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Introduction

Diabete de type 2 et obésité, problemes de santé publique
Epidémiologie du diabéte

Le diabéte est une pathologie en pleine expansion dans un contexte épidémique d’obésité dans
le monde. Parmi les différents types de diabete, le diabete de type 2 (DT2) est nettement
majoritaire et représente plus de 90% des cas.

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) rapporte des chiffres alarmants. Le nombre de
patient diabétiques serait passé de 108 millions de personnes dans le monde en 1980 a 422
millions en 2014 (1).

En 2015, la prévalence des patients diabétiques traités pharmacologiquement (données
SNIIRAM) était de 5% de la population frangaise, soit 3,3 millions de personnes (2). Cette
estimation qui ne prend en compte que les patients trait€s pharmacologiquement, sous-estime
le nombre de patients diabétiques en France. Aux Etats Unis, en 2017, on comptait environ 24.7
millions de patients atteints de diabete (soit environ 9.7% de leur population adulte) (3). La
maladie touche plus favorablement les hommes, le sexe ratio Homme/femme est de 1,5. On
assiste depuis des années a une croissance inexorable de cette maladie. En effet, la prévalence
du diabete augmente d’années en années (+6,0 % de patients par an entre 2000 et 2009 (4) et
+2,1% entre 2010-2015 en France (2)). De surcroit, le DT2 est plus fréquent avec 1’age
avancgant, le pic se situe entre 80 et 84 ans pour les femmes et entre 70 et 79 ans pour les hommes
(Figure 1).

Malheureusement cette augmentation devrait se poursuivre, de par le vieillissement de la
population, 1’augmentation de I’espérance de vie de la population générale, mais aussi

I’augmentation de la prévalence de 1’obésité actuellement enregistrée.
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Figure 1: Répartition par age et sexe de la prévalence du diabete traité pharmacologiquement

en France en 2015. Extrait du Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire 2015 (2).

En effet, chez les patients diabétiques de type 2, la coexistence d’une obésité est fréquente.
L’étude ENTRED 2010 confirmait que, en France, seuls 20 % des personnes diabétiques de
type 2 étaient de corpulence normale (Indice de masse corporelle IMC < 25 kg/m2), 39 %
étaient en surpoids (IMC 25-29 kg/m2) et 41 % étaient obeses (IMC > 30 kg/m2) (5). Ces
proportions étaient a peine plus élevées dans le sous-groupe traité par insuline (36 % en surpoids
et 45 % obeses). Des données plus actuelles seront publiées prochainement puisqu’un 3™ volet
de I’¢tude ENTRED (ENTRED 3) est actuellement en cours (avec un objectif de 13000 patients
diabétiques francais inclus durant ’année 2019).

Par ailleurs, on constate que la proportion de patients obeses parmi ceux souffrant de DT2 varie
selon les ethnies et est plus fréquente dans les pays d’Afrique du nord que dans le continent
asiatique (6). Enfin, il existe une inégalité socio-économique face au diabete, qui est entre 1.5

et 2 fois plus fréquent en cas de précarité (2).



Diagnostic du diabete

En France, le diagnostic du diabete, se base sur le dosage de la glycémie a jeun mesurée a 2
reprises selon les recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS, cf Tableau 1) (7).
Lorsque la glycémie a jeun se situe entre 1.1 g/l (6 mmol/l) et 1.26g/1 (7 mmol/l) on parle
d’hyperglycémie a jeun modérée, au-dela de 1.26g/1 (7 mmol/l) (contr6lé a 2 reprises), il s’agit
d’un diabéte.

Outre la glycémie a jeun, si la glycémie a 2h d’une hyperglycémie provoquée par voie orale a
75g de glucose (HGPO) excede 1.4g/1 (7,7 mmol/l) sans dépasser 2g/1 (11 mmol/l), il s’agit
d’une intolérance au glucose. En cas de glycémie supérieure a 2g/1 (a 2h d’une HGPO) ou bien
mesurée a n’importe quel moment de la journée et accompagnée de symptomes cliniques
d’hyperglycémie (syndrome polyuro-polydypsique, amaigrissement) : on pose également le
diagnostic de diabete.

L’ American Diabetes Association (ADA) propose une autre définition basée sur I’hémoglobine
glycosylée (HbAlc) seule, dont le seuil de diagnostic pour le diabéete est > 6,5% (48 mmol/mol)
(8).

Tableau 1 : Diagnostic de diabete selon les différentes conditions (HAS et OMS (7))

Conditions de mesure Glycémie Diagnostic ‘

A jeun <1,1g/I Normal

1,1g/1-1,26g/I Hyperglycémie a jeun modérée ou

prédiabete
>1,26g/I Diabéte
HGPO 75g a 2h 1,4g/1-2g/| Intolérance au glucose
>2g/l Diabete
N'importe quel moment de la > 2g/l Diabeéte

journée, si symptomes associés




Complications du diabéte

Au-dela d’étre fréquent, le diabéte est une maladie grave ; ses redoutables complications
réduisent fortement I’espérance de vie des patients. En effet, le déséquilibre glycémique
chronique favorise 1’apparition de graves complications microangiopathiques (insuffisance
rénale chronique, cécité, plaie du pied et amputations) et macroangiopathiques (infarctus du
myocarde, accident vasculaire cérébral, artériopathie oblitérante des membres inférieurs
notamment) (9—11). En 2013, les patients traités pharmacologiquement pour un diabete avaient
un taux d’hospitalisation pour infarctus 2,2 fois plus élevé que la population générale, un taux
pour un AVC 1,6 fois supérieur et pour une plaie du pied 5 fois supérieur (12). Egalement, la
mise en route d’une épuration extra rénale pour insuffisance rénale terminale était 9 fois plus
fréquente chez ces patients comparé a la population générale (12). En 2012, le nombre de déces
relatifs au diabéte était estimé par ’OMS a 1.5 millions, mais pouvait étre relevé a 3.7million
en incluant les déces imputables aux maladies cardiovasculaires (6). On comprend donc tout a
fait que cette maladie de par sa fréquence et de par les comorbidités qu’elle engendre soit
devenu un véritable fardeau socio-économique. En 2017, ’ADA (American Diabetes
Association) estimait que les cofits liés au diabete aux USA étaient d’environ 327 milliards de
dollars dont 237 milliards de prise en charge médicale et 90 de perte de productivité ; soit un
colit économique pour la société par patient diabétique 2.3 fois plus élevé que les personnes
non diabétiques (en ajustant sur I’age et le sexe) (3). Ces chiffres alarmants font du diabete un
véritable probléme de santé publique nécessitant la mise en ceuvre de mesures efficaces pour

induire un controle adéquat de la glycémie.
Epidémiologie de I’obésité

Tout comme le diabéte de type 2, I’obésité est en expansion continue depuis plusieurs années
(13,14).

L’obésité est définie par un indice de masse corporelle (IMC= poids/taille au carré) supérieur a
30 kg/m2 (15), I’obésité est dite modérée (classe I) lorsque I'IMC est entre 30 et 35, sévére
(classe II) pour un IMC entre 35 et 40 et massive (classe III) si 'IMC dépasse les 40 kg/m2
(Figure 2).
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poids (en kg)
taille” (en m?)

Classification
<185

18,5 - 24,9
25,0 -29,9
30,0 - 34,9
35,0 -39,9
2400 |

Figure 2 : Indice de masse corporelle (IMC), extrait de Obepi 2012 (16)

Les enquétes francaises observationnelles Obepi-INSERM (1997, 2000, 2003, 2006, 2009,
2012) (16,17), ont permis d’évaluer la prévalence de 1’obésité et du surpoids de la population
adulte francaise en analysant un échantillon représentatif de la population, soit plus de 25000
personnes, dans chacune des études. Les résultats de ces enquétes sont sans équivoque, la
prévalence de 1’obésité continue d’augmenter. Cependant alors que la croissance de la
prévalence cette maladie était en moyenne de 0,5% par an depuis 20 ans, pour la premiere fois,
cette derniere a stagné entre 2009 et 2012. Les enquétes Obepi relevaient, en 2012, un surpoids
chez 32.3% de la population adulte frangaise et une obésité chez 15% des adultes contre 31.8%
et 14,5% en 2009. L’augmentation de la prévalence de I’obésité reste plus importante chez les
femmes et les populations a niveau socio-économique plus faible (16).

De plus, il est bien établi que 1’obésité est associée a I’augmentation de la mortalité
cardiovasculaire (18), indépendamment des différents facteurs de risques cardiovasculaires
(19). 1l apparait méme que, la surmortalité secondaire a 1’obésité persiste chez les patients ayant
normalisé leur poids, en comparaison a des personnes n’ayant jamais été en surpoids (20). Selon
I’enquéte Obepi 2012, en France, pres de 35% des personnes obeses présentent une HTA traitée,
plus de 26% une dyslipidémie et 16% un diabete (16). Ces chiffres sont quasiment
superposables a ceux rapportés par une étude observationnelle, aux Etats-Unis, en 2004 (21).
Enfin il faut souligner que la prévalence de 1’obésité et du surpoids augmente avec I’age. Le
vieillissement secondaire a 1’augmentation de I’espérance de vie est un facteur reconnu

d’augmentation de la prévalence de I’obésité (16).
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Du fait de ses graves comorbidités, 1’obésité a un impact important sur 1’économie de santé
publique (22). Une étude américaine observationnelle a montré, apres 6 ans de suivi, que, parmi
les patients obeses, pres de 50% avaient une baisse de leur productivité salariale et que cette
population consultait beaucoup plus de médecins que les personnes en bonne santé (88% plus)
(23).

Toutes ces observations soulignent la pertinence des préoccupations de santé publique et socio-
économique de 1I’Organisation Mondiale de la Santé vis-a-vis de cette pathologie qu’est

I’obésité.

Physiopathologie du diabete de type 2 : importance de la sécrétion

d’insuline

L’apparition progressive et insidieuse du diabéte de type 2 (DT2) est provoquée par une
perturbation du métabolisme glucido-lipidique qui semble tout d’abord conduire a une insulino-
résistance dans 1’ensemble de I’organisme et notamment au niveau hépatique et musculaire
(squelettique). Face a l’insulinorésistance et la demande accrue en insuline, la cellule B
pancréatique parvient pendant plusieurs années a adapter la production et la sécrétion d’insuline

a la demande.
Homéostasie normale du glucose

L’homéostasie glucidique consiste en un maintien physiologique de la glycémie a des niveaux
stables en période post absorptive (jeline) et post prandiale.
En période de jeline, 75% de la captation du glucose a lieu au sein de tissus non dépendants de
I’insuline (50% dans le cerveau, 25% au niveau du foie, du tissu gastro intestinal et du rein) et
25% au sein de tissus sous la dépendance de I’insuline (majoritairement les muscles) (24). En
situation post absorptive, pour subvenir aux besoins métaboliques des organes, il existe une
production endogene de glucose qui a principalement lieu dans le foie (glycogénolyse et
néoglucogénese) et de fagon minoritaire (15%) dans le rein.
En période poste prandiale (24), I’¢lévation de la glycémie, stimule 1’insulinosécrétion ce qui a
pour conséquence :

- Une freination de la production hépatique de glucose (PHG)

- Une augmentation de la captation périphérique du glucose (foie, intestin et muscles et

tissu adipeux)
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Insulinorésistance

L’insulinorésistance est caractérisée par une réponse altérée des tissus cibles a des taux
physiologiques d’insuline. La baisse de I’insulinosensibilité des tissus cibles est la conséquence
d’une altération de la réponse cellulaire a I’insuline (modulation de la transduction de son signal
intra cellulaire) (25). Comme expliqué ci-dessus, 1’insuline régule la production hépatique de
glucose (PHG) par le foie (action inhibitrice sur la néoglucogénese particulierement) ainsi que
la captation du glucose par les tissus cibles (action stimulante au niveau du foie et du tissu
intestinal ainsi que les tissus périphériques : muscles et tissu adipeux principalement).

De nombreuses études anciennes utilisant la méthode du clamp euglycémique
hyperinsulinémique combinée avec du glucose marqué ont permis de démontrer que les patients
atteints de DT2 avaient besoin d’une concentration plus élevée d’insuline pour freiner leur PHG
en comparaison aux sujets sains (26). La capacité de I’insuline a freiner la PHG en cas de DT2
est donc altérée, c’est I’insulinorésistance hépatique (26). Cette élévation de la PHG est a
I’origine de I’hyperglycémie a jeun objectivée en cas de DT2.

Egalement, la captation du glucose par le muscle est réduite chez les patients DT2 (27). Enfin,
I’insulinorésistance adipocytaire se traduit par une non freination de la lipolyse accrue et une
élévation des acides gras libres circulants (26) qui lorsqu’ils s’accumulent dans les tissus,
participent a I’insulinorésistance hépatique et musculaire. L’accumulation des acides gras libres
dans les tissus périphériques induit une insulinorésistance par altération de multiples
voies impliquées dans le métabolisme du glucose : altération de la signalisation du récepteur de
I’insuline, du transport de glucose, de la phosphorylation du glucose, du cycle de Krebs (24).
D’autre part, le tissu adipeux en excés au cours de I’obésité présente des caractéristiques
inflammatoires actuellement bien décrites. En effet, I’augmentation de la taille adipocytaire en
cas d’obésité participe a la production de cytokines inflammatoires (Tumor Necrosis factor
alpha, interleukine 6) et au recrutement macrophagique local (28). Les cellules immunitaires
recrutées dans les tissus adipeux sont, elles-mémes, génératrices de cytokines inflammatoires.
Un autre acteur de I’inflammation chronique de bas grade pourrait étre le microbiote intestinal.
Les acides aminés a chaines branchées, élevés dans le sérum de patients DT2, sont connus pour
leurs effets déléteres sur I’insulinosensibilité via I’activation du Mamalian Target of Rapamycin
Complex 1 (mTORCI1) et sa cible le ribosomal protein S6 kinase béta-1 (S6K1). Le microbiote
de patients DT2 est enrichi en bactéries promouvant la synthése de ces acides aminés branchés
(29). Par ailleurs, le transfert de microbiote de patient mince a un patient obese avec syndrome

métabolique semble améliorer 1’insulinosensibilité des receveurs (30). De plus, I’exposition de
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souris nourries au régime hyperlipidique a pour conséquence une augmentation de
I’endotoxémie soit un passage de lipopolysacharide (¢lément de la membrane de bactéries gram
négatives) dans la circulation sanguine (31). L’inflammation chronique induite participe a
I’altération de la transduction du signal de l’insuline sur son récepteur, a 1’origine de

I’insulinorésistance (28).

Au total, I’insulinorésistance a pour conséquence (Figure 3) :

- Augmentation de la néoglucogénese hépatique et baisse de la captation périphérique
(muscles surtout) du glucose

- Augmentation de la lipolyse et des acides gras libres circulants, accumulation excessive
dans les tissus cibles

- Compensation pancréatique de I’insulinorésistance : augmentation de la production
d’insuline

- Inflammation de bas grade dans le tissus adipeux, le foie, le muscle et le pancréas
(infiltration macrophagique, et sécrétion de cytokines inflammatoires par les tissus) qui

potentialisent 1’insulinorésistance
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Figure 3 : Insulinorésistance, conséquences sur les tissus cibles

VLDL : very low density lipoprotein, AGL : acides gras libres

La cellule béta de Langerhans et la sécrétion d’insuline, physiologie

Biosynthése de I’insuline

Le geéne de I’insuline est bien conservé au cours de 1’évolution. Contrairement a I’homme, les
rongeurs (rats et souris) possédent 2 exemplaires du gene de I’insuline (Ins1 et 2). Composé de
3 exons et 2 introns il est exprimé exclusivement dans la cellule béta pancréatique. La
transcription du géne de I’insuline est sous la dépendance de plusieurs facteurs de transcription
(FoxOl1, Pdx1, MafA, Pax6 et Nkx6.1) (32,33). L’ARNm est traduit en pré-pro-insuline qui est
clivé en pro-insuline dans la lumiere du réticulum endoplasmique (étape 1 Figure 4). Dans le
Golgi, la conversion en insuline se fait en 2 étapes : clivage au niveau de I’extrémité C terminale
de la pro-insuline par les proconvertases 2 et 3 (étapes 2 et 3, Figure 4). Ensuite, I’hydrolyse

des 2 dipeptides latéraux par une carboxypeptidase permet la libération du peptide C et de
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I’insuline au sein des vésicules de sécrétions en stockage (étape 4, Figure 4). Le peptide C et

I’insuline seront donc co-sécrétés en quantité équivalente.
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Figure 4 : Biosynthese de I’insuline dans la cellule béta pancréatique. Extrait de Magnan C. et

al. (32).

Sécrétion de ’insuline

La sécrétion d’insuline par la cellule béta pancréatique est dépendante de plusieurs facteurs, le
glucose est le principal médiateur mais les acides gras en aigu et les acides aminés ainsi que
certaines hormones et neurotransmetteurs sont également acteurs. La sécrétion d’insuline est
biphasique : la premicre phase appelée aussi phase précoce est immédiate et dure moins de 10
minutes, elle correspond a la libération des vésicules d’insuline préformées. La seconde phase
plus lente est maximale aux environ de 60 min, elle est dépendante du métabolisme
mitochondrial, de facteurs de couplage et du flux de calcium intra cellulaire (Figure 5, (34)).

Outre les 2 phases d’insulinosécrétion, il est connu que la sécrétion d’insuline est pulsatile. Ces

oscillations semblent avoir leur importance physiologique puisque la perte du caractere
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pulsatile fait partie des anomalies fonctionnelles de la cellule béta dans la maladie du diabete
de type 2 (35). Un autre élément essentiel pour une réponse adaptée du pancréas endocrine a
I’hyperglycémie est la capacité des cellules béta a coopérer entre elles. En effet, par
I’intermédiaire de jonctions (assurées par des protéines membranaires, les connexines), la

réponse sécrétoire des cellules béta a I’hyperglycémie est coordonnée.

tion d’insuline
>

Id

K

Sécré

+| $
S Temps (minutes) 60

Glucose

Figure 5 : Sécrétion d’insuline biphasique.

(A) phase précoce, (B) seconde phase de I’insulinosécrétion. Adapté de Newsholme et al. (34)

Les différentes étapes de la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose sont détaillées au sein

de la Figure 6.
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Figure 6 : Sécrétion d’insuline par la cellule béta pancréatique. Adapté de Rutter G. et al. (33)

GLUT 2 : Glucose transporteur 2, GK : glucokinase, G6P : glucose-6-phosphate, Pyr :
pyruvate, GPDH : ATP : adenosine triphosphate, cAMP : adenosine monophosphate
cyclique, K+ : potassium, Ca2+ : calcium, PKA : proteine kinase A, Gq : Proteine Gq, Gs :
proteine Gs, Gi : Proteine Gi, glucagon like peptide 1 : GLP-1, glucose-dependent
insulinotropic : GIP, cholesystokinin : CCK, peptide YY : PYY et oxyntomodulin : OXM
1-Entrée du glucose via le transporteur GLUT 2 (Glucose transporteur 2) chez les rongeurs,
GLUT 1 (Glucose transporteur 1) chez I’homme, puis phosphorylation du glucose par la
glucokinase (GK) en glucose-6-phosphate (G6P)

2-La voie de la glycolyse est activée et s’ensuit I’oxydation mitochondriale a 1’origine de la
production d’ATP.

3- L’augmentation de la balance ATP/ADP inactive le canal potassique ATP dépendant (4
sous unités SUR (externes) / 4 sous unités Kir6.2 (internes))

4- La fermeture du canal potassique ATP dépendant dépolarise la membrane
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5- Les canaux Ca2+ voltage dépendant s’ouvrent et la concentration de calcium cytosolique
augmente massivement

6- Le calcium cytosolique stimule I’exocytose des vésicules d’insuline

La seconde phase de I’insulinosécrétion est plus lente et plus prolongée que la phase précoce et
nécessite I’activation des voies d’amplification induite par le glucose pour maintenir une
sécrétion d’insuline continue. II semble, méme si le sujet est toujours débattu, que
I’augmentation du calcium intra cytosolique permet cette amplification. En effet, sous
I’influence du glucose, la phospholipase C hydrolyse le phospho inositide PIP2 (phosphatidyl
inositol 4-5 biphosphate) en plusieurs médiateurs : IP3 (inositol triphosphate) et DAG
(diacylglycérol). Ces 2 médiateurs sont capables de stimuler une libération prolongée d’insuline
en mobilisant le calcium contenu dans le réticulum endoplasmique (pour IP3) ou via I’activation
de la protéine kinase C (pour le DAG). La mitochondrie semble également jouer un role
essentiel dans le phénomene d’amplification induit par le glucose, notamment par
I’intermédiaire du glutamate (32,33).

Comme nous I’avons évoqué initialement, 1’insuline peut aussi étre mobilisée par d’autres
médiateurs que le glucose. L’architecture de I’ilot de Langerhans qui combine en plus de la
cellule béta d’autres cellules endocrines (dont les cellules alpha sécrétant le glucagon et delta
sécrétant la somatostatine), une riche innervation et vascularisation, facilite les communications
neuronales, hormonales et paracrines. Ainsi le contrdle de la sécrétion d’insuline, au-dela de la
médiation par le glucose (qui est le principal médiateur) peut €tre potentialis€é par des
nutriments : les acides gras libres (fixation sur leur récepteur couplé aux protéines G : GPR40,
les acides aminés (arginine, leucine, lysine). Certaines hormones intestinales stimulées par le
passage des nutriments (glucagon like peptide 1 : GLP-1, glucose-dependent insulinotropic :
GIP, cholesystokinin : CCK, peptide YY : PYY et oxyntomodulin : OXM) ou insulaires
(glucagon) sont capables de stimuler la sécrétion d’insuline via leur fixation sur un récepteur
membranaire couplé aux protéines G (Gs ou Gq), en induisant la production d’AMPc et
I’activation de la proteine kinase A (via la protéine Gs) ou le médiateur IP3 (via Gq) (Figure
6). D’autres hormones (somatostatine, leptine, prolactine, GH) ont une action freinatrice de la
synthése d’insuline. Enfin, le systéme nerveux sympathique (via les neurotransmetteurs
noradrénaline, galanine et neuropeptide Y) limite la sécrétion d’insuline de la cellule béta, c’est
une réponse physiologique au stress alors que 1’acétylcholine (neurotransmetteur

parasympathique principal) a une action stimulante (Figure 6).
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Anomalies de ’insulinosécrétion

C’est lorsque la détérioration progressive de la synthese et de la sécrétion d’insuline se produit

que s’installe ’hyperglycémie chronique et que le DT2 est diagnostiqué.

On sait par ailleurs, notamment grace aux résultats de 1’étude UK Prospective Diabetes Study
group (UKPDS) (9,10), que le diabéte de type 2 s’aggrave avec le temps et ceci principalement
du fait d’une réduction progressive de I’insulinosécrétion (36). On constate en effet dans cette
étude une hausse inexorable de ’HbA1C au cours du temps dans la population étudiée et ceci
quelle que soit la thérapeutique employée. Au cours de cette étude, il a ét€ montré que les
difficultés progressives du controle glycémique étaient liées non pas a ’aggravation de
I’insulinorésistance (qui restait stable au cours du temps) mais plutot a une défaillance
croissante de I’insulinosécrétion. Il est donc crucial de comprendre les mécanismes précoces de
dysfonctionnement de la cellule B.

Des anomalies fonctionnelles de la cellules béta sont observés spécifiquement au cours du
diabete de type 2 (et également chez les apparentés non diabétiques de patients diabétiques de
type 2). On assiste tout d’abord a la perte de la phase précoce de la sécrétion d’insuline, mais
¢galement a des anomalies de pulsatilit¢ de la sécrétion d’insuline, des anomalies de la
maturation de la pro-insuline ou des défauts d’exocytose des vésicules de sécrétion d’insuline
méme en 1’absence de carence en insulinosécrétion (37-39). De méme la capacité de sécrétion
d’insuline induite par le glucose d’ilots isolés de patients DT2 est réduite (40). Différents
mécanismes ont été évoqués pour expliquer la dysfonction progressive de la cellule béta dans
le cas du diabete de type 2 (Figure 7).

Préserver ou restaurer une insulinosécrétion physiologique est un enjeu thérapeutique crucial et
ne saurait se réduire a augmenter quantitativement la sécrétion d’insuline. Par définition, les
enjeux sont de tenter de restaurer toutes les caractéristiques de I’insulinosécrétion (dont une
restauration de la phase précoce) (41). En effet, les études chez les modeles animaux et chez
I’homme ont montré que la restauration pharmacologique de la phase précoce était en soi
suffisante pour améliorer de maniere significative le controle glycémique (42—44). Ainsi, la
cellule B est au cceur de la nécessaire escalade thérapeutique observée lors de la prise en charge
du DT2.

De ce fait, malgré des progres thérapeutiques indiscutables, le traitement du DT2 reste a étre
optimisé€ afin de récupérer (ou préserver) une insulinosécrétion physiologique. Ces arguments

soulignent I’importance de la perte des caractéristiques multiples d’une insulinosécrétion dite
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physiologique comme facteur essentiel non seulement du développement de 1’hyperglycémie

mais également comme facteur d’aggravation progressive du DT2.

Génétique

Ces dernieres années, une littérature de plus en plus abondante s’est intéressée a I’implication
de la génétique dans la pathogénicité du diabete de type 2. Le développement de nouvelles
approches génomiques notamment via les études d’associations pangénomiques ont permis
d’identifier plus d’une centaines de variants génétiques fréquents (SNP) et communs associés
au diabete de type 2 (45). Ces variants, sont pour la plupart exprimés dans la cellule béta
pancréatique et impliqués dans son développement, sa fonctionnalité et sa survie (40,46,47).

Cependant, I’existence de variants génétiques ne permet d’expliquer qu’une partie de la part
génétique associée au diabete. En effet I’épigénétique semble jouer un réle important (48,49),
tout comme la régulation post-transcriptionnelle par des ARN non codants (47). En effet, parmi
les ARN non codants, les micro ARN, d’importants régulateurs post transcriptionnels des
genes, ont un impact crucial sur la fonctionnalité béta cellulaire (cf sous chapitres Role des

micro ARN dans la fonctionnalité béta cellulaire).
Gluco-lipotoxicité de la cellule béta pancréatique

De plus, ’hyperglycémie chronique et I’exces d’acides gras libres circulants exposent la cellule
béta a une lipotoxicité et/ou une glucotoxicité, situations a la suite desquelles la fonctionnalité
de la cellule béta se trouve altérée. En effet, il a été démontré que la glucolipotoxicité, impactait
les capacités d’insulinosécrétion notamment en majorant le stress du réticulum endoplasmique
et le stress oxydatif (augmentation de dérivés réactifs de I’oxygene, ROS) de la cellule béta
pancréatique (38,50-52). Cependant, cette situation parait €tre réversible. En effet, la perte de
poids massive faisant suite a une chirurgie bariatrique semble réduire le phénomene de
lipotoxicité des ilots pancréatiques des patients DT2, notamment en normalisant leur contenu
intra-pancréatique en triglycérides (53). Ce phénomeéne pourrait participer a I’amélioration de

la sécrétion d’insuline observée chez ces patients.
Masse béta pancréatique

Chez I’homme, des données autopsiques suggerent que les anomalies de sécrétion d’insuline

sont, au moins, la conséquence d’une réduction de la masse cellulaire béta pancréatique par
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accroissement de 1’apoptose et réduction de la néogénese cellulaire béta pancréatique mais ceci
est tres controversé (54). Cependant, la faible réduction de la masse cellulaire béta pancréatique
observée chez les patients diabétiques comparés au sujets sains ne semble pouvoir expliquer

seule les anomalies de I’homéostasie glucidique de ces patients (55).
Dédifférenciation de la cellule béta pancréatique

De plus, de récentes études suggerent que la réduction observée de la masse béta cellulaire
pourrait €tre plus la conséquence d’une dédifférenciation des cellules béta pancréatiques plutot
qu’une mort cellulaire (56). En effet, ces cellules béta dédifférenciées ayant perdues leurs
caractéristiques béta cellulaires (perte d’expression de I’insuline et des facteurs clé¢ de
transcription (FoxO1, Pdx1, MafA, Pax6 et Nkx6.1)) expriment toujours la chromogranine A
(marqueur de cellule endocrine) (Figure 9). Certains travaux récents suggerent également que
la cellule béta pourrait, au-dela de se dédifférencier, se trans-différencier, c’est-a-dire se
convertir en d’autre type cellulaire pancréatique endocrine comme la cellule alpha (Figure 8)
(57,58). La cellule alpha serait moins susceptible au stress induit par les nutriments tels que le
stress oxydatif mitochondrial ou le stress du réticulum (59), le phénomeéne de trans-
différenciation pourrait €étre une protection de la masse cellulaire béta pancréatique contre le
stress métabolique. Il est ainsi possible que a un stade avancé de diabete, il persiste des cellules
béta dont le nombre est sous-estimé par 1’absence de marqueurs identifiés, spécifiques d’une

cellule béta dédifférenciée (60).
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Figure 7 : Pathogénicité du diabete de type 2. Facteurs conduisant a la dysfonction béta

cellulaire. Adapté de Halban et al, (47).
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Prise en charge thérapeutique des patients diabétiques de type 2

On constate que la prise en charge des patients diabétiques n’est pas encore optimale si I’on se
réfere aux recommandations nationales et internationales (62). Nous pouvons tout d’abord
considérer le dépistage des complications. En France, pour I’année 2007 (5), moins de 40% de
patients ont eu un ECG annuel, 40% une HbA1C, 50% un fond d’ceil, 25% un dépistage de
I’albuminurie et 75% un dosage des parametres lipidiques. Cependant, malgré cette surveillance
incomplete, le dépistage et la prise en charge de complications du diabéte s’améliorent
progressivement cette derniere décennie (5). Ceci est parallele a de nouvelles réflexions et
stratégies de prise en charge globale des patients en développement (éducation thérapeutique,
réorganisation de 1’offre de soins...) (63).

Nous pouvons également considérer le contrdle glycémique. La pharmacopée hypoglycémiante
est riche de plusieurs familles de composés qui sont introduits progressivement en une escalade
thérapeutique (64) (Tableau 2). Celle-ci permet fort heureusement de contréler I’équilibre
glycémique le plus longtemps possible afin d’éviter les complications de microangiopathie.
Néanmoins, des progrés thérapeutiques restent a faire. Ainsi, I’étude ENTRED montre qu’en
France, en 2009, 50% des patients diabétiques de type 2 ont une HBAlc > 7% (objectif
thérapeutique pour la majorité des patients DT2) malgré une bithérapie (5). Ceci témoigne des
difficultés de prise en charge qui ne sont pas forcément inhérentes au parcours de soins mais
qui doivent tenir compte également de la complexité de la pathologie. Préserver ou restaurer
une insulinosécrétion physiologique est un enjeu thérapeutique crucial et ne saurait se réduire
a augmenter quantitativement la sécrétion d’insuline. Les traitements hypoglycémiants actuels
n’ont pas (ou faiblement) d’effet suffisant capable de prévenir la dégradation progressive du
pancréas endocrine (Tableau 2). Les effets des thérapeutiques disponibles sur le renforcement
de la sécrétion d’insuline sont variables. En effet, la restriction calorique, la perte de poids, les
sulfamides hypoglycémiants, les analogues de GLP-1 ou les inhibiteurs de DPP-IV
potentialisent surtout la phase secondaire de I’insulinosécrétion et ont des effets plus modestes
et inconstants sur la phase précoce alors méme que le controle de celle-ci est la clef du controle
métabolique du DT2 (65-69) Les analogues de GLP-1 ont un effet bénéfique sur la phase
précoce mais cet effet est inconstant (30% de patients diabétiques de type 2 sont répondeurs) et
fugace dans le temps (ce qui conduit a la recommandation de I’arrét de ce traitement soit en cas
de non réponse soit en cas d’épuisement de I’effet au cours du temps) (64,70). Ainsi, la cellule
B est au coeur de la nécessaire escalade thérapeutique observée lors de la prise en charge du

DT2.
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Il est donc nécessaire de proposer des stratégies innovantes de prise en charge.

Tableau 2 : Différentes classes thérapeutiques antidiabétiques disponibles en France en 2019

Classes

Molécules et noms de spécialités

Baisse

HbA1lc (71)

Mécanismes d’action

1| Production hépatique de glucose, 1

(Metformine+Sitagliptine)

Biguanides Metformine (Glucophage®) 1,0-2,0 utilisation du glucose par les tissus
périphériques
Glibanclamide (Daonil®), Glipizide (Glibenese®, 11 sécrétion d’insuline par fermeture
Sulfamides o L o o )
. 0Ozidia®, Minidiab®), Gliclazide (Diamicron®), 1,0~ 1,5 |du canal potassique ATP dépendant de
hypoglycémiants ) o
Glimepiride (Amarel®) la cellule béta
o 1 sécrétion insuline, fermeture du
Glinides Repaglinide (Novonorm®) 0,5-1,0
canal potassique ATP dépendant
Inhibiteurs de o ) | glucose postprandial, baisse
Acarbose (Glucor®), Miglitol (Diastabol®) 05-1,0 o )
I’a-glucosidase d’absorption intestinale du glucose
Analogues du Exenatide (Bydureon®, Byetta®), Liraglutide 0515 11 sécrétion insuline, | sécrétion
GLP-1 (Victoza®), Dalaglutide (Trulicity®) ' ' glucagon, perte de poids (satiété)
Inhibiteurs de Stagliptine (Januvia®, Xelevia®), Vildagliptine 0508 1 GLP-1 endogenes, 1 sécrétion
DPP-4 (Galvus®), Saxagliptine (Onglyza®) ' ' insuline, | sécrétion glucagon
Insuline humaine (Actrapid®, Insuman®,
Action | Umuline®), Insuline lispro (Humalog®),
rapide | Insuline asparte (Novorapid®, Fiasp®),
Insuline glulisine (Apidra®)
Action
Insuline humaine (Insulatard®, Umuline
semi- Production hépatique de glucose,
NPH®) ! patiq g "
Insulines lente 1,0-2,5 utilisation périphérique du glucose
Insuline glargine (Lantus®, Abasaglar®, 1Poids
Action ) .
Toujeo®), Insuline detemir (Levemir®),
lente
Insuline degludec (Tresiba®)
Insuline humaine (Mixtard®, Umuline
Action
profil®), Insuline lispro (Humalog mix®),
mixtes ) )
Insuline asparte (Novomix®)
Eucreas® (Metformine+Vildagliptine), Glucovance® (Metformine+Glibanclamide), Janumet®
(Metformine+Sitagliptine), Komboglyze® (Metformine+Saxagliptine), Velmetia®
Associations

Xultophy® (insuline degludec+liraglutide)
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La chirurgie bariatrique, traitement du diabete de type 2 ?

