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AVANT-PROPOS

L’abondance et la disponibilité alimentaire associées a la sédentarité de nos sociétés
« modernes » ont entrainé peu a peu une véritable épidémie mondiale d’obésité. En Amérique
du Nord, dans la péninsule arabique et dans certaines iles du Pacifique, la prévalence de
I’obésité dépasse les 30%. En France, la prévalence de 1’obésité ne cesse de croitre depuis les
années 1990, atteignant les 15 % en 2009 (ObEpi 2009, Enquéte épidémiologique nationale
sur le surpoids et I’obésité. http://www.roche.fr). Depuis une vingtaine d’années, beaucoup de
travaux de recherche clinique et fondamentale se sont intéressés aux causes et aux

conséquences de cette maladie.

Chez I’homme, comme dans les modéles animaux, 1’obésité est associée a une
inflammation de bas grade. En 2006, pour la premiére fois, le concept de
« métainflammation » était élaboré pour décrire I’état d’inflammation chronique de bas grade
au cours de 1’obésité '. L’excés chronique de nutriments entraine non seulement des dépots
ectopiques de graisses (c’est-a-dire dans les organes dont la fonction originelle n’est pas le
stockage des graisses) mais aussi des anomalies des médiateurs cellulaires et moléculaires de
I’inflammation et de I’immunité. Un régime riche en graisses va donc entrainer une
inflammation chronique de multiples tissus : tissu adipeux (TA), foie, muscle, vaisseaux,
pancréas et hypothalamus . L’inflammation de ces tissus est notamment la résultante d’une
accumulation cellules immunes parmi lesquelles les macrophages . Ces derniers vont secréter
des facteurs pro-inflammatoires qui vont altérer les voies de signalisation de 1’insuline et
entrainer une insulinorésistance du TA, du foie, du muscle et de I’hypothalamus *
L’insulinorésistance est un facteur de risque de diabéte de type 2 et de maladies

cardiovasculaires.
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Depuis une dizaine d’années, de nombreux auteurs se sont intéressés aux roles des
cellules immunitaires au cours de 1’obésité, notamment aux cellules recrutées dans le tissu
adipeux. Une des finalités de ces travaux de recherche est de répondre a la question suivante:
Est-ce que moduler I’inflammation du TA, notamment par le biais des cellules immunitaires,
peut avoir un impact sur 1’obésité, ¢’est-a-dire moduler la quantité et/ou la qualité du TA, et
donc les complications comme I’insulinorésistance et la stéatose hépatique ? Les monocytes
sont les précurseurs circulants des macrophages tissulaires, acteurs principaux de
I’inflammation du TA. Une des approches utilisée pour étudier le role de ces différentes
populations de macrophages dans le TA est de supprimer 1’expression de génes codant pour
des récepteurs aux chimiokines (ou pour des chimiokines) impliqués dans le recrutement et/ou
la survie de monocytes/macrophages dans des modéles murins. Les phénotypes de ces
modeles murins génétiquement modifiés sont ensuite étudiés au cours de 1’obésité pour tenter

de décrypter qui sont les acteurs clés de I’inflammation du TA.

Mon projet de these s’est inscrit dans ce cadre d’étude du rdle spécifique d’une sous-
population de monocytes dans I’inflammation du tissu adipeux, dans I’insulinorésistance et
dans la prise de poids. A l’aide de modeles murins génétiquement modifiés dont les
populations monocytaires sont modulées, nous avons pu mettre en évidence le role d’une

sous-population spécifique de monocytes dans I’obésité et I’insulinorésistance.
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I. ROLE DES MONOCYTES EN CONDITIONS
HOMEOSTATIQUES ET AU COURS DE L'INFLAMMATION

Les monocytes circulent dans le sang, la rate et la moelle osseuse et ne se différencient
pas en condition normale (c'est-a-dire en 1’absence d’inflammation). Ils représentent 5 a 10 %
des leucocytes circulants chez ’homme et 2 % des leucocytes circulants chez la souris
(seulement 100 000 cellules au total chez la souris). Les monocytes sont des cellules
immunitaires effectrices qui ont la propriété de migrer dans les tissus inflammés grace a des
récepteurs aux chimiokines et a des molécules d’adhésion. Ils peuvent également secréter des
cytokines et capter des débris cellulaires ou des molécules toxiques. Les monocytes ont
¢galement la propriété de se différencier en macrophages et en cellules dendritiques dans les
tissus agressés mais aussi en conditions normales °. La migration et la différenciation des
monocytes dépendent du tissu agressé et du type d’agression °. Les monocytes humains et
murins présentent certaines similitudes '. Ils sont définis par I’expression du récepteur au
MCS-F (CD115) et du récepteur aux chimiokines CX3CRI1. Ils possédent un large répertoire
de récepteurs «scavengers» qui reconnaissent des lipides aussi bien que des
microorganismes. Lorsque les monocytes sont stimulés, ils peuvent produire de forts taux de
ROS (Reactive Oxygen Species), de prostaglandines, de facteurs du complément, d’oxyde
nitrique (NO) (seulement chez la souris), de cytokines, d’enzymes protéolytiques et de
molécules d’adhésion. Les monocytes jouent un role dans la défense contre les pathogénes °.
IIs peuvent faire de la présentation antigénique mais de facon beaucoup moins efficace que les

cellules dendritiques ®.
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A. Les différentes populations de monocytes

1. Chez I'homme

Au début des années 1980, deux sous-populations de monocytes sont décrites dans le sang
humain, se différenciant par leur fréquence, leur morphologie et leurs antigénes de surface
CD16 (FCyR-IIT) et CD14 °. Ces résultats sont les premiers en faveur d’un réle propre joué
par chaque sous-population. L’expression de CD14 et CD16 sur la surface des monocytes
permet leur classification en deux sous-populations majeures : les cellules CD14 CD16"%,
majoritaires (représentent 90% des monocytes), appelées « monocytes classiques » car
ressemblent a la description originale des monocytes ; et les cellules CD14"(ou “™) CD16™

(ou cellules CD16") appelées « non-classiques » par opposition '* '

. Plus récemment, de
nouvelles populations ont été identifiées sur la base du degré d’expression de leurs récepteurs
membranaires et de différents génes ainsi que sur I’existence de fonctions spécifiques. Une

troisiéme population est maintenant décrite chez I’homme : les cellules CD14"°'CD16"

appelées « intermédiaires ». (Table 1).

Subset Markers Chemokine receptors  Functions

Mouse

LyeChH CD11b*CD115*LY6CH CCR2"CX,CR1'™* Pro-inflammatory” and antimicrobial® roles

LY6C'ew CD11b*CD115*LY6C™  CX,CR1"CCR2"* Patrolling'’; early responses?; tissue repair'®®

Human

Classical CD14+CD16" CCR2"CX,CR1"* Resemble LY6C" monocytes based on
gene-expression arrays’7140

Intermediate ~ CD14-CD16* CX,CR1MCCR2'™" Pro-inflammatory roles'*!

Non-classical CD14*CD16* CXiCth‘CCRZ“""' Patrolling®*; antiviral roles**

CCR2, CC-chemokine receptor 2; CX,CR1, CX,C-chemokine receptor 1.

Table 1 : Sous populations monocytaires chez I’homme et chez la souris. D’aprés Shi and Pamer, Nature

Reviews Immunology 2011 *,
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a) Les monocytes classiques

Les « monocytes classiques » (CD16"®), population majoritaire, expriment un fort niveau
de CCR2, un faible niveau de CX3CRI1, et ont une forte activité phagocytaire. Leur
phénotype, basé sur I’expression de leurs récepteurs membranaires (CCR2+CX3CR11°W) et sur
leur signature transcriptionnelle, présente une forte homologie avec celui des monocytes
Gr1™¢" de la souris. Cependant, in vitro, en réponse au LPS ils vont plutot secréter de

I’Interleukine-10 (IL-10) que du TNF-o (Tumor Necrosis Factor) et de I’IL-1.

b) Les monocytes intermédiaires
A coté de cette population majoritaire, des travaux plus récents ont permis d’identifier
deux sous-populations de CD16", trés différentes sur le plan phénotypique et fonctionnel > '*
. Parmi elles, les monocytes « intermédiaires » (CD147"CD16") qui expriment les Fc
récepteurs CD64 et CD32, ont une activité de phagocytose et sécrete du TNF-a et de I’IL-1 en

15 16

réponse au LPS (Lipopolysaccharides) . Ils ont donc un fort potentiel pro-inflammatoire.

c) Les monocytes non classiques

Au contraire, les CD14%™CD16" (qui ont gardé la nomenclature de « non-classiques »)
n’expriment pas d’autres Fc récepteurs que CD16, n’ont pas d’activité de phagocytose et ne
sécrete pas de TNF-o et de I'IL-1 en réponse au LPS. Il est maintenant clair que les
différentes sous-populations monocytaires exercent des fonctions critiques spécifiques en
réponses aux pathogénes chez I’homme comme chez la souris °. Cependant, les différences
observées entre les sous-populations monocytaires chez I’homme et chez la souris ont conduit
a de nombreux débats sur la pertinence du degré d’homologie fonctionnelle et phénotypique
entre les monocytes humains et les monocytes murins ' ''. Le groupe du Dr. Geissmann vient
récemment d’éclairer ces débats sur l’analogie fonctionnelle des monocytes humains et

18

murins . Les auteurs démontrent premi¢rement que les monocytes CD14%™ humains

présentent de nombreuses caractéristiques phénotypiques communes avec les monocytes

15



Gr1"" murins (cf définition de Grl dans le paragraphe sur les monocytes murins). En effet, ils
se caractérisent par des expressions de génes communes, une faible activité de phagocytose,
une absence de production de ROS et de cytokines inflammatoires en réponse au LPS et aux
agonistes des TLR (Toll Like Receptor) classiques (1, 2 et 4), ainsi qu’une faible activité
inflammatoire en condition homéostatique. Deuxiémement, grace a un transfert adoptif de
monocytes humains de sujets sains dans des souris déficientes pour les lymphocytes et pour
les natural killer (NK) (Rag2”T12Ry™), ils observent par microscopie intravitale que les
monocytes CD14%™CD16™ patrouillent le long des vaisseaux de la méme fagon que les

1Y murins '°. Pour finaliser le phénotype des CD14%™, les auteurs démontrent

monocytes Gr
que les CD14“™ peuvent étre activés par les voies TLR7 et TLRS par des virus, des
complexes immuns et des acides nucléiques, ce qui en fait des acteurs clés de la réponse innée

immunitaire. Ils retrouvent également que les Gr1"" murins répondent mieux aux agonistes

de TLR7 qu’au LPS, rajoutant un degré de fonctionnalité commune entre CD14%™ et Gr1'".

