained by MR1-6-HM tetramers (data not shown). The majority of
MAIT cells were either CD8a" or double negative (Figure 1A). We
then analyzed MAIT cell frequency in two cohorts of patients: T2D
subjects, some of whom were obese (BMI 230 kg/m?, T2D group);
and patients with severe obesity (BMI =35 kg/m?), candidates for
bariatric surgery. These severely obese subjects included some
patients with associated T2D. Healthy individuals were also part of
the study. Table 1 summarizes clinical characteristics in the three
groups. The range of circulating MAIT cell frequency in the healthy
controls ranged from 0.2% to 7.6 % of CD3* cells, with a median fre-

quency of 1.82% (Figure 1B), comparable to previous reports (22-
25). Compared with controls, the frequency of circulating MAIT
cellsin patients was significantly lower. It was even below the detec-
tion limit (0.001% of CD3"* cells) in 12 of 69 (17%) subjects with
severe obesity. In patients with detectable MAIT cells, the median
MAIT cell frequency was 0.27% in nonobese T2D, 0.10% in obese
T2D, and 0.04% in obese non-T2D subjects (P < 0.0001 compared
with controls, Figure 1B). Interestingly, the frequency of circulating
MAIT cells was negatively associated with subjects’ BMI (p =-0.55,
P < 0.0001, Figure 1C) and, in severely obese patients, positively
associated with serum levels of adiponectin, an insulin-sensitizing
adipokine (n =57, p=0.29, P < 0.05, data not shown).

Since the decreased circulating MAIT cell frequency may
result from activation-induced cell death, we analyzed the expres-
sion of activation markers in the T2D group. The expression of
CD25 was upregulated in obese T2D patients as compared with
healthy controls (median of 4.2% versus 1.3%, P < 0.003) (Figure
1D). Of note, there was also a trend toward increased expression
of CD69 in T2D patients as compared with controls (median of
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Table 1. Characteristics of healthy individuals and patients
whose blood samples were analyzed

Controls T2Dgroup  Severe obese group

n 23 30 69
Age (yr)* 382+28 620+24 439 +17
Sex, F/M 13/10 14/16 53/14
BMI (kg/m?)* 219+04 314+09 461409
Fat mass (kg)"* NA NA 584 +14
Obesity, (%) 0 20 (67) 69 (100)
Diabetes, n (%) 0 30(100) 17 (25)
HbA1CA NA 81+04 6.2+01
Leptin (ng/ml)* NA NA 80.7 +6.2
Adiponectin (ug/mi)* NA NA 42+03

AMean + SEM. NA, not applicable.

1.9% versus 0.6% of MAIT cells) (Figure 1E). Thus, the decreased
frequency of MAIT cells in patients was accompanied with an acti-
vated phenotype suggesting an abnormal activation of MAIT cells
in these metabolic diseases.

Blood MAIT cells in T2D and severe obesity display a Th17 profile.
We investigated the cytokines IL-17,IL-2, TNF-q, IFN-y,IL-10,IL-4,
IL-13, and GrB produced by MAIT cells by intracytoplasmic stain-
ing (Figure 2A and Supplemental Figure 1; supplemental material
available online with this article; d0i:10.1172/JC178941DS1) upon
in vitro stimulation either with PMA and ionomycin or with MAIT
cell ligands. After PMA-ionomycin stimulation, MAIT cells from
T2D patients showed the highest levels of IL-2, GrB, IL-17, IFN-y,
and TNF-a production as compared with healthy controls and
with obese patients (Figure 2B). In comparison with controls, non-
obese T2D patients displayed higher frequencies of MAIT cells
producing IL-2 (15.4% vs. 3.0%), GrB (5.9% vs. 0.3%), IL-17 (3.9%
vs. 0.7%), and IFN-y (82.1% vs. 43.8%). Significantly increased
production of these inflammatory cytokines was also observed
in obese T2D patients. However, in obese non-T2D patients, only
IL-17 production was significantly increased. In contrast, the fre-
quencies of MAIT cells producing IL-13, IL-10, and IL-4 remained
low (median <0.5%) in both controls and patients (Supplemental
Figure 1). Of note, there was a negative correlation between the
frequency of MAIT cells among CD3* cells and the frequency of
IL-17-producing MAIT cells (Figure 2C).

Interestingly, after specific TCR activation, MAIT cells from
T2D patients compared with healthy individuals displayed a
less-activated phenotype, as shown by a lower expression of CD69
and CD25 (Figure 3A). Moreover, MAIT cells from patients exhib-
ited impaired production of IFN-y and TNF-a. In contrast, the
production of IL-17 was higher in patients than in controls. This
response was specific for MAIT cells, since it was blocked by MR1
mAb. Together, these results revealed a strong Th17 bias of circu-
lating MAIT cells in both T2D and obese patients (Figure 3B).

Recruitment of MAIT cells in AT. Because of the diminished
MAIT cell frequency in metabolic disorders, we hypothesized that
MAIT cells could be recruited at inflammatory sites. We analyzed
MAIT cells in subcutaneous (SC) and omental (OM) AT of obese
patients and healthy lean subjects (Figure 4A and Table 2). MAIT
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cell frequency among CD3" cells between obese and lean OM and
SC AT was not significantly different (Figure 4B). Interestingly,
MAIT cell frequency in obese patients was significantly higher
in the OM AT than in peripheral blood (0.59% vs. 0.06%) (Fig-
ure 4B). In most cases, except for 13 obese patients, we could not
obtain paired peripheral blood and AT samples. Five patients who
did not have detectable circulating MAIT cells exhibited MAIT
cells in the OM AT (frequency of 1.6%). For 6 of the 8 remaining
patients, MAIT cell frequency was higher in OM AT than in blood
(Figure 4C). Of note, the median frequency of MAIT cells express-
ing CD25 in OM AT, even though not reaching statistical signif-
icance, was higher in obese patients as compared with lean sub-
jects (20.7% vs. 9.4%, respectively, Figure 4D). To compare MAIT
cells with other T cell subsets, we also analyzed iNKT cells, y3T
cells, Tregs, and conventional CD4* and CD8* T cells in smaller
patient groups (Figure 4E and Supplemental Table 1). This anal-
ysis confirmed the decreased circulating MAIT cell frequency in
obese patients versus controls; and, as described previously (2),
we observed a diminished frequency of circulating iNKT cells in
obese patients, whereas there was no differences in the frequency
of the other T cell subsets. In OM AT from obese patients, the
frequency of MAIT and CD8" T cells was significantly increased
as compared with the frequency observed in the blood of obese
patients, with a similar trend for iNKT cells. Conversely, CD4*
cells, Tregs and y3T cells were less frequent in OM AT than in the
blood of obese patients. These data support a preferential recruit-
ment of MAIT cells in AT of obese patients.