Chez certains patients massivement obeses, la modification de style de vie et les interventions
diététiques ne suffisent plus a obtenir une perte de poids significative (72,73). Il est dans ce cas,
souvent nécessaire d’avoir recours a un traitement chirurgical de leur obésité (chirurgie
bariatrique) afin d’assurer a la fois une réduction pondérale et un meilleur contrdle des
comorbidités. Ces huit dernieéres années, face a 1’augmentation de la prévalence des formes
séveres d’obésité, le recours a la chirurgie bariatrique a doublé a travers le monde (74). En
France, selon les dernieres recommandation de ’HAS (2009) (75), la chirurgie bariatrique peut
étre envisagée chez des patients présentant un IMC supérieur a 40 kg/m2 ou supérieur a 35
kg/m2 associé a au moins une comorbidité susceptible d’étre améliorée apres la chirurgie
(notamment hypertension artérielle, syndrome d’apnées hypopnées obstructives du sommeil et
autres troubles respiratoires séveres, désordres métaboliques séveres, en particulier diabete de
type 2, maladies ostéo-articulaires invalidantes, stéatohépatite non alcoolique). La chirurgie
bariatrique est une thérapeutique de 2eéme intention, elle n’est proposée qu’apres échec d’une
prise en charge médicale, nutritionnelle, diététique et psychothérapeutique bien conduit pendant
6-12 mois, soit en I’absence de perte de poids suffisante ou en I’absence de maintien de la perte

de poids.
Les différentes techniques de chirurgie bariatrique
Les techniques restrictives pures

e [’anneau gastrique ajustable

poche gastrique

boitier sous-cutané

anneau gastrique ajustable

estomac s
tube en silicone

Figure 9 : Anneau gastrique ajustable, extrait de ’'HAS
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Ces dernieres années, 1’anneau gastrique ajustable (figure 9) est de moins en moins pratiquée.
Cette intervention vise a diminuer le volume de I’estomac et a ralentir le passage des aliments.
Elle ne perturbe pas la digestion des aliments. Un anneau (dont le diametre est modifiable) est
placé autour de la partie supérieure de I’estomac, délimitant ainsi une petite poche. Peu
d’aliments sont nécessaires pour remplir cette poche et la sensation de satiété apparait

rapidement. Les aliments vont s’écouler trés lentement selon le principe du sablier (76).

e [asleeve gastrectomie

Oesophage

Agraphes

Poche gastrique
restante (1/3)

Estomac réséqué

(2/3)

Duodénum

Figure 10 : Sleeve gastrectomie, adapté de ’'HAS

La sleeve gastrectomie (SG) ou gastrectomie longitudinale (figure 10) en manchon est
désormais la chirurgie bariatrique la plus pratiquée dans le monde (74). Cette technique
restrictive consiste a retirer (de maniére irréversible) environ les 2/3 de I’estomac et,
notamment, la partie contenant les cellules pariétales fundiques sécrétant la ghréline. L’estomac
est donc réduit a un tube vertical et les aliments passent rapidement dans I’intestin qui reste
fonctionnellement normal (il n’y a donc pas de malabsorption). Cette technique chirurgicale

prisée permet d’obtenir une perte pondérale conséquente avec des comorbidités limitées
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(77,78). La SG constitue parfois la premiere étape d’une chirurgie plus complexe (dérivation

biliopancréatique ou bypass gastrique) (79).

D’autres techniques sont a la fois restrictives et malabsorptives.
Les techniques a la fois restrictives et malabsorptives (ou mixtes)

e e bypass gastrique selon la technique du Roux en Y

Oesophage
Petite poche gastrique

Agraphes

Estomac

Anse alimentaire (passage

Anse bilio-pancréatique des aliments)

(enzymes pancréatiques
et sels biliaires sans
aliments)

Anse commune (enzymes—
pancréatiques et sels
biliaires rencontrent les
aliments)

Figure 11 : Bypass gastrique selon la technique de Roux en Y, adapté de ’HAS

Le by-pass gastrique selon la technique de Roux en Y (RYGB) (figure 11) reste, apres la sleeve
gastrectomie, le montage chirurgical le plus pratiqué (74). Le RYGB consiste a exclure de
maniere réversible du tractus alimentaire la majeure partie de 1’estomac ainsi que le duodénum
et le jéjunum proximal. Pour se faire, une partie de I’estomac est sectionnée pour ne conserver
qu’une poche de 30 ml. Le jéjunum distal est anastomosé a la poche gastrique de 30 ml (c’est
le phénomene de bypass) créant une anse alimentaire. Le jéjunum proximal restant libre est
abouché a I’iléon, a une distance d’1 metre de ’appendice, créant ainsi une anse exclue du

circuit alimentaire : I’anse bilio-pancréatique. Les sécrétions pancréatiques et biliaires ne seront
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au contact du bol alimentaire que dans 1I’anse commune qui détermine la longueur de I’intestin

ayant des capacités d’absorption, en particulier des lipides.

e [.a dérivation biliopancréatique

@ estomac réséqué

vésicule biliaire
estomac résiduel
pancréas

©® intestin gréle

(anse biliopancréatique)

gros intestin (colon) _._>

@ intestin gréle (anse alimentaire)

@ portion d’intestin gréle ou
sont absorbés les aliments
(anse commune)

...............................................

Figure 12 : Dérivation biliopancréatique, extrait de ’'HAS

La dérivation biliopancréatique (figure 12) est une technique complexe, restrictive et surtout
malabsorptive, peu utilisée en France. Elle consiste dans un premier temps a réaliser une
gastrectomie longitudinale, puis a provoquer une malabsorption. La malabsorption est la
conséquence de deux actions différentes : I’exclusion du duodénum ainsi que de tout le jéjunum
du tractus alimentaire et 1’anastomose de ces anses exclues dans I’intestin gréle proche de
I’appendice soit au niveau de 1’iléon distal. Ainsi I’absorption des aliments, aidée par les
sécrétions biliopancréatiques, ne se fait que sur une tres courte distance, ce qui provoque une
malabsorption beaucoup plus importante que dans le bypass gastrique (80). Le risque de

dénutrition en est d’autant augment¢.

Complications de la chirurgie bariatrique-Effets indésirables

Les risques liés aux procédures chirurgicales (taux de mortalité et de morbidité) ont récemment
été évalués au cours d’une méta-analyse incluant 164 articles (dont 37 essais randomisés et

controlés) (81). De facon rassurante, la mortalité post opératoire globale (anneau gastrique, SG
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et RYGB) est basse (0.08% en péri opératoire et 0.31% post opératoire au-dela de 1 mois). Le
RYGB, est considéré comme une technique chirurgicale siire, son taux de mortalité péri
opératoire (0.08%) est proche de celui de I’appendicectomie non compliquée et son taux de
reprise chirurgicale n’est que de 2.56% (contre 9% pour la SG) dans cette étude (81).

Par ailleurs, du fait de comorbidités préopératoires fréquentes, les patients candidats a la
chirurgie bariatrique sont souvent polymédicamentés. Plusieurs publications ont suggéré que
I’absorption et la demi vie de certains médicaments pouvait étre modifiées par la chirurgie
bariatrique (82). En effet, ’absorption médicamenteuse est dépendante de la surface
membranaire d’absorption, du pH local, de la lipophilicité (capacité de la molécule a passer a
travers une membrane bilipidique) et dans certains cas, de transporteurs intestinaux spécifiques.
Or, certains paramétres sont susceptibles d’altérer I’absorption médicamenteuse aprés RYGB
et SG : le volume de la poche gastrique est réduit et son pH est plus élevé, la vidange gastrique
s’accélére et dans le cas du RYGB les sels biliaires sont absents dans 1’anse alimentaire (anse
intestinale qui recoit en premier le contenu de la vidange gastrique). De plus, la supplémentation
systématique en inhibiteurs de la pompe a protons en post opératoire participe dans certains cas
a I’altération de 1’absorption des molécules (83). Ainsi, 1’utilisation de psychotropes (84),
d’anti-rétroviraux (85), et d’autres molécules nécessitent une surveillance étroite de leur
efficacité de de leur concentration en post opératoire afin de limiter le sous ou sur dosage de
molécules.

L’effet de la SG sur I’absorption des anti-rétroviraux a fait 1’objet d’un travail en paralléle a ce

travail de thése (article annexe : Sleeve gastrectomy in morbidly obese HIV patients : Focus on

anti-retroviral treatment absorption after surgery. Chloé Amouyal, Marion Buyse, Lea Lucas-

Martini, Déborah Hirt, Laurent Genser, Adriana Torcivia, Jean-Luc Bouillot, Jean-Michel

Oppert, Judith Aron-Wisnewsky, Obesity Surgery, 2018)

Effet de la chirurgie bariatrique sur les comorbidités

Une abondante littérature montre que les comorbidités de 1’obésité et 1a mortalité sont réduites
par la chirurgie bariatrique (86-90). L’étude S.O.S. (Swedish Obesity Study) (86) est la
premicre ¢tude d’intervention prospective randomisée ayant comparé 1’effet de la chirurgie
bariatrique aux regles hygiéno-diététiques. Les différentes chirurgies bariatriques proposées
aux patients étaient le bypass gastrique, ou I’anneau gastrique ajustable ou la gastroplastie
verticale calibrée. Dans cette étude, a 2 ans de suivi, les patients ayant bénéfici¢ d’une chirurgie

bariatrique avaient perdu plus de poids (23% du poids initial) que le groupe sous régime seul
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(qui avait repris leur poids initial). Les comorbidités liées a I’obésité étaient améliorées de fagcon
significative par la chirurgie bariatrique sur les 10 ans de suivi (86) et le nombre d’éveénements
cardiovasculaires étaient significativement réduit a 15 ans de suivi (91). Les chiffres rapportés
par la méta-analyse de Chang et al. sont spectaculaires, le taux de rémission des dyslipidémies,
hypertension, diabéte, syndrome d’apnée du sommeil dépasse les 80%, aprés RYGB dans les
études randomisées contrdlées analysées. Outre la réduction des comorbidités, la chirurgie
bariatrique a montré une nette diminution du risque de mortalité toute cause, d’environ 30%
apres ajustement chez ces patients a haut risque (92). Alors que la réduction pondérale et les
comorbidités a court terme post RYGB sont similaires aux effets de la SG (77), il semble y
avoir une perte de poids plus durable et une amélioration métabolique plus prononcée apres le

RYGB au-dela de la premiere année (81,93).

De la chirurgie bariatrique a la chirurgie métabolique

De toutes les complications de I’obésité, le diabéte de type 2 apparait particulicrement sensible
a la chirurgie bariatrique (94).

Depuis les années 90, la littérature chirurgicale rapporte que le RYGB est capable de faire
disparaitre le diabete de type 2 de facon indépendante du poids, a un temps tres précoce.
L’amélioration des glycémies apres cette intervention est trés rapide, et s’observe dans la
semaine qui suit la chirurgie, avant méme que I’on puisse noter une perte significative du poids
des patients (94).

De plus, dans un contexte de restriction calorique similaire, lors d’une HGPO,
I’insulinosécrétion est plus rapide et plus accentuée chez les patients opérés d’un bypass
gastrique, comparés aux patients ayant un anneau gastrique (95). Les mécanismes impliqués
dans I’amélioration du diabéte apres ces 2 types de chirurgie bariatrique passe probablement
par différentes voies mécanistiques.

Ces dernieres années, le concept de rémission du diabete post chirurgie a émergé. L’ American
Diabetes Association a établi des criteres précis : une rémission partielle du diabete se
caractérise par une HbA1C inférieure a 6,5% avec une glycémie a jeun entre 100 et 125mg/dl ;
la guérison complete se définie par une HbAlc < 6% et une glycémie a jeun inférieure a 100
mg/dl. Dans les 2 cas, cette définition est portée en ’absence de thérapeutique antidiabétique,
1 an apres la chirurgie bariatrique. La rémission est dite prolongée apres 5 ans de suivi (96).
Les chiffres avancés par les différentes études sont spectaculaires et 1’on estime qu’une

rémission du DT?2 est observée a 2 ans post opératoire dans 60 a 83 % des cas (97-99). La SG

32



tout comme le RYGB permettent une amélioration de 1’homéostasie glucidique chez les
patients. Cependant les patients opérés d’un RYGB atteignent plus volontiers la rémission de
leur diabete sans traitement comparé a la SG a 5 ans de suivi (90). Enfin, méme sans atteindre
la rémission du diabete, la chirurgie bariatrique a un effet nettement supérieur sur le controle
glycémique que les regles hygiéno-diététiques (100).

Il apparait cependant que le RYGB n’a pas les mémes effets bénéfiques sur 1’équilibre
glycémique chez tous les sujets diabétiques de type 2. Les études cliniques suggerent que
I’amélioration de I’homéostasie glucidique serait dépendante a la fois de la durée d’évolution
du diabete précédant la chirurgie et de sa gravité (101,102). Ainsi, avoir un diabete évoluant
depuis plus de 10 ans ou traité par insuline avant I’intervention serait un facteur prédictif
défavorable pour la disparition de cette maladie (101,102). De plus, on voit apparaitre, apres
plusieurs années de suivi, des cas de rechute du diabete chez 30 a 50 % des patients qui étaient
auparavant en rémission (90,103,104). Les facteurs impliqués dans la rechute du diabete
évoqués dans les différentes études sont, la faible perte de poids a 1 an post opératoire, la reprise
de poids durant le suivi, la sévérité du diabete précédant la chirurgie (104). Quoi qu’il en soit,

les patients, méme en rechute, gardent un meilleur équilibre glycémique qu’en préopératoire.

Ces résultats spectaculaires sur I’équilibre glycémique des patients diabétiques par la chirurgie
bariatrique a fait émerger récemment le concept de chirurgie métabolique (105). Les auteurs
recommandent un algorithme de prise en charge chirurgical des patients obeses grade II et II1
diabétiques et proposent méme de « considérer » une prise en charge chirurgicale des patients
obeses grade I (IMC entre 30 et 35 kg/m2) dont le diabéte n’est pas controlé par les traitements

conventionnels (105).
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Mécanismes d’amélioration du diabete post chirurgie bariatrique

Article 1 : Debédat J., Amouyal C et al, Seminars in Immunopathology, in press

L’amélioration du profil des glycémies des patients aprés un bypass gastrique est la
conséquence d’une augmentation précoce de [D’insulinosensibilit¢ ainsi que de
I’insulinosécrétion dans un contexte de restriction calorique intense (106).

Ces dernieres années, de nombreuses équipes ont cherché a comprendre les différents
mécanismes potentiellement impliqués dans I’amélioration de 1’homéostasie glucidique post
RYGB.

Les mécanismes mis en jeu sont complexes et certainement multiples et suggerent que le
montage chirurgical lui-méme, par les modifications anatomiques qu’il crée, induit des
mécanismes spécifiques sur la sécrétion d’insuline et la sensibilité a ’insuline. Nous avons
détaillé dans une revue récente (Debédat J., Amouyal C et al, Seminars in Immunopathology,
in press) certains mécanismes décrits dans la littérature pouvant participer a la rémission du

diabete post RYGB (cf article et Figure 13).
Restriction calorique

Tout d’abord nous évoquons I’'impact de la réduction de calories ingérées et de la perte de poids
apres une chirurgie bariatrique. Dans 1’année qui suit la chirurgie, les patients subissent une
réduction drastique de leur prise alimentaire, expliquée a la fois par une réduction de la poche
gastrique et par une augmentation de la satiété (élévation d’hormones digestives
anorexigeniques et baisse de la ghréline hormone orexigénique) (107,108). Cependant, la
restriction calorique sévere en aigiie est plutdt connue pour induire une dégradation de la
sensibilité a ’insuline chez 1’obese et méme induire une véritable insulinorésistance chez les
sujets sains (109).

De méme, la quantité de perte de poids induite par la chirurgie semble €tre essentielle pour
I’amélioration de I’insulinosensibilit¢ a long terme mais n’explique pas 1’amélioration du
diabete observée a court terme et encore moins I’augmentation de I’insulinosécrétion (110,111).
Ainsi, la restriction calorique ainsi que la perte de poids ne peuvent a elles seules expliquer

complétement 1’amélioration de I’homéostasie glucidique post chirurgie bariatrique.
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Hormones digestives

Par la suite, nous discutons I’impact du changement de sécrétion des hormones digestives
observé apres chirurgie bariatrique. En effet, plusieurs hormones endocrines digestives dont le
GLP-1 sont sécrétées en plus grande quantité en post opératoire. Le remodelage du tissu
intestinal secondaire au montage chirurgical ou I’arrivée d’aliments non digérés dans 1’intestin
gréle peuvent étre a I’origine des changements de sécrétions des hormones digestives (GLP-1,
PYY, GIP, CCK, OXM). Une littérature abondante s’est intéressée a 1I’implication du GLP-1
dans I’amélioration la fonctionnalité béta cellulaire et particuliérement sur I’insulinosécrétion
(cf chapitre infra: Modeles animaux, effet de la chirurgie bariatrique sur la cellule béta
pancréatique). Le rétablissement de sécrétion de cette hormone joue tres probablement un rdle
dans I’amélioration de la fonctionnalité béta pancréatique post RYGB mais n’apparait pas étre
I’unique mécanisme mis en cause au vu des récentes études que nous évoquons dans la revue
(notamment, certaines études portant sur des animaux invalidés pour le récepteur du GLP-1).
Egalement, il semblerait qu’il y ait une modification de la masse béta pancréatique apres
chirurgie bariatrique, mais les données de la littérature ne sont pas concordantes. Il n’y a que
tres peu de données sur la fonctionnalité propre de la cellule béta apres chirurgie. La littérature
apporte des éléments parfois contradictoires, probablement parce que les patients diabétiques
de type 2 ¢tudiés sont trés hétérogeénes pour ce parametre influencé par I’ancienneté du diabete
et ’importance de la carence en insulinosécrétion. De plus, les données sur la glucosensibilité
des cellules béta pancréatiques semblent €tre contradictoires, parfois améliorée par le bypass
gastrique (112) ou inchangée (113).

Le chapitre infra « Modeles animaux, effet de la chirurgie bariatrique sur la cellule béta
pancréatique », reprend plus en détail les questions de ’effet du GLP-1, de I’évolution de la
masse béta pancréatique et de la fonctionnalité béta cellulaire apres chirurgie bariatrique, une
partie importante de la littérature concernant ces sujets, implique le support de modeles

animaux.
Remodelage intestinal

Par ailleurs, il apparait que le remodelage du tissu intestinal en lui-méme pourrait participer a
I’amélioration du diabéte aprés RYGB comme récemment décrit. Tout d’abord, I’intestin
hypertrophié (anse alimentaire principalement) augmenterait sa captation/utilisation du glucose

participant donc a la baisse globale de la glycémie (114). Il y aurait également, une baisse de la
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réabsorption totale du glucose par ’intestin (le cotransporteur sodium/glucose SGLT1 serait

non fonctionnel dans 1’anse alimentaire dépourvu des sels biliaires) (115).

Sels biliaires

Les acides biliaires sont décrits comme des cibles intéressantes participant a I’amélioration de
I’homéostasie glucidique post bypass. Différentes hypothéses impliquant leurs récepteurs
spécifiques (FXR et TGR5(116,117)) et/ou leur lien avec le microbiote ont été évoquées.

La richesse et la diversité bactérienne du microbiote semblent améliorées par la chirurgie
bariatrique (118,119) et cela est associé a une modification de 1’abondance de certaines especes
(120). De plus, la barriére intestinale se renforce apres la chirurgie et ’endotoxémie en est
réduite (121,122). Cependant, malgré tous ces effets bénéfiques observés, I’implication directe
du microbiote dans 1I’amélioration de I’homéostasie glucidique apres chirurgie bariatrique reste
encore a prouver.

Enfin, le profil inflammatoire du tissu adipeux ainsi que I’inflammation systémique s’abaissent

en post opératoire et participent a I’amélioration de I’insulinosensibilité (123—125).

Cependant, il faut bien comprendre que, la plupart des mécanismes évoqués dans cette revue
(en dehors de ’effet du GLP-1) ciblent plus favorablement I’insulinosensibilité des patients et
n’ont que peu ou pas d’impact sur I’insulinosécrétion. Or, il est important de se rappeler que
I’amélioration de ’homéostasie glucidique apres chirurgie bariatrique est la conséquence d’une
amélioration tres précoce de 1’insulinosécrétion avant toute perte de poids significative ainsi
qu’une amélioration drastique de I’insulinorésistance a moyen et long terme. Etudier les
mécanismes impliqués dans 1’amélioration de I’insulinosécrétion post chirurgie bariatrique
reste donc une problématique essentielle. Pour ce faire, il est nécessaire d’avoir accés au
pancréas endocrine, ce qui est rendu difficile chez ’homme. C’est pourquoi, 1’utilisation de

modeles animaux dans ce domaine de recherche, reste un outil indispensable.
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Figure 13 : Mécanismes participant a ’amélioration du diabéte post RYGB décrits dans la

littérature, adapté de Debédat J., Amouyal C et al (in press)
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Abstract

Obesity is a chronic low-grade inflammatory disease (both at the systemic and adipose tissue level) that continues to rise
worldwide. It is associated with an abundance of comorbidities, including type 2 diabetes (T2D). Bariatric surgery, which induces
modifications of the intestinal tract, is to date the most successful treatment for obesity. Its use has dramatically increased in
number as it enables both weight reduction and metabolic improvements, with 60% of patients even achieving diabetes remis-
sion. Several mechanisms are actually demonstrated to be involved in those clinical improvements. Importantly, both obesity and
T2D share many phenotypic characteristics, including increased systemic and adipose tissue inflammation, as well as gut
microbiota dysbiosis. These characteristics are deeply modulated after bariatric surgery. This review will specifically focus on
the host metabolic changes induced by bariatric surgery as regards the induced gut architectural changes, as well as on the
modifications in the inflammatory tone and gut microbiota observed subsequently to bariatric surgery-induced weight loss.

Keywords Bariatric surgery - Gut microbiota - Inflammation - Type 2 diabetes - Obesity - Microbiome

Introduction

The obesity epidemic and its related comorbidities, including
metabolic alterations, type 2 diabetes (T2D), cardiovascular
diseases, and some cancers, continue to rise unabated [1].
Obesity is a low-grade inflammatory disease, in part due to
inflammatory injuries in adipose tissue (AT) contributing
eventually to moderate but chronic systemic inflammation
(i.e., cytokines and circulating immune cells). Obesity-
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associated low-grade inflammation has a critical role in
obesity-related complication development [2]. Major pro-
gresses have been made in understanding the timeline of
events leading to the onset and maintenance of adipose tissue
inflammation and its links with AT structural alterations and
systemic metabolism, although this has been frequently ex-
plored on mouse models. Briefly, adipocyte size increases
during weight gain and participates to inflammatory cytokine
production (such as tumor necrosis factor alpha (TNFx)) and
chemokines (as the monocyte chemoattractant protein 1
(MCP-1)) [3, 4], which recruit inflammatory cells within the
AT. Macrophages [5, 6] probably account for the vast majority
of AT inflammatory cells (as reviewed previously [7]) and
display a mixed surface marker phenotype (M1 and M2) in
human obese subjects [8]. Yet, they produce a myriad of pro-
and anti-inflammatory cytokines [9, 10]. Among the overall
infiltrating AT macrophage, those organized in crown-like
structures, which are also increased in obesity, are resolutely
pro-inflammatory [11]. These cellular alterations in subcuta-
neous AT (scAT) are exacerbated in obese individuals with
impaired glucose tolerance or T2D [6, 11, 12]. Visceral AT
(VAT), an adipose depot critically related to T2D and nonal-
coholic fatty liver disease (NAFLD) [13], is more inflamma-
tory than scAT [5]. Perturbations of adipose cellular cross talk
further contribute to maintain low-grade inflammation and
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altered metabolism. As such, adipocytes-macrophages cross
talks increase the inflammatory tone via (1) interleukin (IL)
13 production by macrophages and inflammasome activation
in the adipocytes [14] and (2) macrophages toll-like receptor 4
(TLR-4) activation by adipocyte-released saturated free-fatty
acids [4]. IL1p production contributes to adipocyte insulin
resistance.

In addition to macrophages, other inflammatory cell types,
including lymphocytes [15], mastocytes [16], and neutrophils
[17], contribute to a perpetual inflammatory cycle and related
perturbed adipose tissue metabolism in obesity. This includes,
for example, an increased ratio of helper T cells 1/helper T
cells 2 (Th1/Th2) that is associated with increased markers of
insulin resistance [18]. Adipose tissue lymphocytes also pro-
duce IL-22 and IL-17, two interleukins that enhance macro-
phage IL-13 secretion in obese T2D patients [15]. Through
IL-1f secretion, macrophages, in return, induce the upregula-
tion of IL-22 and IL-17 surface receptors on lymphocytes [4].
The order of events has been suggested to be as follows: T
cells are recruited and activated within the AT, inducing mac-
rophage accumulation, and this pro-inflammatory activation
contributes to insulin resistance development [19]. This se-
quence is nevertheless debated as reviewed in [20].

Recently, the gut microbiota (GM) has emerged as a new
contributor to weight gain and immune/inflammatory system
imbalances. This concept has been demonstrated through fe-
cal transfer experiments using mice [21] or human [22] donors
and germ-free mice recipients and suggests that fecal GM may
impact energy metabolism and immune cell activation in the
AT (reviewed in [23]). An increasing number of studies has
further demonstrated that a non-negligible proportion of obese
subjects exhibit GM dysbiosis. This fecal GM phenotype is
characterized by (1) decreased microbial gene richness
(MGR) [24, 25] that worsens with the severity of obesity
and metabolic alterations [26] and (2) a switch in bacterial
composition with a respective increase and decrease of species
with pro-inflammatory and anti-inflammatory properties [25].
Moreover, in genetically or high-fat diet-induced obese mice,
an increased intestinal permeability and subsequent transloca-
tion of bacteria and bacterial components into the systemic
compartment was found to lead to increased circulating lipo-
polysaccharide (LPS) (termed “metabolic endotoxemia™) and
accumulation of AT macrophages. Both dysbiosis and altered
intestinal barrier may thus contribute to the inflammatory tone
and related metabolic alterations [27-29]. In human obesity,
however, this concept is still challenged as intestinal perme-
ability is subtly altered in fasting conditions, but it appears to
worsen dramatically after a lipid challenge and associates with
increased systemic inflammation and T2D [30].

Bariatric surgery (BS) represents a relevant model of rapid
weight reduction combined with metabolic and inflammatory
improvements. Recent data has also shown some improve-
ments of GM dysbiosis, although only partial. However,
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whether bariatric surgery-induced improved metabolism is
firmly related to the changes of systemic and tissue inflamma-
tory tone, as well as GM dysbiosis rescue, need detailed ex-
amination. In the current review, we focus on the effects of BS
on T2D, GM, and inflammation modifications and address
whether these events can be connected.

Bariatric surgery and type 2 diabetes
improvement

Lifestyle modifications and/or dietary intervention are in gen-
eral not sufficient to induce major and sustainable weight loss
and often result in weight regain [31, 32]. The increasing
prevalence of severe forms of obesity [33] has been accompa-
nied by a surge in BS interventions, with the number of sur-
geries increasing twofold worldwide over the last 8 years [34].
Bariatric surgery is reserved for patients with a BMI > 40 kg/
m? or a BMI > 35 kg/m? when associated with obesity-related
diseases [35]. However, metabolic surgery has recently been
proposed to T2D individual with BMI > 30 kg/m?, yet this has
not been implemented in every country’s national guidelines
[36]. Currently, BS can be divided into two main procedures:
(1) either purely restrictive, with laparoscopic adjustable gas-
tric banding (AGB) and vertical sleeve gastrectomy (VSG) or
(2) using both restrictive and malabsorptive mechanisms, with
Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) and biliopancreatic diver-
sion [37]. RYGB and VSG are the most widely performed
types of BS worldwide [34] and as such, we will focus on
these procedures, whereas LAGB constitute a good weight
loss control model. Although VSG and RYGB display low
and similar rates of complications, mortality [38], and compa-
rable short term weight loss [39], RYGB tends to achieve
greater weight loss and metabolic improvement in the long-
term [39].

An abundance of literature demonstrates the major benefi-
cial effects of BS in inducing major and durable weight reduc-
tion [40-42], in decreasing mortality [43] and improving
many obesity-related comorbidities. As T2D improves rapidly
and more significantly following BS than with intensive med-
ical therapy [44], a new clinical concept has emerged: diabetes
remission (DR), which is defined as the normalization of gly-
cemic parameters in the absence of glucose-lowering agents
1 year post-BS [45]. DR occurs in around 60% of T2D 1 year
post-BS, yet this percentage varies according to type of sur-
gery [46]. Randomized controlled trials have demonstrated
that, compared to intensive medical care, RYGB and VSG
both improve glucose control, as seen by the number of pa-
tients reaching their HbAlc target. However, post-RYGB,
more patients are able to remain free of glucose-lowering
drugs (i.e., achieving DR) as compared to post-VSG patients
[47]. Even in patients not reaching DR, a significant improve-
ment of glycemic control is nevertheless observed, as
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evidenced by the reduction in HbA1c [48, 49] or the number
of glucose-lowering agents needed to reach the HbA 1c target
[50]. Despite these glucose metabolism improvements, how-
ever, T2D relapse occurs in the longer-term follow-up in 30 to
50% of the patients [47, 48, 51, 52] who had experienced DR
at 1 year. Nevertheless, these patients still display improved
glycemic control as compared to their metabolic status prior to
BS. Poor weight loss at 1 year [48], weight regain during the
follow-up [48, 53], and T2D severity (represented by duration
and number of glucose-lowering agents) and duration prior to
BS [54, 55] are among the different factors involved in T2D
relapse.

Since DR following BS is not universal, there has
been progress in developing scoring systems (DiaRem
[56], ABCD score [57], Ad-DiaRem [58] and
DiaBetter [59]) to predict patients’ likelihood to achieve
DR 1 year following surgery. These scores use several
routine clinical parameters demonstrated to be involved
with DR or non-DR. This includes age, T2D severity,
and the quality of glycemic control assessed by HbAlc
values. Studies have compared the predictive value of
these scores [58-60] and confirmed that whereas the
DiaRem predicts well DR following surgery in certain
individuals [60], the Ad-DiaRem [58] performed better
for short term prediction (more individuals accurately

€ Weight and fat-mass loss ©

Endocrine pancreatic function 9
- acells: GLP-1 paracrine secretion
- B cells: changed 8 cell mass?

predicted), but neither were sufficient to accurately pre-
dict longer-term outcomes [54, 61-63]. A new score
(5y-Ad-DiaRem) including weight loss during the first
year post-BS has recently been shown to perform better
than both the DiaRem and Ad-DiaRem to predict 5 years
outcomes [48]. These clinical scores will be useful to
select and propose different patient follow-ups or even
future synergic therapies according to the different pre-
dicted outcomes.

Proposed mechanisms of type 2 diabetes
remission

Several mechanisms have been suggested to participate in
the beneficial metabolic outcomes post-BS. Le Roux et al.
have summarized these effects as the “BRAVE effect,” for
Bile flow diversion, gastric size Reduction, Anatomical gut
rearrangement, Vagal manipulation, and Enteric gut hor-
mone modulation [64]. Whereas those mechanisms are all
observed post-RYGB, only some of them occur in VSG.
Figure 1 condenses the different mechanisms currently de-
scribed as implicated in the metabolic improvements that
are discussed below.

@ Ccaloric restriction
9 Improved insulin-secretion
Improved insulin-sensitivity
Decreased inflammation
€@ Common effects between RYGB and VSG

Alimentary limb remodeling
1 Gut hormone secretion 0090
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/> Nutrient sensing (1" intestinal neoglucogenesis and
N enterocyte glucose uptake (via GLUT1))
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/" circulating and luminal conjugated BA (GUDCA,
TBMCA) ©) ¢
/" Salt segregation in the biliopancreatic limb
{ Total glucose reabsorption via SGLT1 receptors
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Fig. 1 Mechanisms involved in type-2 diabetes remission after bariatric
surgery. GLP-1, glucagon-like peptide 1; GLP-2, glucagon-like peptine 2;
PYY, peptide YY; OXM, oxyntomodulin; CCK, cholecystokinin;
GLUTI, glucose transporter 1; GUDCA, glycoursodeoxycholic acid;

4% am, 7 Villiheight and crypt depth
FEAR /" Signs of proliferation
" %A Lcell number

J Gut permeability

Bile acids
Endogenous Na*

TPAMCA, tauro-B-muricholic acid; SGLT1, sodium glucose-linked
transporter 1; LPS, lipopolysaccharide; Na*, sodium; RYGB, Roux-en-
Y gastric bypass; VSG, vertical sleeve gastrectomy
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Caloric restriction and weight loss

Glucose levels improve within days post-RYGB [65], sug-
gesting that immediate post-surgery caloric restriction, inde-
pendently of weight loss, is critical in T2D improvement.
Energy intake is drastically reduced post-RYGB or VSG
[66-68], due to concomitant gastric pouch reduction [69]
and enhanced satiety following rapid changes in gut hormone
secretion post-BS before any significant weight loss [70, 71].
This includes the increase in anorexic hormone such as cho-
lecystokinin (CCK) [72], peptide YY (PYY) [73], glucagon-
like peptide 1 (GLP-1) [74], oxyntomodulin (OXM) [75], and
eventually the decrease in the orexigenic hormone ghrelin
[76].

Despite these findings in the absence of weight loss, the
amount of weight loss per se also seems to explain post-BS
improvements in glucose homeostasis. While a 10% weight
loss induced either by RYGB [74, 77], LAGB [77], or a diet
restriction [74] improves glucose metabolism, RYGB im-
proves {3-cell function better than LAGB or dietary restriction,
which is probably linked to the BRAVE effect. However, a
more substantial weight loss (20% of initial body weight)
similarly improved (3-cell function after both RYGB and
LAGB [77]. The amount of weight loss also appears impor-
tant in explaining DR after different surgical procedures as
individuals with poor weight loss display reduced rates of
DR [51]. However, mechanisms other than energy restriction
or weight loss cannot be excluded when examining diabetes
improvement post-BS [65], and among them, early improve-
ment of insulin sensitivity, specifically post-RYGB as com-
pared to LAGB or a restrictive diet [78], has been proposed.