Pour conclure, ’équipe du Dr. Geissmann décrit une analogie forte entre la sous-

1" murins. Ils

population spécifique de monocytes CD14"™ humains et celle de Gr
proposent une nouvelle classification des monocytes humains, non plus basée sur CD16"
et CD16™® mais sur la présence de CD14 : les CD14™ (ou “™), analogues aux Gr1""

murins et les CD14" (CD16" ou CD16"®), représentant plus de 90% des monocytes,

plutét pro-inflammatoires et analogues aux Gr1™®" murins.

2. Chez la souris

L’hétérogénéité des populations monocytaires est conservée chez les mammiferes (les

20 21 22

cochons, les rats, les souris, les vaches) . En 2003, le Dr.Geissmann et ses
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collaborateurs décrivent pour la premiére fois in vivo, deux principales population de
monocytes, qui différent par leurs propriétés migratoires . Chez la souris comme chez
I’homme, ces deux populations de monocytes différent par 1I’expression membranaire de deux
récepteurs aux chimiokines : CX3CR1 et CCR2. Grace a un élégant modele de transfert
adoptif chez la souris, les auteurs démontrent que les monocytes CX3CR1™CCR2"Grl"
(aussi appelés Gr1™&" ou Ly6C™") ont une demi-vie courte, sont recrutés sur les sites
inflammés et sont les précurseurs des macrophages et des cellules dendritiques en conditions
inflammatoires. Ce recrutement au sein des sites inflammés implique CCR2 et CD62-ligand
(la L-sélectine). Ils les nomment « monocytes inflammatoires ». Par contre, les monocytes
CX3CRI™"CCR2™¢Gr1"" (aussi appelés Gr1'™ ou Ly6C"*") ont une demi-vie longue et sont
les précurseurs des macrophages résidents et de cellules dendritiques en conditions normales
dans les tissus non inflammés (ce sont les seules cellules a repeupler les tissus étudiés en

conditions homéostatiques : foie, cerveau, rate, poumon, apres transfert adoptif) (Table 2).

Grl est un antigene de différenciation myéloide, utilis¢é comme marqueur membranaire
des monocytes, des neutrophiles et des précurseurs myéloides. L’épitope Grl est représenté
par deux molécules Ly-6C et Ly-6G. Ly-6G est porté par les neutrophiles alors que Ly-6C est
porté par les monocytes circulants et & un moindre degré sur les granulocytes dans la moelle
osseuse **. Ly-6C est utilisé comme marqueur des monocytes chez la souris. Grl est aussi
utilisé comme marqueur monocytaire, lorsque les polynucléaires neutrophiles sont exclus a
I’aide d’autres marqueurs (comme par exemple le récepteur au M-CSF: CDI115). Par
extension, dans de nombreuses publications, les auteurs utilisent le terme de monocytes
Gr1™&" (Ly-6"%") ou monocytes Gr1'™™ ® ™ (Ly-6C""), en ayant préalablement pris le soin

d’exclure les granulocytes.
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La classification des monocytes murins demeure inchangée depuis sa description ’ 5
par contre les fonctions spécifiques de chaque sous-population Gr1"" et Gr1"" dans

différentes pathologies sont ’objet d’intenses débats.

Lya ™" LyaiZ =
MEC - -
Lyais - -
CDllb + +
CO5 (MACSF-R) + +
LRI Intermediate High
CC + =
CO&2L (L-zelectin) + -
CCR5 - +
CDlle - +*
D43 - +
MER. - +
WLA-4 - +
LFA-1 Intermediate High
ZAM- Intermediate High
F4./80 Int=rmediate High
=Ly monocytes were described as nepative for

mann et al (12).

Table 2 : Profils phénotypiques des deux sous-populations monocytaires Ly6C"" (Gr1'") et Ly6C"e"

(Gr1"#") chez les souris C57BL/6. D’aprés Dominguez et Ardavin, Immunological Reviews 2010 .

B. Lerodle des monocytes

1. Role des monocytes dans la circulation

Comme les monocytes ont une demi-vie courte dans la circulation (estimée a environ un
. .27 , . .
jour chez la souris “’), de nombreux auteurs présentent cette population comme un simple

réservoir de cellules précurseur des phagocytes mononucléés (macrophages et cellules

18



dendritiques) **. Cependant, plusieurs travaux ont mis en évidence que les monocytes
circulants pouvaient avoir des fonctions effectrices dans le sang. Par exemple, les monocytes
participent a la clairance de microorganismes °. Cette propriété a notamment été démontrée
lors de I’infection systémique a Listeria Monocytogenes, au cours de laquelle les monocytes
captent la bactérie par ses TLR membranaires, puis les éliminent grace a la production de
ROS et I’action d’enzymes protéolytiques lysosomales ». Il a aussi été mis en évidence que
les précurseurs médullaires des monocytes (promonocytes) ont la capacité de capter des
antigénes provenant de cellules apoptotiques (lymphocytes B et neutrophiles) dans la moelle
osseuse’’. Ces monocytes sortent ensuite de la moelle et migrent en périphérie pour présenter
les antigénes aux LT effecteurs *’. Les monocytes matures circulants peuvent aussi faire de la
clairance de débris apoptotiques *'. Récemment, le Dr.Peng et ses collaborateurs ont injecté
des thymocytes apoptotiques marqués dans des modéles murins et étudié¢ leur devenir. Les
résultats de leurs travaux sont trés intéressants car ils mettent en évidence que ce sont les

monocytes Grl1'"

qui phagocytent les débris apoptotiques, puis que ces derniers migrent dans
la rate ou ils vont se différencier en cellules dendritiques DC capables de tolériser des cellules
T. Dans les modeles murins d’athérosclérose, modeles dans lesquels la cholestérolémie est
¢levée, il a été démontré que les monocytes, équipés de nombreux « scavengers récepteurs »,
pouvaient capter des lipides neutres. Cette charge en lipides entraine une activation des

3233 34 o
| . Tres

monocytes circulants avant méme qu’ils ne pénétrent dans 1’endothélium artérie
récemment, il a ét¢ montré que 1’apolipoprotéine E (Apoe) joue un réle important dans la
protection de [I’internalisation des lipides et de I’activation monocytaire *°. Certains
chercheurs évoquent la possibilit¢ d’échange d’informations entre le sang circulant et les

tissus grace a I’émission de « filopodes-like » par les monocytes a travers la paroi vasculaire

(communication orale du Dr. Geissmann, non publiée).
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Ces données mettent en lumiére des propriétés spécifiques des monocytes dans le

sang circulant.

2. Monocytes: cellules précurseurs des phagocytes
mononucléés

Les monocytes sont les cellules précurseurs des macrophages et de certains types de

cellule dendritiques (figure 1).
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Figure 1: Macrophages et cellules dendritiques dérivées des monocytes. D’aprés Dominguez et Ardavin,
Immunological Reviews 2010 *.

a) Les macrophages

(1) Généralités sur les macrophages
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Les macrophages sont présents dans tous les tissus. Ils sont impliqués dans 1’homéostasie
tissulaire, 1’inflammation en réponse a un stress et la résolution de I’inflammation. Les
macrophages ont longtemps été considérés comme les acteurs clés de la réponse immunitaire
effectrice a travers leurs propriétés de phagocytose, mais depuis quelques années, on sait
qu’ils jouent également un role primordial dans la maintenance de 1’homéostasie tissulaire,
indépendamment de la réponse immune *°. Ceux sont eux qui sont impliqués dans le
nettoyage des débris cellulaires générés lors du remodelage tissulaire et notamment dans la
clairance des cellules apoptotiques. Ce processus de nettoyage s’effectue en I’absence de

stimulation immunitaire et semble ne pas entrainer de production de médiateurs immuns >

(2) Les différentes sous-populations de macrophages

Les macrophages ont une remarquable plasticité qui leur permet de répondre efficacement
aux modifications de signaux de leur environnement. Cette plasticité inclut une modification
profonde de leur phénotype et de leurs propriétés fonctionnelles. La réponse immunitaire,
innée comme adaptative, peut entrainer une augmentation ou bien une diminution de la
réponse immune du macrophage (phagocytose, production de cytokines pro-inflammatoires
etc...). Cette derniere est notamment nécessaire lors de la résolution de I’inflammation. Il y a
une dizaine d’années, les macrophages ont été classifiés de facon dichotomique en M1 pour
« classically activated macrophages » ou macrophages « pro-inflammatoires » et M2 pour
« alternatively activated macrophages » ou macrophages « anti-inflammatoires » >*. Plus
récemment, la population de macrophages M2 a été subdivisée. En effet, les macrophages M2
ont été décrits la premiére fois en 1992 * et ont été nommés « alternativelely activated » par

opposition aux macrophages M1. Cependant, le Dr. Edwards et ses collaborateurs démontrent

21



en 2006 que les macrophages M2 représentent une population hétérogéne de macrophages
cicatriciels et de macrophages anti-inflammatoires qui différent par leurs propriétés *
Actuellement, une majorité des auteurs s’accorde pour définir 3 populations: les macrophages
pro-inflammatoires ou M1 (« classically activated macrophages »), les macrophages
cicatriciels (« wound healing macrophages ») et les macrophages anti-inflammatoires
(« regulatory macrophages ») *® qui font partie des M2. Les 3 types de macrophages peuvent

étre activés par des signaux de I’immunité innée et de I’immunité adaptative (figure 2).
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Figure 2 : Les différentes cytokines secrétées par les cellules immunes permettent la différenciation de 3

types de macrophages ayant des phénotypes et des propriétés différentes. D’apres Mosser et Edwards,

Nature Immunology Reviews, 2008 *.
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> Les macrophages M1

Les macrophages M1 ou « classically activated macrophages » ou macrophages « pro-
inflammatoires » sont activés par le TNF-a et 'IFN-y (Interféron) **. L’IFN-y peut étre
sécrété par les cellules NK, cellules de 'immunité innée qui vont amorcer I’activation du
macrophage pour qu’il sécréte des cytokines et des médiateurs pro-inflammatoires, ou bien
par des lymphocytes CD4 Thl, cellules de I’immunité adaptative, antigéne-spécifiques. A son
tour, de fagon autocrine, le macrophage peut sécréter de 'IFN-B qui va remplacer I'TFN-y *'.
Le TNF-a est quant a lui secrété par une cellule présentatrice d’antigéne ou de fagon autocrine
par le macrophage lui-méme lorsqu’il est activé par son récepteur TLR. Lorsque le
macrophage M1 est activé, il va secréter des cytokines et des médiateurs pro-inflammatoires
nécessaires a la défense de I’hdte agressé : I'IL-1, ’'IL-6, IL-12 et I’'IL-23. Ces cytokines vont
entrainer, en autres, une réponse cellulaire de type Th17, avec sécrétion d’IL17, cytokine
impliquée dans le recrutement sur le site inflammé d’autres cellules immunitaires qui vont

contribuer au développement de 1’inflammation *.