Elevated production of IL-17 by MAIT cells from AT of obese
patients. As performed in PBMCs, we analyzed MAIT cell cytokine
production in AT. Within OM AT, in obese versus lean samples, the
frequency of MAIT cells producing GrB (2.2% vs. 0.8%, P = 0.04)
and, even more strikingly, IL-17 (26.9% vs. 7.5%, P = 0.009) was
higher, but it was lower for TNF-o. (34.0% vs. 68.3%, P=0.02) (Fig-
ure 5A). Similar differences were observed in MAIT cell cytokine
production between obese and lean SC AT (Figure 5B). Despite the
limited number of subjects, we observed that a majority of MAIT
cells produced IL-17 in the SC AT of obese patients (76% vs. 14% in
lean SC AT). In both OM and SC AT, the frequency of MAIT cells
producing IL-2, IFN-y, IL-10, and IL-13 (data not shown) was not
significantly different between lean and obese patients. Of note,
in the OM AT of obese patients, the frequency of MAIT cells pro-
ducing IL-4 was higher (5.0% vs. 0.7%) than in lean subjects (data
not shown). The frequency of MAIT cells in OM AT producing
IL-17 was much higher than what was observed for CD4*, CD§",
and double-negative T cells, which included y3T cells (Figure 5C).
Together, these data suggest that MAIT cells are recruited to AT in
obese patients, where they display a strong IL-17 profile.

Influence of AT on MAIT cell phenotype. In order to better
understand the homeostasis of MAIT cells in AT, we analyzed the
expression of several markers by MAIT cells after coculture of
PBMCs of healthy donors with AT samples from obese patients.
Interestingly, the presence of AT dampened the expression level
of the survival molecule Bcl-2 in MAIT cell AT in 21 of 22 cocul-
tures performed (Figure 6A). The comparison of Bcl-2 expression
in MAIT cells from the blood and the AT of five obese patients
showed a similar decrease in Bcl-2 in MAIT cells from AT (Figure
6B). These results indicate that in AT, MAIT cells might be more
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Figure 2. Cytokine production by circulating MAIT cells in T2D and severe obesity. (A and B) Analysis of circulating MAIT cell cytokine production by flow
cytometry, after PMA-ionomycin stimulation. (A) Representative dot plot from an obese patient. (B) MAIT cell cytokine production in healthy donors (HD)
(n = 20), nonobese T2D (n = 10), obese T2D (n = 27), and non-T2D obese patients (n = 31). *P < 0.04, **P < 0.007, ***P = 0.005, P < 0.001. (C) Correlation
between the frequency of IL-17-producing MAIT cells and MAIT cell frequency in patients (n = 67). Mann-Whitney U test and Spearman’s correlation.

susceptible to cell death. Interestingly, in the same obese patient
samples, we also observed an increased frequency of proliferating
MAIT cells (Ki-67 expression) in AT as compared with blood (Fig-
ure 6C). In AT MAIT cells, Bcl-2 MFI was lower in Ki-67* as com-
pared with Ki-67" cells (Figure 6D). Together, these data showing
that proliferation of MAIT cells increased and their expression of
Bcl-2 decreased in, or in the presence of, AT suggest that chronic
activation of the MAIT cell population takes place locally.
Attenuation of MAIT cell abnormalities after weight loss induced
by bariatric surgery. We next analyzed MAIT cells in the peripheral
blood of the obese patients who underwent bariatric surgery (up to
12 months after surgery), which as expected improved metabolic
and hormonal parameters (Figure 7, A-D). In agreement with previ-
ous reports (19, 21), BMI, glycated hemoglobin (HbA1C), and serum

leptin diminished after the surgery, whereas serum adiponectin
increased. Concomitantly, at 3 months after surgery, the MAIT
cell frequency had already increased as compared with the ini-
tial frequency (0.66% vs. 0.06%, P = 0.01, Figure 7E). Of note,
before surgery MAIT cells were below detection in 12 of 69 of the
patients, while these cells were detected in all subjects after surgery.
Six months after surgery, MAIT cell frequency further increased,
reaching 0.9% of CD3" cells, and then remained at the same level
at 12 months after surgery. However, MAIT cell frequency was
still significantly lower in obese patients who underwent surgery
(but remained obese) than the frequency detected in lean controls
(P = 0.04). The profile of MAIT cell cytokine production was also
assessed at 3, 6, and 12 months after surgery (Figure 7F and Sup-
plemental Figure 2). Three months after surgery, the frequency of
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Figure 3. Defective activation of T2D patients’ MAIT cells after TCR triggering. (A and B) ON stimulation with MAIT ligand at various concentrations
(0-87.5 U/ml). (A) CD25 and CD69 expression on MAIT cells from controls (n = 5) and T2D patients (n = 7). (B) Cytokine production by MAIT cells from con-
trols (n = 8) and T2D patients (n = 8). Blocking MR1 Ab was added when indicated. *P < 0.05, **P < 0.005. Mann-Whitney U test.

MAIT cells producing the cytokines IL-2, GrB, and IL-17 was still
higher than in healthy controls. However, at 6 months after sur-
gery, the frequency of MAIT cells producing GrB was comparable
in patients and control individuals and was even lower for IL-2 in
patients than controls. In contrast, IL-17 production remained
increased as compared with controls at 6 and 12 months after sur-
gery (1.1% and 1.5%, respectively, vs. 0.7%). There was no differ-
ence between diabetic and nondiabetic obese patients.