Changes in hormones and beta cell function

In addition to their role in the control of food intake, the
impact of gut hormones on insulin secretion and insulin resis-
tance have been abundantly described in the literature
[79-81]. The hindgut hypotheses (i.e., rapid emptying of the
gastric pouch thus enabling the direct delivery of nutrients into
the ileum) may explain the modulation of the gut endocrine
system post-BS [82—84]. GLP-1, synthetized by the intestinal
L cells, remains the most explored of the gut hormones fol-
lowing BS. T2D patients display an altered incretin effect due
to reduced post-prandial GLP-1 secretion [85, 86]. The spe-
cific effects of GLP-1 on the pancreas include (1) preventing
[3-cell death, (2) stimulating glucose-induced insulin secretion
(GSIS), and (3) the expansion of [3-cell mass [87]. Early fol-
lowing BS, post-prandial GLP-1 secretion is enhanced and
may participate to improve insulin secretion [74]. However,
the role of GLP-1 in explaining glucose metabolism improve-
ments post-BS has been challenged. Indeed, blocking the
GLP-1 receptor with the pharmacologist antagonist exendin
9-39 amide in patients post-RY GB alters insulin secretion, but
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does not significantly modify glucose levels in either the
fasting or fed state nor does it impact the subjects’ glucose
tolerance during OGTT [88, 89]. Similarly, the beneficial met-
abolic effects of BS are not altered in mice with genetic inval-
idation of the GLP-1 receptor [90, 91]. Recent evidence pro-
poses a more complex mechanism of GLP-1 mediating post-
BP improvements in glucose metabolism. In mice with knock-
out (KO) for the GLP-1 receptor specifically in (3-cells, glu-
cose metabolism is not rescued after VSG, whereas it was
normal in the WT counterpart. This observation suggests a
contribution specifically localized GLP-1 receptors in
explaining the metabolic effects of GLP-1 post-BS [92]. An
alternative hypothesis proposes that GLP-1 stimulation of
GSIS depends mostly on the o-cells paracrine GLP-1 secre-
tion rather than that of intestinal L cells. o-Cells can indeed
secrete GLP-1 by switching the expression of their
prohormone convertase (PC) (i.e., favoring PC 1/3 instead of
PC 2) [93, 94], thus probably explaining, in part, the results
obtained in specific (3-cells GLP-1 receptor KO undergoing
VSG [92]. Concordantly, VSG increases the o-cells paracrine
production of GLP-1, yet it still requires (3-cells GLP-1 recep-
tor presence [95].

Literature on adaptive changes of pancreatic insulin
secretion post-BS started with the exploration of subjects
with hyperinsulinemic hypoglycemia complications post-
RYGB. Service et al. described an increased (3-cell mass
(i.e., nesidioblastose) upon resecting the pancreas in six
patients suffering from neuroglucopenic symptoms of
post-prandial hypoglycemia post-RYGB [96]. Since then,
whereas one study confirmed this first finding [97], others
observed no change in pancreatic (3-cell mass [98, 99]
post-BS. These diverging results might originate from
the difficulty in directly assessing pancreatic tissue in
humans. Some groups have thus evaluated [3-cell mass
or function using tomography or magnetic resonance im-
aging to assess pancreatic triglyceride content [100]
coupled with functional exploration (C-peptide
production and insulin sensibility) [99]. Rather than in-
crease observed previously, a decrease in pancreatic [3-
cell mass was shown due to the reduction in pancreatic
steatosis and decreased pancreatic insulin content, a phe-
nomenon suggested to be linked to pancreas adaptation
following weight loss. Similarly to heterogeneous find-
ings in humans, animal model studies report either en-
hanced [101, 102] or decreased [95, 103, 104] [3-cell mass
post-BS. Differences in insulin resistance status may ex-
plain such variability with decreased (3-cell mass observed
solely in humans or mice who predominantly improved
their insulin sensibility. Nevertheless, despite the major
improvement in glucose homeostasis, (3-cell function is
not rescued by BS and remains dysfunctional as compared
to lean normoglycemic subjects [105]. Along with weight
regain [48], persistent (3-cell dysfunction could participate
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in T2D relapse observed during follow-up, in agreement
with findings demonstrating that T2D severity and dura-
tion [48] contribute to diabetes non-remission.

Interestingly, glucagon-like peptide-2 (GLP-2) is also pro-
posed to be involved in the metabolic improvements. GLP-2,
co-expressed with GLP-1 in intestinal L cells and released
upon nutrient ingestion, has a beneficial trophic role on the
small intestine with stimulation of crypt cell proliferation, in-
creased bowel weight, and villus growth of both the jejunum
and the ileum [106, 107]. Plasma GLP-2 significantly in-
creases post-RYGB, concomitantly with increased crypt cell
proliferation [108, 109]; thus, GLP-2 may participate to the
gut hypertrophy induced by BS. GLP-2 also displays a pro-
tective effect on gut barrier function and inflammation [28].
Using prebiotics in obese mice induces higher GLP-2 circu-
lating concentration, lower plasma LPS, and decreased sys-
temic and hepatic inflammation together with metabolic im-
provements [28]. Pharmacologic agonist GLP-2 treatment
reproduced the beneficial effect of the prebiotic treatment
[28]. In humans, the therapeutic injection of GLP-2 in small
bowel disease also results in significantly improved nutrient
absorption, which is probably due to improvements in gut
function and reduced inflammation [110]. Since GLP-1 and
GLP-2 are co-secreted, one could wonder whether the physi-
ological response to the anatomic changes induced by BS
could be explained by enhanced GLP-2 secretion to restore
the gut anatomy with GLP-1 secretion being merely driven by
this adaptive effect.

Enteroplasticity and gut remodeling

Each section of the intestine is highly and functionally spe-
cialized, with nutrient absorption occurring generally in the
proximal to mid-intestine (i.e., duodenum/ jejunum) whereas
the gut barrier and gut peptide secretion are likely more im-
portant along the distal intestine. The intestinal mucosa is
organized into a stratified inner and a larger outer layer, which
is where most commensal bacteria are hosted, thus enabling
the cross talk between the host and the environment. The
intestine is highly plastic, as it has been shown that large
surgical ileal removal [111] induces an increased cellular pro-
liferation to increase glucose uptake. Both RYGB and VSG
modify the gut anatomy, and various mouse studies using
different BS techniques have described an intestinal adapta-
tion post-BS. Whereas the non-alimentary bypassed limb
tends to atrophy [112], both the alimentary and common limb
show signs of hyperplasia (up to 40% weight gain, higher
villus height and crypt depth, signs of proliferation, increased
L cell number without changes in L cell density) post-RYGB
[108, 112—114]. By contrast, whereas VSG does not induce
gut hypertrophy, it results in increased number and density of
enteroendocrine L cells [115].

The increased number of intestinal proglucagon-derived
peptide secreting cells post-BS agrees with the above de-
scribed increase of gut hormones secretion post-BS. Despite
hormonal changes, modifications of nutrient sensing by the
remodeled gut are also suggested to be involved in improve-
ment of glucose metabolism post-RYGB. Troy et al. sug-
gested that duodenojejunal bypass enhanced intestinal
neoglucogenesis and portal glucose sensing thus resulting in
improved insulin sensitivity [116]. More recently, it was dem-
onstrated that BS-induced gut remodeling is different accord-
ing to the BS techniques. RYGB induces intestinal hyperpla-
sia and increased glucose uptake through increased glucose
transporter 1 (GLUT-1) at the basolateral membrane of
enterocytes [115] to support tissue growth [117]. By contrast,
VSG is not associated with intestinal hyperplasia yet VSG
mice display delayed glucose absorption. Finally, recent evi-
dence demonstrates that bile diversion also plays a role in the
decrease of intestinal glucose uptake post-RYGB [118].
Finally, since endogenous sodium contained in bile acids is
necessary for glucose uptake by sodium glucose cotransporter
1 (SGLT1), it was recently demonstrated that glucose uptake
(via SGLT1) occurred only in the common limb post-RYGB,
thus reducing the total intestine glucose uptake and therefore
improving plasma glucose.

Bile acids

Bile acids (BA) are synthetized in the liver, stored in the gall-
bladder, and delivered to the duodenum in response to nutri-
ents. BA act as surfactants and play a critical role in lipid
absorption. Furthermore, BA have a positive impact on pan-
creatic function since they are able to trigger GLP-1 secretion,
through their action as natural ligands on the Takeda G
protein-coupled membrane receptor (TGRS) receptor
expressed in intestinal L cells [119]. Both RYGB and VSG
induce modifications of fasting and post-prandial BA serum
concentration and composition [103, 120-123], whereas
LAGB solely reduces serum BA [120]. Although endoluminal
concentration of BA post-BS does not seem to be modified in
animal models [124], this needs to be evaluated in humans,
especially because the BA composition differs between ro-
dents and human. Interestingly, intrajejunal bile infusion of
taurocholic acid can experimentally lower blood glucose con-
centration and enhance GLP-1 secretion and C-peptide/glu-
cose ratio [125] in healthy men.

Indirect proof of the involvement of BA on weight loss and
improved glucose tolerance has been demonstrated using
TGRS and farnesoid X receptor (FXR) KO mice submitted
to VSG, BA being another natural ligand for FXR [119]. In
TGR5™" mice, VSG fails to induce improvements in body
weight, fasting glycemia, and glucose tolerance [103], thus
suggesting the importance of the TGRS signaling pathway
in the improvement of glucose homeostasis post-BS. The
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proposed mechanism of BA underlying BS-induced improve-
ments in body weight and metabolism includes the reduction
of systemic and hepatic inflammation, which would improve
insulin signaling, but not an increase of GLP-1 or insulin
secretion [103]. Furthermore, FXR ™~ mice undergoing VSG
display impaired reduction of fasting glycemia and glucose
tolerance [122]. This further suggests the importance of
FXR in the improvement of glucose homeostasis post-BS.
However, the complete physiological mechanisms are
clouded by pharmacological studies administering agonists
and antagonists of intestinal FXR displaying similar clinical
effects. Indeed, both the inhibition of the intestinal FXR with
either tauro-beta-muricholate (T-beta-MCA) [126] or
glycoursodeoxycholic acid (GUDCA) [127], or the selective
intestinal FXR agonist using fexaramine [128] improve met-
abolic disorders in mice fed a HFD [126—128]. Notably, the
improvement of glucose homeostasis in these pharmacologi-
cal studies could merely originate from the induced weight
loss or at least reduced weight gain and reduction of systemic
inflammation [128]. While BA are ligands for FXR and
TGRS, ultimately, the pool of bile acids (secondary vs. prima-
ry) are largely important for how BA affect these signaling
pathways. Most importantly, BA can influence microbiota
composition, and microbiota reciprocally influence the BA
pool through FXR [122, 129]; thus, it is important to examine
BA in parallel with the gut microbiota.

Change of gut microbiota after bariatric
surgery

Gut microbiota compositional modifications

Remarkable shifts in the gut microbiota (GM) composition
have been consistently described post-BS in both short-term
[130-133] or long-term (> 5 years) studies [26, 134]; howev-
er, there is a major inter-individual variability [135]. There is
no doubt that those modifications might be partly driven by
the drastic modulation of the gut architecture [136] as well as
food intake reduction [24], hormonal and bile acid modifica-
tion, and eventually low-grade inflammation changes.
Importantly, because drugs impact microbiota composition
[137], their change or even cessation due to BS-induced met-
abolic improvement might also account for major GM modi-
fications post-BS. Yet, this has, to date, never been examined
in BS studies. For example, metformin has largely been
shown to influence GM composition in both mice [138] and
humans [139]. As some patients experience DR post-BS, they
are able to discontinue their glucose-lowering agents follow-
ing BS [48], which could account for differences in GM pro-
files as compared to patients not achieving DR. Likewise,
proton pump inhibitors (PPIs), systematically prescribed dur-
ing the first months post-BS, induce GM modifications [140,
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141] by increasing oral bacteria [142], a modification already
observed post-BS [131, 143].

A recent meta-analysis [132] summarized the changes in
GM composition post-BS and showed that among the
plethora of bacterial changes, two genera, Escherichia
and Akkermansia, have been consistently reported to
strongly increased post-BS [132]. Akkermansia
muciniphila abundance is associated with insulin sensitiv-
ity and decreased inflammation in several studies [144,
145] exploring obese subjects. Metformin is also known
to increase the abundance of both Akkermansia and
Escherichia [138, 139, 146], thus suggesting that BS could
mimic some of the glucose-lowering effects metformin ef-
fects via the microbiome. Another bacteria,
Faecalibacterium prausnitzii, increase solely in T2D obese
individuals post-RYGB, and this augmentation is correlat-
ed with the improvement of systemic inflammation [130].
However, whether the increase in the proportional abun-
dance of these bacteria species in the GM is causally linked
to improved glucose metabolism is unknown. Unpublished
data from our team revealed that the marked increase in
Akkermansia muciniphila seen after RYGB, but not
LAGB, is not related to improved insulin sensitivity
markers (Dao et al., in revision), albeit in severely obese
subjects with marked dysbiosis that only partially im-
proves after BS. In this context, a hallmark of GM modi-
fications post-BS is the increase in microbial gene richness
(MGR) [26, 131] with drastic amelioration of insulin sen-
sitivity, adiposity, BMI, and systemic inflammation [24,
26, 131]. However, morbidly obese patients post-BS do
not normalize their bacterial richness in proportion to their
metabolic improvements [26].

In the context of T2D remission, only one study has
focused on the comparison of microbial changes between
patients experiencing or not experiencing DR post-BS
[147]. Even though only 14 patients were examined (7
RYGB, 7 VSG), Murphy et al. showed that pre-surgical
GM composition differed between patients who eventually
experienced DR as compared to those who did not. Post-
surgery, individuals experiencing DR had increasing levels
of the genera Faecalibacterium (only RYGB) and the spe-
cies Roseburia intestinalis (both RYGB and VSG), both of
which have already been associated with decreased low-
grade inflammation and improved glucose homeostasis in
both humans and rodents [122, 130].

Although there is no doubt that GM composition is sig-
nificantly changing post-BS, this association does not (1)
confirm the involvement of GM in metabolic improve-
ments found post-BS nor (2) provide insights into the po-
tentially mechanisms involved. To decipher the relation-
ship between the host metabolic improvements, BS, and
GM, fecal microbiota transplantation (FMT) appears a rel-
evant tool to explore causality.
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Fecal transplantations effects

FMT has been scarcely studied post-BS [134, 148, 149], and
only two studies provide information related to glucose ho-
meostasis improvement [148, 149]. FMT from either post-
RYGB or sham-operated obese mice into germ-free mice
leads to decreased adiposity in the animals receiving post-
RYGB feces. A recent study performing FMT from human
to mice confirmed this effect [134]. Germ-free mice receiving
FMT from patients who had undergone BS up to 9 years be-
fore gained less adiposity than those receiving FMT from non-
operated obese individuals [134]. Additionally, RYGB recip-
ients displayed decreased circulating insulin levels and
HOMA-IR, while the opposite could be observed for the
Sham-recipient [148], suggesting that post-BS GM could rep-
licate some metabolic benefits of the surgery. Finally, Arora
et al. performed two different FMT experiments from BS or
sham-operated fa/fa rats into germ-free mice, transferring ei-
ther the ileum or the cecum content as inoculum [149]. They
showed that the ileal FMT (from RYGB) increased both the -
diversity and fat mass, yet altered their glucose tolerance as
compared to that of ileal sham controls. By contrast, cecal
FMT post-RYGB induced a significant decrease in post-
prandial glucose excursion, yet there was no significant effect
on weight as compared to the cecal sham control FMT. This
apparent discrepancy between these observations and those
previously reported by Liou et al. could also originate from
the differences in the models (mice vs. rats and diet-induced
obesity vs. genetic obesity and T2D) [148]. These promising
yet conflicting results underline the need for replicative stud-
ies, and while further research is needed to fully determine the
factors affecting GM composition following surgery, the
switch in GM functionality may be a more important factor
that impacts clinical outcomes post-BS.

Gut microbiota functional modification
Metabolic endotoxemia and gut barrier improvements

As previously described, obesity and T2D is associated with
increased gut permeability [27-29] in mice and humans. For
the latter, this occurs mostly after a lipid challenge [30]. This
phenomenon is mainly driven by lipopolysaccharides (LPS),
an outer membrane molecule of gram negative bacteria, which
triggers inflammation via the TLR4/CD14 complex [27-29].
Literature has repeatedly reported the decrease of systemic
LPS post-BS [150—154], which has even been associated with
improvements in insulin resistance and glucose control [151,
153]. A recent murine study demonstrated that RY GB induced
the improvement of tight-junction integrity and improved
in vivo intestinal permeability together with the reduction of
metabolic endotoxemia and systemic inflammation [155].
This improved intestinal permeability could originate from

(1) the observed reduction of fat intake post-BS [156] as fat
intake indeed alters the gut barrier [27, 30] or (2) the increased
Akkermansia muciniphila observed post-BS. While this latter
factor needs to be further explored, supplementing mice with
alive or pasteurized A. muciniphila is able to reduce plasma
LPS and is associated with improvements of the gut barrier as
well as glucose metabolism [138, 144]. Whether this is a pos-
sible mechanism in BS-induced metabolic improvement re-
mains unknown.

Bile acids

As mentioned above, BA have an impact on glucose homeo-
stasis post-BS and are strongly connected to GM composition.
Experiments using germ-free or antibiotic-treated mice dem-
onstrated the obligatory role of the GM to ensure the physio-
logical production of unconjugated and secondary BA [129,
157]. As GM dysbiosis contributes to altered BA metabolism
in inflammatory bowel diseases (IBD), one could wonder
whether the same is also occurring in other diseases presenting
with GM dysbiosis, such as obesity [145] or T2D [158].
Importantly, BS induces an increase in conjugated BA in
humans and rodents [103, 120—123] which acts partly through
FXR to improve glucose tolerance post-BS [122]. FXR KO
mice submitted to VSG displayed differences in GM compo-
sition such as lower levels of Roseburia spp. [122] as com-
pared to their wild-type counterpart. Most importantly, GM
functionality linked to BA metabolism was demonstrated to
significantly differ between RYGB and obese individuals
without surgery. Specifically, they observed an increased
abundance of microbial genes involved in the production of
secondary BA, concomitantly with increased post-prandial
levels of BA and fibroblast-growth factor 19 (FGF-19) post-
RYGB, the latter of which is an intestinal hormone that regu-
lates BA pools via FXR [134]. However, the link between the
modifications of BA and GM had not been evaluated in this
study. More recently, GUDCA has been demonstrated to be an
intestinal FXR antagonist and is increased upon metformin
treatment and improves glucose tolerance. Importantly, it
was recently demonstrated that metformin improves glucose
tolerance via the decrease of Bacteroides fragilis abundance
which itself is correlated to GUDCA levels and acts through
FXR signaling [127]. They further showed that FMT using
feces of metformin-treated patients increases insulin sensitiv-
ity and levels of intestinal tauro--muricholic acid (TBMCA)
in antibiotic-treated mice, whereas FMT using untreated pa-
tients was deleterious, similarly to the inoculation with
B. fragilis which abrogated the beneficial effects of metformin
on BA levels [127]. It is thus possible, yet unproven, that GM
evolution post-BS is implicated in the observed increase of
GUDCA or TBMCA, which further suggests a metformin-
like action of BS on glucose homeostasis. Nevertheless,
whether BS induces modification of Bacteroides fragilis and
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could therefore explain partly the improvement in glucose
metabolism observed post-BS has still not been described to
date.

Branched chain amino acids

Branched chain amino acids (BCAA) are essential amino
acids such as leucine, isoleucine, and valine, consisting up to
20% of daily amino acid intake. Although beneficial effects of
BCAA supplementation have been described [159-161], oth-
er studies also show increased BCAA levels in obesity [22,
162], insulin resistance, and T2D [158, 163—167]. BCAA me-
diate IR through the activation of the mammalian target of
rapamycin complex 1 (mTORC1) and its downstream target,
the ribosomal protein S6 kinase beta-1 (S6K1). mTORC1 and
S6K1 induce insulin resistance via the inhibition of phosphor-
ylation of the insulin-receptor (IRS-1) [168, 169]. BCAA are
implicated in pancreatic beta cell proliferation in the presence
of increased glucose [170]. Relationships between GM, serum
BCAA, and insulin resistance are also suggested [22, 163,
171]. Patients with insulin resistance display increased levels
of serum BCAA together with a GM enriched in Prevotella
copri and Bacteroides vulgatus, which are two species harbor-
ing increased expression of genes involved in the biosynthesis
of BCAAs and reduced expression of genes for internal
BCAA use [163]. Most importantly, our team demonstrated
that RYGB induces a reduction in serum BCAAs, demonstrat-
ing another potential mechanism of BS to improve glucose-
related parameters [26]. This decrease in BCAAs is also ob-
served post-BS in several other studies [172—178]. Moreover,

Fig. 2 Immunity and
inflammation profiles of adipose
tissue before and after bariatric
surgery. VAT, visceral adipose
tissue; scAT, subcutaneous
adipose tissue; Th1, helper T cells
1; Th2, helper T cells 2
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RYGB also induces an improvement in microbial gene rich-
ness which was at baseline significantly associated with in-
creased Bacteroides vulgatus [26]. Similarly, we found posi-
tive associations between this species and metabolic deterio-
ration in severe obesity.

Most interestingly, Laferrére et al. demonstrated that BCAA
decreased significantly solely in patients who lost at least 10 kg
of' body weight post-BS, but not in patients with a similar weight
loss induced by a restrictive diet [172], suggesting the role of a
BS-dependent mechanism in BCAA reduction. Whether the re-
duction in BCAA post-BS could be another weight loss-
independent factor implicated in the resolution of T2D and im-
plicating the GM would need demonstration. Indirect support of
this is that reducing BCAAs have beneficial effects on glucose
control independent of weight loss. As well, several experiments
demonstrated that glucose-lowering drugs such as metformin
[179, 180] and glipizide [180] promote the upregulation of
BCAA degradation pathways, also leading to a decreased serum
BCAA [179].

Inflammatory changes post-BS: links
with improvement in T2D?

Adipose tissue remodeling
As depicted in Fig. 2, BS enables a dramatic loss in body fat
mass [67] involving both from scAT and vAT depots [5]. It

was initially described that AT undergoes significant remod-
eling during BS and that BS reduces adipocyte size, yet more
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effectively in DR patients [181]. Although the relationship has
not been firmly confirmed, reduced adipocyte size might con-
tribute to the reduced production of cytokines such as IL-1Ra
[182, 183] or IL-8, IP-10, monokine-induced by y-interferon
(MIG), MCP-1, and “Regulated on Activation, Normal T Cell
Expressed and Secreted” (RANTES), along with the improve-
ment of body weight and metabolic alterations. Moreover, BS
is associated with fewer macrophages in the scAT [183, 184]
and in the vAT [185] and a switch toward a less pro-
inflammatory profile [8, 184], which may also participate in
the reduced inflammatory tone post-BS. T2D patients under-
going long-term DR lose more total fat mass and trunk-fat
mass than those remaining T2D post-RYGB, suggesting a
possible role of VAT modifications in DR [48]. This result is
concordant with that of a previous study where the remission
of metabolic syndrome (pre-diabetes state) was observed in
patients who lost the most vAT mass post-RYGB [186].

Notably, a recent study demonstrated that, while obese
mice on a dietary restriction can normalize their body weight,
they do not fully rescue their insulin sensitivity profile nor AT
inflammation with the conservation of crown-like structures.
Moreover, macrophages still display an inflammatory profile
with a perpetual cross talk with T cells maintaining inflamma-
tory activation [187]. These results, that need to be confirmed
in human, suggest that although weight loss improves obesity-
induced AT injuries, it does not restore its structure and func-
tion, which is important in the context of BS as some individ-
uals do not normalize their BMI post-BS [40, 48]. In addition,
it is well-known that BS induces major inter-individual vari-
ability in clinical outcomes and weight response and that one
could speculate that patients undergoing DR would improve
AT inflammation and metabolism better than those not achiev-
ing DR and with persistent inflammatory alterations.

Circulating immune and cytokine production changes

Together with changes in inflammation in the AT, modifications
of circulating immune cells and inflammatory cytokines are ob-
served post-BS. Blood CD16+ monocytes, known to display an
increased inflammatory cytokine production, are increased dur-
ing obesity [188] and positively correlates with BMI [189] and
the specific CD14dim CD16+ subpopulation further augments
in obese individuals with T2D [188]. Interestingly, the CD14dim
CD16+ subpopulation exhibits the lowest lipid accumulation
capacity of all monocytes and is less prone to migrate into the
AT [190]. BS significantly reduces these two subpopulations and
most particularly the CD14dim CD16+ monocytes [188, 191]
while switching their secretory profile toward a decreased pro-
duction of inflammatory cytokines such as TNFx and IL6 [191].
Interestingly, Chen et al. recently showed significant associations
between changes in GM composition post-BS (assessed by RT-
PCR) and the changes in monocytes number, secretion profile,
and the expression of their membrane receptors such as TLR-4,

which is the receptor that recognizes bacterially-produced LPS,
and thus involved in microbiota signalization pathway [191].

Circulating T lymphocytes display a Thl inflammatory
profile during obesity [18] and also undergo phenotype mod-
ifications post-BS. Whereas the blood number of lymphocytes
is not modified, Thl cells and the Th1/Th2 ratio decreases
significantly post-BS-induced weight loss [192] (Fig. 2).
This decrease is stronger among patients with T2D or im-
paired glucose tolerance (IGT) than normoglycemic patients
pre-BS [192]. In agreement with a switch in inflammatory
profile, the magnitude of glycemic improvement post-BS is
correlated with the increase in Th2 post-BS in a clinical study
focusing on T2D or IGT patients [193]. Blood levels of a
specific T cell type, mucosal-associated invariant T (MAIT)
cells, are dramatically decreased in obese and obese T2D pa-
tients [194, 195] but display a Th1 and Th17 cytokine produc-
tion profile [194] while their number is increased in the AT.
The relationship between MAIT cells and hyperglycemic mi-
lieu was substantiated by an in vitro study showing that hy-
perglycemia per se induces MAIT apoptosis [195], which
could partly explain their reduction during obesity and T2D.
Interestingly, MAIT cells recognize microbial derived metab-
olites (originating from the riboflavin pathway) that are able to
activate these cells. Recently, it was also demonstrated that
MAIT cells could be activated by some bacterial species
[196]. RYGB is able to (1) increase the number of MAIT cells,
yet their level does not return to that of normal healthy con-
trols, and (2) nearly normalize their cytokine secretion profile
with the exception of IL-17 [194], concomitantly with weight
loss and improvements in glycemic control. Overall, the in-
flammatory tone as well as the inflammatory profile of circu-
lating and AT immune cells tend to decrease post-BS.

Conclusions and perspectives

In this review, we ought to describe the beneficial effects of BS
in terms of glucose control improvement and diabetes remission,
as well as the myriad of complex mechanisms probably acting in
synergy to improve glucose homeostasis. BS induces caloric
restriction, weight loss, fat mass loss, improved {3-cell function,
gut plasticity, both hormonal and bile acids changes, as well as
immune cell modifications at the systemic level and within the
adipose tissue. However, the causal or secondary contribution of
these factors in improved glucose metabolism still need to be
deciphered. Recently, GM dysbiosis was shown to be partially
improved after BS, however, not to the same degree as metabolic
improvements. Thus, whether the GM per se plays a role in DR
observed post-BS still remains to be proven. Additionally, the
mechanisms by which GM compositional and functional modi-
fications post-BS participates in improved glucose metabolism
and/or inflammatory tone still need to be evaluated in depth in
controlled studies focusing on the combination of mechanisms
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proposed above in this review. Exploring these interactions will
also help identifying targets for biomarkers or upstream thera-
peutics mimicking BS effects without surgical intervention.
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Role des micro ARN dans la fonctionnalité béta cellulaire

Synthese des micro ARN

Les micro ARN (miR) sont de petits ARN monobranches, non codant d’environ 22 nucléotides,
hautement conservés entre les especes. Différentes étapes de maturation sont nécessaires a la
synthése d’un miR (Figure 10) (126). Tout d’abord, transcrit par la polymérase I, le pri-miR
double branche, en épingle a cheveux, est ensuite clivé en intra nucléaire par le complexe
composé de la Ribonucléase II (Drosha) et le cofacteur de Di George (étape 1, Figure 14). Le
précurseur pre-miR nouvellement formé est exporté vers le cytoplasme par un pore nucléaire
ou sa boucle est alors clivée par la ribonucléase Dicer (Ribonucléase III) (étape 2, Figure 14).
L’ARN double brin mature non codant ainsi formé peut s’associer au complexe RISC (RNA-
induced silencing complex), qui contient la protéine argonaute ou Ago?2 (étape 3, Figure 14).
Lors de la formation de ce complexe, la branche du double brin du miR qui n’est pas
complémentaire a I’ARN messager (ARNm) cible est dégradé : le miR devient monobranche.
Le complexe RISC est nécessaire pour fixer le miR a la séquence 3’ (3°’UTR) non traduite de
I’ARNm complémentaire cible (étape 4, Figure 14). La complémentarité est en général partielle
chez I’homme et 1’animal.

Les miRs ont une action de régulation post transcriptionnelle de I’expression des génes. En
effet, en se fixant sur ’ARNm cible, le miR associé au complexe RISC engendre soit une
dégradation de I’ARNm, soit une interruption de sa traduction (étape 5, Figure 14). Environ
60% des genes semblent régulés par des miRs (127). Plusieurs miRs peuvent cibler le méme
ARNm. En contexte pathologique, cette importante régulation post transcriptionnelle des genes

peut étre altérée si I’expression des miRs est dérégulée (126).
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Figure 14 : Schéma explicatif, miR, Extrait de Baulande S et al. (128) .

Sécrétion des miRs dans le milieu extra cellulaire

Une propriété importante de ces micro-ARN réside dans leur capacité a circuler dans le milieu
extra cellulaire. La grande majorité des miRs circulants sont uniquement associés a la protéine
argonaute (129), une minorité circulent au sein de structures lipidiques (Figure 15) (128) qui
peuvent étre :
- des exosomes (40-100 nm). Ce sont des microvésicules lipidiques formées suite a une
invagination de la membrane cytoplasmique de la cellule. Leur contenu, contrdlé par la

cellule se compose de protéines, ARNm et miR.
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des microvésicules plus grandes que les exosomes (0,1-1 um). Ces microvésicules se

forment a partir d’un bourgeonnement de la membrane plasmique, leur contenu non

controlé est similaire a celui de la cellule.

- des corps apoptotiques formés a des stades précoces de I’apoptose peuvent contenir des

miRs circulants.

- des lipoproteines : HDL [high density lipoprotein] et LDL [low density lipoprotein].

De facon intéressante, les miRs circulants particulierement transportés par les exosomes ou les

lipoprotéines peuvent €tre transférés sous leur forme active. Leur incorporation par les cellules

ciblées se fait par phagocytose ou fusion soulevant donc la possibilité d’'une communication

inter-organe (130,131). Les miRs circulants, complexés aux protéines Ago2 n’ont pas montré

a I’heure actuelle de fonctionnalité.

Espace extracellulaire

Corps apoptotiques Microvésicules et exosomes

Complexes . »

miARN - protéine Lipoprotéines (HDL, LDL)
=~
argonaute : [

(=)

T \:/
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Cytoplasme

Figure 15 : Export dans le milieu extra cellulaire des miRs, Extrait de Baulande S et al. (128)
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Micro ARN et fonctionnalité béta cellulaire

Depuis la découverte des miRs au début des années 2000, une littérature abondante a vu le jour,
dévoilant I’'importance de ces ARNs non codants dans la régulation post transcriptionnelle des
genes. De nombreuses équipes ont montré leur role fondamental sur le développement, le
métabolisme et la fonctionnalité de la cellule béta pancréatique. Plusieurs revues récentes de la
littérature ont décrit en détail les différents miRs impliqués ainsi que leurs actions régulatrices
au sein de la cellule béta pancréatique (126,132,133).

Tout d’abord, les miRs semblent indispensables au développement du pancréas endocrine. En
effet, la perte cellulaire des miR au niveau pancréatique a 1’état embryonnaire entraine la mort
des animaux en période post natale ou au mieux provoque de graves anomalies du métabolisme
glucidique a I’age adulte (134—136). Les miRs sont également impliqués dans la régulation de
la masse béta pancréatique a 1’age adulte, comme I’illustre I’adaptation physiologique de la
masse béta cellulaire a certaines situations comme la grossesse ou 1’obésité (et plus
particulierement I’insulinorésistance). Dans ces situations, la masse béta pancréatique ne peut
s’adapter lorsque I’expression de certains miRs est modifiée comme le miR-338-3p, le miR-
375, miR-106b-5p (137-141).

Dans la littérature, plus d’une vingtaine de miRs semblent étre capables de moduler la
prolifération et/ou I’apoptose des cellules béta pancréatiques comme les miR-30b, miR-101a,
miR-210, miR-203, miR-34a et bien d’autres, cf Figure 16 (126,132,133,142,143).

La synthese et la sécrétion de I'insuline dans la cellule béta pancréatique semblent étre
contrdlées par les micro ARNSs non codants. Méme si I’ARNm de I’insuline n’apparait pas étre
une cible directe de miRs, I’expression du geéne de I’insuline reste sous I’influence de
I’expression de plusieurs miRs qui ont pour cible des facteurs de transcription essentiels comme
SOX6 (144), MafA (143,145), PDX1(146). En ce qui concerne la sécrétion d’insuline, toutes
les étapes nécessaires a sa maturation et sa libération semblent également étre régulées par les
miRs. En effet, les protéines indispensables a I’exocytose de I’insuline dont les membres de la
famille SNARE, Syntaxin 1A, VAMP2 tout comme la Granuphilin (régulateur négatif de
I’exocytose) sont également la cible de nombreux ARNs non codants (133).

Enfin, la captation du glucose par le transporteur GLUT2, la glycolyse via la glucokinase ainsi
que le métabolisme oxydatif mitochondrial semblent étre ciblés par les miR 130 (a/b) et 152
qui sont par ailleurs dérégulés dans les ilots de patients DT2 (147).

La Figure 16 illustre les principaux miRs décrits dans la littérature, capables de réguler la

fonctionnalité de la cellule béta pancréatique.
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Figure 16 : miRs impliqués dans la fonctionnalité béta pancréatique. Adapté de Lapierre et al

(132), Osmai et al (126), Esguerra et al (133)

Micro ARN circulants, biomarqueurs de diabéte de type 2 ?

Les miRs sont tres stables et peu sensibles aux ribonucléases ainsi qu’aux cycles de
congélation/décongélation du sérum ou du plasma (148). En conséquence, la conservation du
plasma ou du sérum a -20°C ou -80°C ne semble pas altérer la mesure des miRs et pourrait
permettre ainsi leur utilisation comme biomarqueurs éventuels. De plus, les miRs sont retrouvés
dans beaucoup d’autres fluides que le sang (urine, salive, liquide amniotique, lait maternel...).
IIs sont conservés a travers les especes, permettant la comparaison entre les études animales et
humaines et enfin leur dosage est constant et stable au moins sur une durée de 24h (149).
Différentes études (150—-157), concernant de petits échantillons (ne dépassant pas les 30 patients
par groupe dans la plus part des cas) ainsi que plusieurs méta-analyses récentes (158—160) ont

N

cherché a identifier des miRs circulants pouvant servir de biomarqueurs du DT?2.
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Malheureusement, selon les études, les résultats sont souvent discordants, la dérégulation allant
parfois en sens inverse d’une étude a I’autre. Ceci souligne la difficulté d’interprétation de ces
données, pouvant différer du fait de biais d’étude, de conditions de prélevement et de détection
non comparables, de cohortes de patients aux conditions physiologiques différentes.
Récemment, plusieurs miRs circulants ont été identifi€s au cours de différentes méta-analyses
(158—160) comme potentiels biomarqueurs du DT2. Parmi ces miRs, 15 sont exprimés au sein
de la cellule béta pancréatique et leur role fonctionnel a déja été identifié (miR-7, miR-9, miR-
19a, miR-21, miR-26, miR-29a, miR-30d, miR-34a, miR-124, miR-130a/b, miR-132, miR-
146a, miR-148, miR-199a-5p, miR-375), (Figure 17).