> Les macrophages cicatriciels

Les macrophages cicatriciels ou « alternatively activated macrophages » vont se
développer principalement en réponse a I'IL-4 mais aussi a 'IL-13 **. L’IL-4 est le premier
signal émis par les basophiles et les mastocytes (d’autres granulocytes peuvent aussi en
secréter mais en moindre quantité) lorsqu’il y a une dégradation tissulaire. Les cellules CD4
orientées Th2 sont aussi des pourvoyeurs d’IL-4 ainsi que d’IL-13. Les macrophages
cicatriciels activés vont rapidement secréter eux-mémes de 1’IL-4. Le role de I’'IL-4 est de
convertir les macrophages résidents en macrophages « réparateurs tissulaires ». Ces derniers

vont développer une forte activité arginase, qui va convertir I’arginine en ornithine, qui est un
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précurseur essentiel des polyamines et du collagéne pour la matrice extracellulaire. Ils vont
¢galement secréter des facteurs tels qu’Ym1 et Ym2, protéases de la famille des « chitinases-
like », qui auraient un rdle dans la réorganisation et la réparation de la matrice extra-cellulaire
*_1IIs peuvent aussi sécréter des facteurs de croissance tissulaire comme I’IGF-1 (insulin

growth factor) **.

» Les macrophages anti-inflammatoires

Les macrophages anti-inflammatoires (« regulatory macrophages ») ont besoin de
deux ligands a la fois pour étre activés. Parmi ces ligands, les plus importants sont les
glucocorticoides (secrétés en cas de stress par les glandes surrénales), I’IL-10, la phagocytose
de corps apoptotiques (qui va entrainer la sécrétion de TGF-P par le macrophage) *, les
complexes immuns, ou les prostaglandines. Ainsi activés, les macrophages anti-
inflammatoires vont secréter de 1I’IL-10 et inhiber la sécrétion d’IL-12, qui sont les deux
signatures caractéristiques de ces cellules *’. Ces macrophages sont impliqués dans la
résolution de I’inflammation. Par contre, ils ne contribuent pas a la production de matrice

extracellulaire.

Les macrophages sont caractérisés par une tres grande plasticité, et certains peuvent
modifier leur phénotype lors des changements d’environnement. Il existe donc des

macrophages « hybrides » entre les principales populations décrites ci-dessus.

La balance entre ces différentes populations doit étre finement régulée au sein du tissu

agressé car un exces ou un défaut d’une ou plusieurs populations de macrophages peut étre
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nocif pour I’hote. En effet, un exces de développement de macrophages M1 peut entrainer une
chronicisation de I’inflammation (comme dans 1’obésité), des dégats tissulaires, des maladies
auto-immunes (comme dans la polyarthrite rhumatoide). D’autre part, un excés de
développement de macrophages cicatriciels peut entrainer une fibrose tissulaire (comme dans
I’obésité également) ou une réponse allergique. En outre, un excés de développement de
macrophages anti-inflammatoires peut étre la cause d’un défaut de défense de I’hote ou d’une

néoplasie.

b) Les cellules dendritiques dérivées des monocytes

Les premiers travaux démontrant in vivo que les monocytes pouvaient se différencier en
cellules dendritiques sont ceux du groupe de R. Steinman en 1999 *. Depuis une dizaine
d’années, de multiples travaux ont confirmés que les monocytes étaient les précurseurs de
certaines cellules dendritiques en conditions homéostatiques mais aussi au cours de

I’inflammation.

(1) Cellules dendritiques dérivées des monocytes en
conditions homéostatiques

En I’absence d’inflammation, les monocytes sont les précurseurs de certaines DC comme
les DC respiratoires, les DC de la lamina propria intestinale, ou du tractus génital ou encore
des cellules de Langherans dans certaines conditions,’®. En effet, les travaux du Dr.Varol et de
| high

ses collaborateurs ont permis de révéler que la sous-population de monocytes Gr peut

servir de précurseur a des DC de la lamina propria intestinale, aprés déplétion, en I’absence
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d’inflammation *. Ces cellules ont été classées en « phagocytes mononucléés » car elles
présentent un phénotype de cellule dendritique mais expriment en surface des marqueurs
monocytaires tels que CDI11b et CX3CRI °°. Au niveau du tissu pulmonaire, plusieurs
travaux ont montré que chaque sous-population monocytaire se différencie en sous population

high

spécifiques de cellules dendritiques : les Gr1™=" sont les précurseurs des cellules dendritiques

pulmonaires CD103" alors que les Gr1'®" se différencient en cellules dendritiques CD11b" ',

L1z 1 r
D’autres travaux ont révélé que les monocytes Grl®" sont les précurseurs des macrophages

’, . 2
alvéolaires 2.

(2) Cellules dendritiques dérivées des monocytes en
conditions inflammatoires

Dans de nombreux modéles d’inflammation, les monocytes sont les précurseurs de DC
pro-inflammatoires spécifiques. Dans de nombreux modeles expérimentaux, ce sont les

26

hich . . .. . . L.,
1" qui sont a I’origine des DC pro-inflammatoires dérivées des monocytes, ~°.

monocytes Gr
Ces DC sont tres efficaces pour la présentation antigénique et ’activation des lymphocytes T.
Récemment un type particulier de DC dérivant des monocytes Gr1™e" a aussi été décrit: les
Tip-DC (TNF-a i-Nos producing DC) *. Ces cellules sont trés efficaces dans I’immunité
innée anti-pathogéne °. Cependant, la question de savoir si ces cellules sont des cellules

dendritiques a forte activité antimicrobienne ou bien des macrophages M1 pro-inflammatoires

fait I’objet d’intenses débats *.

Avant de se différencier en macrophages ou en cellules dendritiques au sein des tissus, les
monocytes doivent &tre mobilisés de leur lieu de fabrication : la molle osseuse, jusqu’au tissu
cible. Ce trafic monocytaire est trés complexe et met en jeu, entre autres, des chimiokines et

leurs récepteurs pour mobiliser les monocytes ou il y en a besoin.
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C. Trafic monocytaire : de la moelle osseuse aux tissus cibles

1. Récepteurs aux chimiokines et monocytes

Les chimiokines et leurs récepteurs sont impliqués dans le trafic des monocytes en
condition normale et en cas d’inflammation. Certaines chimiokines jouent aussi un rdle dans
la survie cellulaire, notamment la fractalkine, le ligand de CX3CRI1. Les récepteurs aux
chimiokines les plus importants dans le trafic monocytaire sont CX3CR1, CCR2 et CCRS.
Ces récepteurs aux chimiokines peuvent aussi étre présents sur d’autres cellules
hématopoiétiques et jouer un rdéle dans leur recrutement sur les sites agressés. Il est tres
probable que le niveau d’expression de CX3CR1 et de CCR2 (a un moindre degré CCRS) sur
les monocytes Gr1™®" et Gr1'™" conditionne leur recrutement sur différents sites et dans

différentes conditions inflammatoires.

a) CX3CR1

J’ai utilisé pour mes travaux de thése un modele murin déficient pour le récepteur aux

chimiokines CX3CRI1. Je vais donc particuliérement détailler le chapitre dédié a ce récepteur.

(1) Le récepteur CX3CR1

Le récepteur CX3CR1 a été décrit pour la premiére fois par une équipe japonaise en
1997 . Comme tous les récepteurs aux chimiokines, il posséde sept domaines
transmembranaires et est couplé aux protéines G. Il est exprimé par tous les monocytes, les
cellules NK, certains lymphocytes T, certains sous-types de cellules dendritiques, les cellules
microgliales et par les neurones embryonnaires humains >° °° > ** % 32 Sa particularité est
qu’il ne posséde qu'un ligand unique (connu a ce jour) qui est la fractalkine ou CX3CL1 ou

neurotactine (décrite pour la premiére fois par le Dr.Bazan et ses collaborateurs ).
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(2) Son ligand CX3CL1 ou fractalkine

La fractalkine, qui est donc I’unique membre de la quatrieme classe des chimiokines
(CX30(), est originale car elle existe sous deux formes : une liée a la membrane et une soluble.
Ces deux formes possedent des activités distinctes (figure 3). La forme soluble agit comme les
autres chimiokines, c'est-a-dire qu’elle posséde une activité chimioattractive pour les
monocytes et les lymphocytes T en formant un gradient de concentration. Par contre, la forme
ancrée a la membrane permet la capture initiale et I’adhésion ferme de ces mémes cellules lors
du processus d’extravasation (figure 3) ®'. La forme ancrée a la membrane peut étre clivée par

62 63

des métalloprotéases et libérer la forme soluble. La fractalkine est exprimée par les

cellules endothéliales activées, les neurones, les cellules épithéliales, les cellules musculaires

- o 64 65 66 67 68
lisses, les cellules dendritiques et les macrophages .
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Figure 3 : Migration et recrutement des monocytes a travers ’endothélium activé. La fractalkine est
impliquée a chaque phase grace a sa forme soluble qui fait un gradient de chemokine et a sa forme ancrée qui va

permettre 1’adhésion monocytaire. D’aprés Umehara et al, Drug News and Perspective 2001)
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(3) Roéles versatiles de CX3CR1

CX3CRI joue de multiples rdles dans ’homéostasie tissulaire, dans les infections a

différents pathogenes, dans les inflammations stériles, dans les réponses anti-tumorales. Les

données de la littérature concernant le role de CX3CRI1 sur les monocytes et les phagocytes

mononucléés sont les suivantes :

Récemment, 1’équipe du Dr. Jung a démontré que I’axe CX3CR1-CX3CL1 était

1 low

impliqué dans la survie des monocytes Gr In vivo et que ce signal de survie

dépendait de la voie anti-apoptotique Bcl2 ®. Les souris déficientes pour

1 low

CX3CRI1 présentent une baisse importante des monocytes Gr en conditions

normales et en fond Apoe™ ® 7.