Discussion

Recent advances in understanding the pathophysiology of obesity
and related T2D have established the involvement of the immune
system, and the present study reveals major MAIT cell alteration in
T2D and obese patients. The frequency of circulating MAIT cells
is decreased in T2D patients and even more dramatically in severe
obesity. This diminished frequency is associated with increased
production of IL-17 by circulating MAIT cells, and this Th17 shift
was exacerbated in AT from obese patients. Importantly, bariatric
surgery restored circulating MAIT cell frequency and dampened
their functional alteration. These data highlight the potential role
of MAIT cells in these metabolic diseases.

The decreased frequency of circulating MAIT cells detected
as Va7.2" and CD161" was confirmed with human MR1 tetramers.
Moreover, we did not observe an increase in frequency of CD161°
Va7.2" T cells, excluding the possibility that the decreased MAIT
cell frequency was due to the downregulation of CD161 surface
expression. Of note, a recent study in patients with HIV confirmed
that CD161Va7.2" T cells do not bind MR1 tetramers and are not
MAIT cells (26). Decreased circulating MAIT cell frequency has
been described in different diseases: hepatitis C, HIV, tuberculo-
sis, inflammatory bowel diseases, and severe infections (23, 24,
27-30). However, the MAIT cell frequency observed in T2D and
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obese patients was much lower than previously described, and in
12 of 69 (17%) severely obese patients, it was below our detection
limit (<0.001% of CD3* cells).

The decrease in circulating MAIT cell frequency in T2D and
obese patients was accompanied by an increase in their activa-
tion status as defined by CD25 and CD69 expression. Similar
observations were reported for patients with inflammatory bowel
diseases (29) and with HIV (24). Moreover, the loss of circulat-
ing MAIT cells in T2D and obese patients was also associated
with high levels of IL-17 production by MAIT cells, as previ-
ously reported in inflammatory bowel diseases (29). Similarly, in
patients who underwent allogeneic stem cell transplantation —
and thus were prone to graft-versus-host disease resulting in an
excessive inflammatory environment — CD161%CD8" cells, most
likely mainly MAIT cells, were less frequent and produced more
IL-17 (31). In the present study, MAIT cells exhibited an inflam-
matory profile (particularly Th17) in both groups of patients, yet
with differences. The pattern of MAIT cell activation could reflect
a proinflammatory environment as well as modified hormonal
and metabolic conditions. The fact that MAIT cell production of
IL-2, GrB, and IL-17 was markedly increased in T2D patients sug-
gests that, in T2D and severe obesity, the degree and/or media-
tors of inflammatory environments and possibly other metabolic
mediators resulting in MAIT cell activation may differ.

The frequency of IL-17 production by MAIT cells was markedly
elevated in AT as compared with the level measured in peripheral
blood in severe obesity. Moreover, in AT of obese patients, there
was a substantially increased frequency of MAIT cells producing
IL-17 (OM: 26.9%, SC: 76.2%) as compared with conventional
CD4" T cells (OM: 0.6%, SC: 4.7%), CD8* T cells (OM: 0.14%,
SC: 0.69%), and double-negative T cells (OM: 1.9%, SC:8.5%)
(AT SC data not shown). While all T cell subsets analyzed (CD8*
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Figure 4. MAIT cells in the AT of obese patients. (A and B) Flow cytometry anal

plots. (B) MAIT cell frequency in the blood, OM, and SC AT of healthy donors (n =

tively). TP < 0.0001. (C) MAIT cell frequency in paired blood and OM AT from 13 o
als and obese patients (n = 5 and 17, respectively). (E) Frequency of T cell subset
in OM AT from obese patients (n = 13). *P < 0.04, 'P < 0.0001. Mann-Whitney U

cells, CD4* cells, Tregs, and 3T cells) expressed a very high level
of CD69 in AT (data not shown), MAIT cells seemed particularly
activated toward an IL-17 profile as compared with other T cell
subsets. IL-12 and IL-18 have been shown to activate MAIT cells in
an MR1-independent manner (32), indicating that not only MAIT
cell-specific ligands, but also inflammatory molecules can activate
them. MAIT cells express high levels of IL-7R (CD127), and IL-7

ysis of MAIT cells detected in the OM and SC AT. (A) Representative dot
23,7, and 4, respectively) and obese patients (n = 69, 31, and 7, respec-
bese patients. (D) CD25 MAIT cell expression in OM AT of control individu-
s in blood from control individuals (n = 15) and obese patients (n = 20) and
test.

can promote IL-17 production by MAIT cells and license MAIT
cell activation in the liver (5). In OM AT from obese patients, IL-7
among other adipokines was oversecreted by stromal vascular
cells, a heterogeneous population of stem, progenitor, and differ-
entiated cells (33). In addition to cytokines, MAIT cells could be
activated through their TCR by specific ligands generated in the
presence of bacterial riboflavin metabolites and methylglyoxal.
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Table 2. Characteristics of control individuals and patients
whose AT biopsy samples were analyzed

Controls Severely obese group
n 7 32
Age (yr)* 48.0+51 47825
Sex, F/M 4/3 26/6
BMI (kg/m?)* 242+15 464 +1.2
Obesity, n (%) 0 32 (100)
Diabetes, n (%) 0 14 (44)

Adipose tissue biopsy samples were obtained from OM depots during
bariatric surgery (obese group) or elective surgery (controls). AMean + SEM.

Changes in the gut microbiota composition that occur in obesity
and T2D may impact gut permeability and the presence of bac-
terial products in AT (34), and methylglyoxal might accumulate
in AT, as described in obese rats (35). Whatever the mechanism
leading to the high IL-17 production by MAIT cells, this proin-
flammatory cytokine could influence and participate in the local
inflammation of AT. IL-17 can activate JNK, which in addition
phosphorylates IRS1, inducing insulin resistance (36).