Egalement, plusieurs équipes ont cherché a identifier les miRs circulants aprés une chirurgie
bariatrique (161-168). On constate que 7 miRs circulants, dont la fonctionnalité au sein de la
cellule béta est connue et qui dont leur taux circulant est dérégulé dans le diabete de type 2,
semblent significativement différentiellement exprimés apres chirurgie bariatrique (miR7,
miR-21, miR-26, miR-29a, miR-124, miR-130a/b, miR-146a). L’interprétation de ces données
doit se faire avec prudence contenu du fait que ces €tudes, peu nombreuses, sont tres
hétérogenes dans leur construction, particuliérement concernant la cohorte d’étude et le timing

post opératoire choisi pour I’analyse des miRs circulants (161-168).
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Figure 17 : Diagramme de Venn, illustrant les principaux miRs de la cellule béta pancréatique
dont la fonctionnalité cellulaire est connue (126,132,133) ; les principaux miRs circulants
biomarqueurs du DT2 (158-160) ; les principaux miRs différentiellement exprimés en post

chirurgie bariatrique (3 a 12 mois) chez le patient DT2 (161,162,165,166)
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Modeles animaux, effet de la chirurgie bariatrique sur la cellule béta

pancréatique

Cette derniere décennie, plusieurs équipes ont porté leurs recherches sur I’impact de la chirurgie
bariatrique sur le pancréas endocrine en utilisant différents modeles animaux (cf Tableau 2).
Plusieurs questions ont été posées par les différents auteurs :
- L’augmentation des hormones digestives circulantes observée apres chirurgie
bariatrique (SG et RYGB principalement), plus particulierement les incrétines (GLP-1,
GIP), participe-t-elle a I’amélioration de I’insulinosécrétion en post opératoire par une
action directe sur la cellule béta pancréatique ?
- Y a-t-il une modulation qualitative et quantitative du pancréas endocrine post chirurgie
bariatrique : masse béta cellulaire, prolifération, apoptose, répartition cellulaire ?
- Lafonctionnalité propre de la cellule béta pancréatique est-elle modifiée par la chirurgie
bariatrique ?
Une revue de la littérature concernant ce sujet (Tableau 2) montre que les différents articles
apportent souvent des réponses contradictoires, ce qui peut sans doute s’expliquer par la

diversité des modeles animaux et des techniques chirurgicales utilisées.

Comme nous 1’avons évoqué ci-dessus, il est maintenant bien décrit que les taux circulants des
incrétines s’¢élévent aprés chirurgie bariatrique. Figure de proue des incrétines, le GLP-1 a
suscité de nombreuses investigations. Cette hormone a de nombreuses actions physiologiques,
avec notamment la potentialisation de 1’insulinosécrétion et de la sensibilité a I’insuline ainsi
que de la production hépatique en glucose (169).

La sécrétion de GLP-1 est stimulée au cours de I’absorption digestive de glucose, de fructose,
de certains peptides et d’acides gras libres et est fortement réduite par la restriction calorique
(169). L’altération de la sécrétion post prandiale de GLP-1 chez le diabétique de type 2 est
considérée par certains auteurs comme participant a I’insulinopénie relative observée chez ces
patients (170).

Dans un contexte d’amélioration métabolique post-chirurgie bariatrique, cette hormone
intestinale est qualifiée comme le candidat idéal permettant d’expliquer, du moins en partie, les
effets de la chirurgie bariatrique sur I’insulinosécrétion. En effet, outre 1’¢1évation de son taux
circulant post opératoire, le blocage de son action systémique par son agoniste compétitif,
I’exendine 9-39 aprés un RYGB induit une altération partielle de 1’insulinosécrétion chez les

patients (171,172), ce qui n’a cependant aucune conséquence sur la tolérance au glucose des
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patients (173,174). De plus, des études chez I’animal mettent en doute le réle fondamental du
GLP1 dans I’amélioration glucidique, puisque des études sur des modeles animaux délétés
totalement ou partiellement (au sein des cellules béta) pour le récepteur du GLP-1 ont
récemment démontrées que le récepteur du GLP-1 n’était pas indispensable aux effets
bénéfiques de la SG sur I’homéostasie glucidique des animaux (175-177). Cependant, d’autres
récents travaux suggerent qu’une synthese paracrine de GLP-1 par les cellules alpha des ilots
de Langerhans pourrait participer a la stimulation de 1’insulinosécrétion aprés SG et serait

dépendante de la présence du récepteur au GLP-1 des cellules béta pancréatiques (178,179).

Par ailleurs, la découverte de cas de nésidioblastoses pancréatiques chez les patients atteints
d’hypoglycémies hyperinsuliniques post RYGB, au début des années 2000, a soulevé la
question d’une adaptation des ilots pancréatiques apres chirurgie bariatrique (180). Cependant,
un effet direct de la chirurgie bariatrique sur la masse cellulaire béta pancréatique chez I’homme
reste difficile a prouver, certaines équipes confirmant les premiers résultats observés par
Service et al (181) alors que d’autres non (182,183). La difficulté d’acces a I’organe du pancréas
rend difficile les investigations en dehors de situations pathologiques ou post-mortem chez
I’homme. Pour essayer de répondre a cette question, 1’utilisation de modeles animaux s’avére
nécessaire.

Nous avons recensé 16 études animales ayant étudié I’évolution de la masse béta pancréatique
apres une chirurgie bariatrique (cf Tableau 3). Dans ces travaux, le modele animal prépondérant
est le rat, et le modele chirurgical le plus utilisé est le RYGB ou un dérivé (duodéno-jéjunale
bypass : DJB), la minorité des études utilisent la SG ou la transposition iléale (IT). La encore,
les résultats divergent, la masse béta est parfois augmentée (184,184—192), réduite (116,193—
195) ou inchangée (191,196). Certains auteurs ont également relevé la taille, le nombre d’ilots,
les parameétres d’apoptose, de prolifération béta cellulaire, le contenu en insuline pancréatique
ou par ilots et la répartition cellulaire intra ilot (rapport béta/alpha cellulaire) et les divergences
de résultats sont la encore présentes (cf Tableau 3). Il semblerait que 1’évolution du poids et
par conséquence, de la sensibilité a I’insuline post chirurgicale ait une influence majeure sur
I’évolution des différents parametres pancréatiques post chirurgicaux et puisse masquer un effet
direct de la chirurgie sur cet organe. Ceci pourrait expliquer au moins en partie les résultats
opposés des différents travaux. En effet, cette observation est trés joliment illustrée dans I’étude
de Cummings et al (195) qui apres une IT chez le rat observe, 45 jours apres la chirurgie, période
au cours de laquelle les animaux ont perdu beaucoup de poids, une baisse de la masse béta

pancréatique en comparaison aux controles. Or, chez ces mémes animaux sacrifiés plus

61



tardivement (4 mois apres la chirurgie) et apres reprise de poids, la masse béta pancréatique
devient cette fois significativement plus élevée que celle des contréles témoignant de la
plasticité du pancréas endocrine.

En dehors du nombre de cellules béta pancréatiques, certains auteurs soulignent aussi une
amélioration de la fonctionnalité béta cellulaire apres chirurgie bariatrique a travers des études
sur ilots isolés (cf Tableau 3). En revanche, il semble 1a encore que I’évolution du poids et de
la sensibilité¢ a I’insuline des différents modeles animaux utilisé€s soit un biais important. En
effet, en fonction des différents modéles animaux utilisés, la sécrétion d’insuline stimulée par
le glucose au sein d’ilots isolés (GSIS) est soit augmentée (177,197,198) ou bien abaissée
(194,199). Chez I’homme, seules les études in vivo sont possibles et certaines équipes
retrouvent une amélioration qualitative de 1’insulinosécrétion stimulée par la charge en
glucose : restauration de la phase précoce d’insulinosécrétion dés le premier mois qui suit la
chirurgie bariatrique objectivée par un test de tolérance au glucose délivré par voie veineuse
(IVGTT) (200), d’autres montrent que cette amélioration fonctionnelle ne serait que partielle

(201).
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Tableau 3 : Modeles animaux de chirurgie bariatrique portant sur 1’effet de la chirurgie

bariatrique sur le pancréas endocrine

Article

Modeéle

animal

Chirurgi

@

Durée

suivi

Masse B

cellulaire

Contenu

Taille/
en nombre

insuline des ilots

Apoptose

B cellulaire

Proliféra Rapport

tion B

cellulaire

cellule

B/a

GSIS

Camacho-ramirez, et RYGB,
Rat wistar A
al. (185) VSG
Cantelli, et al. (199) |Rat, obése| DIJB 2 mois 4 4
Chai et al. (202) Rat GK RYGB | 30jours 4
1,5mois| K als
Cummings, et al. Rat UCD-
IT et4,5 mois, /1 a ¥ baisse stress du RE
(195) T2D
mois 4 mois
Cummings, et Rat UCD-
IT 2 mois A
al.(203) T2D
De luis, et al.(197) Rat GK DJB 2 mois = A
Souris B VSG sur souris cellule béta ko GLP1r (poids,
5
Douros, et al. (177) | cell GLP1r | VSG A A OGTT, IPGTT) : pas de modification de la
semaines
/= réponse
2 2 pulse des oscillations calciques stimulées par
Douros, et al. (198) |Souris HFD| VSG = = A
semaines le glucose. Synthese d'ATP intra ilot identique
Souris B A expression GLP-1 alpha cellulaire,
6
Garibay, et al. (178) | cell GLP1r | VSG ) 4 Aexpression des Proconvertases 1/3 dans les
semaines
-/- cellules alpha (perdu dans le modéle GLp1r KO)
46
Grong, et al. (186) Rat GK VSG A A
semaines
21 PYYintrailot, et 2 GLP1 mais en moins
Guida, et al. (204) Rat GK RYGB
grande quantité
12 2 expression du gene et de la protéine PDX1
Li, et al. (205) Rat GK RYGB
semaines dans les cellules béta
2
Lindqvist, et al. (187) Porc RYGB A A 2 expression géne du glucagon dans les ilots
semaines
Rat HFD, | VSG et 4
Liu, et al. (188) A v marquage insuline plus intense,
STZ DJB |semaines
Souris WT A acides biliaires circulants, effets moins
Mc Gavigan et al.
o) et Souris VSG 6 mois /4 marqués de la VSG si TGR5-/- sur tolérance au
116
TGR5-/- glucose, sensibilité a insuline,
Rat K sécrétion d'insuline in vitro en réponse a
Mendes, et al. (206) | western DJB 2 mois 4 /4 I'acide cholinergique et cAMP,
diet A syntaxin-1
K stéatose intra ilots,
Meéndez-guiménez, 4
Rat HFD VSG 4 v v A expression aquaporine 7 (canal pour glycérol)
et al. (194) semaines
positivement corrélé avec GSIS induit par GLP1
¥ cellule béta dédifférenciées,
Qian, et al.(189) Rat GK RYGB 3 mois A A
2 rapport sécrétion d'insuline/glucagon,
A (vs Rat
masse béta cellulaire identique aux rats pairfed,
Seyfried, et al. (190) | Ratfa/fa | RYGB | 30jours | shamad
A expression de GLP1 et PDX1 dans les ilots
libidum)
4
Sun, et al. (193) Rat GK IT 4 4 2 expression du GLP1 rdans le pancreas,
semaines
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Tableau 3 suite

Masse B Taille/ | Apoptose Rapport Expression
Modéle  Chirurgi Contenu Prolifération
Article Durée suivi cellulair nombre B cellule GSIS | du géene de
animal e en insuline B cellulaire
e des ilots | cellulaire B/a I'insuline
Rat
Wang, et | Sprague- 4 semaines
DJB A A 4
al. (191) Dawley, post STZ
STZ
Rat
Wang, et | Sprague- | RYGB vs
8 semaines =
al. (207) Dawley, | SADI-S
STZ
Woods, et A expression PDX1, GLP1, PP, synaptophysin
Souris HFD DJB |4 semaines = 4
al. (196) des ilots
Rat
Wu, etal. | Sprague- 16 ¥ infiltration macrophagique intra ilots et de
DJB 4 A
(208) Dawley, semaines I'expression de NLRP3 =inflammasome
STz
Transcriptomique : RYGB module I'expression
Rat de genes de la régulation métabolique de la
Yu, et al
diabétique | RYGB |4 semaines cellule béta. Corrélation entre I'intensité du
(209)
s contenu en insuline intra cellulaire et du
contenu calcique.
Zhang, et
Rat HFD RYGB |8 semaines A
al (184)
Zhou, et al
Rat GK RYGB 3 mois A A = = =
(192)

HFD : high fat diet, WT : wild type, GK : Goto-Kakizaki, UCD-T2D : UC Davis type 2 diabetes mellitus , RE : réticulum endoplasmique, GLP1r : récepteur du Glucagon like peptide 1, STZ :

streptozotocine

DJB : duodeno-jenunal bypass, RYGB : Roux en Y gastric bypass, IT : transposition iléale, VSG : vertical sleeve gastrectomy, SADI-S : Single-anastomosis duodeno-ileal bypass -sleeve

gastrectomy, GB : gastric banding, BPD : biliopancreatic diversion

GSIS : glucose stimulated index (des ilots isolés)

PYY : peptide YY, GLP1 : glucagon like peptide 1, PDX1 : pancreatic and duodenal homeobox 1, NLRP3 : Nod-like receptor family pyrin domain containing 3, PP : polypeptide pancreatic

OGTT : oral glucose tolerance test, IPGTT : intra péritonéal glucose tolérance test.
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A travers les différents résultats de ces études, la question de I’effet direct de la chirurgie
bariatrique sur le pancréas endocrine et particulierement sur la cellule béta pancréatique
(fonctionnalité, nombre) reste ouverte. Il est tres difficile d’affirmer a I’heure actuelle que les
effets observés sur la masse béta cellulaire, le GSIS soient indépendant de 1’évolution du poids
de la sensibilité a I’insuline aprées chirurgie bariatrique. Un modele permettant de dissocier effet
de la chirurgie sur le poids et la glycémie serait un atout pour essayer de répondre a ces

questions.

Afin d’étudier les différents mécanismes impliqués dans 1’amélioration de 1’homéostasie
glucidique apres chirurgie bariatrique, notre équipe a mis au point il y a plusieurs années, un
modele de bypass duodéno-jéjunal chez la souris, 1’entéro-gastro-anastomose (EGA) que nous

décrivons dans le chapitre suivant.
EGA, modele animal de chirurgie bariatrique

Le montage chirurgical

Le Pr ANDREELLI a mis au point une technique de bypass gastrique adaptée au modele murin.
Dans ce montage chirurgical, contrairement a la technique du RYGB chez ’homme, le volume
gastrique n’est pas réduit, mais le duodénum et le jéjunum proximal restent bien exclus du
circuit alimentaire (Figure 18). La mise au point récente de cette technique chirurgicale chez la
souris permet d’aborder la problématique des mécanismes impliqués dans I’amélioration de
I’homéostasie glucidique apres cette intervention. L’entéro-gastro-anastomose (EGA), qui est
un bypass duodéno-jéjunale, consiste en une suture du pylore et une anastomose du jéjunum
sur ’estomac (210). Il en résulte que le bol alimentaire n’est plus adressé au duodénum qui est

exclu du circuit alimentaire et qu’une nouvelle anse alimentaire est créée.
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Figure 18 : Schéma de I’entéro-gastro-anastomose : EGA

Les effets de cette technique sur la réduction pondérale, la réduction de la prise alimentaire et
I’amélioration de la sécrétion d’insuline et de I’insulinorésistance sont similaires aux effets du
RYGB chez I’homme (210). 11 est intéressant de constater que contrairement au RYGB chez
I’homme, la technique d’EGA n’exclue pas I’estomac. Ceci renforce 1’idée que 1’exclusion de

I’estomac n’est probablement pas indispensable aux effets généraux du RYGB chez I’homme.
Mode¢le de P’EGA chez la souris soumise au régime gras

Au cours d’une étude précédente, les effets de ’EGA ont été comparés a la chirurgie par anneau
gastrique chez des souris C57Bl6 soumises a un régime gras et ceci afin de mettre en évidence
les effets spécifiques de la technique EGA (210). Au 7¢me jour post-opératoire, seul le groupe
de souris EGA (et non le groupe anneau gastrique) présentait une réduction de
I’insulinorésistance hépatique et une hausse de la sécrétion d’insuline lors du test de tolérance
au glucose par voie orale (OGTT). Les groupes d’animaux étant pair-fed, les effets de 'EGA
ne pouvaient donc s’expliquer par la restriction calorique induite par cette chirurgie. Ceci était
en accord avec les données humaines et permettait ¢galement de montrer qu’a perte de poids
identique, seules les souris EGA avaient un métabolisme amélioré. Parmi les mécanismes
rendant compte des effets de I’EGA, notre laboratoire a montré que cette technique stimulait
spécifiquement la néoglucogenese intestinale et que la vagotomie annulait tous les effets de
I’EGA tant sur la prise alimentaire que sur le métabolisme glucidique. Enfin, parce que le

bypass gastrique est connu pour induire une sécrétion accrue de GLP-1 chez ’homme (170), il
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était intéressant de mieux comprendre les actions spécifiques du GLP-1 dans le modele murin
d’EGA. Pour cela, il a d’abord été vérifi¢ que seule ’EGA (et non I’anneau gastrique)
augmentait bien la sécrétion de GLP-1 en situation post-prandiale dans ce modele murin.
Ensuite, les souris EGA furent traitées par un agoniste compétitif du GLP-1 [Exendine 9-39
amide] pendant 10 jours, deés I’entéro-gastro-anastomose effectuée. Il a pu étre observé que les
effets satiétogenes et I’amélioration de la sensibilité a I’insuline induits par la chirurgie étaient
préservés malgré la réduction du GLP-1 suggérant que ces deux effets chirurgicaux étaient
indépendants du GLP-1. Par contre, on notait une réduction partielle (et non totale) de
I’amélioration induite par la chirurgie de I’insulinosécrétion lors de I’OGTT, d’environ 30%,
suggérant d’une part que la hausse de GLP-1 post-opératoire participait bien a 1’amélioration
de I’insulinosécrétion et que d’autre part, d’autres facteurs que les incrétines étaient impliqués
dans la régulation de I’insulinosécrétion par cette chirurgie.

C’est pour connaitre les autres mécanismes impliqués dans 1’amélioration de la sécrétion

d’insuline que nous avons décidé d’étudier les effets de la chirurgie EGA sur les souris ob-ob.

Modéle de PEGA chez la souris leptine déficiente (ob-ob)

Lors de mes travaux de thése, nous avons choisi d’utiliser le modéle de ’EGA chez la souris
ob-ob mutée pour la leptine (dont les caractéristiques sont décrites ci-dessous). Au cours de
travaux préléminaires nous avons pu constater que I’EGA dans ce modele n’induisait pas de
perte de poids durable mais était capable d’améliorer I’hyperglycémie de ces animaux par une
stimulation drastique de I’insulinosécrétion sans que 1’insulinorésistance ne soit modifi¢e. Nous
assistions ainsi a une dissociation poids/glycémie avec de plus, un effet majeur sur
I’insulinosécrétion. Nous avons donc décidé de porter mes travaux de theése sur ce modele et
d’¢étudier D’effet de ’EGA sur le métabolisme de la souris déficiente en leptine et plus

précisément sur le pancréas endocrine de ces animaux.
La souris leptine déficiente

La souris ob/ob est déficiente en leptine. Elle présente une hyperphagie des le plus jeune age (2
semaines) conduisant a une obésité massive, une dyslipidémie, une hyperglycémie et une
hyperinsulinémie particuliecrement prononcée pendant la période de prise de poids rapide
(Jusqu’a 5 mois de vie) (211). L’insulinorésistance est sévere dans ce modele. Le ilots béta
pancréatiques sont hyperplasiés (volume jusqu’a 10 fois ceux d’animaux contrdles wild type

WT) sans augmentation de leur nombre total (212). Parmi les cellules endocrines de 1’ilot
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pancréatique, la cellule béta y est en proportion plus élevée que chez des animaux WT (213).
Les ilots pancréatiques de souris ob/ob présentent plusieurs anomalies fonctionnelles. Tout
d’abord, leur sécrétion d’insuline en réponse au glucose est exagérée et le seuil de sécrétion
d’insuline est nettement abaissé par rapport a des ilots de souris WT (214). En effet, in vitro, la
sécrétion d’insuline est déja stimulée par une concentration inferieure & lmmol/l de glucose
(214). Egalement, la réponse calcique au glucose est augmentée mais désynchronisée au sein
des ilots (215,216) et I’expression du transporteur non sélectif de cation, TRPMS (Transient
receptor potential melastatin 5) qui joue une rdle important dans 1’activité €lectrique de la
cellule béta est abaissée (217). L’activité UCP-2 (uncoupling protein-2 : régulateur négatif de
I’insulinosécrétion, impliqué dans le métabolisme oxydatif des acides gras) est augmentée dans
les cellules béta des souris mutées pour le gene de la leptine (218). Le stress du réticulum
endoplasmique béta cellulaire est important mais la réponse adaptative UPR 1’est aussi ce qui
en limite probablement la perte de fonctionnalité (219,220). D’autre part, le transporteur du
glucose GLUT2 est moins exprimé et I’activité glucokinase est parfois décrite comme abaissée
ou élevée dans les cellule béta des souris ob/ob (221,222). Ce modele animal est trés utilisé
dans la littérature comme modele de diabete de type 2 avec obésité massive.

Malgré 1’absence de leptine, ce modéele a tout de méme 1’avantage de présenter de maniére plus
prononcée et homogene que les souris nourries au régime gras : une obésité avec lipotoxicité et
inflammation, une insulinorésistance importante avec adaptation pancréatique a
I’insulinorésistance, une dysfonction béta cellulaire a 1’origine d’une hyperglycémie sévere,

anomalies similaires au diabete de type 2 humain.

Comme évoqué ci-dessus, le modele d“EGA chez la souris ob-ob est un cas rare de
dissociation poids/amélioration du métabolisme glucidique. Il apparait tres utile pour identifier
les facteurs spécifiques issus de la chirurgie et capables de guérir le diabete indépendamment

du poids.
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Hypothéses de travail et objectifs de la thése

Question posée.

Comment expliquer quels sont les mécanismes mis en jeu dans I’ilot pancréatique des souris
ob-ob expliquant I’amélioration de la sécrétion d’insuline indépendamment du poids et de la

résistance a 1’insuline ?
Hypotheses de travail.

Les modifications induites par la chirurgie bariatrique sur le pancréas endocrine en terme de
masse cellulaire et de la fonctionnalité des cellules béta restent mal déterminées et font 1’objet
de cette étude. Pour cela, nous nous sommes intéressés au pancréas endocrine apres by-pass
gastrique chez un modéle murin d’obésité associée au diabete de type 2, la souris ob-ob.

Nous avons fait 3 hypotheses de travail :

1- L’amélioration de la sécrétion d’insuline aprés EGA chez les souris ob nécessite un
changement de fonctionnalité (plus probable) qu'un changement du nombre de cellules beta
pancréatiques (moins probable).

2- La chirurgie EGA améliore la fonctionnalité des cellules béta pancréatiques en diminuant
I’inflammation intra ilot.

3- La chirurgie EGA améliore la fonctionnalité des cellules béta pancréatiques via un
changement d’expression des miRs insulaires et secondairement de geénes impliqués dans la

synthése, la maturation, 1’exocytose de I’insuline.
Objectifs de la these

L’objectif principal du projet est de préciser les effets de la technique d’entéro-gastro-
anastomose, EGA sur le pancréas endocrine de la souris Ob/Ob, indépendamment du poids.
Afin de confirmer les résultats de nos travaux préliminaires, une premiere partie du travail a
consisté a en analyser les effets sur la prise alimentaire, le poids, la composition corporelle, les
parametres biochimiques et hormonaux.

Dans une seconde partie, nous avons ¢étudié les effets de ’EGA sur la masse anatomique 3
cellulaire, le contenu en insuline des ilots, la répartition cellulaire intra ilots et la fonctionnalité

béta cellulaire in vivo et in vitro.
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Enfin nous avons procédé a des analyses transcriptomiques et étudié 1’expression des miRs

insulaires apres I’EGA.
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Résultats

Article 2 : B-cells pathways regulation by bariatric surgery in ob/ob mice

Chloé Amouyal, Julien Castel, Claudiane Guay, Amélie Lacombe, Jessica Denom, Stéphanie
Migrenne, Jonathan Sobel, Christine Rouault, Florian Marquet, Serge Luquet, Raphael
Scharfmann, Karine Clément, Olivier Taboureau, Christophe Magnan, Romano Regazzi,

Fabrizio Andreelli, a soumettre a Cell metabolism, 2019.

Contexte :
Le diabete de type 2, maladie endémique, est la conséquence d’une insulinorésistance associée
a une défaillance béta cellulaire progressive. Restaurer la fonction beta pancréatique reste un
enjeu majeur dans la prise en charge des patients DT2. La chirurgie bariatrique (et
particulierement la SG et le RYGB) a démontré ces dernieres années, la capacité de restaurer
I’insulinosécrétion physiologique de patients massivement obeses et diabétique tres
précocement en association a une baisse drastique de I’insulinorésistance a moyen terme,
secondairement a la perte de poids. De nombreux mécanismes pouvant étre impliqués dans
I’amélioration de I’homéostasie glucidique post chirurgie bariatrique ont été évoqués. Parmi
ceux-ci, l’augmentation de sécrétion du GLP-1 semble participer a 1’¢lévation de
I’insulinosécrétion sans étre indispensable a I’amélioration de I’homéostasie glucidique comme
le démontre les études portant sur des modeles de souris invalidés pour le récepteur du GLP-1.
Plusieurs études ont porté sur l’évolution du pancréas endocrine aprés chirurgie mais
Pévoluti . NP .

évolution du poids apres chirurgie reste un facteur confondant important ne permettant pas de
conclure a un éventuel effet direct de la chirurgie bariatrique sur le pancréas endocrine. Nous
avons précédemment validé et publié un modele de bypass duodéno-jénunal (entéro-gastro-
anastomose : EGA), capable dans un modele de souris C57B16 nourries au régime gras,
d’améliorer la tolérance au glucose des animaux en stimulant 1’insulinosécrétion et en

améliorant I’insulinorésistance hépatique des animaux, 10 jours post opératoire.

Résumé du travail :
Nous réalisons désormais I’EGA chez la souris invalidée pour le gene de la leptine,
massivement obese et hyperglycémique. Nous démontrons que les souris leptine déficientes

ob-ob opérées de I’EGA (groupe ob-EGA) sont guéries en post-opératoire de leur diabete alors
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qu’aucune perte de poids n’est observée. Cette amélioration de 1’homéostasie glucidique est
liée a une augmentation de la sécrétion d’insuline et de C-peptide témoignant d’une
amélioration probable de toutes les étapes de I’insulinosécrétion alors que la sensibilité a
I’insuline n’est pas améliorée de maniere significative, probablement du fait de la persistance
de I’obésité massive. Nous venons donc de réaliser pour la premiére fois la dissociation perte
de poids-guérison du diabete.

Une étude histologique des pancréas prélevés a 1 mois post-chirurgie révele que les flots des
souris ob/ob ont un volume tres important par rapport a ceux de souris C57B16 de poids normal.
Nous n’avons pas constaté de modification de leur nombre ni de leur taille dans le groupe de
souris ob-EGA une fois le diabete guéri par la chirurgie. Par contre, le contenu en insuline des
ilots est significativement augmenté par la chirurgie bariatrique. De plus, 1’analyse
transcriptomique des genes, révele que I’EGA régule certaines fonctions biologiques impliqués
dans les processus d’insulinosécrétion. Un microarray de microARN a été réalisé et retrouve
27 miRs dont I’expression est significativement modifiée par la chirurgie bariatrique. Ces miRs

sont en relation avec 193 ARNm également différentiellement exprimés par ’EGA.
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Abstract

Bariatric surgery in ob/ob mice resolved diabetes by increasing pancreatic insulin content and glucose
stimulated insulin secretion in vivo without persistent body weight loss. Transcriptomic analysis of pancreatic
islets showed that bariatric surgery differentially regulate 193 genes and 27 miRs. Interestingly, the surgery
normalized molecular defects (down regulation of TRPMS, GLUT?2, GCK, connexin 36) and functional
alteration (high sensitivity of islets to low glucose levels) observed in diabetic ob pancreatic islets. In addition,
the surgery promoted the enrichment of 227 biological process, composed of genes with known or
undetermined beta cell function, especially 21 genes are involved in the hormone transport and 20 genes in the
hormone secretion biological process. Computational analysis predicted that 7 of 27 miRs (324-3p, 380-3p,
671-5p, 1927, 6904-5p, 6918-5p and 7682-3p) are hubs in the miRs-gene interaction network. Altogether, our
data highlighted novel molecular mechanisms in the resolution of diabetes after bariatric surgery.
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Introduction.

The restoration of pancreatic beta cell functionality is an important challenge in the field of diabetology.
Bariatric surgery methods have demonstrated important capacities to promote restoration of physiological
insulin secretion and resolution of insulin resistance during the long-term follow-up (Andreelli et al., 2009;
Friithbeck, 2015). Consequently, the context of bariatric surgery can be helpful to consider this important issue.
Shortly after surgery, improvement of insulin secretion has been observed particularly with surgical procedures
with both restrictive and malabsorptive components (the Roux-en-Y gastric bypass (RYGBP), the duodenal
switch or the biliopancreatic diversion) independently of body weight loss (Cohen et al., 2012; Pories et al.,
1995). Various mechanisms have been proposed to explain how surgery may contribute to a reduction of
hyperglycemia (Arble et al., 2015; Evers et al., 2017). Among them, restoration of glucagon like peptide 1
(GLP-1) secretion has been emphasized as key factor for beta cell recovery after bariatric surgery (Amouyal
and Andreelli, 2016; Laferrere, 2011). But, improvement of glucose homeostasis after bariatric surgery despite
continuous infusion of the GLP-1 competitive agonist exendine [9-39]-amide and in mice models with GLP-
1 signaling deficiency suggested that other unknown mechanisms may be involved in the recovery of
pancreatic beta-cell functionality (Douros et al., 2018; Mokadem et al., 2014; Wilson-Pérez et al., 2013).

We have previously developed and validated a model of bariatric surgery that demonstrated the capacity to
cure diabetes in a high fat diet-feed mice model (Troy et al., 2008). In summary, this surgery was based on an
entero-gastro-anastomosis (EGA) with pyloric ligature as a surrogate of Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) in
humans (Troy et al., 2008) . We now performed the EGA procedure in leptin deficient ob/ob mice, a known
model with diabetes and altered insulin secretion capacities in a context of massive obesity, inflammation and
lipotoxicity. We showed that the EGA procedure fail to decrease permanently hyperphagia and excess of body
weight of this rodent model. In contrast, glucose tolerance during an oral glucose challenge was normalized
when compared to lean C57B16 wild type mice, largely because of increased insulin secretion after surgery. In
view of these findings, we studied how EGA surgery modifies mRNA and microRNAs expression in
pancreatic islets. For this purpose, we compared molecular data sets from islets of normoglycemic ob mice
after surgery (EGA-ob mice), ob mice with persistent diabetes (sham surgery, Sham ob-mice) and lean C57B16
wild type mice, (WT mice). This revealed that bariatric surgery modified the expression of Trpm5, GLUT2
(Scl2a2), Glucokinase (Gck), Connexin 36 (Gjd2) and of several other genes involved in the regulation of
insulin secretion, calcium signaling and glucose and lipids metabolism. Regulation of these pathways is partly
dependent on 27 microRNAs differentially expressed after the surgery, 7 of them located in hubs in the miRs-
gene interaction network. These molecular changes correlated not only with increased insulin content and
improved glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) in vivo and in vitro but also with changes in GSIS
threshold in vitro suggesting important modifications in beta cell glucose metabolism.

Results

EGA procedure does not modify body weight, food intake and energy expenditure in ob/ob mice.

In our previous publication, EGA procedure strongly reduced food intake and body weight in high fat diet-fed
mice (Troy et al., 2008). In contrast, a transient decrease of both parameters was observed in ob/ob mice during
10 days following surgery, both in EGA ob-mice and in the pair-fed sham group (figure 1A-B). After this
period, food intake and body weight recovered and at the end of the follow-up (28 days) period they reached
the level observed before surgery (figure 1A), with a similar evolution until 80 days after the surgery (figure
1B). This biphasic evolution could be linked to the post-operative stress, as this model is known to be
particularly stressful (Surwit et al., 1984). Because similar body weight does not exclude changes in fat and
lean mass, we studied the body composition before and 30 days after the surgery. At both time points, fat and
lean mass were not different between EGA-ob mice and sham-operated ob mice (figure S1A). Additionally,
lack of changes in body fat distribution was also confirmed by similar fat pad depots in both groups (data not
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shown). Ob/ob mice are deficient for leptin, a satiety hormone synthetized mainly by the white adipose tissue.
Monitoring of daily food intake demonstrated that the EGA procedure was not sufficient to reduce food intake
in ob/ob mice, suggesting that leptin is an important mediator for the satietogenic effect of EGA surgery (figure
1A). Energy expenditure is an important parameter of whole body energetics and can be modified after various
bariatric procedures (Arble et al., 2015; Carrasco et al., 2007; Stefater et al., 2010, 2012; Stylopoulos et al.,
2009; Wardé-Kamar et al., 2004). To decipher potential consequences of EGA procedure on whole body
energy regulation, locomotor activity and 24h energy expenditure were assessed 30 days after surgery. We
found that the surgery had no significant effect on locomotor activity in both day and night periods (figure
S1B). In addition, total energy expenditure and RER were similar in both groups (figure S1C). Collectively,
these data demonstrate that, in contrast to what previously observed in high fat diet-feed mice (Troy et al.,
2008), ob/ob mice are resistant to the modifications induced by the EGA procedure on food intake, body
composition and energy expenditure. Consequently, most of the biochemical blood parameters (triglycerides,
free fatty acids, glycerol, B hydroxy-butyrate) measured at the beginning and at the end of the follow-up period
were similar in EGA-ob mice and sham-ob mice (Table S1).

EGA procedure normalizes both basal glycemia and glucose tolerance despite persistent whole body
insulin resistance in ob/ob mice.