CX3CRI est impliqué dans le mouvement de «crawling» effectué¢ par les
monocytes Gr1'®¥ le long des vaisseaux, suspectés de faire de la surveillance '
CX3CRI est impliqué dans le trafic des monocytes Gr1'™ pour repeupler les
tissus aprés déplétion, en I’absence d’inflammation .

CX3CR1 est impliqué dans le recrutement des Gr1'®™ dans un modéle d’infarctus
du myocarde (IDM), qui vont se différencier en macrophages M2 pour faire de la

réparation tissulaire '

. CX3CRI1 est aussi impliqué dans le recrutement de
monocytes/macrophages ayant des propriétés de cicatrisation dans un modele de
1ésion cutanée (de type coupure) '~

CX3CRI1 est impliqué dans le recrutement de monocytes pro-inflammatoires
Gr1™"  dans de nombreux modeles d’inflammations stériles, comme
athérosclérose ”° 74, ’ischémie cérébrale °, ou I’ischémie rénale 7°.

CX3CRI est impliqué dans la migration et la fonction de cellules dendritiques de
la lamina propria intestinale qui ont la propriété d’émettre des dendrites dans la

S . . fi o 5977
lumiére intestinale pour « scanner » les antigénes bactériens )
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Par ailleurs, CX3CR1 peut étre exprimé sur les lymphocytes T CD4, CD8 et les cellules

NK

Il est intéressant de noter que CX3CR1 a des fonctions versatiles : dans certaines
pathologies la fonction de CX3CR1 semble protectrice °, alors que dans d’autres elle
semble délétere ™ 7, Cependant, CX3CR1 joue un role majeur dans la survie et le

recrutement des monocytes.

b) CCR2
CCR?2 est le récepteur de CCL2 (ou MCP-1) et de CCL7 (ou MCP-3). CCR2 est fortement

1 hieh 1Y Dans de nombreuses

exprimé sur les monocytes Gr mais n’est pas exprimé sur les Gr
inflammations, chez ’homme comme chez la souris, CCL2 est retrouvé fortement augmenté
dans la circulation et dans le tissu inflammé. CCR2 est nécessaire a 1’égression médullaire des

|high 6

monocytes Gr (cf chapitre sur I’origine des monocytes). Les souris déficientes pour

CCR?2 présentent donc une importante diminution des monocytes Gr1™¢" dans la circulation.
La délétion concomitante de CCL2 et CCL7 diminue le recrutement monocytaire en cas
d’infection a Listeria Monocytogene de 50% environ ”°. De plus, CCR2 est impliqué dans le
recrutement des monocytes Gr1™& sur les sites agressés dans de nombreux modeles
expérimentaux . Cependant, de récentes études ont mis en évidence que le recrutement des
Gr1Meh par la voie CCR2-CCL2 (ou CCL7) dépendait du tissu agressé¢ et de la nature de
I’agression. En effet, le recrutement des Gr1"¢" dans le modéle ’IDM "' ou d’infection

péritonéale a Toxoplasma Gondi est trés dépendant de CCR2, car fortement diminué voir

aboli dans les mod¢les murins déficients pour CCR2. Par contre, la migration des Gr1"¢" dans
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la rate lors d’une infection a Listeria Monocytogenes est dépendante de CX3CR1 * et non de

CCR2 8!,

CCR2 est donc impliqué dans I’égression médullaire des monocytes Gr1"" et dans
leur recrutement dans les tissus agressés. Cependant, I’utilisation de CCR2 pour le trafic

des Gr1"®" semble dépendre de la nature de I’inflammation et du tissu agressé.

c) CCR5

CCRS5 est un autre récepteur aux chimiokines exprimé par les monocytes. Il peut se lier a
plusieurs ligands dont MIP-1a et CCL5 (ou Rantes) *. Les modéles murins déficients pour
CCRS5 ont permis de montrer que ce récepteur était impliqué dans le recrutement monocytaire
lors de D’athérosclérose * 7, de la sclérose multiple et de la polyarthrite rhumatoide **.
L’expression de CCR5 est augmentée sur les monocytes Grl'™ dans le modéle murin

d’athérosclérose Apoe” et son blocage par des anticorps inhibe le recrutement des Grl1'™¥

au
. : 70 . :
niveau de la plaque d’athérome . Par contre la monocytose n’est pas affectée chez les souris

déficientes pour CCRS.

d)  Autres récepteurs aux chimiokines

CCR7 et CCR8 peuvent étre exprimés par les monocytes Grl'™¥. Les monocytes Grl'"
peuvent se différencier en cellules dendritiques dans la peau et utiliser CCR7 et CCR8 pour

migrer de la peau aux ganglions lymphatiques **.
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2.  Provenance des monocytes

Les monocytes circulants proviennent de progéniteurs médullaires communs aux
monocytes, aux macrophages et aux cellules dendritiques: les MDPs (Macrophages Dendritic
cells Progenitor) * . Les progéniteurs des monocytes expriment le récepteur au M-CSF (aussi
appelé CD115) en surface et vont proliférer et se différencier en réponse au macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF). Quand aux cellules dendritiques, elles vont se développer

en réponse au FLT3L (FMS related tyrosine kinase 3 ligand).
a)  Origine des monocytes Gr1"&"

. . hich . .
En l’absence d’inflammation, les monocytes Gr1™" qui ont une demi-vie courte,

retourneraient dans la moelle hématopoiétique ou ils perdraient I’expression du Grl et

llow 25 85

deviennent des Gr . En conditions inflammatoires, que ce soient au cours d’infection

ou d’un régime riche en graisses, le nombre de monocytes circulant augmente fortement,
essentiellement par une augmentation de I’égression des niches médullaires. Il a récemment

été montré que le récepteur aux chimiokines CCR2 ses ligands CCL2 et CCL7 médient en

lhigh 81 86

partie (mais pas completement) la sortie médullaire des Gr . Les souris déficientes

pour CCR2 ont donc une forte diminution de monocytes Gr1"#" circulants ®'. Cependant le

1 low

taux de Gr1'®¥ circulants dans ce modéle CCR2™ n’est pas modifié.

low

b) Origine des monocytes Grl

1 low

Actuellement, on ne sait pas comment la sous-population de Gr1™" sort de la moelle. Il est

possible que seuls les Gr1™¢" sortent de la moelle osseuse et se qu’ils se différencient ensuite

1 low

en périphérie en Grl1™". Pour soutenir cette hypothese, des études utilisant des marquages des

GRMe! (par des liposomes fluorescents ou par des billes de latex) ont montré que les GR1"Meh
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pouvaient perdre Iexpression du Grl et devenir des Grl'", aussi bien en conditions
homéostatiques *° qu’aprés une déplétion cellulaire préalable »°. Finalement, on ne sait pas si
les MDPs se différencient directement en monocyte Gr1'®™ ou si les Gr1™&" sont une étape

low

intermédiaire obligatoire pour générer des Gr1'°¥, ou si les deux phénoménes co-existent *.

c) Réservoir splénique

Récemment, dans un modéle d’infarctus du myocarde, le Dr.Swirski et ses collaborateurs
ont démontré qu’il existait aussi un réservoir splénique de monocytes, en plus du réservoir
médullaire ¥. Ce réservoir contiendrait plus d’un million de monocytes, avec le méme ratio
de sous-populations monocytaires que dans le sang. Ces monocytes spléniques sont
indifférentiables sur le plan morphologique et transcriptionnel des monocytes du sang. Les
auteurs émettent I’hypothése que ce réservoir splénique permettrait de mobiliser dans la
circulation dans un temps trés court un fort nombre de monocytes nécessaires a la réaction

inflammatoire aigue sur le site myocardique (figure 4).
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Figure 4 : Trafic des différentes sous-populations de monocytes Ly6c"" (Gr1"€") et Ly6c™ (Gr1"™).

D’aprés Shi and Pamer Nature Rev Imm 2011 *2,

3.
homéostatiques

Trafic et fonctions

des monocytes

en conditions

Avant d’aborder le chapitre sur le trafic des monocytes de la circulation vers les tissus, il

est important de noter que les techniques utilisées pour étudier ce processus sont toutes
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imparfaites et ne reflétent pas exactement les conditions réelles de trafic des monocytes in

vivo.

a) Méthodes expérimentales pour étudier le trafic
monocytaire

Il existe deux grands types d’approches. La premiere approche consiste a supprimer
I’expression de geénes codant pour des récepteurs aux chimiokines (ou pour des chimiokines)
impliqués dans le recrutement et/ou la survie de monocytes, ou des molécules d’adhésion
impliquées dans 1’extravasation tissulaire des monocytes. Cette approche permet de
comprendre le réle exact joué par les récepteurs aux chimiokines et les molécules d’adhésion
dans le trafic des monocytes dans des modeles d’inflammation précis ou en condition
homéostatiques. La deuxiéme approche consiste a marquer les monocytes et a suivre leur
circulation dans les différents tissus étudiés, ou bien de fagon dynamique in vivo (notamment
par les équipes du Dr. Geissmann et du Dr. Swirski) ou bien ex-vivo. Les marquages des
monocytes sont difficiles techniquement, apportent des informations importantes mais
présentent des biais. La méthode la plus utilisée est celle du géne rapporteur : le géne codant
pour la GFP (green fluorescence protein) est inséré dans le deuxiéme exon du géne codant
pour CX3CRI1 (exon codant pour l’extrémité N-terminale du récepteur et nécessaire a
I’interaction avec son ligand la fractalkine), ce qui permet de marquer tous les monocytes
puisque CX3CR1 est exprimé par tous les monocytes *°. Ce modéle est souvent utilisé dans
des fonds génétiques déficients pour les autres cellules hématopoiétiques exprimant CX3CR1
(les lymphocytes activés et les NK) ce qui permet de ne suivre que les monocytes > '°. Par
contre, le suivi est limité car I’expression de la GFP peut étre augmentée ou diminuée apres
extravasation selon la différenciation cellulaire ** *°. Cependant, cette technique de géne
rapporteur permet de suivre le trafic des monocytes in vivo '°. Par ailleurs, il existe la méthode

de transfert adoptif: les monocytes sont sortis d’un modele murin et transplantés dans un
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autre modele. Mais seul un petit nombre des monocytes transférés est retrouvé dans la
circulation et cette petite fraction ne refléte pas obligatoirement le devenir de I’entiére
population monocytaire *. De plus, la manipulation des monocytes ex vivo doit surement
affecter la différenciation, la maturation et I’activation cellulaire. L’équipe du Dr. Randolph a
récemment développé des techniques de marquage endogene utilisant des particules inertes
qui marquent spécifiquement les sous-populations de monocytes Gr1™e" et Gr1'™ * ®¥ Ces
méthodes sont plus sensibles que le transfert adoptif. Pour marquer spécifiquement les Gr1™e",
il faut d’abord dépléter tous les monocytes avec des liposomes contenant du clodronate. Cette
déplétion transitoire est suivie d’une injection 16 a 18 heures plus tard de billes fluorescentes
| high

qui vont sélectivement marquer les Gr qui sont les premiers a réapparaitre dans la

1'% se fait en 1’absence de

circulation *°. Par contre, le marquage spécifique des monocytes Gr
déplétion cellulaire préalable et avec des billes de latex. Ces deux techniques de marquage

relativement spécifiques des sous-populations ont été utilisées pour suivre le trafic des

monocytes au cours de ’athérosclérose * (cf chapitre plus bas).

b) Trafic des monocytes en I’absence d’inflammation

En conditions homéostatiques, de nombreux tissus possédent leur propre réservoir de
macrophages et de cellules dendritiques qui proliférent localement : les cellules de Kuppfer
dans le foie *, les cellules de la microglie (macrophages du systéme nerveux central) *°, les
macrophages du poumon 2, certains macrophages spléniques °', les cellules de Langherans °2.