In obese patients, in contrast to the low frequency of circulat-
ing MAIT cells, in AT their frequency was 10-fold higher. There
was a similar trend for iNKT cells. The decreased frequency of cir-
culating MAIT cells could reflect their increased cell death and/or

The Journal of Clinical Investigation

their recruitment to AT in obese patients, as previously suggested
for other immune cells, such as conventional CD8* T cells (37). The
impaired activation capacity of circulating MAIT cells from T2D
patients in the presence of specific ligands revealed an exhausted
status, which could represent a transition toward cell death. This
exhaustion associated with a decline in MAIT cells was previously
observed in patients with chronic HIV infection (24). The level of
CCRS5 and CCR6 (data not shown), which are highly expressed by
MAIT cells (28), was comparable in healthy controls and patient
groups, suggesting that circulating MAIT cells in obese and T2D
patients have intact tissue-homing capacities. Here, MAIT cell
frequency in AT remained comparable in obese and lean subjects.
This can imply either that MAIT cells in AT are protected from the
mechanisms responsible for their depletion observed in the periph-
eral blood, or that MAIT cells are also activated in AT and, although
they may die, they are continuously recruited, explaining in part the
lower frequencies in peripheral blood. This latter hypothesis is sup-
ported by several in vitro and ex vivo observations. In cocultures, AT
from obese patients promoted MAIT cell activation in the presence
of ligand as shown by their CD25 and CD69 upregulation (Supple-
mental Figure 3), and there was a higher frequency of Ki-67* MAIT
cells from AT than from blood in five pairs of obese patient samples.
In cocultures, AT from obese patients decreased MAIT cell Bcl-2
expression, and in obese patients Bcl-2 expression in MAIT cells
was lower in AT than in the blood. Thus, the AT environment seems
to influence in various ways the homeostasis of MAIT cells.
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A Figure 6. Influence of AT samples on MAIT cell phenotype. (A)
., 30007 ® oA PBMCs from healthy donors were cocultured with AT samples
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. o o o 009 Ki-67* MAIT cells from AT. MFI, median fluorescence intensity.
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Bariatric surgery-induced weight loss and associated ameliora-
tion of patients’ metabolic and inflammatory status was accompa-
nied by a significant increase of blood MAIT cell frequency already
found at 3 months after surgery. Interestingly, using a linear mixed
model, we found a kinetic association between the change in MAIT
cell abundance and circulating levels of adiponectin (P= 0.036) that
increased after the surgical procedure. This might suggest a possible
relationship between increased MAIT cells and an improved meta-
bolic and inflammatory status, since adiponectin is also considered
to be a hormone with anti-inflammatory properties. In contrast,
the association with circulating leptin that drastically diminished
after surgery-induced weight loss was negative (P = 0.008, data
not shown). Bariatric surgery is accompanied by changes in proin-
flammatory cytokine levels and vitamin status, as well as in carbo-
hydrate intake, which is drastically reduced at 3 months after gastric
bypass surgery, returning progressively to pre-surgery levels after
6 months (38). It is then tempting to speculate that these changes
after surgery may influence the MAIT cell compartment and may
in part be responsible, directly or not, for the increased frequency
of MAIT cells. Whether and which changes in food intake or nutri-
ent and related modification of gut microbiota (21) might influence
MAIT cell abundance is an open question.

Taken together, our data revealed for the first time to our
knowledge that T2D and obesity have a major impact on circulat-
ing and AT MAIT cell frequency and function: circulating MAIT
cell frequency was profoundly decreased, and they produced more
cytokines, such as IL-2, GrB, and IL-17, with exacerbated IL-17
production in AT. After bariatric surgery, MAIT cell abnormalities
were markedly attenuated. The impact of the gut microbiota and
the inflammatory environment on MAIT cells in patients with T2D
and obese patients needs to be further explored. This article paves
the way for deeper investigation of the mechanisms responsible

for the prolonged Th17 shift of MAIT cells observed after bariatric
surgery and whether gut microbiota, MAIT cell-specific ligands,
MRI1 tissue expression, and inflammatory mediators play a role.

Methods

Healthy controls and patients. Blood samples were collected from
control individuals who did not report T1D or T2D and who were
nonobese, i.e., had a BMI <30 kg/m?. Patients from the T2D group
were T2D outpatients consulting at the Hotel-Dieu hospital in Paris
with no acute event. Their mean HbA1C was 8.1%. Most received
metformin (73%), and 43% also received insulin. The severe obe-
sity cohort consisted of 69 subjects involved in a bariatric surgery
program at the ICAN at Pitié-Salpétriére hospital in Paris. Thirty-
nine patients were examined at 3, 6, and 12 months after bariatric
surgery. These subjects met the criteria for obesity surgery (BMI
>40 kg/m?, or 235 kg/m? with at least one obesity comorbidity).
Subjects were weight stable (+3 kg) for at least 3 months before the
surgery. Seventeen (25%) of the subjects had T2D with a fasting
glycemia >7 mmol/l and/or the use of an antidiabetic drug (n = 13,
19%). Patients were exempt from antibiotic treatment 3 months
prior to the intervention and during the follow-up. They only
received an i.v. flash of antibiotics during the intervention as part
of the routine surgical protocol. They benefited from a detailed
bioclinical exploration as described previously (39). Briefly, body
composition was determined by dual-energy X-ray absorptiometry
(DXA, Hologic). In a subset of subjects, paired biopsies of abdomi-
nal periumbilical SC and OM AT were obtained during the surgical
procedure. Blood samples were taken after 12 hours of overnight
fasting before the surgery and 3, 6, 12 months afterward. Clinical
variables were measured as described elsewhere (39). We also
collected AT biopsy samples from nonobese subjects who did not
report T1D or T2D and underwent elective surgery (e.g., hernia and
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Figure 7. Increased frequency of circulating MAIT cells after bariatric surgery. (A) Obese patients’ BMI before (pre-op; n = 62) and at 3, 6, and 12 months
after surgery (post-op; n = 46, 47, and 39, respectively). 'P < 0.0001. (B) HbA1c levels of obese patients with T2D before surgery (n = 19) and at 3, 6, and

12 months after surgery (n = 11,12, and 9, respectively). **P = 0.003, ***P = 0.0005. (C and D) Circulating leptin and adiponectin levels in obese patients
before (n = 52) and at 3, 6, and 12 months after surgery (n = 44, 46, and 39, respectively). 'P < 0.0001. (E) Circulating MAIT cells frequency before (n = 69)
and at 3, 6, and 12 months after surgery (n = 35, 34, and 35, respectively). (Control individuals, n = 23.) *P = 0.01, ***P < 0.002, 'P < 0.0001. Circulating
MAIT cell frequency was significantly lower in obese patients at each time point compared to control individuals (P < 0.05). (F) Cytokine production after
PMA-ionomycin stimulation of MAIT cells from healthy individuals (n = 20) and obese patients before surgery (n = 39) and 3, 6, and 12 months after sur-
gery (n =38, 33, and 31, respectively). *P < 0.04, **P < 0.004, ***P = 0.0008, 'P < 0.0001. Mann-Whitney U or Wilcoxon test.