Bariatric procedures are known to increase insulin sensitivity in a context of body weight loss both in humans
and rodents, as we demonstrated using the EGA procedure in the high fat diet-fed mice model (Troy et al.,
2008). Contrasting with these observations, HOMA-IR index and intraperitoneal insulin tolerance test (IPITT,
0.75 Ul/kg of insulin) were similar in ob/ob mice before surgery (ob-ob), in EGA-ob mice and in sham-ob
mice at the end of the follow-up, suggesting a weak effect of the EGA procedure on this parameter in ob/ob
mice model (figure 1C-D). Basal glycemia was significantly decreased in EGA-ob compared to sham-ob mice
during the follow-up (figure 2A). In addition, glycemia during an oral glucose tolerance test (OGTT) in EGA-
ob mice was similar to that of WT mice and was significantly different from that of animals before the surgery
(ob-ob) and of sham-ob mice (figure 2B-C). This important improvement of glucose homeostasis was linked
to a significant increase in insulin and C-peptide secretions during the glucose challenge (figure 2D-E). This
first indicates that EGA improves the secretory capacities of B cells. Beyond these quantitative aspects, the
shape of the post-surgical glucose curve during OGTT paralleled that of lean mice, suggesting that the EGA
procedure improved the threshold of glucose sensitivity of B cells and/or corrected the kinetics parameters of
insulin secretion (figure 2B). To confirm that the main effect of EGA surgery was an improvement of insulin
secretion rather than a reduction of whole body insulin resistance, we performed a 2Ul/kg IPITT (figure S1D),
by assessing the dose of insulin able to reproduce the peak of insulinemia during the OGTT (30 ng/ml at time
15mn, figure 2D, figure S1E). In this situation, we showed that the decrease of blood glucose levels was similar
between sham and EGA-ob mice, suggesting that EGA does not improve whole body insulin sensitivity (figure
S1D). Lastly, glucagon is an important contributor of glucose homeostasis. Despite a tendency for higher blood
glucagon levels in the fasting state in EGA-ob mice, blood glucagon levels during OGTT were similar in ob-
ob mice before surgery, in sham ob mice and in EGA ob mice (figure 2F). Taken together, these findings
indicate that the EGA procedure promotes a significant improvement of pancreatic § cell functionality which
is independent of body weight loss.

Contribution of GLP-1.

An abundant literature suggests that some bariatric procedures increase GLP-1 action and secretion in
populations with type 2 diabetes (T2D) and in rodent models (Amouyal and Andreelli, 2016; Evers et al., 2017,
Laferrere, 2011). Increased GLP-1 availability may be an important mechanism contributing to better 3 cell
functionality after bariatric surgery. To assess whether this can explain the dramatic improvement of glucose
homeostasis observed in EGA-ob mice, we first measured GLP-1 circulating levels in the basal state and during
OGTT. We showed that EGA surgery fails to restore GLP-1 secretion during OGTT in ob mice in contrast to
what observed in wild type C57B16 mice that were used as positive controls (figure S2A). We know that blood
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GLP-1 levels are not predictive of GLP-1 action. Therefore, we studied the consequences of whole body
reduction of GLP-1 action by a continuous intra-peritoneal infusion of exendine [9-39] amide (or saline) during
28 days in EGA-ob mice (Troy et al., 2008). First, systemic blockade of GLP-1 action did not modify the
evolution of body weight and food intake in EGA-ob mice in comparison to EGA-ob mice infused with saline
(figure S2B-C). Additionally, the glucose excursion during OGTT was unchanged when EGA-ob mice injected
with saline and exendine [9-39] amide were compared (figure 2D). Taken together, these data suggest that
GLP-1 has probably only minor effects on diabetes resolution in this model.

Anatomical changes in endocrine pancreas following EGA surgery.

To better delineate the effects of the surgery on insulin secretion, we studied the anatomical changes occurring
in the endocrine pancreas of EGA-ob mice cured for their diabetes and in sham-operated mice remaining
diabetic. First, in agreement with data in the literature (Baetens et al., 1978; Bock et al., 2003), pancreatic islets
of ob/ob mice were found to be extremely large (figure S3A-C) but containing a relatively low level of insulin,
as assessed by immunochemistry (figure S3A-B, D) or immunofluorescence staining (figure 3A-B). After
resolution of diabetes, insulin content in pancreatic islets was significantly increased in ob-EGA mice (figure
3C) as well as the insulin positive area (figure S3C-D). We next studied to what extent the surgery could
modify the expression of Ins/ and Ins2 genes in pancreatic islets. Expression of both genes was higher
compared to WT mice but was not significantly different between EGA-ob mice and sham-ob mice (figure
3D). Thus, the increase in insulin content observed after surgery is probably not the consequence of changes
in Insl/2 genes expression. We next questioned if bariatric surgery raises islet insulin content by enhancing
beta cell proliferation. First, immunochemistry studies showed that surgery did not change the number of
islets/'mm2 nor pancreatic islet size distribution in ob mice (figure S3E-F). We then studied islet cellular
composition of EGA-ob and sham-ob mice by a flow cytometry gating strategy (FACs) that differentiates a, 3
and a third population of PP and somatostatin cells (figure 3E). In comparison to sham-ob mice, EGA-ob mice
islets were characterized by a lower percentage of insulin+ cells/islet and a modest but significantly higher
percentage of glucagon + cells/islet (figure 3F). Taken together, these data suggest that the surgery did not
induce B cell proliferation. This was also confirmed by a similar number of Ki67+/insulin+ cells among both
groups (figure 3G). In addition, no proliferation of glucagon + cells was observed after surgery (figure 3H).
Changes in alpha and B cell ratio after EGA surgery could be the consequence of a reversible process of p cell
dedifferenciation. To test this hypothesis, we measured by qPCR the expression of Slc30A8 and Mafa genes,
two key B cell markers (Diedisheim et al., 2018). We found that none of these genes is affected by the EGA
procedure (figure 3I).

Systemic and intra-islets inflammation.

Accumulating evidence points to tissular and systemic low-grade inflammation as a primary force contributing
to the development of insulin resistance and f cell dysfunction (Asghar and Sheikh, 2017; Khodabandehloo et
al., 2016). Low-grade inflammation is a hallmark of ob mice (Chan et al., 2013) and we next questioned if
surgery displayed anti-inflammatory properties that could contribute to the observed metabolic improvement.
We first assessed systemic low-grade inflammation by measuring different circulating cytokines. IL-6, TNFa,
resistin and MCP-1 levels were similar in EGA-and in sham-ob mice, demonstrating persistence of systemic
inflammation after surgery (figure S4 A-D). Beyond systemic low-grade inflammation, islet inflammation
plays a key role in the development of islet dysfunction (Eguchi et al., 2012). We then assessed the percentage
of CD45+-cells/pancreatic islet by FACs and observed no difference between sham- and EGA-ob mice (figure
S4E). Furthermore, expression of IL-6 and IL- 1§ genes in pancreatic islets was similar in either ob mice groups,
suggesting that surgery did not improve systemic or intra-islet inflammation (figure S4F). Ob/ob mice are
characterized by endoplasmic reticulum (ER) stress (Chan et al., 2013). In agreement with the lack of beneficial
effects of EGA procedure on inflammation, the expression of genes involved in ER stress was not significantly
changed after the procedure (figure S4G).
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Bariatric surgery regulates the expression of a wide range of genes associated with p-cell function.

For a better understanding of the influences of bariatric surgery on f cell integrity, we determined the global
gene expression profile of pancreatic islets of EGA-ob mice, sham-ob mice and C57B16 wild type mice. All
islets were analyzed one month after the surgery, when glucose tolerance was normalized in EGA-ob mice.
Global analysis of the islets’ transcriptome of EGA- and sham-ob mice identified 555 genes differentially
expressed between the two groups (logFC > 1 and < -1, p value < 0.05, FDR<0.001 as thresholds) (figure 4A).
After manually removing the probes without gene names, duplicate genes and genes without known
physiological functions, 193 genes were differentially expressed between EGA-ob and sham-ob mice (figure
4B). Expression of 17 of them was confirmed by qPCR (figure 3D and I, figure S4F-G, figure S5D) [/ns],
Ins2, Slc30A8, Mafa, IL1b, IL-6, Xbpl1, Edem, BIP, Chop, Neurog-3, Connexin 36 (Gjd2), Socs3, Ucp2, Trpm5,
Trpm2, Aldob B]. When compared to the islets of C57B16 wild type mice, 105 of the 193 selected genes were
returned to normal levels, 47 were up-regulated and 41 were down-regulated in EGA-ob mice (figure 4B).
Among the top 30 up- or down-regulated genes differing between EGA-and sham-ob mice, surgery affected
the level of several genes previously linked to important B-cell functions or involved in diabetes
pathophysiology such as Trpm5, Cnrl, Fos, Gadl, Reg3b, Kcnfl, Nnat, Dbp and Reg?2 (for the first 10 up-
regulated genes in EGA-ob mice, Table S2) and Aldob, Ptger3, Calb2, Rgs8, Rgs16, Olfml, Cartpt, Txnip and
Kcnk10 (for the first 10 down-regulated genes in EGA-ob mice, Table S3). Of note, Gm129, Olfr56, Cdh22,
Celsrl, Wnt2, Clgtnfl and Gins2 which have not yet been linked to B-cell functions or diabetes showed
significant changes in expression after surgery (Table S2 and Table S3). Next, we showed that among the 30
up-regulated genes and the 30 down-regulated genes cited above, 14 and 11 genes, respectively, were not
significantly different between EGA-ob mice and WT mice, suggesting that the EGA procedure tends to restore
a normal pattern of gene expression (figure 4C).

Then, we performed a Go Term enrichment analysis and identified 227 biological process significantly
modified after the surgery (enrichment adjusted p-value < 0.05). The most enriched one (classified by
enrichment adjusted p-value or by gene ratio) associated 21 genes (Cnrl/Nnat/Acvric
/Trpm2/Sox4/Hmgcr/Pim3/Adoral/Gipr/Sytl4/Ccl5/Adora3/Aqp1/Tiam1l/Gpr68/Arntl/Serpina7/Vgf/Clqtnfl/
Cartpt/Ptger3: “hormone transport”, GO term identification number: GO:0009914), which plays a substantial
role in the regulation of insulin secretion (figure 4D, Table S4). Classification of 227 biological processes by
functional categories are represented in figure 4E. Intriguingly, 30 biological processes (13% of the total)
were associated with striated muscle metabolism / muscle cell differentiation. This finding was unexpected.
The most differentially enriched one (called “striated muscle tissue development”, GO GO:0014706)
combined 19 genes (Fos/Egril/Nrdal/Actn3/Cyp26b1/Rgs2/Hspg2/Hmgcr/Nrid2/Rara/Dsg2/Tpmi/Hdac9
/Ppara/Arntl/Atf3/Cdk1/Sikl/Wnt2). Comparison of “hormone transport” and of “striated muscle tissue
development” biological processes showed only one common gene (Hmgcr). The analysis of the literature
showed that 13 genes of the 19 presents in the “striated muscle tissue development” biological process have
established role in beta cell physiology and insulin secretion. Thus, we proposed that this biological process
(and the additional 29 regulations of the same Go term family) could be added to the 28 biological systems
linked to insulin secretion. Altogether, we showed that bariatric surgery in ob/ob mice affects the regulation
of various molecular pathways, mainly involved in the regulation of insulin secretion.

Bariatric surgery and beta cell functionality

In the ob/ob mice model, glucose stimulated insulin secretion (GSIS) is known to be altered both in vivo and
in vitro and this correlates with various molecular defects in islets. Ob/ob islets are characterized by loss of
high frequency glucose-induced Ca++ oscillations, partly explained by down-regulation of the nonselective
cation channel Trpm5 (Colsoul et al., 2014). In our data set, Trpm5 was the most up-regulated gene in
pancreatic islets after the surgery. We showed that GSIS in vitro and in vivo and islet insulin content strongly
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correlated with Trpm5 expression (figure 5 A-C). Particularly, the highest expression of Trpm5 (as observed
in EGA-ob mice) correlated with the highest beta cell functional capacities both in vivo and in vitro. This was
also observed with the Trpm2 gene, suggesting that the TRPM family of ion channels is regulated by the
surgery and is an important contributor for beta cell recovery both in vitro and in vivo (figure 5SD-F). Ob/ob
islets are also characterized by impaired ATP generation (and increased islet expression of Ucp2 (Saleh,
20006)), altered beta-cell coupling (and reduced connexin 36 (Gjd2) (Irles et al., 2015)), down-regulation of
early metabolic steps of insulin secretion (and reduced Slc2a2 (GLUT2) and Gck gene expression (Irles et al.,
2015; Jetton et al., 2001)). Interestingly, EGA procedure tended to correct theses defects and insulin secretion
in vivo correlated with up-regulation of Gck, GLUT2 and connexin 36 genes and down-regulation of UCP2
expression in EGA-ob mice (figure 5G-R). These data indicate that EGA surgery improves GSIS by targeting
multiple molecular pathways that are altered in the islets of ob/ob mice. Importantly, we observed that high
sensitivity for GSIS in vitro for ImM glucose (a hallmark of ob/ob beta cell physiology) is shifted toward
higher glucose levels, suggesting changes in the threshold of GSIS (figure S5E). As a consequence, it could
be postulated that inappropriate insulin secretion at low glucose levels (one of the well characterized defect of
pancreatic islets of ob mice (Irles et al., 2015) will be reversed contributing to increase insulin content as
observed after the EGA procedure.

EGA surgery changes the microRNA expression profile of pancreatic islets.

MicroRNAs (miRs) have emerged as important regulators of beta cell functions (Plaisance et al., 2014). To
elucidate the mechanisms by which f cell functionality is dramatically improved in EGA-ob mice group, we
next compared the global islet miR expression profile of EGA-ob mice, sham-ob mice and C57BI16 wild type
mice. We were able to analyse the expression of 417 miRs in these 3 conditions. We found that 22 of them
were differentially up-regulated when EGA-ob mice and sham-ob mice were compared (extreme fold change
from 25 to 1.27, adjusted p-value <0.05) (figure 6A, Table S5). In addition, 5 miRs (106b-5p, 671-5p, 152-3p,
455-5p, 494-3p) were differentially down-regulated when EGA-ob mice and sham-ob mice were compared
(extreme fold change from -1,58 to -1,42, adjusted p-value <0.05) (figure 6A, Table S5). We next focused our
analysis on few miRs with known functions in B cell physiology which are significantly up-regulated in EGA-
ob mice (such as miR-203-3p with anti-apoptotic properties and miR-184-3p which regulates favourably
insulin secretion) or down-regulated in these groups (such as miR-106b-5p with proliferative properties)
(Plaisance et al., 2014) . We compared the expression of these 3 miRs by qPCR in the islets of EGA-ob and
C57BIl6 wild type mice and observed that surgery tends to normalise their expression in diabetic ob-mice
(figure 6B).

Integration of microRNAs and gene array data set.

MiRs are essential for the regulation of gene expression in pancreatic islets, and by this way participate to the
maintenance of B cell integrity (Plaisance et al., 2014). We next performed a computational analysis to unravel
the interactions between the 27 miRs and the 193 genes differentially expressed after the surgery. First,
bioinformatics analysis predicted that 15 of the 27 miRs (miR-30c-1-3p, 380-3p, 434-3p, 671-5p, 6904-5p,
7682-3p, 324-3p, 26b-5p, 494-3p, 1927, 106b-5p, 338-3p, 26a-5p, 6918-5p and 3099-3p) regulate the
biological process (GO:0009914) that is most enriched after the surgery. Of note, 7 of the 27 miRs (324-3p,
380-3p, 671-5p, 1927, 6904-5p, 6918-5p and 7682-3p) contribute to the regulation of the largest panel of the
193 genes of interest (from 46 to 23 genes for each of them, figure 6C, figure S6), demonstrating their important
contribution as regulators of gene expression in the context of bariatric surgery.

Discussion

The present study identified a molecular signature in pancreatic islets related to diabetes resolution after
bariatric surgery, capable of discriminating between ob/ob mice with diabetes and ob/ob mice after resolution
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of diabetes. We demonstrated that bariatric surgery promotes changes in the expression of 193 islet genes.
Among them, we showed that bariatric surgery corrects the expression of some of the gene known to contribute
to beta-cell dysfunction in ob mice (such as down regulation of GLUT-2 (Sic2a2), Gck, Trpm 5 and 2,
connexin-36 (Gjd2) and up-regulation of Ucp-2). Changes in the expression of these genes correlated with
improved GSIS, both in vitro and in vivo, and probably contributed to modify the GSIS threshold in isolated
islets, pointing to a causal relationship between transcriptional regulation of these key genes and recovery of
beta cell function. Non-coding miRs play important roles in the transcriptional control and in the function of
pancreatic beta cells. We found that surgery modifies the expression of 27 islet miRs, most of them predicted
to regulate the expression of the 193 genes in a global network interaction. In addition, a GO term analysis
revealed that bariatric surgery regulates multiple pathways in islets, the most affected being involved in the
regulation of insulin secretion. Collectively, our data provide a global identification of non-coding RNAs,
genes and pathways targeted by the bariatric surgery in pancreatic islets during diabetes resolution in ob/ob
mice.

The various techniques of bariatric surgery (especially those with malabsorptive component) improve insulin
secretion and insulin sensitivity. We hypothesized that one way to identify new specific mechanisms targeting
pancreatic islets after bariatric surgery was to minimize the contribution of confounding factors such as the
reduction of food intake and body weight. Here, we took advantage of ob/ob mice in which resolution of
diabetes was independent of changes in diet and body weight. Studies about bariatric surgery in ob/ob mice
have shown conflicting results on diabetes resolution depending on the surgical technique, the duration of
follow-up and the protocols used for the metabolic evaluation. Mokadem M et al. showed that RYGBP is able
to reduce body weight in ob/ob mice but fails to restore normal glucose homeostasis, suggesting that leptin is
important for the regulation of glucose levels and not for the regulation of body weight in post-surgical period
(Mokadem et al., 2015). In contrast, Hao Z et al., published that in ob/ob mice, body weight was reduced by
RYGB transiently in the first week, recovered in the second week and increased over the baseline thereafter
(Hao et al., 2015). These data that are similar to our observations suggest an important role for leptin for the
maintenance of body weight loss after the surgery. Furthermore, in the paper of Hao Z et al., lack of significant
body weight loss probably explained why insulin sensitivity was not improved during the follow-up (no
glucose tolerance test is available in this paper). Here, in ob/ob mice, we showed that normalization of glucose
excursion after the EGA procedure is mainly driven by an increased insulin secretion and is independent of
any significant changes in body weight, food intake, obesity-induced inflammation or insulin sensitivity, which
is in good agreement with the findings reported by Hao Z et al. Thus, our data suggest that leptin signaling is
more important for the regulation of body weight rather than for the improvement of glucose homeostasis in
the context of EGA surgery in ob/ob mice.

Transcriptomic analysis of EGA and sham-ob mice islets showed that 193 selected genes are affected by the
surgery. Among the 193 selected genes, 105 were normalized, 47 were up-regulated and 41 were down
regulated when comparing EGA-ob mice to C57Bl6 wild type mice, suggesting an important contribution of
the surgery in the recovery in beta cell transcriptomic profile. We next questioned to what extend the EGA
procedure permits to correct the level of genes and molecular pathways known to be involved in pancreatic
beta cell dysfunction in ob/ob mice. In comparison to C57B16 wild type mice, insulin secretion in ob/ob mice
is elevated but nonetheless insufficient to maintain euglycemia (Zhang et al., 2001) despite the presence of
large islets of Langerhans (Bleisch et al., 1952) with a high proportion of beta cells (Baetens et al., 1978). But
morphological analysis of pancreatic islets of ob/ob mice showed beta cells with degranulation (Baetens et al.,
1978) or weak immunoreactivity for insulin (in proportion of the surface of pancreatic islets) when compared
to controls (Starich et al., 1991). This has been proposed to be the consequence of enhanced insulin secretion
due to augmented exocytosis at the single cell level (Irles et al., 2015). This was partly explained by higher
Ca?* signals in response to 2.8, 5.6 and 8mM glucose compared with controls while no differences were found
at 16mM, demonstrating that in ob/ob mice beta cells have a higher sensitivity to low rather than high glucose
levels (Irles et al., 2015; Saleh, 2006). This feature has been linked to increased glucose-induced mitochondrial
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activity reflected by enhanced NAD(P)H production and mitochondrial membrane hyperpolarization at low
glucose levels and reduced ATP production at high glucose concentrations (Irles et al., 2015). All together,
these processes lead to increased GSIS in ob/ob mice, degranulation and low pancreatic insulin content, despite
expansion of the total islet mass. At a molecular level, loss of insulin secretion of ob/ob beta cells in response
to elevated glucose levels coincided with up-regulation of Ucp2 (by non-esterified fatty acids), down-
regulation of GLUT2 (Sic2a2) and glucokinase (Gck) (Saleh, 2006). Additionally, beta-cell coupling and
synchronicity were altered in the islets of ob/ob mice by down-regulation of connexin36 (the major component
of gap junction in ob/ob beta cells (Irles et al., 2015) and of TRPMS (a non-selective monovalent cation channel
that is an important player in the control of the electrical activity of beta cells and in GSIS) (Colsoul et al.,
2014). Lastly, lipotoxicity-mediated endoplasmic reticulum stress contributes to reduce insulin secretion
adaptation during obesity development in ob/ob mice (Chan et al., 2013). In our model, the EGA procedure
primarily enhanced insulin secretion capacities, overcoming persistent insulin resistance, lipotoxicity and low-
grade inflammation. In other words, after the surgery, § cells displayed an improved capacity to adapt insulin
secretion to a persistent altered metabolic environment. Therefore, EGA-ob mice and WT mice displayed
similar glucose excursion patterns during OGTT, despite a significant difference in whole body insulin
resistance. Interestingly, we showed that EGA surgery corrected many defects of ob/ob beta cell listed above.
First, EGA reversed the down-regulation of Glut-2, Gek, Trpm 5 and 2 and connexin-36 (Gjd2) (p< 0.05 when
compared to ob-sham mice) in islets of ob/ob mice. Changes in the expression of these key genes after the
surgery correlated with higher GSIS both in vivo and in vitro. A causal relationship was suggested by the
observation that in ob/ob mice, up-regulation of intra-islet Gck and of Glut2 expression (after a treatment with
a sympatholytic dopamine agonist) (Jetton et al., 2001) or up-regulation of pancreatic Trpm5 by leptin
treatment (Colsoul et al., 2014) improved GSIS. Collectively, our data highlighted Glur-2, Gek, Trpm 5 and 2
and connexin-36 (Gjd2) as important genes regulated by the surgery. More surprisingly, EGA procedure
reduced the sensitivity of isolated pancreatic islets at low glucose concentration, suggesting a shift in the
metabolism of glucose and in ATP synthesis. To explain this effect, we first excluded a reduction of systemic
and intra-islet inflammation as a driver of the metabolic shift. Indeed, inflammatory cytokines in the blood,
CD45+-cells in islets, the expression of IL1b and IL6 and of genes related to endoplasmic reticulum stress in
islets were not modified by the surgery. Furthermore, UCP2 expression (a negative regulator of insulin
secretion) was similar in ob-EGA and sham-ob, demonstrating persistence of lipotoxicity in islets of both
groups. We next discussed the role of incretins. GLP-1 has been considered as the key and perhaps unique
factor for diabetes resolution after bariatric surgery as discussed elsewhere (Amouyal and Andreelli, 2016;
Vidal et al., 2016). Furthermore, it has been demonstrated after a gastric bypass in the Obese Zucker Rat
(Seyfried et al., 2016) or after an ileal transposition in the GK rats (Sun et al., 2014) that post-surgical rises of
blood GLP-1 levels and up-regulation of GLP-1 receptor in pancreatic islets are important for the resolution
of diabetes. Our data indicate a different mechanism since GLP-1 levels in blood during OGTT were similar
in sham and EGA-ob mice. Furthermore, glucose excursion deteriorated only 15 min after the oral glucose
load when [9-39] exendin amide was infused during 28 days after the surgery. Lastly, neither GLP-1 nor GLP-
1 receptor expression in pancreatic islets was modified by the surgery. Thus, agreement with the observations
of a persistent beneficial effect of bariatric surgery in rodent models lacking GLP-1 signaling (Douros et al.,
2018; Mokadem et al., 2014), GLP-1 may participate to the improvement of beta cell functionality in ob/ob
mice after the EGA but cannot be considered as the unique driving factor in the recovery of beta cell
functionality. Modifications in intra-islet cells repartition may contribute to changes in islet metabolism.
However, we did not observe variations in beta / alpha cell ratio after the surgery and we did not have evidence
that surgery reverses beta cell dedifferentiation. It has been hypothesized that glucokinase (Gck) is the glucose
sensor for the regulation of insulin release by pancreatic f-cells (Matschinsky and Wilson, 2019). Glucokinase
is responsible for detecting glucose in the environment of the B cells. Glucokinase produces glucose 6-
phosphate (G-6-P) in an irreversible reaction that determines glycolytic flux with NADH and pyruvate as
primary products. Release of insulin correlates with increases in the rate of ATP synthesis and both parameters
are fitted by a sigmoidal curve similar in rodent and human beta cells (Doliba et al., 2012). As a consequence,
alteration in Gck expression in beta cells can cause mild hyperglycemia (in the cases of heterozygous
inactivating mutations in Gck, as observed in the maturity-onset diabetes of the young (MODY) subtype
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glucokinase) or permanent neonatal diabetes mellitus (in the cases of homozygous inactivating Gck mutations)
or even hypoglycemia (Osbak et al., 2009). Glucokinase activity is also regulated by Fbp2 (fructose
bisphosphatase 2), a neoglucogenic enzyme. Indeed, decreased Fbp2 activity led to reduced fructose 2,6-P(2)
content, glucokinase activity and glucose-induced insulin secretion (Arden et al., 2008). Thus, the observation
in our data that EGA surgery increased Gck expression (p< 0.05) and decreased Fbp2 (Table S3) may explain
the reduction in beta cell sensitivity at low glucose observed in EGA-ob mice. Changes in the Gck / Fbp2
module, in addition to the recovery of defects described above, point to important metabolic changes in glucose
metabolism inside the beta cell after the surgery.

Focusing on the top up- or down-regulated genes, our is the first report indicating that bariatric surgery induces
the up-regulation not only of Trpm5 but also of Trpm2 and Kcnfl, all genes that when dysfunctional or
invalidated can alter insulin secretion (Uchida et al., 2011). The surgery also raised the expression of Reg2,
Reg3d, Reg3b that are involved in pancreatic islet survival and compensation in response to lipotoxic
conditions and obesity (Li et al., 2017; Siddique and Awan, 2016; Xiong et al., 2011). Previous investigations
have indicated that GSIS is affected by changes in cholesterol and its intermediates. Recently, Da Dalt L et al.
reported that glucose clearance is significantly impaired in PCSK9 KO mice fed with a standard or a high-fat
diet compared with WT animals without any changes in insulin sensitivity (Da Dalt et al., 2019). In comparison
to controls, pancreas morphology of PCSK9 KO mice revealed larger islets with accumulation of cholesteryl
esters, paralleled by decreased plasma insulin, and C-peptide levels, suggesting that PCSK?9 is important to
avoid cholesterol accumulation in beta cells and to preserve insulin secretion. Accordingly, here we observe a
rise in PCSK9 expression in the islets of EGA-ob mice, supporting a role for PCSK9 as important regulator of
insulin secretion after the surgery. The transcription factor c-Fos is key for the regulation of functional beta
cell mass. Jason D Ray et al. published that c-Fos induced the expression of Nr4al and Nr4a3 which, in turn,
increased beta cell proliferation (Ray et al., 2016). Moreover, c-Fos induced the expression of VGF which
enhanced GSIS and beta cell survival. Thus, c-Fos is at the crossroad of beta cell proliferation / regulation of
insulin secretion. Accordingly, our data emphasized a role for c-Fos/VGF pathway during diabetes resolution
after the surgery. Indeed, both c-Fos and VGF were up-regulated in islets of EGA-ob mice, while expression
of Nrd4al nor Nr4a3 was unchanged. It has been demonstrated that expression of AldoB is negatively correlated
with insulin secretion in human pancreatic islets (Gerst et al., 2018) and that increased expression of AldoB in
murine islets causes impaired GSIS and ATP production (Ni et al., 2017). AldoB was the most down-regulated
gene in the islets of EGA-ob mice, suggesting a possible role for this factor in the regulation of beta cell
function in the context of surgery. Furthermore, we observed that after the EGA procedure, genes that
negatively impact on insulin secretion or beta cell survival were reduced (such as Txnip and Arrdc4 (Richards
et al., 2018), Rgs8 and 16 (Villasenor et al., 2010), Sik/ (Kim et al., 2015), Sv2¢ (Iezzi et al., 2005), Cartpt
(Abels et al., 2016), Rad51 (Lim et al., 2008), Cxcll10 (Schulthess et al., 2009) and Dapk2 (Mao et al., 2008).
Lastly, EGA procedure down-regulated genes with unknown function in beta cell physiology (Akapi2,
Clqtnfl, KcnklO, Slitrk3 and Gins2).

Publications about the impact of bariatric surgery on miRs yielded conflicting results and were almost always
based on the analysis of miRs in the blood and not, as performed in the present study, in pancreatic beta cells.
Among the 27 miRs differentially regulated in the islets after the surgery, 15 have unknown roles in beta cell
physiology. Twelve of them were up-regulated (miR-28c, miR-30c-1-3p, miR 30e-3p, miR-129-2-3p, miR-
324-3p, miR-380-3p, miR-487b-3p, miR-1927, miR-3099-3p, miR-6904-5p, miR-6918-5p, miR-7682-3) and
3 of them down-regulated (miR-455-5p, mmu-miR-494-3p, mmu-miR-671-5p). These miRs have never been
described during the resolution of diabetes after bariatric surgery. For the remaining 12 miRs, the literature
showed that diabetes in rodent models was associated with down-regulation of miR-26b-5p, miR-26a-5p, miR-
27b-3p, miR-434-3p in blood and of, miR-184-3p, miR-338-3p, miR-203-3p and miR-210-3p in pancreatic
beta cells (He et al., 2017; Liang et al., 2018; Nesca et al., 2013; Roat et al., 2017). Interestingly, upon surgery
and diabetes resolution the expression of all of them was increased in the islets, with a tendency to restore the
levels of miR-184-3p and 203-3p observed in the islets of C57B16 wild type mice. At the opposite, EGA down
regulated at the level of C57BI6 wild type mice the miR-106b-5p (which is known to be up-regulated in beta
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cells in diabetic proliferative conditions) (Tsukita et al., 2017). Lastly, it has been reported that up-regulation
of miR-152-3p observed in rodent diabetic islets reduced expression of Gck, ATP availability and GSIS (Ofori
etal., 2017). EGA also down regulated the expression of miR-152-3p which may be linked with increased Gck
expression in our data set as mentioned above (Ofori et al., 2017). Remarkably, our data showed that among
the 8 miRs known to be dysregulated into pancreatic islets during diabetes (Jacovetti et al., 2012; Nesca et al.,
2013; Ofori et al., 2017; Zheng et al., 2015) (miR-203-3p, miR-210-3p, miR-338-3p, miR-184-3p, miR-106b-
5p, miR-152-3p, miR-30b-5p, miR-101a-3p), EGA tends to correct the altered expression observed in diabetic
condition of 6 of them. To further understand the interaction between regulation of miRs and of 193 genes of
interest by the surgery, we built a miRs-genes interaction network. We showed that miRs 324-3p, 380-3p, 671-
5p, 1927, 6904-5p, 6918-5p and 7682-3p appeared to be important hubs, each of them regulating more than
20 genes of interest. Even if the knowledge about the physiological role of these miRs is weak our data
highlighted the importance of these 7 miRs for the regulation of beta cell function during the surgery.

We undertook gene set enrichment analysis and performed an analysis of pathways enrichment (annotated by
Gene ontology resource) sorting based on the number of genes involved. In accordance with the improvement
of insulin secretion during OGTT (the main metabolic characteristic observed in EGA-ob mice in vivo), ten of
the first 15 biological processes were related to insulin secretion, hormone transport or secretion or regulation
of insulin secretion. The first differentially expressed GO term biological process consisted in 21 genes
(Cnrl/Nnat/Acvrlc/Trpm2/Sox4/Hmgcr/Pim3/Adoral/Gipr/Sytl4/Ccl5/Adora3/Aqp 1/Tiam1/Gpr68/Arntl/Ser
pina7/Vgf/Clqtnfl/Cartpt/Ptger3). In addition to Trpm2, VGF and Cartpt genes mentioned above, many of
these genes have established role in regulating insulin secretion such as Cannabinoid 1 receptor (Cnrl) (Shin
et al., 2018), neuronatin (Nnat, regulating positively insulin secretion by increasing intracellular calcium
levels), activins (Acvric, which regulated pancreas development and insulin secretion (Watanabe et al., 2008),
Sox4 (a transcription factor which mutations are associated with an increased risk of developing type 2
diabetes) (Xu et al., 2017), Pim3 (a glucose-responsive gene in the 3 cell that increased insulin sensitivity when
deleted) (Vlacich et al., 2010), adenosine receptors 1 and 3 (Adoral and 3) (Ohtani et al., 2013), Syrl4
(synaptotagmin-like 4 or granuphilin, an important member of the exocytosis machinery) (Gomi et al., 2005),
guanine nucleotide exchange factors (such as TiamlI) (Kowluru, 2017), Gpr68 (the predominant proton sensing
receptor of human B-cells) (Chandra et al., 2016), Arntl (a member of the circadian clock genes family)
(Rakshit et al., 2018) and Serpina 7 (a serine (or cysteine) peptidase inhibitor family member associated with
the risk to develop a MODY) (Tuerxunyiming et al., 2018). In contrast to GIP receptor (Gipr) gene present in
the first regulated biological process, we did not show a regulation of GLP-1 gene or receptor by EGA surgery.
Our data set recognized new genes regulated by the bariatric surgery such as Hmgcr, Clqtnflcomplement/TNF
related protein (C1gtnfl, which levels in blood are increased in patients with type 2 diabetes) (Xin et al., 2014),
Ptger3 (a member of the prostaglandin receptor family such as Prostaglandin E2 receptor that negatively
regulated glucose- and hormone-stimulated insulin secretion) (Kimple et al., 2013) and Agp! (Aquaporinl,
which participation as regulator of insulin secretion has to be confirmed taking into account that aquaporin 7
is expressed in pancreatic B-cells and murine studies have confirmed its participation in insulin secretion)
(Méndez-Giménez et al., 2017). Alternatively, we showed that one of the most enriched biological process,
annotated as “striated muscle tissue development”, consisted in 19 genes with no overlap with the “hormone
transport” described above (excepted for Hmgcr gene). The analysis of each gene of the this second biological
regulation showed that most of them have recognized role as regulators of insulin secretion or beta cell viability
or parameters linked to the risk to develop type 2 diabetes such as transcription factors (Egri(Josefsen et al.,
1999), Nr4al (Tessem et al., 2014), Rara (retinoic acid receptor, alpha) (Brun et al., 2015), Ppara (Ravnskjaer
et al., 2005), A#3 (Zmuda et al., 2010)), G protein-coupled receptor (Rgs2) (Dong et al., 2017), Hspg2 (an
heparan sulfate proteoglycans that facilitate amyloid fibril formation in beta cell) (Fukuchi et al., 2004), TpmI
(Savill et al., 2016), an histone deacetylase (Hdac9) (Lenoir et al., 2011) and a serine/threonine kinase (Cdk1)
(Tiwari et al., 2015). The remaining genes of this biological system (Actn3, Cyp26bl, Nrid2, Dsg2 and Wnt2)
have no characterized function in beta cell. Lastly, we showed that regulation of calcium processing in beta
cells (accordingly to (Douros et al., 2019)), hexose and lipids metabolic processes were also regulations among
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the most enriched by the surgery. Collectively, these data demonstrated global changes in beta cell molecular
processes and functions toward near normal physiology.