1 . .
1°" peuvent aussi repeupler les tissus en

Cependant, les monocytes circulants de type Gr
condition normale et servir de précurseurs aux macrophages et a certains types de cellules
dendritiques *. Un degré de complexité a récemment été ajouté avec des travaux qui ont
révélés que certains de ces macrophages étaient présents trés tot au cours de la vie

. . . r By 93
embryonnaire et provenaient du sac embryonnaire et non de la moelle hématopoiétique . Ces
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travaux viennent souligner le fait que les études de repeuplement tissulaire par les monocytes

apres déplétion cellulaire ne reflétent pas obligatoirement les conditions in vivo.

Pour conclure, en I’absence d’inflammation, les macrophages et certaines cellules
dendritiques proviennent d’une prolifération locale mais sont aussi renouvelés par les
monocytes circulants. De plus, il parait clair que chaque sous-type monocytaire va se
différencier dans les tissus en macrophage ou cellule dendritique ayant des phénotypes
et des fonctionnalités spécifiques. Il faut bien garder a DPesprit que les études de
repeuplement tissulaire aprés déplétion expérimentale ne reflétent pas obligatoirement

les conditions homéostatiques in vivo ‘2.

4. Trafic et fonctions des monocytes en conditions
inflammatoires

a) Inflammations septiques

En cas d’infection, les monocytes vont rapidement secréter des cytokines pro-
inflammatoires et des agents antibactériens, et ils vont augmenter leur expression de CCR2
pour aller sur le site agressé, en réponse a CCL2 °. Les monocytes sont impliqués dans la
réponse immunitaire antibactérienne, antivirale, antifungique et antiparasitaire (figure 5). Il a
récemment ét¢é montré que la monocytose conséquente de I’égression médullaire de
monocytes au cours de I’infection se faisait grace a la production de CCL2 par les cellules
stromales médullaires en réponse aux ligands circulants de TLR-4 °*. En plus de leur role
antimicrobien direct sur le site infecté, il a ét€¢ montré que, lors d’infections cutanées ou

pulmonaires, les monocytes avaient aussi la capacit¢ de migrer vers les ganglions
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lymphatiques, de faire de la présentation antigénique aux lymphocytes T CD4 et CDS, et

. . , . o . 4
d’initier ainsi une réponse immunitaire adaptative ** > %,

Dans la grande majorité des infections, ce sont les monocytes Gr1™€" qui jouent un réle
dans la réponse immunitaire. Cependant, le Dr.Auffray et ses collaborateurs ont démontré par
une technique de microscopie intravitale que les Grl1' étaient les premiers monocytes
recrutés lors d’une infection péritonéale a Listeria Monocytogenes, et qu’ils secrétaient du
TNF-o et des chimiokines pour attirer les monocytes Gr1"" sur le site '°. Par la suite, les
Gr1™&" sont recrutés pour faire une réponse inflammatoire. Dans un troisiéme temps ce sont
les Gr1'" qui sont & nouveau recrutés mais pour faire de la réparation tissulaire (figure 6). Ces

données ont été obtenues par des études d’expression de génes sur les cellules péritonéales

triées a chaque phase de I’infection.

Cependant, des travaux récents ont mis en évidence, pour la premiére fois, une absence de
recrutement monocytaire au sein du tissu agress€¢ mais une prolifération de macrophages
locaux °’. En effet, lors d’une infection pleurale a4 un nématode entrainant une forte réponse
immunitaire de type Th2, I’expansion de macrophages locaux est due a une prolifération

locale et non a un recrutement de monocytes circulants.

Pour conclure, les monocytes sont impliqués dans de nombreuses réponses
inflammatoires d’origine infectieuse. Les monocytes Gr1™" semblent largement
prédominants dans les réponses anti-infectieuses. Cependant, dans la stratégie
expérimentale d’infection a Listeria Monocytogenes, il a été démontré in vivo que chaque
sous-population de Gr1"" et de Gr1" pouvait se différencier respectivement en
macrophages M1 (et Tip-DC) et macrophage M2 . 1l faut noter que la plupart des
travaux n’ont pas systématiquement étudié la contribution relative de chaque sous-

population Gr1"¢" et Gr1'™.
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Bacteria
Listeria monocytogenes Cryptococcus neoformans
Brucella melitensis . Aspergillus fumigatus
Myecobacterium tuberculosis LyeC™ Blastomyces dermatitidis

Toxoplasma gondii Murine cytomegalovirus
Leishmania major Vaccinia virus
Plasmodium chabaudi West Nile virus

Herpes simplex virus

J _
luenza virus

Figure 5: Le recrutement des monocytes est crucial pour la défense de I’héte contre de multiples

pathogénes (bactéries, virus, champignons, parasites). D’aprés Shi and Pamer Nature Rev Imm 20112

b) Inflammations aseptiques

(1) Inflammations aseptiques aigues
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Les deux modéles les plus utilisés pour I’étude du trafic des monocytes au cours
d’inflammations aseptiques aigues sont celui de I’infarctus du myocarde et celui de la Iésion
du muscle squelettique. Dans le modéle de I’IDM, le Dr.Narhendorf et ses collaborateurs '
ont montré grace a I’utilisation de transfert adoptif, qu’il y avait un recrutement spécifique, les

. . . . . high
3 premiers jours post-infarctus, de monocytes pro-inflammatoires Grl™®

. Ces monocytes
recrutés en phase I ont une forte activité de phagocytose, de protéolyse et de sécrétions de
cytokines pro-inflammatoires. Par contre, de fagon trés intéressante, ils ont observé que cette
phase inflammatoire était suivie séquentiellement par une deuxiéme phase de recrutement
spécifique de monocytes anti-inflammatoires Gr1'™ (phase II) (figure 6). Ces monocytes
Gr1"" recrutés servent a diminuer I’inflammation et & faire de la cicatrisation tissulaire
myocardique en stimulant I’angiogénése (via la sécrétion de Vascular Endothelial Growth
Factor), I’accumulation de myofibroblastes (via la sécrétion de Fibroblast Growth Factor) et le
dépot de collageéne. De plus, ils démontrent grace a des modeles murins déficients pour CCR2
ou CX3CR1 que le recrutement des Gr1™&" et des Grl1'™" est dépendant respectivement de
CCR2 et de CX3CRI1. Ces résultats sont tres intéressants car ils démontrent qu’il existe une
fonctionnalité spécifique et séquentielle des deux sous-populations monocytaires murines. Les
méme auteurs ont répétés la méme expérience d’IDM mais dans le fond génétique Apoe”” qui
entraine une forte hypercholestérolémie et qui est utilisé pour ’étude de I’athérosclérose .
Or dans ce fond génétique, I’hypecholestérolémie ** et la déficience en Apoe *° entrainent une
| high

monocytose portant spécifiquement sur les Grl™=". Le Dr.Narhendorf et ses collaborateurs

N high N -

observent que cette monocytose a Grl™#" est responsable d’un retard a la mise en place de la

phase II de cicatrisation, ce qui va entrainer une dilatation ventriculaire et une insuffisance
. , . . ;s hich - .

cardiaque **. Ils démontrent aussi qu’une monocytose isolée a Grl1™&" (induite par une

injection de LPS, et non associée a I’hypercholestérolémie et/ou au fond génétique Apoe™) est

suffisante pour induire une exacerbation et un prolongement de la phase I, un retard dans la
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mise en place de la phase II et conduire a I’insuffisance cardiaque. Les mécanismes exacts qui

high

relient une expansion plasmatique de monocytes Grl™*" a un retard et une diminution de

cicatrisation du ventricule gauche cardiaque ne sont pas connus. Les auteurs proposent

comme hypothése que 1’expansion plasmatique de GrlMeh

augmente leur recrutement sur le
site agressé, et que leur présence en grand nombre et de fagon prolongée empéche la transition
vers un microenvironnement local propice a la cicatrisation tissulaire. Dans le modele de
Iésion du muscle squelettique, le Dr.Arnold et ses collaborateurs observent de la méme fagon
que ce sont spécifiquement et séquentiellement les monocytes Grlheh qui sont recrutés les
premiéres heures aprés la nécrose musculaire '". Dans le muscle agressé, ces Grl™e!
deviennent des macrophages pro-inflammatoires et ne se divisent pas. La encore, 24 heures
apres la 1ésion, des macrophages ayant des propriétés anti-inflammatoires, de phagocytose des
débris nécrotiques et de régénération musculaire et se divisant, sont retrouvés dans le muscle
agressé. Par contre, contrairement aux travaux du Dr. Narhendorf, les auteurs concluent que
ces macrophages anti-inflammatoires et «réparateurs» tissulaires proviennent d’une
différenciation intramusculaire des macrophages Gr1™&" pro-inflammatoires et ne sont pas

recrutés dans la circulation (les auteurs ne retrouvent pas les billes fluorescentes qui

marquaient spécifiquement les Gr1'", dans le muscle 1ésé).