Nissen fundoplication). These were used as controls. Clinical char-
acteristics of the patients and controls are summarized in Tables 1
and 2 and Supplemental Table 1.

PBMC and AT preparation. Cells of the stromal vascular fraction
(SVF) were obtained by collagenase digestion of AT as previously
reported (40) and were resuspended in endotoxin-free PBS supple-
mented with 2% FCS and 1 mM EDTA. SVF cells and freshly isolated
PBMCs were stained either directly after isolation, or for detection of
cytokine production after stimulation in RPMI medium supplemented
with 10% fetal bovine serum (Life Technologies) with PMA and ion-
omycin (Sigma-Aldrich) at 25 ng/ml and 1 pg/ml, respectively, in the
presence of brefeldin A at 10 pg/ml (Sigma-Aldrich) for 6 hours at 37°C.
For stimulation with MAIT cell-specific ligand, HeLa cells and PBMCs
from T2D patients were plated, at a final concentration of 10° cells/ml
each, in RPMI medium supplemented with 10% fetal bovine serum in
the presence of various concentrations of MAIT ligand semi-purified
bacterial fraction and incubated overnight. For ligand preparation,
E. coli were cultured to the stationary phase, washed in PBS, and resus-
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pended into water at 4°C for 6 days. Supernatant was filtered through
an 0.22 uM filter and ultra-filtrated through a 3-kDa centrifugal fil-
ter unit (Amicon-Millipore). The flow-through was then lyophilized.
Fractions are expressed in arbitrary units with 1 arbitrary unit being
equivalent to 25 pl of bacterial supernatant. For cytokine detection, BD
GolgiPlug (BD Biosciences) was added 1 hour after the beginning of the
stimulation. Anti-MR1 blocking mAb (clone 26.5, provided by Ted Han-
sen, Washington University School of Medicine, St. Louis, Missouri,
USA) was added in some wells. The coculture experiments on PBMCs
from healthy donors with AT samples from obese patients were done in
RPMI medium supplemented with 10% fetal bovine serum; the AT was
removed after 24 hours, and flow cytometric analysis was performed
48 hours later. In some experiments MAIT ligand (1 U/ml) was added
for a further 48 hours, followed by flow cytometric analysis.

Flow cytometric analysis. The following antibodies were used:
anti-CD195 (2D7/CCRS5), anti-IFN-y (4S.B3), anti-IL-17a (N49-653),
anti-IL-10 (JES3-19F1), anti-TNF-a (6401.1111), anti-CD25 (M-A251),
anti-IL-4 (8D4-8), anti-IL-2 (MQ1-17H12), anti-CD8a (SK1), anti-
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CD69 (FN50), anti-GrB (GB11), anti-TCRy3 (B1), anti-IL-13 (JES10-
5A2), and anti-Ki-67 (B56) from BD Biosciences; anti-CD69 (FN50),
anti-Vo24Jol18 (6B11), anti-CD4 (OKT4), and anti-CD161 (HP-3G10)
from eBioscience; anti-Va7.2 (3C10), anti-CD4 (OKT4), anti-CD3
(OKT3), anti-CD161 (HP-3G10), anti-CCR6 (GO34E3), and anti-Bcl-
2 (clone 100) from BioLegend; anti-CD56 (N901) and anti-CD127
(R34.34) from Beckman Coulter; and anti-CD3 (BW264/56) and
anti-CD56 (AF12-7H3) from Miltenyi Biotec. In some experiments
biotinylated anti-Va7.2 (3C10) and streptavidin Qdot 605 (Life Tech-
nologies) were used. Biotinylated human MR1 tetramers loaded with
the active ligand rRL-6-CH,OH (6-HM) were used to specifically
identify MAIT cells; biotinylated MR1 tetramers loaded with the
non-activating ligand 6-formyl-pterin (6-FP) were used as a nega-
tive control (11). MR1 tetramers were coupled to streptavidin PE (BD
Biosciences). Data acquisition was performed using a BD Biosciences
LSRFortessa cytometer, and results were analyzed using Flow]Jo anal-
ysis software (Tree Star).

Statistics. Categorical variables are expressed as numbers (1) and per-
centages (%). Nonparametric tests were performed using Mann-Whitney
U or Wilcoxon test, as appropriate. Correlation analyses were performed
using Spearman’s correlation. All P values are 2-sided, and P values less
than 0.05 were considered to be statistically significant. Kinetic analyses
were made using a linear mixed-effects model (for paired data). Analyses
were performed using GraphPad software (GraphPad Prism) and R statis-
tical software, version 3.0.1 (http://www.r-project.org/).

Study approval. The Ethics Committee (Comité de protection
des personnes [CPP] Ile-de-France) approved the clinical investiga-
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tions for both obese and nonobese individuals. All subjects provided
written informed consent when included in the surgery program. The
study was conducted in accordance with the Helsinki Declaration,
and was registered in a public trial registry: ClinicalTrials.gov num-
ber NCT00476658.
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Type 1 diabetes (T1D) and type 2 diabetes (T2D) are multifactorial diseases with different
etiologies in which chronic inflammation takes place. Defects in invariant natural killer
T (iINKT) cell populations have been reported in both T1D and T2D patients, mouse
models and our recent study revealed mucosal-associated invariant T (MAIT) cell defects
in T2D and obese patients. Regarding iINKT cells many studies in non-obese diabetic
mice demonstrated their protective role against T1D whereas their potential role in human
T1D is still under debate. Studies in mouse models and patients suggest that iINKT cells
present in adipose tissue (AT) could exert a regulatory role against obesity and associated
metabolic disorders, such as T2D. Scarce data are yet available on MAIT cells; however,
we recently described MAIT cell abnormalities in the blood and ATs from obese and T2D
patients. These data show that a link between MAIT cells and metabolic disorders pave
the way for further investigations on MAIT cells in T1D and T2D in humans and mouse
models. Furthermore, we hypothesize that the gut microbiota alterations associated with
T1D and T2D could modulate iNKT and MAIT cell frequency and functions. The potential
role of INKT and MAIT cells in the regulation of metabolic pathways and their cross-talk
with microbiota represent exciting new lines of research.