Overall, we identified key genes and miRs important to restore GSIS in ob/ob mice after the bariatric surgery
despite persistent obesity, hyperphagia and inflammation. Based on our computational analysis and correlation
with GSIS in vivo and in vitro, our data highlighted 27 miRs and two biological processes of 21 and 19 genes
respectively, some of them never described in the context of beta cell physiology, as important factors for the
resolution of diabetes in the context of bariatric surgery.
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Experimental procedures

Animals and Diet

Twelve weeks male lep” ob mice on a pure C57BL/6J background (purchased from Janvier, Le Genest Saint
Isle, France) were acclimated to our animal house under controlled temperature (22°C) and light conditions
(light/dark, 12 hr/12 hr) and were fed ad libitum with standard laboratory chow diet (no. 5058; Lab-Diet). All
procedures were performed in accordance with the principles and guidelines established by the European
Convention for the Protection of Laboratory Animals. The experimental protocol was approved by the ethic
committee of Pierre and Marie Curie University under agreement number A 751320.

Surgical Procedure

The EGA procedure was performed as previously described (Troy et al., 2008). In brief, ob/ob mice undergoing
surgery were fasted for 6 h and anaesthetized with 2% isoflurane (Abbott, Rungis, France) and air/oxygen.
Analgesia was delivered intraperitoneally 30 min before surgery (Buprenorphine, 0.03mg/kg, Axience SAS,
France) and at the end of the procedure (Ketoprofen, Merial, 1%, diluted 1/100, 200 uL per mouse).
Antibioprophylaxy was delivered sub cutaneously at beginning of the surgery (ceftriaxone 100mg/kg, Hospira,
USA). The procedure consisted in a pyloric sphincter’s ligature, followed by an entero-gastric anastomosis
allowing the exclusion of the duodenum and the proximal jejunum of the alimentary tract. Sham-operated mice
(simple laparotomy) underwent the same duration of anaesthesia as EGA mice. In both groups, the laparotomy
was repaired in two layers. All mice were maintained on a standardized post-operative protocol to monitor
pain, body weight and hydration, subcutaneous injection of saline serum and additional analgesia was given
as necessary. The mice had access to water and mixed chow diet right after surgery. Post-surgical survival
rates were 50% in EGA-ob mice and 90% in sham-ob mice.

Study design

Twelve weeks ob/ob mice were randomized to EGA or sham surgery. Animals were followed up for one month
than sacrified. Sham-ob mice group was pair-fed to EGA-ob mice group following surgery during 10 days.
After this period, both groups were provided chow diet ad libitum. Blood was collected once a week from tail
vein to determine random fed glucose levels with a glucometer (Accuchek performa®, Roche), body weight
and food intake were monitored daily in the morning during the follow-up in the first 15 EGA-ob mice and 15
sham-ob mice. Body composition, glucose tolerance and insulin sensitivity were assessed one week before the
surgery and at the end of the follow-up. Blood was collected before the surgery and at the sacrifice for the
assessment of biochemical and hormonal parameters. Specific groups of EGA and sham-ob mice were
dedicated to the study in metabolic chambers (energy expenditure, locomotor activity and food intake
monitoring (Labmaster; TSE Systems, Bad Homburg, Germany), intraperitoneal treatment with exendin (9-
39) amide.

Exendin (9-39) amide or leptin administration.

For exendin (9—39) amide infusion experiments, the intraperitoneal cavity EGA-ob mice was continuously
infused for 28 days with exendin (9-39) amide (Sigma Aldrich®, ref E7269) at the rate of 2 pmol. kg-1.min-
1 or NaCl (0.9%) by an osmotic minipump (Alzet Model 2004; Alza, Palo Alto, CA) (Cani et al., 2006).
Exendin (9-39) amide and saline infusions were started during the EGA procedure.

Body composition.

Body composition was measured in unanesthetized mice using the Bruker Minispec mql0 NMR (Bruker
Optics, Billerica, MA) one week before the surgery and at day 28 after the surgery. Animals were placed in a
clear plastic cylinder (50 mm in diameter) lowered into the device for the duration of the scan (<2 min). Body
composition was expressed as a percentage of body weight.

Metabolic Measurements

Blood was withdrawn from the tail vein for both fed and fasted experiments using EDTA as the anticoagulant.
Blood glucose levels were evaluated using a glucometer (Accuchek performa®, Roche). Serum insulin was
measured by Elisa (Alpco, Eurobio). For GLP-1 determination, blood was collected into EDTA coated
Microvettes (SARSTEDT) preloaded with enzyme inhibitor cocktail (p2714 Sigma-Aldrich) and Dipeptidyl
peptidase-4 inhibitor (Merck, Millipore, USA). Peripheral plasma active GLP-1 was measured during oral
glucose tolerance test (OGTT). Blood was immediately centrifuged at 4 °C to separate the plasma from the
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whole blood and stored at —20 °C until analysis. Serum glucagon, c-peptide, PYY, pancreatic polypeptide,
active GLP-1, GIP, total adiponectin, TNF-a, 116, MCP-1 and resistin concentrations were assessed by
MILLIPLEX assays (MMHMAG-44K Milliplex, EMD Millipore, St. Charles, MO, USA). Serum
concentrations of triglycerides, free fatty acids (FFAs), ketone bodies, and glycerol were determined using an
automated Monarch device (CEFI, IFR02, Paris, France) as described previously (Viollet et al., 2003).
Glucose and Insulin Tolerance Tests

A glucose tolerance test (1.5 g/kg body weight) was performed on mice fasted over night for 14-16 hr. Blood
glucose levels were determined at 0, 15, 30, 60, and 90 min. For the insulin tolerance test, animals fasted for
5 hr were injected intraperitoneally with 0.75 or 2 units of insulin/kg body weight (Novorapid®, Novo-
Nordisk, La Défense, France), and glucose levels were measured 0, 15, 30, 60 and 90 min post-injection.
Measurement of food intake and energy expenditure

Mice were monitored for energy expenditure, oxygen consumption and carbon dioxide production, respiratory
exchanged rate (RER; V-CO2/V-02), food intake and spontaneous locomotor activity using metabolic cages
(PhenoMaster/LabMaster, TSE Systems). Mice were individually housed and acclimated to the chambers for
48 h before experimental measurements. In the chambers, food and water consumption was measured
automatically. All food intake is reported in kilocalories per day or kilocalories per 12-h dark or light period.
Locomotor activity was recorded using infrared light beam-based locomotion monitoring system (beam
breaks/h). Data analysis was carried out with Excel XP (Microsoft France, Issy-Les-Moulineaux, France) using
extracted raw values of V-O2, V-CO2 (in ml/h) and energy expenditure (kJ/h). Subsequently, each value was
expressed either per total body weight or whole lean tissue mass extracted from the Bruker Minispec mq10
NMR analysis.

Histological analysis of pancreas

Immunohistochemistry was performed on 7 pm sections of paraffin-embedded pancreatic tissue. With a
random start between the first 50 sections, every 50th section was sampled. 10 sections, separated by 50
sections, were stained for insulin by incubation with a primary guinea pig anti-porcine insulin antibody
(dilution 1:50; ICN, Irvine, CA, ref 65-104-1), followed by incubation with polyclonal rabbit anti guinea pig
immunoglobulins marked with peroxydase (dilution 1:50; Dako, Glostrup Denmark, ref P0141) and
subsequently visualized by diaminobenzidine (DAB, kit DAB SK-4100 Vector-Biosys) and counterstained by
hematoxylin. Insulin-stained sections were used for morphometric analysis. Quantitative evaluation was
performed using the Histolab 6.0.5 software (Microvision Instruments, Evry, France). Immunochemistry with
immunofluorescent antibodies: we used primary antibodies anti-mouse insulin (1/2000, Sigma, 12018) and
secondary antibodies anti-mouse Alexa Fluor 594 antibodies (1/400, Jackson ImmunoResearch). We stained
the cell nuclei with the Hoechst 33342 fluorescent stain (0.3 mg/ml, Invitrogen, France).

Islet isolation and ex vivo glucose stimulated insulin secretion

At sacrifice, the whole pancreas was digested by collagenase (collagenase P, Sigma Aldrich, France) injected
through the pancreatic duct. Pancreases were incubated at 37°C for 10 min to complete digestion. After several
wash by cold buffer containing (HBSS: Gibco, Invitrogen, France; BSA, Interchim SA, BSA and Hepes:
Gibco, Invitrogen, France); islets were separated using a Histopaque 1119 (Sigma Aldrich, France) and HBSS
gradient and picked up manually. After isolation, islets were incubated for 20h in a RPMI media containing
(RPMI medium 1640: Gibco, Invitrogen, France; 10% inactivated fetal calf serum (FCS), 1% Hepes, 1 1mmol/l
glucose (D-Glucose 45%, Sigma Aldrich, France), 100 IU/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin). To
attend insulin secretion capacities, islets were placed in separated vials to be treated in the presence of different
glucose concentration.

Flow cytometry analysis

Digested islets’ cells were resuspended in PBS containing 1% BSA and 2 mM EDTA. We used anti-CD45-
APC-eF780 (30F11) from Biolegend, anti-insulin-A647 (C27C9) from Cell signaling, anti-glucagon-BV421
(U16-850) from BD biosciences, anti-ki67-PE (REA 183) and Viobility 405/520 Fixable dye from Miltenyi
Biotec. For intracellular staining, we used Foxp3 Transcription Factor Staining Buffer Set from ebioscience.
FACS analysis was performed with LSRFortessa Analyzer (BD Biosciences).

Quantitative RT-PCR
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Total RNA was extracted from pancreatic islets using the miRNeasy micro kit (Qiagen). Reverse transcription
was performed using Superscript IV and random hexamer (promega). We performed a Quantitative PCR with
SybrGreen and normalized each transcript by 18S, beta actin and cyclinA expression to obtain relative
quantification. Upon request, all primers can be provided.

miRNA and mRNA expression profiling (microarray)

Total RNA was extracted from pancreatic islets using the miRNeasy micro kit (Qiagen). Global miRNA
expression profiling was carried out at the Genomic Technologies Facility of the University of Lausanne using
miRNA gene microarrays (Agilent Technologies, Morges, Switzerland). Data were submitted to GEO
repository. Changes of interest were confirmed by gPCR. In brief, mature miRNA levels were measured using
the miRCURY LNA™ Universal RT followed by microRNA PCR kit (Exiqon). Results were normalized by
mmu-let-7f-5p, as determined by the NormFinder test (Vestergaard, Int J of Molecular Sciences, 2016).

Profiling of mRNA was performed by Arraystar (MD, USA) using Agilent Technologies and Agilent
GeneSpring GX v12.1 software for data analysis. The sample preparation and microarray hybridization were
performed based on the manufacturer’s standard protocols. Briefly, total RNA from each sample was amplified
and transcribed into fluorescent cRNA with using the manufacturer’s Agilent’s Quick Amp Labeling protocol
(version 5.7, Agilent Technologies). The labeled cRNAs were hybridized onto the Whole Mouse Genome
Oligo Microarray (4x44K, Agilent Technologies). After having washed the slides, the arrays were scanned by
the Agilent Scanner G2505C.Data were submitted to GEO repository.

Statistical Analysis

Data are expressed as means £ SEM. Kruskal Wallis test or Mann and Whitney test or Mann and Whitney test
was used in most data analysis for body weight, energy expenditure, biochemical or hormonal parameters.
Two-way ANOVA was performed in the study of glucose and insulin tolerance P-values <0.05 were
considered significant. Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 7.

Multidimensional scaling (MDS): A multidimensional scaling analysis was performed using the gene
expression vectors, represented by each sample for dimension reduction and representation of the sample’s
distribution.

Differential expressed genes analysis (DEG): Three differentially expressed genes (DEG) analysis was
performed i.e. BP vs WT, Tem vs WP and BP vs Tem using edgeR package (Robinson et al., 2010) in
Bioconductor. The gene expressions of the 12 samples were normalized using the TMM method for
normalization of sequencing data and a Fisher’s Exact Test with common dispersion was applied to determine
differential expression. P value and False discovery rate (FDR) were reported by edgeR. Genes with a FDR
adjusted p value <0.001 and, a log fold change (logFC) < -1 and > 1 were conserved. Results of down and up
-regulated genes for the three DEGs analysis are depicted on Venn diagrams and volcano plot. The figure was
obtained using the ggplot2 R package (Wickham, 2009).

Enrichment analysis: Pathways and GO terms enrichment analysis were performed using the “Clusterprofiler”
package in R (Yu et al., 2012) in order to search shared biological functions among genes highly deregulated.
The most significant genes deregulated in each DEG analysis were used and mapped to GO terms, Gene
ontology Term (Yu et al., 2010) in order to identify significant biological processes, molecular functions and
cellular components deregulated. P values and p adjusted values allowed to rank pathways and GO terms from
the most to the less significant.

miRNA-genes network: To assess potential miR effect within target mRNAs from our studies, the
targetScanMouse tool (http://www.targetscan.org/mmu_72/) was used (Agarwal et al., 2015). Basically, all
the genes predicted for the 27 selected miRNAs by the targetScanMouse were downloaded. Then, a biological
network was built if one of the 193 genes were annotated to one of the 27 selected miRNAs. The network was
built using Cytoscape (version 3.7) (Shannon, 2003).
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Figure 1: Effects of EGA procedure on body weight and systemic inflammation in ob/ob mice

A: Daily food intake(g/day), (n=18-17 per group), B: Percentage of initial body weight (n=18-17 per group),
C: HOMA-IR insulin resistance index 30 days after surgery, D: intraperitoneal insulin tolerance test (IPITT)
0,75 units/kg of insulin (n=9-10). Data are represented as mean + SEM (¥*p <0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 by

Kruskal Wallis test or Mann and Whitney test).

96



w
@]

A Il Ob-Sham
4 [ Ob-EGA
400 e
=3 ’ — o
()] * = —
- =)
o 5 g
E2 = =
3 3 >
B S S
01 (U] <
0
0 7 14 21 28
Time (mn)
D E F -4 ob-ob
b-sham
40 _ - 0
o 03 O ob-EGA
_. 30 2 - . WT
€ @ £
< o 400 S 0.2
E 20 o £
c = c
5 10 = )
2 E 200 §0.1
T 06 5 )
0.3 52
0.0 04 T T r 1 0.0 T T
0 15 30 45 60 0 20 40
Time (mn) Time (mn) Time (mn)

Figure 2: Consequences of EGA surgery on glucose homeostasis in ob/ob mice

A: Morning basal glycemia (n=11-15), B: Oral glucose tolerance test (OGTT 1,5g/kg) (n=8-9), C: Area under
the curve during OGTT, D: Insulin secretion (ng/ml) during OGTT (n=8-9), E: % of fasting C peptide during
OGTT (n=4 -8), F: Glucagon secretion during OGTT (n=12-15). Data are represented as mean £+ SEM (*
p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 by Kruskal Wallis test)
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Figure 3: Changes in endocrine pancreas anatomy, islet cell repartition and beta cell differentiation gene
expression following EGA surgery

A, B: Immunostaining for insulin (red) in EGA ob mice 30 days after the surgery (x100), Hoelsh in blue. C:
insulin content in 5 islets of sham-ob mice and EGA-ob mice and WT mice (n=3-6). D : INS1 and INS2 gene
expression : at the end of the follow-up (qPCR fold change vs Sham normalized to 18S, cyclin A, beta actin)
(n=7-9), E: Flow cytometry plot showing the gating strategy for immune cells, beta cells, alpha cells and insulin
and glucagon double negative cells obtained from Langerhans islets of C57/B6 mice (n=11-7) F: Beta and
alpha cell repartition in pancreatic islets of ob-Sham and ob-EGA G-H: Beta (G) and alpha (H) cell
proliferation (proportion of Ki67 positives cells) I: Expression of GLUT2, GCK (glucokinase), SIc30A8 and
Mafa genes in EGA-ob mice (qPCR, fold change vs Sham, data were normalized to 18S, cyclin A, beta actin)
(n=7-9). Data are represented as mean + SEM (*p< 0,05 **p< 0,01, ***p<0,001 by Kruskal Wallis test or
Mann and Whitney test)
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Figure 4: Molecular analysis of islets after the surgery

A: Volcano Plots showing genes differentially expressed in pancreatic islets of C57B16 wild type (WT), sham
ob mice and EGA-ob mice (logFC > 1 and < -1, p value < 0.05, FDR < 0.001 as thresholds). B: Heat map
analysis of 193 selected genes for C57B16 wild type, sham ob mice and EGA-ob mice C: Heat map analysis
of the 30 up-and —down regulated genes after the surgery for C57B16 wild type, sham ob mice and EGA-ob
mice D: Genes regulated by the surgery in sham- and EGA-ob mice are enriched for beta cell function-related
of the GO term. The significance of pathway enrichment is shown as the —log10 (enrichment p value) for the
193 significantly differentially expressed genes. E: Distribution of 227 enriched pathways accordingly to their
functions
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Figure 5: Functional analysis of beta cells after the surgery
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Figure 6: Non coding mRNAs analysis in pancreatic islets.

A: Heat map of pancreatic miRs significantly regulated by surgery when sham- and EGA-ob mice were
compared (adj p value < 0.05, normalized log2 expression levels) B: Expression (QPCR) of miR-184, 203,
199a-3p, 106b and 455 in islets from sham-ob mice, EGA-ob mice and C57Bl6 wild type mice. Data are
represented as mean + SEM ((*p< 0,05 by ANOVA) C: Network of interactions between 27 miRs and 193
genes differentially expressed after the surgery when sham-and EGA-ob mice were compared.
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Figure S1: Body composition and insulin tolerance test (2ui/kg)

A: Body composition, n=15 per group, B: Locomotor activity, n=6 per group, C: RER n=6 per group, Insulin
tolerance test (2ui/kg with insulin asparte). D: Glycemia, % of initial glycemia (n=9-11). E: Insulinemia during
IPITT (2ui/kg with insulin asparte). (n=5)
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Figure S2: GLP-1 contribution:

A: GLP-1 levels 15 min after glucose gavage of 1.5g/kg (fold change vs fasting level), Consequences of
intraperitoneal continous infusion during 28 days of 9-39 exendin amide in EGA_ob mice (ob-Ex-EGA) on
food intake (B), body weight (C), glucose tolerance (D), n= 5-10 per group between Ob-ob and Ob-EGA ;
(*p< 0,05 **p<0,01 by Mann and Whitney test or Kruskal Wallis test)
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Figure S3: Histological characteristics of endocrine pancreas after EGA

Immunohistochemical staining with anti-insulin antibodies studies. A: pancreatic islets of ob mice (x40) B
and C: representative pancreatic islets in sham ob mice (B) and EGA-ob mice (C) (x100) D: Insulin positive
area/mm?2 of pancreas in ob/ob, Sham- and EGA-ob mice E: number of islets /mmm?2 in ob/ob, Sham- and
EGA-ob mice F: distribution of the islets size in ob/ob, Sham- and EGA-ob mice. n= 3-7 per group. (¥*p< 0,05
**p< 0,01, by Kruskal Wallis test)
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Figure S4: Contribution of inflammation

A-D: Systemic inflammation at the end of follow up. E: Intra islet proportion of immune cells attended by flow
cytometry F: IL-1f and IL6 gene expression in pancreatic islets G: Expression of genes related to endoplasmic
reticulum stress in pancreatic islets. Data are represented as mean = SEM (*p< 0,05 **p<0,01 by Mann and
Whitney test or Kruskal Wallis test)
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Figure S5: EGA transcriptomic analysis and GSIS

A: Principal component analysis based on 12 samples. In red: sham ob mice; in green: C57B16 wild type mice
and in blue: EGA-ob mice B: Overview of our approach: Islets from wild type, sham and EGA-ob mice were
analyzed by Affymetrix profiling to identify differentially expressed genes. We first identified 551 genes
differentially expressed in sham and EGA-ob mice (logFC > 1 and < -1, p value < 0.05, FDR<0.001 as
thresholds). Among then, we removed probes without genes name or duplicate genes, genes without known
physiological functions or genes not expressed in beta cells. After these selections, 193 genes were
differentially regulated when EGA-ob mice and sham-ob mice were compared. C: Venn diagram showing the
number of differentially differentially expressed genes in islets from wild type, sham and EGA-ob mice,
(logFC > 1 and < -1, p value < 0.05, FDR<0.001 as thresholds) D: Fold changes in the normalized expression
of genes in islets from sham and EGA-ob mice. E: Glucose stimulated insulin secretion of isoleted islets of
WT, EGA and Sham-ob mice. Date are expressed as % of insulin content (n=3-5 animals experience in
triplicate) Data are represented as mean + SEM (¥*p< 0,05 **p<0,01 by Mann and Whitney test)
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Figure S6: Representation of the number of genes predicted to be regulated by each 27 miRs differentially
regulated in sham and EGA-ob mice.

This analysis was performed with TargetScanMouse database and included genes regulated by one or more
miRs.
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Table S1: Biological parameters of sham and EGA-ob mice.

Overnight fasted

Ob-Sham Ob-EGA

n=5 n=5
Glucose (mmol/]) 8,33 +1,1 5,15+0,24 *
Insulin (ng/ml) 8,81 +£2,96 5,10 £ 0,55
Glycerol (uM) 904,4 +500,4 nd
B-hydroxybutyrate (mM) 0,71 £ 0,1 1,21 £ 0,25
Free fatty acids (mM) 0,146 + 0,02 0,898 +0,17 *
Triglyceride (mM) 0,53 +0,06 0,752 +0,12

Data are represented as mean + SEM (*p< 0,05 by Mann and Whitney)

Nd : non disponible

Fed
Ob-Sham Ob-EGA
n=11 n=14
14,1 £ 1,93 10,35 £ 0,69
nd nd
880,5 + 190 632,3+ 107
0,967 + 0,23 0,787 £0,13
0,408 +£0,12 0,21 +£0,06
0,847 +0,11 1,097 + 0,04
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Table S2: Top 30 up-regulated genes in EGA-ob mice

Genes showing differential regulation when sham and EGA-ob mice were compared

logFC PValue GeneSymbol EntrezGenelD Full Name
2,873 2.59E-47 Trpm5 56843 Transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 5
2,824 1,41E-41 Gm129 229599 Circadian associated repressor of transcription (Ciart)
2,803 2,89E-32 Cnrl 12801 Cannabinoid receptor 1
2,793 2,31E-33 Hpse 15442 Heparanase
2,719 1,55E-43 Fos 14281 FBJ osteosarcoma oncogene
2,608 4,44E-39 Mtl 17748 Metallothionein 1
2,382 3,33E-35 Gadl 14415 Glutamate decarboxylase 1
2,352 1,90E-34 Egrl 13653 Early growth response 1
2,270 2,45E-32 Reg3b 18489 Regenerating islet-derived 3 beta
2,169 3,53E-30 Chacl 69065 Cha(, cation transport regulator 1
Metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1 (non-coding
2,021 1,02E-26 Malatl 72289 RNA)
1,931 4,57E-21 Kenfl 382571 Potassium voltage-gated channel, subfamily F, member 1
1,845 1,83E-16 Nnat 18111 Neuronatin
1,843 6,34E-23 Dbp 13170 D site albumin promoter binding protein
1,819 1,48E-22 Reg2 19693 Regenerating islet-derived 2
1,796 7,62E-20 Hspala 193740 Heat shock protein 1A
1,777 2,36E-19 Acvrlc 269275 Activin A receptor, type IC
1,771 3,42E-21 Dhcr24 74754 24 dehydrocholesterol reductase
1,763 3,02E-21 Tle3 21887 Transducin-like enhancer of split 3
1,723 2,49E-17 Kit 16590 KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase
1,722 1,27E-07 Olfr76 258677 Olfactory receptor 76
1,716 2,84E-20 Cdh22 104010 Cadherin 22
1,677 4,32E-17 Celsrl 12614 Cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor 1
1,676 3,74E-19 Trib3 228775 Tribbles pseudokinase 3
1,627 5,86E-18 Reg3d 30053 Regenerating islet-derived 3 delta
1,621 4,56E-18 Pcsk9 100102 Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9
1,592 1,20E-17 Flrtl 396184 Fibronectin leucine rich transmembrane protein 1
1,587 7,01E-18 Tef 21685 Thyrotroph embryonic factor
1,566 2,79E-13 Trpm?2 28240 Transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 2
1,470 3,36E-08 Dcp2 70640 Decapping mRNA 2

(adjusted p value < 0,05, log FC < 0,001)
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Table S3: Top 30 down-regulated genes in EGA-ob mice

Genes showing differential regulation when sham and EGA-ob mice were compared

logfC  PValue GeneSymbol EntrezGenelD Full name

-4,318 8,84E-120 Aldob 230163 Aldolase B, fructose-bisphosphate

-3,411 6,26E-73 Ptger3 19218 Prostaglandin E receptor 3 (subtype EP3

-3,363  2,04E-32 Calb2 12308 Calbindin 2

-2,875 1,68E-18 Akap12 83397 A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12
-2,265 9,71E-37 Rgs8 67792 Regulator of G-protein signaling 8

-2,108 1,49E-25 Sv2c 75209 Synaptic vesicle glycoprotein 2c

-2,083 1,18E-22 Olfmi 56177 Olfactomedinel

-2,072  1,34E-19 Wnt2 22413 wingless-type MMTYV integration site family, member 2
-1,993  2,62E-30 Cartpt 27220 CART prepropeptide

-1,960 1,22E-28 Clgtnfl 56745 Clqg and tumor necrosis factor related protein 1
-1,920 4,93E-17 Olfr1057 404325 Olfactory receptor 1057

-1,787 2,87E-26 Txnip 56338 Thioredoxin interacting protein

-1,751 1,28E-17 Kenk10 72258 Potassium channel, subfamily K, member 10 (ou TREK2)
-1,734 1,13E-24 Rgs16 19734 Regulator of G-protein signaling 16

-1,709 6,00E-13 Cenpi 102920 centromere protein |

-1,692 5,61E-19 Egin3 112407 egl-9 family hypoxia-inducible factor 3 (PHD3)
-1,690 4,15E-17 Ctcfl 664799 CCCTC-binding factor (zinc finger protein)-like
-1,652  1,10E-22 Vgf 381677 VGF nerve growth factor inducible

-1,622 1,82E-17 Rad51 19361 RAD51 recombinase

-1,593 7,19E-15 Fbp2 14120 Fructose bisphosphatase 2

-1,523  1,90E-09 Cxcl10 15945 chemokine (C-X-C motif) ligand 10

-1,515 1,03E-18 Sik1 17691 Salt inducible kinase 1

-1,487 1,32E-18 Gpx3 14778 Glutathione peroxidase 3

-1,404 2,47E-11 Dapk2 13143 death-associated protein kinase 2

-1,403 3,48E-13 Fignll 60530 fidgetin-like 1

-1,403 4,29E-16 Arrdc4 66412 Arrestin domain containing 4

-1,389 1,16E-09 Cenph 26886 centromere protein H

-1,370 1,70E-14 E2f1 13555 E2F transcription factor 1

-1,367 7,37E-11 Slitrk3 386750 SLIT and NTRK-like family, member 3

-1,343  3,33E-11 Gins2 272551 GINS complex subunit 2 (Psf2 homolog)

(adjusted p value < 0,05, log FC < 0,001)
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Table S5: Non coding RNAs differentially expressed in islets of EGA-ob mice compared to Sham ob mice

islets (adjusted p value < 0.05)

ID
mmu-miR-184-3p
mmu-miR-1927
mmu-miR-210-3p
mmu-miR-434-3p
mmu-miR-27b-3p
mmu-miR-380-3p
mmu-miR-129-2-3p
mmu-miR-101a-3p
mmu-miR-487b-3p
mmu-miR-455-5p
mmu-miR-671-5p
mmu-miR-152-3p
mmu-miR-338-3p
mmu-miR-203-3p
mmu-miR-7682-3p
mmu-miR-30c-1-3p
mmu-miR-106b-5p
mmu-miR-324-3p
mmu-miR-3099-3p
mmu-miR-26b-5p
mmu-miR-6904-5p
mmu-miR-26a-5p
mmu-miR-30b-5p
mmu-miR-494-3p
mmu-miR-6918-5p
mmu-miR-30e-3p
mmu-miR-28c

logkC

4,658951
1,376191
0,974238
0,720639
0,684334
0,501098
0,492562

0,49104
0,413565
-0,59536
-0,61552
-0,66363
0,669997

1,11937
1,020519
0,656528
-0,51811

0,42308
0,529932
0,350926
1,619866
0,448743
0,350976
-0,51171

0,94073
0,697844
0,485235

FoldChange

25,26294994
2,595820647
1,964603258
1,647911583
1,606960228
1,415290409
1,406941347
1,405457527
1,331973505
-1,51084886
-1,53211436
-1,58406668

1,59106948
2,172520362
2,028648584
1,576285043
-1,43207539
1,340787235
1,443861513
1,275379175
3,073463937
1,364850489
1,275422903
-1,42574075
1,919499868
1,622078912
1,399814032

P.Value

7,86E-06
0,000433
0,000675
0,000329

0,00068
0,000794
0,000487
0,000522
0,000724
0,000211
0,000686
0,000776
0,000907
0,001246
0,001183
0,001312
0,001251
0,001454
0,001565

0,00188
0,002336

0,00228
0,002336
0,002492
0,003102
0,002988
0,003072

adj.P.Val

0,00327
0,027525
0,027525
0,027525
0,027525
0,027525
0,027525
0,027525
0,027525
0,027525
0,027525
0,027525
0,029013
0,032108
0,032108
0,032108
0,032108
0,033612
0,034267
0,039096
0,042259
0,042259
0,042259

0,0432
0,047797
0,047797
0,047797
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Conclusion-discussion

Avec ce travail, nous démontrons qu’il existe une signature moléculaire au sein des ilots
pancréatiques de souris ob-ob de I’amélioration métabolique induite par la chirurgie bariatrique.
Apres I’EGA, la tolérance au glucose et I’insulinosécrétion in-vivo se sont améliorées de facon
spectaculaire, et ce malgré la persistance d’une obésité massive. Certaines anomalies connues
de la cellules béta des souris déficientes en leptine (comme la baisse d’expression de Glut2
(Slc2a2), Trpm5, Trpm2 et de la protéine de jonction connexine 36 (Gjd2)) ainsi que
I’expression de certains micro ARN insulaires indispensables au bon fonctionnement de la
cellule béta pancréatique ont également été restaurés par la chirurgie bariatrique. Par ailleurs,
notre ¢tude montre que 27 miRs et 193 geénes sont significativement modulés par ’EGA apres
chirurgie bariatrique. L’étude des fonctions biologiques, par I’analyse GO Term, démontre que
les fonctions biologiques les plus significativement enrichies par ’EGA au sein de I’ilot sont

impliquées dans la régulation de la sécrétion d’insuline.

Evolution métabolique apres EGA — Importance de la leptine.

Effet de la chirurgie sur le poids, la prise alimentaire et la composition corporelle.

Nous montrons qu’il existe une dissociation entre ’effet de la chirurgie sur le poids et la prise
alimentaire par rapport a 1’effet sur le métabolisme glucidique. Contrairement au RYGB chez
I’Homme, la procédure chirurgicale de ’EGA n’exclue pas I’estomac du circuit alimentaire,
bien que le duodénum et le jéjunum proximal le soient. Le jéjunum distal est anastomosé a la
grande anse de 1’estomac (cf Figure 19 et Annexe 2), permettant le shunt du duodénum et du
jéjunum proximal. Des données anatomiques au sacrifice (données non publiées) nous ont
permis de valider que les aliments ne refluaient pas dans la boucle duodéno-jéjunale. Nous
avons précédemment validé et publié¢ que cette technique opératoire dans un modele de souris
soumises au régime gras produisait les mémes effets métaboliques que ceux observés apres le

RYGB chez I’homme (210).
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Figure 19 : Montage chirurgical de ’EGA

A : Laparotomie élargie, parois abdominales retenues par des écarteurs.
B : Le foie est protégé par des compresses, 1I’estomac est isolé.

C : Ouverture de Smm de I’antre gastrique, apres avoir ligaturé le pylore.

D : Apres avoir ouvert le jéjunum sur 5 mm, I’estomac et le jéjunum distal sont suturés entre

eux.
E : Suture de la paroi musculaire abdominale

F : Suture cutanée et fin de I’intervention.



En effet, nous démontrions au cours cette précédente étude que les rongeurs soumis au régime
gras perdaient du poids de facon stable et continue apres ’EGA, en lien avec une prise
alimentaire significativement réduite (Figure 20). L’absence de réduction de la taille de

I’estomac dans ce modele n’empéchait donc pas une réduction drastique de la prise alimentaire

et une perte de poids.

A 4. B
. - 45
)
3 5 |0R B 40 {A
o ] .
ﬁ 2] Surgery Death of -5 =8
= l GLB miceL g 30 Yy
-] > 25 4
S, :ﬂﬁﬁ,.A‘ 2
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Days

‘ ®- Pair-fed sham -@- Lap-band EGA‘ l—l— Pair-fed sham -®- Lap-band EGA‘

Figure 20 : Extrait de Troy et al. (210). Prise alimentaire (A) et évolution du poids (B) post

EGA, anneau gastrique et contrdles (Sham) pair-fed

Les souris ob-ob, mutées pour le gene de la leptine, sont déficientes en cette hormone
physiologiquement sécrétée par le tissu adipeux et ayant des fonctions satiétogenes puissantes
bien reconnues (223). Chez ces animaux, ’EGA ne permet pas d’obtenir une réduction de la
satiété et du poids permanentes. En effet, nous observons une baisse transitoire de la prise
alimentaire et du poids dans les 2 semaines qui suivent la chirurgie bariatrique, suivie d’une re-
augmentation progressive de ces 2 parameétres. Un mois apres I’intervention, les animaux ont
tous récupéré leur poids initial, et leur composition corporelle (masse maigre, masse grasse)
ainsi que leur dépense énergétique ne différent pas entre les différents groupes. Nous pouvons
donc déduire de ces observations que la leptine est nécessaire aux effets de I’EGA sur la prise
alimentaire et le poids.