Pour conclure, les travaux du groupe de Narhendorf démontrent qu’aprés un IDM,
les deux sous-populations monocytaires sont recrutées de facon spécifique et séquentielle

. 7 . . high
dans le tissu agressé : phase I inflammatoire : recrutement de Gr1™®

proinflammatoires
dépendant de CCR2 suivie d’une phase II cicatricielle : recrutement de Gr1™" anti-
inflammatoires et « réparateurs tissulaires » dépendant de CX3CR1 !, Par contre, les

travaux sur le muscle squelettique sont plutét en faveur d’un recrutement sélectif des

Gri"eh puis d’un switch en macrophages M2 pour faire de la réparation tissulaire 1o,
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Figure 6 : Différenciation et fonctions effectrices des sous-populations monocytaires Ly6c™®" (Gr1"e") (en
haut) et Ly6c”™ (Gr1"™) (en bas) au cours de I’infarctus du myocarde (panel droit) et de P’infection a
Listeria Monocytogenes (panel gauche). D’aprés Auffray, Sieweke and Geissmann, Nature review
Immunology, 2009 7.

(2) Inflammations aseptiques chroniques

Le mode¢le d’inflammation aseptique chronique, dans lequel le role joué par les différents
sous-groupes de monocytes qui a ¢té le mieux étudié¢ a ce jour est celui de I’athérosclérose.
Les monocytes sont des médiateurs majeurs de 1’athérosclérose '°' ' ' En réponse a un
gradient de cytokines, les monocytes adhérent fermement a 1’endothélium activé, le
traversent, se différencient en macrophages spumeux (chargés de lipides) puis vont participer

a la formation et au développement des Iésions. Les modeles murins d’athérosclérose
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. . . . high .
présentent une monocytose prédominant sur la sous-population des Gr1™&" ** Dans certaines

high 33 83

¢tudes d’athérosclérose, seuls les monocytes Grl =" sont augmentés , alors que dans
d’autres études, les deux sous populations de monocytes Gr1™€" et Gr1'™ sont augmentées .
Jusqu’a trés récemment, il était admis que c’était I’hypercholestérolémie qui était responsable
de cette monocytose . Or, les modéles murins utilisés pour étudier 1’athérosclérose sont,
dans la majorité des cas, des souris déficiente pour 1’Apoe, glycoprotéine impliquée dans le
transport et le métabolisme des lipides. Le Dr Murphy et ses collaborateurs viennent de
démontrer que la déficience en Apoe était aussi responsable d’une monocytose . Au total,

I’hypercholestérolémie et la déficience en Apoe entrainent une monocytose dans les modeles

murins d’athérosclérose.

Il a été montré que les monocytes Gr1™&" adhérent a 1’endothélium activé, extravasent
dans la paroi artérielle et deviennent des macrophages spumeux . Par contre, on ne connait
pas 4 I’heure actuelle la participation exacte des Grl1" dans la genése des plaques
d’athérome. Cependant, deux études ont récemment apporté des éléments de réponse. La
premiére est celle du groupe du Dr. Randolph qui a mis au point le marquage sélectif des
Gr1"&" et des Gr1'" par des billes inertes (cf. plus haut) et qui a ensuite pu suivre leur devenir
dans un modéle murin Apoe” en régime hypercholestérolémique *. Les auteurs observent

1 low

dans leur modéle, que les Gr1™" entrent aussi dans la paroi artérielle mais a un moindre degré

et plus tardivement que les Gr1"™® Ils démontrent aussi que, de facon étonnante, le
recrutement des Gr1'™" (qui sont CX3CR1"€"CCR2™#) n’est pas dépendant de CX3CR1 mais
de CCRS5 et que le recrutement des Gr1"" (qui sont CCR2°CX3CR1"") dépendait surtout de
CCR2 et aussi de CX3CRI1. La deuxiéme étude est celle du groupe du Dr. Mallat ™. Les
auteurs démontrent que la monocytose est un facteur important dans la formation des plaques

d’athérome et que la taille des 1ésions artérielles corréle fortement avec le taux de monocytes

circulants, essentiellement les Gr1'" (figure?7).
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Plague development,
rﬁ‘lumf thrombosis

Atherosclerotic lesion

Figure 7 : Modéle du role des sous-populations monocytaires au cours de I’athérosclérose expérimentale
chez la souris. D’aprés Swirski, Weissleder et Pittet, ATVB 2009 %,

Pour conclure, les monocytes Gr1"" entrent dans les plaques d’athérome, leur entrée
est dépendante de CCRS et non de CX3CR1, mais on ne sait pas si ils exercent un roéle
spécifique, différent de celui des Gr1™", On ne sait pas non plus si chaque sous-
population monocytaire se différencie spécifiquement en un type de macrophage ou de

cellules dendritiques.
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II. LINFLAMMATION AU COURS DE L'OBESITE

A. Introduction sur l'obésité et I'insulinorésistance

En médecine, I’obésité se définit par un exces de masse grasse pouvant entrainer des
inconvénients pour la santé. Pourtant 1’obésité ne se résume pas a une notion quantitative de
masse grasse: les dépots ectopiques de graisses ont des conséquences déléteres,
indépendamment de I’obésité en elle-méme, et les anomalies structurelles et fonctionnelles de
la graisse sont responsables des nombreuses complications. C’est une maladie grave, non
seulement a cause des nombreuses complications physiques associées, mais aussi a cause des
souffrances psychologiques et sociales secondaires. C’est une maladie chronique, qui
commence souvent dés I’enfance, et évolutive. C’est une maladie dans laquelle le systeme de
contrdle des réserves énergétiques est dépassé (A. Basdevant. Trait¢é de médecine et de
chirurgie de 1’obésité, Flammarion 2011). Au centre de 1’obésité et de ses complications se
situe un organe qui va étre le sicge de nombreux remaniements tout au long de 1’histoire de la
prise (et de la perte) de poids : le tissu adipeux. Le tissu adipeux obése se caractérise par une
hypertrophie (augmentation de la taille) et une hyperplasie (augmentation du nombre) des
adipocytes. A coté de ces anomalies adipocytaires vont se constituer une inflammation et une
fibrose. La pathologie du tissu adipeux, caractérisée entre autres par ses capacités de stockage
dépassées et la sécrétion de cytokines et d’hormones pro-inflammatoires, va se répercuter sur
d’autres organes et entrainer des dysfonctionnements = systémiques comme
I’insulinorésistance. L’insulinorésistance est définie par une diminution de [’action de
I’insuline au niveau de ses tissus cibles. Essentiellement, I’insuline contrdle I’utilisation
musculaire du glucose, freine la production hépatique de glucose et inhibe la lipolyse.

L’insulinorésistance peut se compliquer d’un diabete de type 2 si les cellules B pancréatiques
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sont déficientes et n’arrivent plus a fournir assez d’insuline pour maintenir une glycémie
normale. Dans les modeles animaux d’obésité, il est clair que 1’inflammation du tissu adipeux
peut générer une insulinorésistance systémique, notamment par le biais du TNF-a et de I’'IL-6
1044 Cependant, le lien de causalité entre inflammation du tissu adipeux et insulinorésistance

généralisée, méme si il est suspecté, n’est pas démontré formellement chez I’homme.

B.  Nature de l'inflammation au cours de l'obésité

L’inflammation de bas grade observée au cours de [’obésité se différencie de
I’inflammation aigue classique. Premi¢rement, sur le plan clinique, aucun symptome de
I’inflammation classique (fievre, douleur, chaleur, rougeur) n’est observé au cours de
I’obésité. La nature des stimuli est elle aussi différente puisqu’il ne s’agit pas d’agents
bactériens, viraux ou parasitaires, ou encore auto-immuns mais de nutriments (bien que la
participation d’une cause bactérienne issue de la flore intestinale soit aussi trés probable).

105 et

L’inflammation liée a 1’obésité est déja présente chez les enfants souffrant d’obésité
peut donc exister tout au long de la vie. Enfin, la « métainflammation » liée a 1’obésité est
caractérisée par I’atteinte de multiples organes dont la liste actuelle n’est probablement pas
définitive. Par exemple, la notion d’inflammation hypothalamique au cours de I’excés

. . . R , 106 . . . ey
d’acides gras alimentaires est trés récente et vient ajouter un niveau de complexité quand

aux mécanismes de 1’obésité, notamment ceux liés a la prise alimentaire.

Depuis trés longtemps on sait que certains médiateurs de I’inflammation sont élevés
dans le sang des patients obéses et diabétiques de type 2 '”". Cependant, c’est seulement

depuis une dizaine d’années que les mécanismes de I’inflammation liée a 1’obésité sont
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disséqués a de multiples niveaux : a 1’échelle tissulaire (cellules impliquées, role de la matrice
extra-cellulaire, échanges inter-cellulaires...), a 1’échelle cellulaire (nature des stimuli,
récepteurs des stimuli, stress du réticulum endoplasmique, stress oxydatif etc...) et enfin a

I’échelle moléculaire (voies de signalisation sous les récepteurs impliqués).

L’exceés d’apports en glucose et en acide gras entraine une I’inflammation en
augmentant le stress oxydatif et la transcription de facteurs pro-inflammatoires (NF-kB, AP-
1) * 2 11 a éé montré chez I’homme que des infusions de triglycérides augmentaient
I’inflammation (activation de la voie NF-kB dans les leucocytes) et le stress oxydatif '°*. De
facon tres intéressante, la nature des acides gras influence la réponse inflammatoire (Beliard,
Lesnik. Abstract Atherosclerosis, N°16, 2010). Les acides gras de type oméga-3 ont un effet

109
0

anti-inflammatoire et insulinosensibilisateur via le récepteur GPR12 . Par ailleurs, des

110 111 s ) )
. A coté de ces stimuli

restrictions caloriques diminuent 1’inflammation systémique
inflammatoires nutritionnels, de nombreux travaux ont récemment mis en évidence que les
endotoxines provenant de la flore microbienne intestinale participaient a la méta-

112 113 .
. Le Dr. Cani et ses

inflammation chronique chez ’homme et dans des mod¢les animaux
collaborateurs ont d’ailleurs mis en évidence que I’infusion de faibles doses d’endotoxines
plasmatiques pouvait en soi étre responsable d’une prise de poids ''*. Ces travaux sont trés
intéressants car ils démontrent qu’une inflammation chronique induite par une endotoxinémie

peut générer un exces de poids. Les mécanismes sous-tendus ne sont pas encore bien compris

mais il apparait que le lien obésité-inflammation ne soit pas unidirectionnel.

Au total, 'inflammation au cours de I’obésité est chronique, de bas grade, touche
de nombreux organes et les stimuli initiateurs sont mal connus. A coté des apports

nutritionnels, il est trés probable que la flore microbienne intestinale joue un role
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important. D’autres stimuli ont aussi été incriminés dans I’inflammation du tissu

adipeux (cf plus bas).