Keywords: T1D, T2D, iNKT cells, MAIT cells, obesity, microbiota

Introduction

According to the WHO diabetes will be in 2030 the seventh leading cause of death (1). Type 1
diabetes (T1D) is a chronic autoimmune disease characterized by the destruction of the insulin-
producing pancreatic B-cells, resulting in insulin deficiency and hyperglycemia. Type 2 diabetes
(T2D) that accounts for 90-95% of all cases of diabetes, is characterized by insulin resistance,
hyperglycemia, and decreased B-cell function and mass. The immune system is known to play a
deleterious role in T1D as evidenced already in 1965 by Gepts who described insulitis in patients
with T1D (2). More recent studies have shown that insulitis also occurs in patients with T2D, and
support the notion that inflammation may participate in the pathogenesis of T2D (3, 4).

Invariant natural killer T (iNKT) and mucosal-associated invariant T (MAIT) cells are evolution-
ary conserved T cell subsets. INKT and MAIT cells express semi-invariant T cell receptor (TCR) o
chains: Vo24Jo18 and Vou7.2Jou33 in humans (Vo14Jo18 and Vol9J o33 in mice), respectively (5,
6). Both display a memory phenotype, can readily produce cytokines, and thus, represent a bridge
between innate and adaptive immunity. Based on mouse models, iNKT cells exert a regulatory role
in T1D, while their role in T2D is still matter of debate. Regarding MAIT cells and diabetes, virtually
nothing is known and the first insights regarding MAIT cells in T2D patients (7) have only recently
been published.
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Genetic and environmental factors are crucial in the devel-
opment of T1D and T2D with growing evidence supporting an
important role of the gut microbiota. This review will focus on
iNKT and MAIT cells in the context of diabetes and discuss the
potential impact of altered gut microbiota on these immune cells.

iNKT Cell Defects in Non-Obese Diabetic
Mice

The implication of iNKT cells in diabetes was first demonstrated
in non-obese diabetic (NOD) mice that spontaneously develop
T1D. Numerical and functional iNKT cell defects in NOD mice
have been identified: reduced iNKT cell frequency and IL-4 pro-
duction (8, 9). When compared with 37 other inbred mouse
strains, in NOD mice iNKT cell numbers are at the low end of the
spectrum in different tissues (i.e., peripheral blood, spleen, and
thymus) (10). In NOD mice, defects in the expression of SLAM by
double positive thymocytes that are responsible for the positive
selection of NKT cells (11) and by myeloid dendritic cells (DCs)
(12) are sought to play a role in the reduced iNKT cell number and
impaired iNKT cell IL-4 production, respectively. Several other
loci modulating iNKT cells in NOD mice have been identified (13,
14). More recently, Tsaih and colleagues demonstrated that alocus
in chromosome 13 inversely regulates CD1d expression on double
positive thymocytes and iNKT cell frequency, with the NOD allele
shown to promote high CD1d expression on thymocytes and
subsequent low iNKT cell frequency (15).

Of note, NOD mice have elevated frequency and number of an
iNKT cell subpopulation producing IL-17, namely, iNKT17 cells,
in the thymus and periphery (16). In the pancreatic lymph nodes,
iNKT17 cells represent 13% of total iNKT cells in NOD mice as
compared to 2% in C57BL/6 mice (16, 17).

Regulatory Role of iNKT Cells in T1D in
Mice

The accelerated development of T1D in CD1d-deficient NOD
mice (18, 19), and the prevention of T1D development in NOD
mice with increased iNKT cell number (20, 21) have suggested
that iNKT cells play overall a protective role in T1D. T1D protec-
tion mediated by iNKT cells after cell transfer, upon cyclophos-
phamide treatment, or activation by a-galactosylceramide (o-
GalCer), was shown to rely on IL-4 and/or IL-10 production
(20, 22) and inhibition of pathogenic autoimmune responses (23,
24). Repetitive stimulation with o-GalCer-induced tolerogenic
myeloid DCs (25) and plasmacytoid DCs that in turn converted
naive BDC2.5 diabetogenic T cells into regulatory T (Treg) cells
in pancreatic lymph nodes (26). Our group also demonstrated
that iNKT cells could induce BDC2.5 T cell anergy in a cytokine-
independent (i.e., IL-4, IL-10, IL-13, and TGF-B) (27) fashion, but
required cell-cell contact and was independent of CD1d expres-
sion in the periphery, suggesting that molecular interactions other
than CD1d/TCR are involved (28).

Environmental factors, such as viral infections, can be either
deleterious or protective in T1D. Upon lymphochoriomeningitis
virus infection, in pancreatic lymph nodes iNKT cells-induced
tolerogenic plasmacytoid DCs, which converted naive T cells into

Treg cells that migrated to the pancreatic islets and inhibited
anti-islet T cells, thereby providing protection against T1D (29).
Of note, even though a single injection of a-GalCer at the time
of infection increased the frequency of Treg cells in pancreatic
islets, and further promoted the protection against T1D, such
protection was even seen in the absence of o.-GalCer injection in
wild type mice, but not in CD1d and Jou18 deficient NOD mice.
Thus, iNKT cells are key in the induction of Treg cells and the
protection against T1D in this infectious setting. We have also
analyzed the role of iNKT cells upon another viral infection that
is relevant to the human disease. Coxsackievirus B4 has been pro-
posed as an etiologic agent that could promote the development
of T1D in patients as well as in the diabetes susceptible NOD
mouse. Coxsackievirus B4 infection accelerated T1D in NOD
mice, whereas o-GalCer injection at the time of infection acti-
vated pancreatic iNKT cells that produced rapidly large amount
of IFN-y and upregulated indoleamine 2,3-dioxygenase produc-
tion by macrophages recruited in the pancreas. These suppressive
macrophages inhibited pancreatic anti-islet T cells and subse-
quently prevented T1D development (30). These data together
showed that in both viral infections, through two different mech-
anisms, iNKT cells exert an efficient regulatory role.

However, not all iNKT cell subsets are protective. We showed
that iNKT17 cells infiltrate the pancreas of NOD mice and pro-
mote diabetes development. oi-GalCer treatment suppresses IL-17
(and to a lesser extend IFN-y) produced by iNKT cells, which
could also contribute to the protective role of o.-GalCer in T1D
(16). Of note, the presence of IL-1 and IL-6 in inflamed pancreatic
islets of NOD mice may contribute to the activation of iNKT17
cells (31).