De facon contradictoire avec nos résultats, Mokadem et al. montrent une réduction du poids 6

semaines apres un RYGB chez des souris ob-ob sans amélioration de I’homéostasie glucidique,
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ce qui suggere que la leptine serait nécessaire aux effets de la chirurgie bariatrique sur les
niveaux glucidiques plus que sur le poids (224).

Ces résultats contrastent avec ceux obtenus par Hao et al. (225) qui ont comparé 1’effet du
RYGB chez la souris ob-ob et la souris C57B16 wild type (WT) soumise a un régime gras. De
facon similaire a nos travaux, les auteurs montrent que le RYGB est capable de prévenir la
reprise de poids uniquement chez les animaux nourris au régime gras et non chez les souris
déficientes en leptine qui ont repris leur poids initial (majoré de 20% 8 semaines apres la
chirurgie). De plus, la dépense énergétique de repos, qui était augmentée apres RYGB chez les
animaux sous régime gras, n’était pas modifiée chez les souris ob-ob (4).

De facon intéressante, le RYGB appliqué a des souris déficientes pour le récepteur MC4R
(récepteur de la mélanocortine 4 situé au niveau des noyaux ventro-médians hypothalamiques,
impliqué dans la voie satiétogene induite par la leptine, cf. Figure 21) ne parvient pas non plus
a induire une perte de poids et une réduction de la prise alimentaire durables (226). De plus, la
dépense énergétique de repos n’augmente pas apres RYGB chez ces mémes rongeurs déficients.
Ces résultats appuient nos travaux et pourraient suggérer que la leptine, dont I’action sur la
dépense énergétique et la satiété passe par le récepteur MC4R est indispensable aux effets du
bypass gastrique sur le poids et la composition corporelle. Cependant, afin de confirmer
I’implication du récepteur MC4R dans les effets de la chirurgie bariatrique, des travaux

complémentaires sont nécessaires car il n’y a que peu d’études sur ce sujet.
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Figure 21 : Voie leptine/melanocortine dans I’hypothalamus. Extrait de Coll et al. 2007 (227)

PVN : Noyau para-ventriculaire, MC-4R : récepteur de la mélanocortine 4, AgRP : Agouti

related proteine, POMC : pro opio melanocortine, ARC : noyau arqué

Conséquences métaboliques de la chirurgie bariatrique chez la souris ob-ob

Au-dela de la persistance d’une obésité massive, , nous constatons que la sensibilité globale a
I’insuline (test de tolérance a 1’insuline et indice HOMA-IR) ne s’est pas améliorée de facon
significative apres EGA chez les souris ob-ob. Ces résultats sont a I’inverse de ceux qui sont
observés apres EGA chez des souris WT soumises au régime gras (210). En effet, dans cette
étude et a I’instar de I’homme, la chirurgie bariatrique induit une amélioration significative de
la sensibilité a I’insuline hépatique mesurée par clamp euglycémique hyperinsulinémique, ainsi
que du taux de triglycérides circulants et de la resistine (hormone produite par le tissu adipeux
et augmentée en cas d’inflammation) (210) (Figure 22). Du fait de la fragilité du modele ob-ob,
nous n’avons pas réalisé de clamp euglycémique hyperinsulinémique. En effet, cette procédure
nécessite une deuxieéme intervention avec anesthésie générale des animaux pour poser le
cathéter veineux, suivi d’une héparinothérapie du cathéter quotidienne pour éviter le
développement d’une thrombose veineuse. Les souris ob-ob sont trés sensibles au stress, sont
immunodéficientes et présentent des troubles de la thermorégulation, ce qui les rend bien plus

fragiles aux interventions chirurgicales avec anesthésies itératives (228). Nous avons donc fait
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le choix d’évaluer I’insulinosensibilité de manicre indirecte par des tests de tolérance a
I’insuline croissants (0,75ui/kg et 2 ui/kg, Figure 23) associés a I’utilisation de I’indice
d’insulinorésistance HOMA-IR. De plus, I’'inflammation systémique (taux circulants de
TNFalpha, MCP-1, resistine, IL6) ainsi que le taux de triglycérides et d’acides gras libres
circulants n’étaient pas différent entre les 2 groupes d’animaux. L’absence de perte de poids
dans notre modele peut probablement expliquer la persistance des parametres de lipotoxicité.
Une premiere conclusion de nos travaux est que la persistance d’une obésité, d’une
inflammation systémique et d’une dyslipidémie aprés EGA peut expliquer 1’absence

d’amélioration significative de I’insulinosensibilité du modele déficient en leptine.
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Figure 22 : Adapté de Troy et al. (210) Clamp euglycémique hyperinsulinémique (A), Taux

de triglycérides, resistine et TNFalpha (B) mesurés a 10 jours post opératoire.

SD : régime normal, souris WT, HFD : souris au régime gras, GLB : anneau gastrique, GIR :
glucose infusion rate = taux de glucose délivré, EGP : endogenous glucose production =
production endogene du glucose (hépatique majoritairement), Rd: rate of glucose
disappearance = taux de consommation de glucose par les tissus périphériques (surtout les
muscles). Le GIR est augmenté apres EGA ce qui signe 1’amélioration de 1’insulinosensibilité,
I’EGP est effondrée alors que la Rd n’est pas modifiée ce qui signifie que D’effet est

majoritairement hépatique et non musculaire.

119



1501

—® Ob-Sham 2ui/kg
- Ob-EGA 2 ui/kg
-®- ob-Sham 0,75ui/kg
-B- ob-EGA 0,75ui/kg

% of fasting glycemia

Time (mn)

Figure 23 : Test de tolérance a I’insuline 0.75ui/kg et 2 ui/kg aprés EGA (en rouge) ou dans le

groupe Sham (en bleu), un mois apres la chirurgie.

Conséquences sur le métabolisme glucidique, in vivo, de la chirurgie

bariatrique chez la souris ob-ob

Tolérance au glucose apres EGA

Dans notre mod¢le, en dépit d’une insulinorésistance massive, de 1’absence de modification de
I’inflammation systémique et des parameétres de lipotoxicité, ’EGA améliore la tolérance au
glucose des animaux de fagon spectaculaire. Cet effet est principalement médié par une
stimulation de 1’insulinosécrétion. En d’autres termes, la chirurgie bariatrique appliquée aux
souris ob-ob est capable de restaurer une capacité d’adaptation des cellules béta pancréatiques
au contexte métabolique défavorable persistant chez ces animaux, capacités que les cellules
béta pancréatiques n’avaient pas auparavant. Nous avons pu observer que I’excursion
glycémique lors d’un test de tolérance au glucose des souris ob aprés chirurgie bariatrique
mimait celle de souris normo tolérantes au glucose (souris WT au régime stardard non hyper-
lipidique). De plus, I’insulinosécrétion induite par la charge de glucose in vivo était fortement
stimulée comparativement aux témoins sham. Cette réponse exacerbée permet de compenser
I’insulinorésistance majeure de ces animaux et ainsi d’induire la normalisation de la tolérance
au glucose.

Ceci confirme, comme ce qui avait déja été démontré chez ’homme, que 1’effet du bypass
gastrique sur 1’insulinosécrétion est indépendant du poids (111,229,230) et s’observe tres

rapidement apres un RYGB (231).
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Implication du GLP-1 apres EGA

L’augmentation de la sécrétion d’insuline in vivo nous a conduit dans un premier temps a nous
intéresser a I’implication des hormones incrétines dans notre modé¢le. Ces dernieres années, le
GLP-1, a été proposée par plusieurs auteurs comme candidat permettant d’expliquer en partie
ou totalement I’effet de la chirurgie bariatrique sur I’insulinosécrétion (232,233). Cette
hormone, de par ses fonctions insulinotropiques médié€es par le glucose, est utilisée depuis
maintenant une dizaine d’années comme traitement antidiabétique et a démontré son efficacité
(233). Alors qu’en cas de DT2, la sécrétion endogeéne de cette hormone est altérée (170,234), il
est maintenant bien démontré que son taux plasmatique s’éléve aprés un RYGB ou une SG chez
I’homme (111) et dans différents modeles animaux (192,196). L’¢élévation du taux circulant de
GLP-1 post-opératoire pourrait ainsi participer a la stimulation de I’insulinosécrétion. De plus,
il apparait que le récepteur du GLP-1 soit surexprimé au sein des ilots pancréatiques dans
différents modeles animaux de chirurgie bariatrique (190,193). Cependant lorsque ce dernier
est invalidé totalement ou partiellement au sein des cellules béta pancréatiques, 1’effet
bénéfique de la chirurgie bariatrique sur le métabolisme glucidique n’apparait pas altéré (175—
177). Au vu de ces résultats il est possible que le GLP-1 soit impliqué dans I’amélioration de la
sécrétion d’insuline post chirurgie bariatrique, bien que cela ne soit le seul mécanisme en jeu.
Ceci va dans le sens de ce que I’on observe dans notre modele, puisque nous avons montré que
le blocage de I’action systémique du GLP-1 par I’Exendine [9-39] amide, son agoniste
compétitif, n’altére que tres partiellement 1I’excursion glycémique de nos animaux, tout comme
cela a déja été montré chez ’homme (173,174) ou précédemment par notre équipe chez la souris
soumise au régime gras (210).

De plus, il est intéressant de noter que 1’insulinosécrétion des patients apres une chirurgie
bariatrique reste améliorée par une injection intra veineuse de glucose (IVGTT) (200,235)
excluant donc un effet incrétine lors de ce test. Ces résultats évoquent, au-dela de I’implication
du GLP-1, un possible changement de la fonctionnalité propre de la cellule beta pancréatique

en post opératoire.
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Evolution du pancréas endocrine, étude ex-vivo apres chirurgie bariatrique

chez la souris ob-ob

Une analyse transcriptomique des ilots des 2 groupes d’animaux ob-ob (ayant subi une EGA
ou une laparotomie) et des ilots de souris WT a mis en évidence une différence d’expression de
554 genes entre les souris EGA et le groupe Sham. Nous avons sélectionné 193 geénes (en
retirant les doublons, les génes non nommés et les genes dont la fonction physiologique n’était
pas connue). Parmi ces genes, en comparaison aux souris WT, I’expression de 105 genes était
normalisée, 47 étaient surexprimés et 41 sous exprimés. De facon intéressante, nous constatons
que la chirurgie bariatrique était capable de corriger plusieurs défauts d’expression de certains
geénes clés impliqués dans la fonctionnalité de la cellule beta pancréatique dont I’expression est

altérée chez la souris ob-ob.

Lipotoxicité pancréatique

Nous avons pu constater lors du test de tolérance au glucose que la sécrétion de peptide C était
stimulée de facon équivalente a celle de 1’insuline chez les animaux opérés d’une EGA. Cette
donnée nous indique que la chirurgie dans ce modele est capable de promouvoir le processus
entier de maturation de I’insuline. Ce résultat est d’autant plus intéressant qu’il est connu que
la cellule beta de la souris ob-ob, du fait de la lipotoxicité pancréatique, est sujette au stress de
son réticulum endoplasmique, ce qui peut étre a 1’origine de la maturation incomplete de
protéines (236,237). De plus, il semble que le RYGB chez I’homme améliore la lipotoxicité
pancréatique des patients (238). En effet, la baisse de I’infiltration en triglycérides au niveau
pancréatique observée aprées RYGB semble participer a I’amélioration de I’homéostasie
glucidique apres chirurgie bariatrique et serait principalement la conséquence des réductions
calorique et pondérale concomitantes (183). Nous montrons chez les souris ob-ob, que
I’infiltration immunitaire (cellules exprimant le marqueurs CD45) des flots pancréatiques est
inchangée apres la chirurgie bariatrique. De plus, I’expression de certains génes du stress du
réticulum endoplasmique (CHOP, Xbp 1, Edem, Atf3, Trib3 ou de chaperone de la réponse UPR-
unfold protein response- comme BIP) ainsi que celle de cytokines pro-inflammatoires (I/L1b,
IL6) ne sont pas modifiées par I’EGA, illustrant ainsi, la persistance d’une insulinorésistance
au niveau pancréatique caractéristique de la souris ob-ob (236,237). De plus, 1’expression

d’Ucp2 (uncoupling protein 2, régulateur négatif de la sécrétion d’insuline) au sein des ilots
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pancréatiques, habituellement élevée chez la souris déficiente en leptine et témoin du stress
oxydatif de la cellule beta (237) était similaire entre les souris opérées de ’EGA et les sham.
Ces résultats témoignent de la persistance de la lipotoxicité au sein des ilots pancréatiques des

2 groupes d’animaux.

L’EGA corrige I’expression de geénes connue pour étre altérée dans les ilots de souris ob-

ob

Dans ce contexte métabolique défavorable du modele ob-ob, la compensation du pancréas
endocrine se traduit par une hyperplasie des ilots (239). Cependant I’insulinosécrétion, aussi
élevée soit elle, n’est pas suffisante a obtenir une normoglycémie chez ces animaux. En effet,
la cellule beta pancréatique de la souris ob-ob est sujette a plusieurs défauts de fonctionnalité
(228) et ’EGA semble en corriger certains.

Nous avons pu observer que I’EGA appliquée aux souris ob-ob, corrige 1’expression de certains
genes insulaires (Trpm5, Trpm2, GLUT?2 (Scl2a2), Connexin 36 (Gjd2), Glucokinase (Gck))
dont I’expression altérée est responsable de défauts fonctionnels chez la souris ob-ob. En effet,
les expressions géniques du transporteur de glucose GLUT?2 et de la glucokinase (enzyme clé
de la glycolyse, considérée comme le senseur de glucose de la cellule beta pancréatique (240))
sont abaissées chez les souris ob-ob (221) (Figure 24) mais augmentent significativement apres

EGA.
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Figure 24 : Coupes histologiques pancréatiques comparant les ilots de souris minces (WT) (A
et D) et de souris ob-ob (B et E). C : intensité moyenne du marquage insuline. Extrait de Jetton

et al. (221)

Plusieurs canaux ioniques perméables aux cations de la famille des TRP (transient receptor
potential) sont présents dans la cellule beta pancréatique (Figure 25) et ont un rdle régulateur
de la sécrétion d’insuline (241). Parmi eux, le TRPM2, canal ionique non sélectif, perméable
au calcium, contribue a la sécrétion d’insuline induite par le glucose et les incrétines (242).
Quant au TRPMS, canal ionique non sélectif monovalent, lorsque son expression est invalidée
chez les rongeurs, 1’insulinosécrétion induite par le glucose est altérée sans modification de
I’insulinosensibilité (243). De plus, les cellules béta de ces animaux délétés pour ce géne ont
un ralentissement de la dépolarisation membranaire induite par 1’entrée du glucose ainsi que

des oscillation calciques intra cellulaires (243). Il a été montré que 1’expression de ce géne est
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réduite dans les ilots de souris ob-ob (217). Nous retrouvons pour la premiere fois, apres la
chirurgie bariatrique, un rétablissement d’expression insulaire de ces geénes clés (Scl2a2

(GLUT2), Gck, Trpm2, Trpm5) impliqués dans les mécanismes de sécrétion d’insuline.
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Figure 25 : Famille des canaux ioniques TRP au sein de la cellule beta pancréatique et leur

régulation et action cellulaire. Extrait de Philippaert et al. (241)

Egalement, la synchronisation cellulaire au sein de 1’ilot pancréatique semble altérée chez la
souris ob-ob. En effet, I’expression du géne codant pour un composant majeur des jonctions
cellulaire, la Connexin 36 (Gjd2) est réduite dans ce modele (216) et ce défaut est corrigé par
la procédure de ’EGA.

De fagon intéressante, nous observons une corrélation entre I’expression de ces genes clés
(Trpm5, Trpm2, GLUT2 (Scl2a2) et Connexin 36 (Gjd2)) et la sécrétion d’insuline induite par

le glucose in vivo et issue d’ilots isolés pour Trpm5 et GLUT2 (Scl2a2). La correction de ces
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anomalies cellulaires pourrait expliquer en partie 1’amélioration de sécrétion d’insuline
observée in vivo apres la chirurgie bariatrique.

Par ailleurs, nous retrouvons parmi les génes les plus régulés par la chirurgie bariatrique, une
augmentation d’expression des genes de la famille Reg (Reg2, Reg3d, Reg3b) impliqués dans
la compensation et la survie des ilots en condition lipotoxique (244—246), ainsi que de Pcsk9,
gene codant pour une enzyme clé du métabolisme du cholesterol (PCSK9 : proprotéine
convertase subtilisine/kexine de type 9). PCSK9 aurait un role protecteur de 1’accumulation de
cholestérol et dans la préservation de 1’insulinosécrétion de 1’ilot pancréatique d’apres 1I’étude
phénotypique du modele de souris invalidées pour ce gene (247). Enfin, AldobB, gene dont
I’expression est la plus réduite par ’EGA (parmi notre sélection de 193 genes) est connu pour
avoir un effet délétére sur la sécrétion d’insuline. En effet, son expression est corrélée
négativement a la sécrétion d’insuline induite par le glucose (GSIS) d’ilots pancréatiques
humains (248) et la réduction de son expression dans les ilots de souris induit une baisse du
GSIS et de la production d’ATP (249).

Ainsi, on peut voir que I’EGA modifie I’expression de certains genes clés de la fonctionnalité
beta pancréatique comme les genes impliqués dans le métabolisme du glucose de la cellule beta
(GLUT?2 et Glucokinase) mais également de certains canaux ioniques (TRPMS5 et TRPM2)
importants dans le maintien d’un équilibre ionique (dont le calcium) nécessaire a la sécrétion
insulinique, du gene AldobB impliqué dans le métabolisme oxydatif de la cellule beta mais
encore du gene de certaines protéines de jonction cellulaire comme la connexine 36 nécessaire
a la synchronisation cellulaire. Afin de confirmer le réle de ces genes clés, des études
complémentaires sont nécessaires a savoir la mesure des flux calciques des ilots ainsi que la
production d’ATP mais également I’étude de la connectivité cellulaire au sein des ilots des
différents groupes. Il serait aussi intéressant (nous projetons de réaliser ce projet par la suite
¢galement) de d’évaluer 1’effet de ’EGA chez des animaux déficients pour le géne trpm35 afin
de confirmer que la délétion de ce gene induit une perte des effets bénéfiques de la chirurgie

bariatrique sur le métabolisme glucidique.

Contenu en insuline des ilots et sécrétion induite par le glucose ex vivo

Nous démontrons que les ilots pancréatiques se rechargent en insuline apres la chirurgie
bariatrique, comme en témoignent le marquage insuline des ilots sur les coupes histologiques

du pancréas plus intense ainsi que I’augmentation significative du contenu en insuline des ilots.
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De plus, nous constatons que le contenu en insuline des ilots pancréatiques est corrélé avec

I’expression des genes Trpm2 et Trpm5 apres la chirurgie, témoignant une nouvelle fois de

I’importance de ces genes dans la fonctionnalité beta cellulaire. Il est connu chez la souris ob-

ob, en dépit de la présence de larges ilots pancréatiques (239) majoritairement composés de

cellules béta (213),

que lintensit¢ du marquage insuline au sein d’un ilot est

proportionnellement plus faible que dans un ilot d’un animal WT (221,250) (Figure 26).

Souris wild type WT
(AetD)

Immunohistochimie

Immunofluorescence :
Bleu : insuline

Rouge : somatostatine
Vert : glucagon

.
-
-
2

}; .

", 3 %
S S

Souris ob-ob (B et E)

O
g

mean fluorescence intensity
*
*

(grayscale values)
8 8 &

o 8 8 28 8

lean
control

ob/ob
control

Figure 26 : Coupes histologiques pancréatiques comparant les ilots de souris minces (WT) (A

et D) et de souris ob-ob (B et E). C : intensité moyenne du marquage insuline. Extrait de Jetton

etal. (221)
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En revanche, I’impact de la chirurgie bariatrique sur le contenu en insuline des ilots ne semble
pas clairement établi, des résultats opposé€s ayant été publiés. En effet, certains auteurs
retrouvent un contenu en insuline apres SG chez des souris soumises a un régime gras inchangé
a 2 semaines (198) et réduit a 5 semaines de suivi (177) ; et d’autres montrent une élévation du
contenu en insuline insulaire dans un modele de RYGB (189) ou de transposition iléale chez le
rat (203).

Dans notre travail, I’augmentation du contenu pancréatique en insuline chez les souris ob-ob
apres chirurgie EGA démontre la capacité des flots a modifier favorablement la balance

synthése/utilisation de I’insuline.

Nous avons testé I’hypothése que I’augmentation du contenu pancréatique en insuline apres la
chirurgie pourrait étre la conséquence d’une correction du phénomene de dédifférenciation beta
cellulaire, qui fait partie des mécanismes pathogéniques du DT2 (56). L expression de certains
geénes clés de I’identité beta cellulaire mesurée par qPCR (Mafa, SlcA030), n’était pas modifiée
par la chirurgie bariatrique dans notre modele. De plus, I’étude du microarray montre que
d’autres génes de 1’identité beta cellulaire (Pdx1, Foxo I, Pax6, Nkk6-1) ne sont pas modifiés
par ’EGA (cf Tableau 4). Il semble donc peu probable que 1’¢lévation du contenu en insuline

des ilots pancréatiques soit secondaire a une meilleure différenciation de cellules béta

pancréatiques.

Tableau 4 : Expression génique (microarray) au sein des ilots pancréatiques de genes de

I’identité beta cellulaire en comparant les souris contréles Sham aux animaux aprés EGA

GeneSymbol logFC PValue FDR
Pdx1 0,059 0,728 0,895
Foxol -0,437 0,015 0,105
Pax6 -0,446 0,022 0,137
Nkx6-1 -0,316 0,071 0,285
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Bien que la dédifférenciation ne soit pas affectée, une augmentation de la proportion beta
cellulaire intra ilot pourrait expliquer 1’augmentation du contenu pancréatique en insuline.
Cependant, ’absence de changement du marquage par Ki67 des cellules béta pancréatiques
apres EGA suggérent également I’absence d’une prolifération cellulaire.

Par ailleurs, I’expression du géne de I’insuline (Ins! et Ins 2, mesure confirmée par gPCR) n’est

pas modifiée non plus par la chirurgie bariatrique dans notre modele.

En revanche, nous avons observé, une baisse de I’hypersécrétion d’insuline en condition de bas
glucose dans les ilots isolés apres EGA. En effet, il est connu que la cellule beta pancréatique
de la souris ob-ob a un seuil de stimulation par le glucose tres faible, et a la capacité de secréter
de I’insuline méme en condition de trés bas glucose (<1 mmol/l) (214). De plus, les analyses
morphologiques histologiques et microscopiques décrivent les ilots de souris ob-ob comme
étant dégranulés (213). Ceci est associé a un marquage en insuline moins intense chez les souris
ob-ob en comparaison aux animaux C57B16 WT (250) (Figure 27) suggérant que les cellules
béta pancréatiques des souris ob-ob ont une augmentation permanente de 1’exocytose des
granules d’insuline, provoquant ainsi une hyperinsulinémie (216). L’hypersensibilité au bas
glucose des ilots de souris ob-ob est aussi expliquée par une réponse calcique exacerbée ex vivo
lors de concentration basse (2.8 mM) ou modérée (5.6 mM et 8 mM) de glucose et n’est pas
observée en conditions de haut glucose (16 mM) (216). L’ensemble des données suggere que
la sécrétion d’insuline induite par le glucose, est augmentée et ce des les basses concentrations
de glucose chez la souris ob-ob. Cette hypersécrétion d’insuline a bas glucose est a 1’origine
d’une dégranulation excessive des vésicules d’insuline et d’un contenu en insuline relatif plus
faible, ce qui contraste avec une hyperplasie de ces ilots.

Ainsi, dans notre modele, aprés chirurgie bariatrique, la réduction de 1’hypersensibilité aux
concentrations basses de glucose des ilots pancréatiques des souris ob-ob, pourrait autoriser la
cellule béta a se recharger en insuline, comme illustré par I’augmentation du contenu en insuline

des ilots et le marquage en insuline sur les coupes histologiques plus intense apres EGA.

Morphologie des ilots apres EGA

Nous avons étudié la morphologie des ilots pancréatiques dans notre modele par 2 différentes
techniques (étude histologique avec immunohistochimie et étude de proportions cellulaires par

cytométrie en flux). Nos résultats ne nous permettent pas d’observer de changement dans la
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taille ni dans le nombre des ilots pancréatiques apres EGA. De plus, concernant les cellules béta
pancréatiques, outre 1’absence de modification des parametres de prolifération cellulaire
(cellules exprimant le Ki67), ces dernicres ne présentent pas de différence de taille apres ’EGA

(cf Figure 27A).

Cependant, nous observons une augmentation de la proportion des cellules alpha au sein des
ilots comme cela a déja été décrit (178). En revanche, ni les marqueurs de prolifération de la
cellule alpha (cellules exprimant le Ki67-Figure 27B), ni les taux circulants de glucagon dans
notre modele n’étaient significativement différents entre les 2 groupes, bien qu’il y ait une

tendance a un taux circulant de glucagon plus élevé a jeun apres EGA.
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Figure 27 : Taille des cellules béta (A) et prolifération des cellules alpha (% des cellules alpha
exprimant le Ki67) (B) 1 mois apres chirurgie Sham ou EGA chez les souris ob-ob. Analyse de

cytométrie en flux. Données non publiées.

Ces résultats nous amenent a penser, puisque le contenu en insuline est augmenté au sein des
ilots pancréatiques, sans modification de I’expression du géne de I’insuline ni du nombre ou de
la taille des cellules béta pancréatique, que 1’effet de ’EGA sur la sécrétion d’insuline est un

effet post transcriptionnel.
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Les microARN sont de puissants modulateurs de I’expression des genes particulierement
importants pour le fonctionnement de la cellule beta pancréatique (126,132). Nous avons donc
mesuré leur expression au sein des ilots pancréatiques apres EGA ainsi que chez les animaux

controles.

Expression des micro ARN dans les ilots pancréatiques apres EGA

L’expression des miRs intra- ilots pancréatiques n’a jamais été évaluée apres la chirurgie
bariatrique. Quelques auteurs se sont intéressés a I’expression des miRs circulants, chez
I’homme principalement, dans le but de retrouver des biomarqueurs de la rémission du diabete
ou de la perte de poids induite par la chirurgie bariatrique (161-168). Ces études sont
difficilement comparables du fait de I’hétérogénéité de la cohorte sélectionnée et du protocole
expérimental de I’étude. Dans un contexte de DT2, I’expression de certains miRs peut étre
dérégulée (dans le sang mais surtout au sein des ilots pancréatiques) et pourrait étre a 1’origine
de certains défauts de fonctionnalité de la cellule beta pancréatique (126,132).

Dans notre étude, I’EGA est capable de moduler significativement I’expression de 27 miRs sur
417 au niveau des ilots pancréatiques. Parmi eux, 15 n’ont pas de role connu dans la
fonctionnalité beta pancréatique et n’ont jamais été décrits dans les études s’intéressant aux
effets de la chirurgie bariatrique sur 1’expression des miRs circulants. Il s’agit de miR-28c,
miR-30c-1-3p, miR 30e-3p, miR-129-2-3p, miR-324-3p, miR-380-3p, miR-487b-3p, miR-
1927, miR-3099-3p, miR-6904-5p, miR-6918-5p, miR-7682-3 dont I’expression est augmentée
par la chirurgie bariatrique et de miR-455-5p, miR-494-3p, miR-671-5p dont I’expression est
diminuée.

En ce qui concerne les 12 miRs dont la fonction beta cellulaire est déja connue, certains sont
sous exprimés en cas de diabete (miR-26a-5p, miR-26b-5p, miR-27b-5p, miR-434-3p dans le
sang et miR-203-3p, miR-210-3p, miR-338-3p, miR-184-3p dans les ilots pancréatiques)
(139,143,251,252) et d’autres sont surexprimés dans cette pathologie (miR-30b-5p, miR-101a-
3p, miR-106b-5p et miR-152-3p au niveau des ilots pancréatiques) (141,142,147). Nous
décrivons pour la premiére fois, I’effet de la chirurgie bariatrique sur I’expression des
miRs au niveau des ilots pancréatiques. Nous pouvons constater que parmi les 8 miRs dont

I’expression est dérégulée dans la condition diabétique au sein des ilots pancréatiques, I’EGA
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modifiait favorablement le niveau d’expression de 6 d’entre eux (miR-203-3p, miR-210-3p,
miR-338-3p, miR-184-3p sous-exprimés en cas de diabete étaient surexprimés apres EGA (en
comparaison aux animaux sham) et miR-106b-5p et miR-152-3p qui sont surexprimés en cas
de diabete €tait rendus sous-exprimés apres EGA).

Seuls les miR 30b-5p et 101a-3p n’avaient pas leur expression corrigée par la chirurgie
bariatrique (habituellement sur exprimés dans les ilots de patients diabétiques, leur expression
reste surexprimée apres EGA en comparaison aux témoins). Il est important de souligner que
ces 2 derniers miRs sont surexprimés en présence de la cytokine proinflammatoire IL1b dans
la lignée de cellules béta MING6 (142). La surexpression de ces 2 miRs induit une baisse de la
sécrétion stimulée par le glucose in vitro et une augmentation de I’apoptose dans cette lignée
cellulaire. Nous avons souligné précédemment que la lipotoxicité au sein des ilots pancréatiques
des souris ob-ob aprés chirurgie bariatrique n’était pas améliorée. Nous observons notamment
une persistance d’expression des cytokines pro-inflammatoire IL6 et IL1b, ce qui peut expliquer
que I’expression des miR 30b-5p et 101a-3p ne soit pas améliorée par la chirurgie bariatrique.
Par ailleurs, le miR-152-3p dont I’expression insulaire est significativement réduite par la
chirurgie bariatrique est connu pour €tre surexprimé dans les ilots de patients diabétiques (147).
En outre, sa surexpression in vitro dans une lignée cellulaire beta, altére 1’expression du geéne
de la glucokinase et la production d’ATP intra cellulaire (147). L expression du gene de la
glucokinase est positivement régulée par 'EGA dans notre étude et le miR-152-3p est
significativement sousexprimé dans les ilots. Ces données suggerent que la modulation
d’expression du miR-152-3p aprés EGA pourrait participer a I’expression différentielle de la
glucokinase observée apres chirurgie bariatrique. Afin de confirmer cet effet dans le modele
ob-ob, il serait intéressant de moduler I’expression de ce miR (surexpression et inhibition
d’expression) au sein d’ilots de souris ob-ob et d’analyser I’expression génique et
particulicrement de la glucokinase, de ces ilots a la suite.

Des analyses complémentaires

de gPCR, nous ont permis de voir que 1I’expression de certains miRs insulaires (miR-184-3p,
miR-203-3p, miR-106b-5p), apres la chirurgie bariatrique, était restaurée a un niveau
d’expression proche de celui observé chez les animaux WT.

Enfin, nous avons analysé I’interaction entre la régulation d’expression des miRs et des 193
genes d’intéréts modifiés par ’EGA par une analyse en réseau. Nous pouvons constater que les

miRs 324-3p, 380-3p, 671-5p, 1927, 6904-5p, 6918-5p et 7682-3p régulent plus de 20 genes
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d’intéréts, bien que leur fonction beta cellulaire ne soit pas actuellement connue suggérant pour

la premiere fois leur participation a I’amélioration du diabéte apres chirurgie bariatrique.

Fonctions biologiques enrichies par ’EGA dans les ilots pancréatiques,

analyse Go Term

Nous avons réalisé une analyse transcriptomique des ilots pancréatiques apres chirurgie sham
et EGA. Nous avons étudié I’enrichissement des différentes fonctions biologiques (étude GO
Term) de 193 genes sélectionnés, significativement régulés par ’'EGA. Dix parmi les 15
premieres fonctions biologiques enrichies apres EGA concernent la régulation de la sécrétion
d’insuline. La fonction biologique la plus enrichie selon I’analyse Go Term regroupe 21 génes
et s’intitule « Hormone transport » GO : 0009914 (Cnrl/Nnat/Acvrlc/Trpm2/Sox4/Hmgcr/
Pim3/Adoral/Gipr/Sytl4/Ccl5/Adora3/Aqp1/Tiaml/Gpr68/Arntl/Serpina7/Vgf/C1qtnfl/Cartpt
/Ptger3). Comme nous 1’avons détaillé dans notre article, un grand nombre de ces génes a un
role connu dans la sécrétion d’insuline. Entre autres, nous notons le Trpm2 déja cité ci-dessus
et le récepteur du GIP (Gipr). Cependant, contrairement a d’autres auteurs (190,193), nous ne
retrouvons pas de modification d’expression du récepteur du GLP-1 dans les ilots de nos
animaux opérés de I’EGA. Par ailleurs, nous observons, dans les ilots pancréatiques de souris
ob-ob aprés EGA une régulation de I’expression de plusieurs aquaporines. En effet, le géne de
I’aquaporine 1 (Agp1) qui enrichit la fonction biologique « Hormone transport » GO : 0009914
est sous exprimé apres bypass, en revanche, sa fonction au sein du pancréas endocrine n’est pas
connue a I’heure actuelle. De plus, outre I’Aqp I, ’EGA augmente significativement
I’expression du géne de I’Agp 12 (p<0,05) mais pas celui de I’Agp 7. 1l a récemment été montré
que la sleeve gastrectomie était capable de restaurer I’expression de 1’aquaporine 7 et 12 dans
des modeles de rats obeses (194). Les auteurs suggerent dans ce papier, en se basant sur les
données phénotypiques des modeles animaux déficients en aquaporine 7 (253) ou 12 (254), que
la correction d’expression de ces aquaporines apres sleeve gastrectomie pourrait rendre compte
de ’amélioration de la fonction pancréatique (insulinosécrétion) et de la réduction de la stéatose
pancréatique observée dans leur modele. La différence de régulation de I’expression des génes
Agp 7 et 12 dans notre modéle peut probablement s’expliquer par I’absence d’amélioration de
la lipotoxicité au sein des ilots pancréatiques chez les souris ob. Il semble donc que cette famille,

dont les roles restent encore a définir au sein des ilots pancréatiques pour certains canaux, soit
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en partie régulée par la chirurgie bariatrique. Par ailleurs, la fonction biologique «
développement du muscle strié » GO : 0014706
(Fos/Egrl/Nrdal/Actn3/Cyp26bl1/Rgs2/Hspg2/Hmgcr/Nrid2/Rara/Dsg2/Tpml /Hdac9/Ppara
/Arntl/Atf3/Cdk1/Sik1/Wnt2) fait également partie des fonctions les plus régulées par ’EGA.