C. Les tissus inflammés au cours de I'obésité

De nombreux tissus sont touchés par I’inflammation au cours des régimes riches en
graisse et en sucres, et la liste ne cesse de s’allonger (figure 8). Cependant, c’est le tissu
adipeux qui a fait I’objet de la majorité des travaux de recherche depuis la publication en 2003
de deux articles princeps majeurs '"° ' Ces travaux démontrent, chez ’homme et chez la
souris, que le tissu adipeux est le sieége d’une réaction inflammatoire avec une expansion de
macrophages pro-inflammatoires et une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires pouvant

générer une insulinorésistance.
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Figure 8 : Inflammation multi-tissulaire au cours de I’obésité. D’aprés Lumeng et Saltiel, Journal of Clinical

Investigations 2011 2,
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1. Le tissu adipeux

Contrairement a ce qu’on a longtemps cru, le tissu adipeux n’est pas un simple lieu de
stockage des acides gras, mais un tissu trés complexe au sein duquel des échanges
intercellulaires trés finement régulés ont lieu. Ainsi, le TA est capable de secréter des
hormones, des cytokines et des adipocytokines qui vont agir localement et a distance (A.
Basdevant. Trait¢ de médecine et de chirurgie de 1’obésité¢, Flammarion 2011, chapitres 8 a
13) ' 11 est trés probable que des dérégulations de 1’homéostasie du TA, notamment en cas
d’obésité, puissent induire une insulinorésistance généralisée (du tissu adipeux mais aussi

hépatique et musculaire).

a) Le tissu adipeux en condition homéostatique

En condition homéostatique, le TA est constitué d’adipocytes et d’une fraction cellulaire
stromale composée de cellules endothéliales, de fibroblastes, de pré-adipocytes mais aussi de

cellules immunes, le tout enchassé par une matrice extra-cellulaire (figure 9).
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Figure 9: Structure du tissu adipeux en conditions homéostatiques. D’aprés Ouchi, Lugus, Parker et Walsh,

Nature Reviews Immunology 2011 ''6,

Depuis 2003, de nombreux travaux ont révélé le role majeur joué par les cellules
immunes dans le TA que ce soit en conditions normales ou au cours de I’obésité "7 ''*. En
I’absence d’obésité, les cellules immunes se composent essentiellement de macrophages de
type M2 (cf chapitre précédent), de lymphocytes T et aussi de quelques mastocytes. Chez
I’homme mince et dans les modeles animaux en conditions normales, les macrophages
résidents du tissu adipeux ont principalement une activité de réparation tissulaire. En effet, ces
macrophages de type M2 cicatriciels produisent peu de cytokines pro-inflammatoires, et ont
une forte activité arginase. Les macrophages résidents en conditions homéostatiques

constituent la population dominante et sont dispersés au sein du tissu interstitiel. Toutefois,
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chez ’homme, il semblerait que les macrophages résidents aient un phénotype mixte de
macrophages M1 et de macrophages M2 '"°. Ces macrophages supportent la fonction des
adipocytes et 1’insulinosensibilit¢ '*. Des lymphocytes T et notamment des T régulateurs
(LTreg) sont aussi présents au sein de la fraction stromale du TA en conditions normales '*'.
Comme pour les macrophages M2, les LTreg sont importants pour maintenir I’homéostasie du
TA en exercant des fonctions anti-inflammatoires et insulinosensibilisatrices sur les

121 . 7 s 1L , I
. Un article récent a aussi révélé, de fagcon étonnante, la présence de mastocytes

adipocytes
dans le tissu adipeux de sujets minces dont la fonction en conditions homéostatiques est a ce

jour incomprise .

Il existe des interconnexions et des échanges trés fins entre les cellules
immunitaires et les adipocytes et entre les différentes cellules immunitaires pour

. . oge 4 . 11
maintenir le TA en conditions homéostatiques 6,

b) Modifications du TA au cours de I'obésité

Au cours de D’obésité, de nombreuses modifications du TA vont avoir lieu:
hypertrophie des adipocytes, recrutement de cellules immunitaires essentiellement des
monocytes/macrophages et des lymphocytes T, remaniement de la matrice extracellulaire

(figure 10).
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Figure 10: Evolution structurale du tissu adipeux lors de I’obésité. D’aprés Ouchi, Lugus, Parker et Walsh,
Nature Reviews Immunology 2011 **°,

Lors d’un exces chronique de nutriments, le TA va s’expendre pour stocker les acides
gras. Les mécanismes qui vont ensuite conduire a 1’inflammation du TA sont mal connus.

Plusieurs phénoménes peuvent initier cette inflammation :

e exces d’acides gras et/ou d’endotoxines via 1’activation des TLRs
i e 123
e déficit local en oxygéne
; . 124
e nécrose adipocytaire
e secrétion d’adipokines pro-inflammatoires et baisse de 1’adiponectine anti-
. . 116
inflammatoire
. Jiala 125
e dysfonction endothéliale

e changement phénotypique des M2 en M1 '26 12,
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Ces phénomenes vont entrainer le recrutement de cellules immunes qui vont amplifier

la réponse inflammatoire. Des études cinétiques de prise de poids ont montré que ¢’étaient les

lymphocytes qui étaient recrutés en premier au sein du TA chez des souris sous régime riche

. 127 128 12 ‘N . A I
en graisses >’ '** ' Dans un deuxiéme temps, des monocytes circulants vont étre recrutés et

se différencier en M1 pro-inflammatoires (figure 11). Les macrophages M1 sont situés au sein

, . . 12
des structures de corps nécrotiques (« crown like structures ») '*°. Ces macrophages pro-

inflammatoires vont secréter du TNF-a, de I’IL-1et de I’IL-6 qui vont altérer les voies de

signalisation de I’insuline et donc I’insulinosensibilté. Les macrophages et les adipocytes

sécretent du CCL2, chemoattractant des monocytes pour amplifier le recrutement de ces

. 126
derniers .
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Figure 11: Recrutement des monocytes au sein du TA au cours de 1’obésité. D’aprés Dalmas, Clément,

Guerre-Millot, Trends in Immunology 2011 **°,
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Cependant, plusieurs points clé sur le fonctionnement des macrophages dans le tissu

adipeux sont a ce jour non résolus.

Premierement, on ne sait pas actuellement quelle(s) sous-population(s) monocytaire(s)
spécifique(s) est(sont) recrutée(s) au cours de 1’obésité. Deux études ont récemment
démontrés chez la souris, grace a un systetme de billes fluorescentes, que les monocytes
circulants étaient bien les précurseurs des macrophages infiltrant le TA lors d’un régime riche

: 131 132
en graisses

. Il s’agit d’une technique indirecte puisque les auteurs injectent des billes
qui marquent uniquement les macrophages et non les monocytes. Ils comptent ensuite les
macrophages, marqués ou non, au sein du TA aprés 28 jours de régime gras (les macrophages
non marqués étant assimilés aux macrophages recrutés, les cellules marquées étant les
résidentes). Dans 1’é¢tude du Dr. Shaul, les auteurs montrent de fagon tres intéressante que les
MI et les M2 sont renouvelés a partir des monocytes périphériques. Les deux études
concordent pour dire que les M2 sont renouvelés plus lentement que les M1 aprés un mois de
régime riche en graisses. Il faut noter cependant qu’il n’est pas exclu qu’il puisse exister
parallelement une prolifération locale et/ou un changement phénotypique des M2 en MI.
Deux études menées chez la souris montrent une monocytose lors du régime riche en graisse,

- L high low 133 86 .
avec une expansion similaire des Gr1™®" et des Grl™*" . Deux études chez I’homme

mettent en évidence une corrélation entre les CD14“™CD16" (population similaire aux

llow 134 135

monocytes Grl ™", cf chapitre précédent) et I’obésité et 1’insulinorésistance . Il semble
donc probable que les deux sous-populations monocytaires interviennent au cours de

I’inflammation liée a I’obésité.

Identifier les différentes populations monocytaires recrutées, leur cinétique de
recrutement, et leur devenir est primordial pour envisager des cibles thérapeutiques

précises.
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Deuxiémement, pour cibler spécifiquement les M1 et les M2 du TA, il faut les
identifier correctement. Or, de trés récents travaux ont mis en évidence que la dichotomie

M1/M2 n’était pas aussi simple que ce que I’on pensait initialement '** '

. Jusqu’a ce jour, les
macrophages M2 sont identifiés par la présence du marqueur de surface Mgl-1 (Macrophage
galactose type-C Lectin) (ou du CD206, récepteur au mannose) et I’absence de 1’intégrine
CDl11c ', Les macrophages M1 sont quant & eux identifiés par la présence a leur surface de
I’intégrine CD11c et I’absence de Mgl-1 (ou de CD206). En 2010, deux études ont identifiées
deux nouvelles populations de macrophages au sein du TA dans des modéles murins d’obésité
132136 1 & Dr Zeyda et ses collaborateurs ont démontré 1’existence d’une population négative
pour les deux marqueurs CDI11c et Mgl-1 exprimant plutot des génes de macrophage M2
(Yml1 et arginase). Le Dr Shaul et ses collaborateurs décrivent une autre population, quant a
elle positive pour ces deux mémes marqueurs, de phénotype mixte avec une prédominance
d’expression de geénes de type M2. De fagon trés intéressante, le Dr Shaul et ses
collaborateurs observent que les macrophages M2 du TA des souris obeses sont différents des
macrophages M2 résidents du TA des souris minces : ils ne sont plus restreints aux espaces
interstitiels mais sont aussi présents dans les « crown-like-structures » et expriment un panel
de génes pro et anti-inflammatoires. Ces résultats se rapprochent des travaux faits chez
I’homme qui montraient que les macrophages M2 avaient un phénotype mixte M1 et M2 '*°.
Dans une revue récente, le Dr.Lumeng propose une nouvelle classification des macrophages

: - 137
du tissu adipeux

. Les macrophages de type la sont les M1 classiques, les macrophages de
type 1b ont un phénotype mixte M1/M2 mais plutdt orienté M2, les macrophages de type 2

sont les M2 classiques. Enfin, les macrophages de type 3 ayant aussi une expression de génes

d’orientation mixte M1/M2 (table 3).
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Type 1a ATMs Type 1b ATMs Type 2 ATMs Type 3 ATMs

Surface markers CD11¢"CD206 MGL1~ CD11¢*CD206" MGL1™ CD11¢"CD206"MGL1"™ CD11¢"CD206"
Change with obesity T lor= T
Gene expression Tnfa, 116, Nos2, Ccr7 1112, Arg1 Arg1, Mgl1/2, II10, Ccl8, Arg1, Chi3I3, Cer2,
Cx3cl1, Ccl2 Cx3cr1, Cert, Ccr9

Localization CLS CLS Interstitial CLS
Recruitment kinetics Fast n.d. Slow n.d.

in obesity
Lipid content High High Low n.d.