Putative Role of INKT Cells in Human T1D

The first data obtained in patients with T1D showed a decreased
frequency of iNKT cells as well as a defect in IL-4 production
(32) but since, contradictory results from clinical studies have
been published; some following reports have supported this find-
ing (33, 34), while one report has shown increased numbers of
iNKT cells (35), and others did not find differences in iNKT cell
numbers (36-39).

While the frequency of iNKT17 cells might be extremely low
in the peripheral blood of healthy controls and patients with T1D,
iNKT17 cells could be expanded in vitro in the presence of IL-1.
These cells were only obtained from the blood of T1D patients but
not from healthy controls (40), suggesting that iNKT17 cells could
also be involved in T1D pathogenesis in patients.

Altogether, despite converging evidence that iNKT cells play a
regulatory role in T1D using mouse models, their role in human
T1D remains controversial urging more clinical studies with well
defined T1D patient cohorts.

iNKT Cells in T2D and Obesity

Type 2 diabetes is a progressive disease resulting from the insulin
resistance that develops with advancing age and lifestyle factors,
such as inactivity, diet, and obesity (most patients with T2D are
obese or overweight), but those factors are not the only trigger. It
is now recognized that T2D results from the interaction between
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different genetic events and with environmental factors (41). The
detection of TNF-o in obese rat adipose tissue (AT) provided the
first evidence that tissue inflammation was correlated with insulin
resistance and T2D (42). In the lean state M2 macrophages with an
anti-inflammatory phenotype accumulate in AT, whereas obesity
leads to the preferential accumulation in AT of proinflammatory
M1 macrophages known to participate in insulin resistance devel-
opment. Other immune cells infiltrate AT, and iNKT cells are
particularly enriched in white AT.

In obese mice, iNKT cell frequency in white AT is decreased
while weight loss reverses decreased AT iNKT cell frequency
(43). Several studies have analyzed the impact of iNKT cells in
metabolic control with contradictory results. The use of CD1d ™/~
or Jo18~/~ mice lacking all NKT cells (iNKT and variant NKT
cells) or only iNKT cells, respectively, and other factors, such as
different diets, or experimental procedures have been implicated
to explain the protective, the absence, or the negative impact
of iNKT cells on weight gain or metabolic control (44, 45). In
a recent review, Lynch argues that despite the divergent results
obtained using iNKT-deficient mouse models, most experiments
using transferred or activated o-GalCer iNKT cells converge to
support a protective role of iNKT cells in obesity and she pro-
poses that AT iNKT cells via IL-4 and IL-10 production reg-
ulate anti-inflammatory cytokines and adipocyte function (46).
The regulatory role of AT iNKT cells is supported by recent
findings showing that in murine AT, iNKT cells did not express
the PLZF transcription factor, characteristic of iNKT cells, but
instead the transcription factor E4BP4, and via IL-10 and IL-2
expression control the homeostasis of macrophages and Treg cells,
respectively (47).

In obese patients as compared to lean individuals, iNKT cell
frequency is decreased in omental AT and peripheral blood (7, 48).
Conversely, iNKT cell frequency in peripheral blood is restored
after bariatric surgery of obese patients (43).

MAIT Cells in T1D

Due to the lack of specific antibodies directed against the murine
V19 TCR chain, limited data on murine MAIT cells are available.
However, the recent development of mouse MR1-antigen loaded
tetramers detecting specifically MAIT cells (49) will most likely
soon shed a new light on the role of MAIT cells in different mouse
disease models, such as diabetes.

To date, only scarce data on the role of MAIT/MAIT-like cells
in T1D are available. The observation that the expression of
Va19Ja33 TCR as a transgene in NOD mice delays the onset of
T1D (50) suggests that MAIT cells may play a protective role. In
humans, MAIT cells are identified using anti-Va7.2 TCR chain
and anti-CD161 antibodies. A recent report analyzed that the
CD161°8"CD8™ T cell subset in juvenile T1D patients (51),
with the CD161°"CD8™ T cells displaying a phenotype, IL-
18Ra. ™, CD127", CD45RA ™, and CCR7 ™, suggestive of MAIT
cells. No difference in the CD161°"CD8™ T cell frequency was
observed in juvenile T1D patients as compared to age-matched
controls. As described previously for MAIT cells (52), the fre-
quency of CD161°%™CD8™ T cells increased with age in juve-
nile controls and new-onset T1D patients but not in juvenile

long-standing (>1 year) T1D patients. These results suggest that
in long-standing T1D patients the circulating CD161°"8"CD8*
T cells may be depleted. The CD27~ CD161*#"*CD8T T cells
(a subset enriched in IL-17 producing cells) were increased in
patients with T1D as compared to controls. Further studies of T1D
patients using anti-Vo7.2 TCR chain and anti-CD161 antibodies
and/or with human MRI1-antigen loaded tetramers specifically
directed toward MAIT cells are needed in order to accurately
decipher their role in T1D.

Additionally, whether MAIT cells as seen for IL-17-producing
YO T cells exit the thymus as CD27 cells (53), or acquire the
CD27™ phenotype in the periphery upon activation and differ-
entiation as observed for Th17 cells (54) and the understanding
of the underlying mechanisms would be of utter interest.