L’ensemble des fonctions biologiques concernant le muscle strié que nous avons regroupées
sous le terme métabolisme musculaire (figure 4 E du papier) constitue 13% des fonctions
régulées par 'EGA. De facon intéressante, les 19 génes constituant la voie biologique «
développement du muscle strié » ont, pour la majorité, un role dans la régulation de la sécrétion

d’insuline (détaillé¢ dans notre article).

Nous constatons également que 9% des fonctions biologiques significativement enrichies apres

EGA concernent la régulation du calcium et le métabolisme des lipides.

Enfin, seules 2 études ont réalisé une analyse transcriptomique des ilots apres chirurgie
bariatrique. Il s’agissait de 2 modeles animaux différents : dans 1’étude de Douros et al. (198),
I’analyse transcriptomique des ilots se déroulait 2 semaines apres sleeve gastrectomie chez des
souris WT soumises au régime gras, tandis que Yu et al. (209) utilisaient un modele de RYGB
chez des rats diabétiques (Goto-Kakizaki), suivis pendant 4 semaines. Dans les 2 études, tout
comme dans nos travaux, le profil d’expression génique était modifié par la chirurgie
bariatrique. La signalisation calcique était une voie métabolique régulée dans les 2 études,

confirmée par une augmentation des flux calciques intra cellulaires (198,209).
L’ensemble des données moléculaires montrent que I’EGA induit un changement de plusieurs

fonctions biologiques au sein des ilots pancréatiques dont la tendance est de se rapprocher des

fonctions physiologiques.
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Conclusion

Avec notre étude, nous démontrons que la chirurgie bariatrique est capable de restaurer une
insulinosécrétion pancréatique adaptée a un contexte métabolique défavorable (obésité
massive, insulinorésistance et inflammation systémique persistants) au sein d’un modele
particulier d’obésité, de résistance a I’insuline et de tolérance au glucose massives. Nous
assistons a une réelle dissociation poids/fonctionnalité beta cellulaire, cas rare, alors que la
majorité des études humaines et animales sont réalisées dans des conditions de perte de poids
drastique, ce qui est un facteur confondant majeur. Nous montrons pour la premiere fois que
I’expression de plusieurs miRs insulaires est restaurée par la chirurgie bariatrique. De plus, le
changement d’expression génique observé apres chirurgie bariatrique, porte principalement sur
la régulation de la sécrétion d’insuline et est en lien avec certains miRs différentiellement

exprimés.
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Abstract

Context Anti-retroviral therapy (ART) dramatically reduced AIDS development, thus enabling patients to live as long as the
general population. New challenges have emerged particularly cardiometabolic diseases and weight gain, with some HIV patients
seeking bariatric surgery (BS). However, BS outcomes during HIV remain poorly described, with scarce data on ART pharma-
cokinetic post-BS.

Objective Describing sleeve gastrectomy (SG) results in HIV patients in terms of ART pharmacokinetic, HIV control, weight
loss, and metabolic outcomes.

Design, Setting, and Patients Prospective study of HIV patients undergoing SG in a referral academic center, with at least
6 months follow-up.

Main Outcome Measure Clinical and biological parameters, HIV medical history, and ART pharmacokinetics were gathered
before and post-SG.

Results Seventeen patients (mean BMI=44.2+5.7 kg m %) and major obesity-related diseases (47% type-2 diabetes, 64%
obstructive sleep apnea, 70% hypertension) underwent SG during a mean 2 years of follow-up. They displayed an average of
20% reduction of initial BMI and improved body composition, similarly to obese non-HIV patients. SG improved metabolic
status. All patients had undetectable viral load before BS. Upon HIV follow-up, 12 patients had undetectable viral load with
correct ART kinetic parameters (3 and 6 months); 4 displayed detectable viral load along with significant decrease in raltegravir
and atazanavir treatment exposure, leading to ART change with subsequent undetectable viral load; and 1 had persistent
detectable viral load despite ART change.

Conclusions SG seems effective and safe in obese HIV patients. However, ART treatment should be monitored post-SG to
control HIV infection. We suggest that some ART should be adapted before SG conjoints with infectious disease specialists.
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Introduction

Combination anti-retroviral therapy (ART) has significantly in-
creased survival among HIV-positive adults from 1996 to 2005,
although with large interindividual variability [1]. However, the
new ART generation induce weight gain, as early as 1 year post-
treatment initiation [2, 3]. Therefore, both HIV infection and
ART are associated with metabolic diseases such as dyslipid-
emia, hypertension, and insulin resistance [4], increasing pa-
tients’ cardiovascular risk. Consequently, weight-reduction man-
agement is becoming a critical clinical issue in HIV patients, with
the pending question of bariatric surgery (BS) safety and out-
comes [5]. In the general obese population, the number of BS,
reserved in severely obese individuals, has dramatically in-
creased worldwide [6]. BS induces major weight loss, main-
tained in the longer term [7], and obesity metabolic-related dis-
turbance improvements (hypertension, dyslipidemia [7, 8]), and
can even induce diabetes remission (DR) in around 60% of type-
2 diabetes (T2D) patients [9, 10]. Sleeve gastrectomy (SG) is the
most performed BS [6] since it provides sustained weight loss
[11] and limited morbidity [12].

To date, BS feasibility and safety in HIV patients seems
reassuring [13—15]. However, only two prospective studies in-
cluding no more than ten patients have yet been published [13,
16], along with small-size retrospective studies and case reports
[14-23]. Thus, larger studies are needed for confirmatory re-
sults. Importantly, BS impact on ART biodisponibility has been
poorly described [13, 16, 20, 24] and mostly relied on ART
residual drug concentration assessment [13, 20, 24]. Yet, it
was shown that BS-induced major digestive tract modifications,
alters some treatments drug disposition [25]. The available lit-
erature suggests that clinicians should monitor patients in the
short and longer term to assess drug efficacy and eventually
adjust medications [26]. Therefore, additional and more com-
plete pharmacokinetic data are much needed to support such
recommendations and inform prescription guidelines.

We aimed to assess the impact of SG on ART absorption
and HIV control by performing complete ART pharmacoki-
netic and plasma HIV load profiles before and post-surgery.
Furthermore, we aimed to compare weight reduction and met-
abolic improvement in HIV patients as compared with non-
HIV obese individuals undergoing SG.

Material and Methods
Patients

We prospectively included all HIV obese patient’s candidate
for BS according to the international BS guidelines (i.e., body
mass index (BMI) >40 or>35 kg m 2 with at least one severe
obesity-related comorbidity [7]) followed (for at least
6 months) at the Nutrition Department, Pitié-Salpétriére

University Hospital, Paris, France. Only SG was performed
(a procedure chosen since it does not induce any malabsorp-
tion). The decision was subsequently validated by our multi-
disciplinary panel and the patient. Evolution in obesity-related
diseases, treatments, and viral load were obtained before sur-
gery and during follow-up at 3 (T3), 6 (T6), and 12 months
(T12) and annually post-SG, as described in [27]. We used
ADA definition [9] for DR (i.e., reaching normoglycemia,
HbA[ < 6% without anti-T2D treatment at 1 year). Body com-
position (total fat-free mass (FFM; kg) and total fat mass (FM;
kg)) was measured by whole-body fan-beam DXA scanning
(Hologic Discovery W, software v12.6, 2; Bedford, MA), as
described in [27]. To compare the outcomes of SG in HIV
patients, we recruited a non-HIV obese control group, matched
on BMI, weight, age, and sex (1 control patient per 1 HIV
patient) selected from a prospective ongoing BS cohort regis-
tered in clinical trial website NCT01655017. All patients are
part of a BS registry where they signed an informed consent,
so their data can be used for research. Ethical approval was
obtained from the Research Ethics Committee of Pitié-
Salpétriere Hospital (CPP Ile de France).

Biochemical Analyses

Blood samples were collected after an overnight fast to mea-
sure biochemical parameters using routine techniques (i.e.,
glucose homeostasis, lipid, and liver profile). All measure-
ments were conducted at baseline, T3, T6, T12, and until the
last follow-up.

HIV Drug Pharmacokinetics

The complete kinetic concentration profiles of abacavir,
atazanavir, efavirenz, emtricitabine, lamivudine, darunavir,
raltegravir, ritonavir, and tenofovir in serum samples were
determined using the system of exactive plus orbitrap MS
(Thermo Fisher Scientific). The limit of quantification was
10 ng ml™" for all the molecules except for efavirenz which
was 40 ng ml™'. The value of intra-day (n =6) accuracy
ranged from —4.72 to 11.65%, and for the inter-day (n = 18)
accuracy, the value ranged from —3.52 to 9.29%. The intra-
and inter-precision value ranged from 0.57 to 6.00% and from
2.81 to 10.04%, respectively.

Pharmacokinetic parameters were calculated by a
noncompartmental method (WinNonlin; Pharsight
Corporation, Mountain View, CA). The area under the plasma
concentration-time curve from 0 h to the last sampling time
detectable (AUC) was determined at steady state and calculated
according to the linear up/log down trapezoidal rule
(WinNonlin; Pharsight, CA). The maximum concentration of
drug in plasma (Cp,ax), the minimal concentration (Cy,), and
the time to reach the Cy.x (Tinax) Were the observed values.
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Statistical Analyses

Continuous variables are presented as mean and standard devi-
ation and frequencies as percentages. We used a one-way
ANOVA with repeated measurements of each patient for con-
tinuous variables. Mann-Whitney and chi-square tests were
used to compare continuous variables and categorical variables,
respectively, between two different time points. All analyses
were performed using Statistical Analysis Systems statistical
software package version 9.3 (SAS Institute, Cary, NC, SA).

Results

Clinical Characteristics and Metabolic Improvement
Post-SG in HIV Patient

In our center, between 2008 and 2015, 17 obese HIV patients
underwent SG and were followed up for at least 6 months (T6)
post-surgery with a mean 36 months of follow-up (12—
60 months). Their clinical characteristics at baseline are
displayed in Table 1 and show a high prevalence of obesity-
related metabolic diseases. SG induced a significant weight
loss, reaching 20% of initial weight at T6, maintained there-
after over the follow-up (Fig. 1a). Moreover, SG induced fa-
vorable changes in body composition: moderate reduction of
fat-free mass at T3 (— 10+ 7.5%) that stabilized thereafter and

Table 1  Baseline clinical characteristics of HIV obese and non-HIV
obese patients
Baseline HIV obese Non-HIV p value
patients obese patients
N 17 17
Female n (%) 12 (70%) 11 (63%) ns
Age (years) 444+99 44.4+10.6 ns
BMI (kg m 2) 442+5.7 43.7+6.1 ns
Weight (kg) 123.2+£18.8 124.3+£20.8 ns
Type-2 diabetes 1 (%) 8 (47%) 7 (41%) ns
Metformin n (%) 6 (35%)
Insulin 7 (%) 2 (11%)
Glucose intolerance n (%) 4 (23%) 1 (5%) ns
OSA n (%) 11 (63%) 8 (47%) ns
CPAP n (%) 5 (29%) 6 (35%) ns
Hypertension n (%) 12 (70%) 5 (29%) ns
TT (n) 23+1.8 28+0.8 ns
Dyslipidemia n (%) 16 (94%) 14 (82%) ns
TT (n) 6 (35%) 4 (23%) ns
PPI n (%) 4 (23%) 4 (23%) ns

BMI, body mass index; OSA, obstructive sleep apnea; CPAP, continuous
positive airway pressure; TT, treatment; PPI, proton pump inhibitor
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by contrast, significant and continuous decrease of fat mass
until T6 (—29 + 11%), with a further non-significant decrease
at T12 (Fig. 1b).

Among T2D patients (N =38), 7 (88%) improved their glu-
cose homeostasis up to T12 (Tables 2) and 62% experienced
DR at 1 year and remained normoglycemic without treatment
thereafter. Only one T2D patient with terminal kidney insuf-
ficiency treated by hemodialysis, deteriorated her glycemic
levels subsequently leading to increase anti-T2D treatment.
Lipid profile improved post-SG with a significant triglyceride
reduction and HDL-cholesterol increase. Statins were contin-
ued in 66% of patients who were initially treated. LDL-
cholesterol increased post-SG however remained in the target
values for their cardiovascular risk.

BS Outcomes

Few complications post-SG were observed in our HIV popu-
lation. Two patients displayed initial dysphagia, but morpho-
logical examination by upper gastrointestinal radiologic pro-
cedure and follow-up were normal. One patient presented a
gastric ulcer at T3 which was efficiently treated with pump
proton inhibitor (PPI). Finally, unrelated to the surgery, one
patient developed a myocardial infarction, treated medically
with a safe follow-up.

Anti-retroviral Therapy

We aimed to evaluate ART pharmacokinetic before and post-
surgery. Baseline and follow-up ART regimen of all patients
are shown in Table 3. The kinetic parameters were assessed in
only a subsample of our cohort. Most of the molecules
assayed displayed adequate drug plasma concentrations both
at baseline and during follow-up (T3 and T6 post-SG) (Fig. 2
and Supplemental Fig. 1). Indeed, lamivudine (n=2) [28],
abacavir (n=2) [29], darunavir (n=2) [30] tenofovir (n="7
at baseline and n =5 at T3) [31], and emtricitabine (n =7 at
baseline and n =5 at T3) [31, 32] exhibited the same range of
Cinin» Ciax» and AUC as described in the literature.

By contrast, two molecules displayed pharmacokinetic pro-
file alterations. Firstly, raltegravir pharmacokinetic profile,
assessed for four patients, displayed a large inter-individual
variability of C,,.x and AUC at baseline in the obese state as
well as at 6 M post-SG (n =3) (Fig. 3a). Importantly, one pa-
tient already displayed a AUC of 4753 pug h™' "', thus largely
below the literature standards (14000-26,460 ug h'1!) at
baseline [33], as well as at 6 M post-SG; period when both
Chmax and AUC (5274 ug h!' I'") were below the standard
values, as seen in Fig. 3b. Secondly, C,.x and AUC of
atazanavir, measured in three patients were under the literature
standard values [34] at baseline during obesity. Worryingly, this
worsened post-SG (n = 2) as displayed in Fig. 3c.
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Finally, ritonavir used to boost atazanavir concentrations
also displayed large C,,. inter-individual variability during
obesity (n=4) [34, 35]. Post-SG, Cpax and AUC were found
within the normal range (n=3) as seen in Fig. 3d.
Interestingly, despite ritonavir use, atazanavir Cy,,, and AUC
post-surgery did not reach the expected concentrations.

HIV Evolution

Among the 17 patients, 12 (70%) remained with undetectable
viral load during follow-up with no modification in ART ther-
apy (Table 3). Those 12 patients took lamivudine, abacavir,
tenofovir, and emtricitabine, associated with other ART, for
which we were not able to assay the pharmacokinetic profile.
The viral load turned positive for four patients under either
raltegravir or atazanavir, although the viral load was undetect-
able before surgery. Therefore, their treatment was modified
leading to undetectable viral load and normal follow-up with-
out adverse secondary effects. Only one patient, under hemo-
dialysis treatment, displayed detectable viral load along the
whole follow-up despite change of treatment. However, her

CD4 cell count remained within the normal range and she has
not developed any secondary infection.

SG Outcomes: Comparison Between HIV and Non-HIV
Obese Subjects

HIV patients and 17 obese non-HIV patients were matched on
weight, BMI, age, and sex. As displayed in Table 1, general
clinical and anthropometric characteristics and metabolic
complications were comparable at baseline in both groups.
Interestingly, both groups displayed similar weight loss at
1 year. Importantly, changes in body composition were similar
between the two groups, and no difference was observed in fat
mass or fat-free mass reduction during the first year
(Supplementary Fig. 2).

Discussion
To our knowledge, our prospective study, is the first to have

assessed the complete pharmacokinetic profile of ART in the
larger cohort of HIV obese patients undergoing SG. All

Table 2 Metabolic improvement
in HIV obese patients during the
first year after surgery

Baseline T 3 months T 6 months T 12 months
17 17 17 15
Glycemia (mmol 1) 56+12 5.08+1.5 5.18+1.1 49+1.1
Insulinemia (UL 1) 17.4+£11.9
HbAlc (%) 6.6+1.2 5.9+0.6% 585+1.1% 58+1.1
Type-2 diabetes patient (N) 8
Patients with anti-diabetic drugs (V) 8 6 5 3
Total cholestrol (mmol I'1) 34+1.7 48+1.5 458+1.1* 455+1.2
Triglycerides (mmol 1) 1.5+£0.97 1.13£0.55 1.01£0.4* 0.93+0.4*
HDL-cholesterol (mmol 1" 0.83+£0.36 1.25+0.31%* 1.23+£0.33* 1.47+£04%
LDL-cholesterol (mmol I'!) 19+12 2.26+0.96 2.84+0.9% 2.5+£1.2%
Patients with statins (V) 6 4 4 4

HbAlc, glycated hemoglobin; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein

*p < 0.05, significant differences between the time at follow-up as compared with baseline
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Table3  ART treatment of the patients included in the pharmacokinetic

study

Patient Sex  ART drugs Drug modification after
positive viral load

1 F TDF/FTC* ®, ATZ/i* ®

2 M 3TC/ABC*° NVP®, RGV  3TC/ABC™® DRV°r

3 F TDF/FTC* ®, RGV* ® TDF/FTC* ®, ETV

4 F TDF/FTC?, RGV*

5 M  TDF/FTC* RGV*

6 F TDF/FTC/EFV* ®

7 F TDF/FTC/EFV*

8 F NVP?, RGV®, DRV*/r

9 F TDF/FTC?, DRV*/r

10 F 3TC/ABC?, ATZ%/r TDF/FTC®, DRV’/r

11 F ATZ*°, RGV*°® ETV, RGV

12 F 3TC/ABC®, RGV®

13 F TDF/FTC®, ATZ/t°

ABC, abacavir; ATZ, atazanavir, DRV, darunavir; EFV, efavirenz; FTC,
emtricitabine; ETV, etavirine; 3TC, lamivudine; LPV, lopinavir; NVP,
nevirapine; RGV, raltegravir; r, ritnovair; TDF, tenofovir; F, female; M,
male

#Monitored before SG
° Monitored after SG

subjects underwent the same bariatric procedure (i.e., SG) and
were followed up for 36 months on average. Our data confirm
that SG is efficient and safe in HIV obese individuals.
However, we suggest that caution should be taken for some
drugs such as atazanavir and raltegravir since SG dramatically
decreased their absorption with subsequent increase in viral
load that led to drug modifications post-SG.

Our study adds to current literature where most studies only
evaluated residual concentrations and not the complete

Fig. 2 Pharmacokinetic profile A

pharmacokinetic drug profile [20, 24]. Only one study
highlighted that tenofovir absorption was temporarily de-
creased early post-SG, yet increased thereafter without any
consequence on viral load [16]. We herein did not observe
any decrease in tenofovir absorption, yet our pharmacokinetic
analyses were not performed as early post-SG (1 M) [16], and
we might have missed that initial decrease. By contrast,
atazanavir or raltegravir pharmacokinetic profiles were altered
post-SG with subsequent negative clinical impact (i.e., detect-
able viral load leading to switch ART to control the disease).

Several previous publications suggested that the absorption
and half-life of several medications may be altered post-BS
[36]. These modifications appeared to be drug dependent and
probably also bariatric technic dependent. SG merely reduces
the volume of the stomach and induces changes in gastroin-
testinal physiology like increase in gastric pH and accelerated
gastric emptying which might also impact on drug absorption
[37] Furthermore, patients in the short-term post-surgery are
prescribed with PPI to avoid ulcers [38] although PPI might
decrease ART bioavailability [39]. The altered atazanavir
pharmacokinetic profile observed herein could originate from
the concomitant use of PPI or from an increased gastric pH,
acidity being an essential condition for absorption of this mol-
ecule [40]. Guidelines recommend taking atazanavir more
than 12 h after PPI [41]. Interestingly, in line with our results,
atazanavir concentrations were also decreased post-BS in one
other study, however remaining within the therapeutic zone
with normal HIV evolution [20]. Importantly, this study only
evaluated the C,;, of the ART. Therefore, they might have
missed the AUC or C,,,x decrease we herein observe.
Usually, Cy,;, is used to evaluate therapeutic inobservance
[42] rather than demonstrate potential gut malabsorption.
Finally, since atazanavir concentrations were already low at
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baseline, we cannot exclude that during extreme obesity, the
doses do not meet the increased distribution volume or that
this molecule is stored in the adipose tissue and therefore does
not reach the optimal systemic concentrations.

Virologic failure of patients treated with raltegravir may be
caused by a concomitant administration of calcium. Indeed, in
vitro calcium binds to the divalent metal-chelating motif of
raltegravir [43] and may thus lead to subtherapeutic raltegravir
levels in patients, since, after all bariatric procedures, multivita-
min, and oligoelements including calcium supplements are sys-
tematically prescribed to prevent nutritional deficiencies [27].

Our HIV obese cohorts displayed a high prevalence of met-
abolic diseases which were improved post-SG. Noteworthy,
we were able to confirm that DR in our HIV obese patients is
observed similarly to that of non-HIV obese individuals [10].
This is concordant with recent data where similar post-surgical
and beneficial metabolic outcomes were observed in HIV
obese patients as compared with a non-HIV obese control
cohort [14]. Indeed, Sharma et al. [14] have included 11
HIV obese patients and a large group of controls (i.e., 55
non-HIV obese) matched on age, gender, preoperative BMI,
bariatric procedure, type-2 diabetes, hypertension, hyperlipid-
emia, and sleep apnea. They did not observe any differences in
1-year postoperative BMI in both groups. More importantly,
in their patients with high prevalence of obesity-related co-
morbidities, bariatric surgery induced a non-significantly dif-
ferent metabolic improvement in HIV+ and HIV— obese pa-
tients (i.e., improvement in T2D (66%) in hypertension
(75%), in obstructive apnea (66%), and in dyslipidemia
(50%)). Also to reinforce our results, safety and efficiency of

SG in HIV patient have been reported in several recent small
sample-size studies [13—15, 44]. Since HIV patients experi-
ence an increased cardiovascular burden [4], our beneficial
results on metabolism suggest that BS can be proposed in that
cardiovascular disease context.

Another important HIV patients characteristic’s is the pres-
ence of lipoatrophy/lipohypertrophy [45]. In our hands, obese
HIV patients displayed the same amount of total fat mass at
baseline and the same body composition evolution changes as
the general obese population undergoing BS [46] and most
specifically SG [27]. Indeed, in our HIV cohort, weight loss
mostly concerned fat mass, whereas fat-free mass underwent a
slight reduction with subsequent stabilization. Therefore, SG
did not only induce a significant weight reduction but also a
body composition improvement.

Our study displays some limitations such as the lack of
longer-term follow-up and the small number of patients taking
each class of ART. However, to our knowledge, it remains the
largest cohort available with complete pharmacokinetic explo-
ration before and post-SG.

Conclusions

Overall, our study shows that SG seems suitable and safe in
HIV obese patients because SG has little impact on viral load,
induces weight reduction and body composition and metabol-
ic improvements, similarly to those observed in non-HIV
obese patients undergoing SG. Importantly, our pharmacoki-
netic study provides new data on ART absorption and efficacy
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post-surgery. Most ART seem correctly absorbed. Caution
seems however warranted for atazanavir and raltegravir, dur-
ing the first 6 months post-BS. Thus, we suggest that either
those two drugs should be replaced, before undergoing SG, by
others whose absorption remains unchanged, or add a phar-
macokinetic follow-up post-sleeve in order to adapt the doses.
In the future, clinical practice guidelines regarding ART use in
obese HIV patients undergoing SG should be established.
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Annexe 2

Technique chirurgicale de I’entéro-gastro-anastomose

Le Pr ANDREELLI a mis au point une technique chirurgicale de bypass gastrique adaptée au
modele murin, ayant montré les mémes effets métaboliques que le RYGB chez I’homme (210).
Au cours de cette chirurgie, I’estomac n’est pas exclu du tractus alimentaire, mais le duodénum
et le jéjunum proximal le sont puisque le jéjunum distal est anastomosé a la grande anse

gastrique : c’est I’entéro-gastro-anastomose (EGA).
Technique chirurgicale (cf figure 19)

Une demi-heure avant la chirurgie, les souris recoivent une antibioprophylaxie large spectre :
Ceftriaxone : 20ul soit Smg (soit 100mg/kg, Hospira, USA) en sous cutané ainsi qu’une
antalgie par Buprenorphine, 0.03mg/kg (Axience SAS, France). Les souris a jeun depuis 6
heures sont anesthésiées par un mélange Isoflurane 2% (Abbott, Rungis, France) et oxygene
0,41/min et installées en décubitus dorsal sur une plaque chauffante maintenue a 37°C
préalablement recouverte d’un champ opératoire stérile. L’intervention est réalisée sous
microscope opératoire Leica® a un grossissement variant de 6 a 40 fois selon les stades de la

chirurgie.

Une incision abdominale médiane est réalisée apres désinfection large de la paroi abdominale
a la Betadine®. Aprés localisation, 1’estomac ainsi que la partie distale du jéjunum sont isolés.
La grande courbure de 1’estomac ainsi que le jéjunum distal sont ouverts sur 5 mm et les faces
externes de I’estomac et du jéjunum sont anastomosées entre elles (fils 9-0, Ethicon Inc,

USA). L’¢étanchéité de 1’anastomose est vérifiée.

Le pylore est ligaturé par du fil 2-0 (Ethicon Inc, USA) non résorbable afin d’assurer le court-
circuit alimentaire. L’abdomen est lavé a 1’aide de sérum physiologique bétadiné.

La paroi musculaire ainsi que la peau sont suturées avec du fils 6.0 (Ethicon Inc, USA)
résorbables par points séparés.

Les souris reposent sur un tapis chauffant a 37°C, jusqu’au réveil.

Les souris témoins (groupe Ob-Sham) subissent une laparotomie sans manipulation de
I’intestin. La durée de 1’anesthésie par I’Isofluane est la méme que pour les souris opérées d’une

entéro-gastro-anastomose et les traitements sont identiques (antibiothérapie, antalgie).
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Prise en charge post opératoire précoce

Pour poursuivre I’antalgie en post opératoire, des la fin des sutures, du Ketoprofen (Merial, 1%,
dilué au 1/100 soit 200 pL par souris) est injecté en sous cutané. Les souris ne rejoignent leurs
cages qu’une fois réveillées.

En post opératoire précoce, des croquettes écrasées plus molles que le régime normale (Régime
a 60% de lipide) sont délivrées aux animaux pendant 48h.

Les croquettes usuelles (régime standard) sont réintroduites dés 1’apparition des premieres
selles. Pour éviter que les animaux ne se déshydratent, une injection sous-cutanée de 100ul de
sérum physiologique est réalisée quotidiennement pendant les 3 jours suivants 1’opération.
Dans les jours suivants, 1’état de la cicatrice abdominale est vérifié jusqu’a cicatrisation
compléte. En cas d’écoulement, une nouvelle dose d’antibiotique est administrée par voie intra-

péritonéale.

174



Annexe 3 :

Isolement d’ilot de Langerhans, étude de la sécrétion d’insuline induite par

le glucose et cytométrie en flux

Isolement d’ilot de Langerhans

Apres sacrifice, une solution de collagénase P (Sigma Aldrich, France) est injectée dans le
pancréas via le canal du cholédoque et I’organe est retiré du cadavre. La digestion du pancréas
est effective apres 10 min d’incubation au bain marie a 37°C et la réaction est stoppée par
I’adjonction du tampon riche en protéine (HBSS : Gibco, Invitrogen, France ; BSA, Interchim
SA, BSA and Hepes : Gibco, Invitrogen, France). Apres 3 lavages successifs, les ilots sont
séparés du culot par un gradient successif d’Histopaque 1119 et HBSS (Histopaque® 1119
Sigma Aldrich, France).

Apres un dernier lavage, les ilots sont placés dans une boite de pétri et sélectionnés un a un
manuellement.

En fonction des analyses réalisées par la suite les ilots sont soit :

- Placés dans I’incubateur pour 24h dans un milieu de culture RPMI 1640 a 11 mmol/l de
glucose (Invitrogen, Gibco), avec 10% de sérum de veau feetal (Invitrogen), 1% d’Hepes
(Invitrogen) et 1% d’antibiotique (penicilline 100 IU/ml-streptomycine 100 pg/ml-
Invitrogen) avant le test de sécrétion d’insuline induite par le glucose

- Récupérés en culots secs et dissous dans 350ul RLT buffer (Qiagen, Cat No./ID 79216)
avec 1% de beta-mercaptoethanol pour analyses qPCR

- Récupérés en culots secs et dissocié€s dans une solution de Trypsine/EDTA a 0,25%

(Gibco) pendant 6min au bain marie pour analyses FACS.
Sécrétion d’insuline induite par le glucose

Le test de sécrétion d’insuline induite par le glucose est réalisé le lendemain de 1’isolement
d’ilot. Les analyses sont faites en triplicats ou quadriplicats (en fonction du nombre d’ilots
disponibles) par condition. Cinq ilots sont placés dans un tube Eppendorff contenant 500ul de
tampon KRBH (Krebs Ringer Bicarbonate) a 1% de BSA, pH 7,4 et | mM de glucose.

Apres 30 min d’incubation dans ’incubateur a 37°C, le test commence, les 5 ilots en triplicat

(ou quadruplicat) sont placés dans 500ul de tampon KRBH-BSA a différentes concentrations
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de glucose : 1 ;2,8 et 16,7 mmol/l pendant 1h a I’incubateur. Le surnagent est récupéré et les 5
ilots sont lysés dans un tampon de lyse (contenant de I’Igepal 40 CA-630, Sigma Aldrich,
France et du Trisma base 0,5 mol/l a pH 7,4) pour analyse du contenu total en insuline.

L’insuline est mesurée dans le surnagent et le tampon de lyse par kit ELISA insulin high range

(Eurobio, Alpco) selon le protocole constructeur.
Analyse de la composition cellulaire de I’ilot de Langerhans par cytométrie en flux

Apres dissociation par la trypsine, la réaction est stoppée par une solution de PBS (Gibco) a 1%
de BSA. Apres lavage, les cellules sont incubées avec un marqueur de mort cellulaire Viobility
405/520- Miltenyi (1/100) pendant 30 min dans I’obscurité. Apres lavage et blocage des
récepteurs non spécifiques par Fc block (Miltenyi), le marquage extra cellulaire des cellules
immunitaires est réalisé avec I’anticorps anti-CD45 APC-ef780 (1/200) (Ebiosciences) pendant
30 min dans I’obscurité. Apres lavage, les cellules sont fixées et perméabilisées par le kit
fix/perm (Ebiosciences) pendant 20 min dans I’obscurité. Enfin, apres lavage, le marquage intra
cellulaire des cellules peut avoir lieu avec les anticorps anti-insuline (Cell signaling-A647
(1/100)), anti-glucagon (BD-BV421 (1/200)), anti-Ki67 (Miltenyi-PE (1/100)) pendant 30 min
dans I’obscurité.

S’en suit 2 lavages successifs avant passage au cytometre (Fortessa LSRII, BD) qui selon les

expériences a lieu dans les 48 a 72h apres les marquages.
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Restoration of pancreatic beta cell function of leptin

deficient mice by bariatric surgery

Abstract

EGA (entero-gastro-anastomosis) is a gastric bypass procedure adapted to rodent. EGA in leptin
deficient ob/ob mice improves glucose tolerance by increasing pancreatic insulin content and
glucose stimulated insulin secretion in vivo without persistent body weight loss dietary
restriction, modification of body composition / energy expenditure. We do not observe
differences in islets ‘number or size after EGA. Insulin gene expression, beta-cell proliferation
(Ki67 index) and insular immune infiltration are also unchanged. Transcriptomic analysis of
pancreatic islets showed that bariatric surgery differentially regulated 193 genes and 27 miRs.
Interestingly, the surgery normalized molecular defects (down regulation of TRPMS, GLUT2,
GCK, connexin 36) and functional alteration (high sensitivity of islets to low glucose levels)
observed in diabetic ob pancreatic islets. In addition, the surgery promoted the enrichment of
227 biological process, composed of genes with known or undetermined beta cell function,
especially 21 genes are involved in the hormone transport and 20 genes in the hormone
secretion biological process. Computational analysis predicted that 7 of 27 miRs (324-3p, 380-
3p, 671-5p, 1927, 6904-5p, 6918-5p and 7682-3p) are hubs in the miRs-gene interaction
network. Altogether, our data highlighted novel molecular mechanisms in the resolution of
diabetes after bariatric surgery. Overall, diabetes resolution in our model appears to be totally
independent of body weight.

Keywords : bariatric surgery, insulin secretion, microRNA, ob-ob mice
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Restaurer la fonction béta pancréatique de la souris leptine

déficiente par la chirurgie bariatrique

Résumé :

Le bypass gastrique (RYGB) a démontré un effet bénéfique métabolique, particulierement sur
le diabete de type 2. L’EGA (entéro-gastro-anastomose) est une procédure de bypass gastrique
adaptée au modele murin. Chez les souris ob-ob (déficientes pour la leptine), ’EGA améliore
la tolérance au glucose en augmentant le contenu pancréatique en insuline et la sécrétion
d’insuline induite par le glucose in vivo en I’absence de perte de poids, de restriction
alimentaire, de modification de composition corporelle/dépense énergétique. Nous n’observons
pas de différence dans le nombre ni dans la taille des ilots apres I’EGA. L’expression du gene
de I’insuline, la prolifération beta cellulaire (index Ki67) et I’infiltration immunitaire insulaire
sont également inchangés. L’analyse transcriptomique des ilots a montré que la chirurgie
bariatrique régulait ’expression de 193 geénes et 27 miRs intra-ilots. De plus, certaines
anomalies moléculaires observées dans les ilots pancréatiques des souris ob-ob (régulation
négative du canal ionique TRPMS, du transporteur GLUT?2, de la glucokinase, de la connexine
36) et fonctionnelles (sensibilité élevée des Tlots a de faibles taux de glucose) ont été modulées
par la chirurgie bariatrique. En outre, la chirurgie a favorisé I’enrichissement de 227 processus
biologiques, composés de genes dont la fonction béta cellulaire est connue ou indéterminée,
notamment 21 genes impliqués dans le transport hormonal et 20 genes impliqués dans le
processus biologique de sécrétion hormonale. Une analyse informatique a prédit que 7 des 27
miRs (324-3p, 380-3p, 671-5p, 1927, 6904-5p, 6918-5p et 7682-3p) sont des noyaux dans le
réseau d’interaction gene-miRs. Globalement, nos données ont mis en évidence de nouveaux
mécanismes moléculaires dans la résolution du diabete apres une chirurgie bariatrique. De
maniere importante, notre modele démontre que la résolution du diabete apres la chirurgie

bariatrique peut étre indépendante de la perte de poids.

Mots clés : bypass gastrique- insulinosécrétion-microRNA- souris ob-ob
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