MAIT Cell Defects in T2D and Obese
Patients

Our group has shown that MAIT cells exhibit several defects in
T2D and obese patients (7). MAIT cell frequency was dramatically
reduced in patients with T2D, and particularly in obese patients. In
12/69 severe obese patients study, we could not detect circulating
MAIT cells. Higher frequencies of MAIT cells producing IL-17
were detected in T2D and obese patients, as compared to lean
control individuals, and this was even more pronounced in T2D
patients. Furthermore, when stimulated in vitro with MAIT cell
ligand, a higher frequency of T2D patient MAIT cells produced IL-
17. We showed that MAIT cells are present in the omental and sub-
cutaneous AT, with comparable frequencies between lean control
individuals and obese patients. Interestingly, in five obese patients
for whom we could not detect circulating MAIT cells, MAIT cells
were present in omental AT. In AT, and particularly subcutaneous
AT, a vast majority of MAIT cells from obese patients, but not
from lean control individuals, produced IL-17. AT from obese
patients promoted MAIT cell activation (upregulation of CD25
and CD69 expression), and as compared to circulating MAIT cells,
AT MAIT cells displayed higher Ki67 expression, altogether sug-
gesting a recruitment, and local activation of MAIT cells in the AT.
Bariatric surgery of obese patients restored circulating MAIT cell
frequency and decreased their production of IL-2 and granzyme B.
However, up to 12 months post-surgery high frequencies of MAIT
cells still displayed an augmented Th17 profile. A recent report by
Carolan et al. confirms our observation on MAIT cell alteration
in adult obesity, showing decreased MAIT cell frequency and
increased IL-17 production (55). However, the frequency of circu-
lating MAIT cells in obese children was increased as compared to
lean children, and this increased frequency in patients was associ-
ated with hyperinsulinemia and insulin resistance. Their analysis
of adult obese patients’ AT confirms the increased production of
IL-17 by MAIT cells and shows a decreased frequency of IL-10
producing MAIT cells.

The mechanisms underlying MAIT cells defects and increased
IL-17 production in T2D and obesity remain to elucidate. For
instance, whether the expression of IL-1B (56) and IL-6 (57) in
the AT of T2D patients plays a role in MAIT cell activation and
production would be of interest. Altogether, these data show alter-
ations of the MAIT cell compartment in T2D and obese patients
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and paves the way for further studies assessing the role of MAIT
cells in diabetes and metabolic disorders.

iNKT and MAIT Cells and Impact of
Microbiota in T1D and T2D

Type 1 diabetes and T2D are linked to genetic predisposition but
non-genetically determined factors, such as the gut microbiota,
also impact their development. We will discuss below how altered
gut microbiota may impact iNKT cells and MAIT cells in T1D
and T2D.

Invariant natural killer T and MAIT cells are present in human
and murine AT and intestine. In mice, microbial exposure early in
life impacts iNKT cell numbers (58), and in germ-free mice MAIT
cells are absent in peripheral tissues (59). Altogether, these results
show that commensal bacteria impact intestinal iNKT cell home-
ostasis, and are essential for MAIT cell expansion. The microbial
lipids activating intestinal iNKT cells remain to be elucidated, but
recent reports have shown that, in a CD1d-dependent fashion,
some sphingolipids from the gut commensal Bacteroides fragilis
activate (60) while other sphingolipids inhibit iNKT cells (61).
MAIT cell ligands are MR1-restricted derived bacterial products
of vitamin B metabolism (62). The 6-formyl pterin, a folic acid
(vitamin B9) metabolite is a non-activating ligand, while ligands

derived from the riboflavin (vitamin B2) synthesis pathway, such
as ribityllumazines and pyrimidines, activate MAIT cells. Pyrim-
idines that represent the most potent MAIT cell activating lig-
ands are formed from the condensation of an intermediate of
riboflavin synthesis (5-amino-6-p-ribitylaminouracil) with the
glucose-derived methylglyoxal or glyoxal (63).

Alterations in the gut microbiota of NOD mice have been
shown to be strongly associated with the development of T1D.
This was supported by gut microbiota transfer experiments from
T1D-protected animals into young diabetes-prone mice that upon
transfer showed delayed T1D or protection from T1D (64, 65).
The impact of the human intestinal microbiota on different dis-
eases including T1D development is a field of intensive investi-
gation and cohort studies designed to address its role on T1D
are currently underway (66). Several studies analyzing the fecal
bacteria composition and metagenomic support the association
between changes in intestinal microbiota and risk of T1D (67,
68). Similarly, alterations of the gut microbiota composition have
been reported in obese mice, obese patients, and patients with
T2D (69). In turn, those alterations in microbiota may impact
gut permeability in T1D, obesity, and T2D; increased bacterial
translocation is thought to contribute to the establishment of
AT microbiota (70). Two metagenome studies of T2D patients
and healthy individuals have revealed differences in microbial

GUT BACTERIA

MAIT +++
IL-17 +/-

MAIT ++

IL-17 +
Proliferation +
Cell death +/-

FIGURE 1 | Increased activation of MAIT cells in obesity. Obese
patients show a dramatic decrease of circulating MAIT cells correlated
with increased IL-17 production. The modifications of gut microbiota
may contribute to impaired gut integrity and increased MAIT cell
activation. In the adipose tissue of obese patients, the exacerbated

MAIT +/-
IL-17 ++

MAIT ++

IL-17 ++++
Proliferation +++
Cell death ++

MAIT cell IL-17 production may contribute to the insulin resistance.
Moreover, the decreased Bcl-2 expression, and increased Ki67
expression in adipose tissue as compared to blood suggest that locally
MAIT cells may be activated and undergo cell death by mechanisms yet
to be determined.
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functions related to vitamin metabolism (including riboflavin)
(71, 72). Interestingly, in T1D and T2D patients the production
and plasma levels of methylglyoxal are elevated (73).

The gut microbiota plays a crucial role on iNKT and MAIT cell
development, and iNKT and MAIT cells activating and inhibit-
ing microbial-derived antigens have been identified. Therefore,
it is tempting to speculate that in T1D and T2D alterations of
the gut microbiota, and possibly also AT associated microbiota,
impact iNKT and MAIT cells homeostasis in the gut and AT. We
hypothesize that in diabetes and obesity MAIT cells are recruited
to the gut and/or AT therefore depleting the circulating compart-
ments, and in the AT of obese patients the exacerbated IL-17
production by MAIT cells participate to the local inflammation
and insulin resistance (Figure 1).

Invariant natural killer T cells have been shown to influence
the gut microbial colonization (74). It would be very interesting to
assess if MAIT cells can also modulate the gut microbiota. A recent
report showed that circulating MAIT cell deficiency observed in
patients with systemic lupus erythematosus (SLE) and patients
with rheumatoid arthritis (RA) was associated with circulating
iNKT cell deficiency in patients with SLE but not in patients
with RA (75). Furthermore, the authors showed that iNKT cell
activation by a-GalCer induces MAIT cell activation. In obese
patients, we did not find a correlation between the decreased
iNKT and MAIT cell frequency (unpublished data).
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