Table 3: Proposition d’une nouvelle classification des macrophages du tissu adipeux. D’aprés Morris,
Singer et Lumeng, Current Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic Care 2011 **’. CLS : Crown Like

structure, n.d.: not done, ATM: adipose tissue macrophages.

Troisiemement, identifier les macrophages du TA des sujets obeses par deux
marqueurs de surface semble aujourd’hui illusoire. Depuis quelques années, 1’intégrine
CDl1c est utilisée comme marqueur des M1. En effet, les M2 résidents du TA en ’absence
d’obésité ne I’expriment pas, par contre les M1 pro-inflammatoires ont une forte expression
de surface de CD11c '*°. De plus, dans un modéle murin CD11c-DTR en obésité, ¢’est-a-dire
utilisant la toxine diphtérique pour dépléter spécifiquement les cellules CD11c" (cellules
exprimant le transgeéne du récepteur a la toxine derriere le promoteur CD11c¢), le Dr Patsouris
et ses collaborateurs montrent que la déplétion en cellules CD11c" aprés 16 semaines de
régime gras améliore I’insulinosensibilité '**. Cependant, dans une autre étude, le Dr Li. et ses
collaborateur observent chez des souris rendues obéses par un régime riche en graisses puis
remises en régime normal, que malgré la perte de poids et ’insulinosensibilté retrouvée, les

macrophages du tissu adipeux conservent le marqueur CDIllc "’

De plus, I’étude
d’expression de geénes du TA révele une expression prédominante de génes M2, malgré la

présence de I’intégrine CD11c. Ces travaux mettent en lumiere la plasticité des macrophages

et donc la difficulté de ségréger clairement les différentes sous-populations.
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Pour conclure, on ne sait pas quelle population spécifique de monocytes est recrutée
dans le TA au cours de 1’obésité et si chaque population va donner des macrophages de
phénotype différent. Les macrophages étant les acteurs majeurs du maintient du TA en
conditions normales et de I’inflammation du TA au cours de 1’obésité, il existe actuellement

un réel challenge thérapeutique pour favoriser les M2 et inhiber les M1.

Au total, au cours de I’obésité, le TA est le siége d’un remaniement structural et
cellulaire qui va conduire au développement d’un microenvironnement pro-
inflammatoire. Cette inflammation va avoir des conséquences locales et systémiques
comme P’insulinorésistance. Identifier les acteurs clés de cette inflammation permettrait

d’envisager de nouvelles voies thérapeutiques.

2. Le foie

Des apports nutritionnels trop riches en graisses peuvent entrainer une surcharge en
graisse du foie appelée stéatose. La stéatose peut étre isolée ou compliquée d’une
inflammation locale, on parle alors de stéatohépatite (NASH en anglais pour Non Alcoholic
steatohepatitis). Les macrophages hépatiques (cellules de Kuppfer) ont été beaucoup moins
étudiés que les macrophages du TA, mais il semblerait qu’ils communiquent de la méme
facon avec les hépatocytes pour la maintenance de conditions homéostatiques favorables '*.
De la méme fagon que dans le tissu adipeux, la stéatohépatite s’accompagne d’un recrutement
de cellules immunes (surtout des lymphocytes T) et d’une polarisation de la réponse immune
vers une réponse de type Thl '*'. De plus, ce sont les mémes voies de signalisation pro-

inflammatoires (TLR4, INK, Nf-kB, stress du réticulum endoplasmique) qui sont activées au

58



cours de la stéatohépatite '** '*. Les cellules de Kuppfer sont activées en réponse a la
surcharge lipidique du foie essentiellement par la voie TLR-4 '*. Le Dr Obstfel et ses
collaborateurs ont récemment publié¢ que les monocytes circulants étaient recrutés dans le foie
en cas de stéatohépatite chez des souris obéses, en partie par le récepteur CCR2, et
participaient a la réaction pro-inflammatoire '**. Les roles respectifs des cellules de Kuppfer
activées ou des cellules recrutées dans ce processus inflammatoire ne sont pas actuellement

établis.

Le foie est donc également le siége d’une inflammation locale au cours de
I’obésité. Cependant, les cellules et les voies d’activation mises en jeu ont peu été

explorées a ce jour.

3. Le muscle

Le muscle est également le sieége de dépots lipidiques ectopiques lors de régime
hypercaloriques ainsi que d’une inflammation. Des monocytes/macrophages sont recrutés au
sein du muscle (autour des dépots lipidiques, entre les fibres musculaires) et présentent un
profil pro-inflammatoire. Ils sont supposés participer a I’insulinorésistance musculaire mais
aucune preuve directe n’a été apportée °. Il faut cependant noter que le nombre de
macrophages infiltrant le muscle est bien plus faible que celui des macrophages du TA ou
encore que des monocytes/macrophages hépatiques. Les travaux de deux équipes ont
récemment mis en évidence, chez la souris, que les macrophages infiltrant le muscle lors d’un
régime riche en graisse expriment le méme marqueur d’activation CDllc que les

macrophages M1 du TA "% 1%

. De plus, ces travaux démontrent que ces macrophages M1
expriment des genes proinflammatoires et sont activés par les voies JNK kinases. Hong et

collaborateurs ont également montré qu’une augmentation de 1’expression de 1’IL-10
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spécifiquement dans le muscle diminue ’infiltration musculaire de monocytes/macrophages
%6 De facon intéressante, cette baisse de I’infiltration cellulaire s’accompagne d’une

diminution de I’inflammation locale et d’une amélioration de I’insulinosensibilité systémique.

Plusieurs études s’accordent pour dire que le muscle est aussi le siége d’une
inflammation et d’un recrutement de cellules immunitaires lors de I’obésité. L’infiltrat

cellulaire est tout de méme d’un degré bien moindre que dans le TA.

4. L’hypothalamus

L’hypothalamus est le siege privilégié des interactions entre des signaux
environnementaux et les systémes neuroendocriniens qui vont réguler la prise alimentaire (A.
Basdevant. Traité de médecine et de chirurgie de I’obésité, Flammarion 2011, chapitre 20, L.
Pénicaud). Pour la premicre fois en 2004, des auteurs démontrent, chez des rats soumis a un
régime riche en graisse pendant 20 semaines, que le cortex cérébral est le site d’une
inflammation '*’. Puis il apparait que ¢’est I’hypothalamus qui est le si¢ge d’une inflammation
lors du régime gras avec une augmentation de I’expression de cytokines pro-inflammatoires
telles que I’IL-1, I'IL-6 et le TNF-o '**. Les auteurs montrent en plus que I’inflammation
hypothalamique secondaire a [I’excés d’apports en graisses est associée a une
insulinorésistance et une leptinorésistance locale. L’insulinorésistance et la leptinorésistance
se traduisent par une augmentation de la balance énergétique, une augmentation de la prise
alimentaire, une augmentation du stockage des graisses et par conséquent une prise de poids.

Différents modeles de délétion de voie de signalisation pro-inflammatoires spécifiquement

149 150 149
(O)

dans les neurones (et méme spécifiquement dans les neurones hypothalamiques) nt

mis en évidence que la diminution de I’inflammation neuronale diminuait la prise alimentaire

et le poids lors d’un régime gras. De plus, des auteurs qui ont au contraire stimulé les voies
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inflammatoires dans I’hypothalamus (par des perfusions locales chez des rats) ont démontré

que I’inflammation était suffisante pour augmenter la prise alimentaire et la prise de poids '*.

Pour conclure, plusieurs études convergent pour dire que l’exces calorique
chronique est responsable d’une inflammation de I’hypothalamus, qui est suffisante
pour entrainer une leptino- et une insulino-résistance locales, responsables d’une prise

de poids .

Cependant, de nombreuses questions restent encore sans réponse actuellement '

comment les neurones hypothalamiques peuvent répondre a une inflammation aigue (comme
un sepsis par exemple) en donnant des signaux en faveur d’une balance énergétique négative
et d’une perte de poids, alors qu’ils vont répondre, au contraire, a une inflammation chronique
de bas grade secondaire a un régime gras par une prise de poids ? Quelles sont les cellules
impliquées dans I’inflammation hypothalamique : les neurones et/ou les cellules de la
microglie (les macrophages du systéme nerveux central) comme dans le tissu adipeux et le

foie ?

5. Le pancréas

Comme dans le tissu adipeux et le foie, le pancréas va étre le sieége d’une infiltration
de macrophages lors d’un régime riche en gras. Ces macrophages vont secréter des cytokines
pro-inflammatoires pouvant entrainer une dysfonction des cellules B pancréatiques et altérer la

sécrétion d’insuline "%, De facon étonnante, trés peu d’études se sont intéressées a ce sujet .
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OBJECTIF DES TRAVAUX DE THESE

Il y a actuellement peu de données fonctionnelles sur le role des monocytes Gr1™".

Cependant, comme je 1’ai évoqué précédemment, il semble probable que les monocytes
Gr1'" aient une fonction régulatrice négative au cours de ’inflammation et/ou une fonction
de réparation tissulaire. L hypothése qui vient naturellement est celle d’une différenciation

des monocytes Grl1'®™

en macrophages anti-inflammatoires et/ou en macrophages cicatriciels.
Nous avons vu dans ’introduction que les différentes sous-populations de macrophages du
tissu adipeux jouaient un réle majeur pour maintenir des conditions homéostatiques d’une
part, mais aussi dans I’inflammation du TA et ses complications d’autre part. Nous avons

1% circulants pouvait étre a

donc émis I’hypothése que la population spécifique de Gr
I’origine des macrophages M2 cicatriciels au cours de l’obésité et que moduler cette

population pouvait modifier I’obésité et I’insulinorésistance.

Pour tester cette hypothese, nous avons cherché a répondre a plusieurs questions non résolues

actuellement :

1) Quelle est la contribution spécifique des différentes sous-populations de Gr1™&" et
Gr1'" dans la monocytose observée au cours d’un régime riche en graisses ?

2) Ces populations présentent-elles un phénotype particulier au cours du régime riche en
graisses ?

1
10W

3) Est-ce que les monocytes Gr peuvent jouer un rdle au cours de 1’obésité et

I’insulinorésistance ? Pour répondre a cette question, nous avons étudi¢ des modéles

I ,
1" est modulée au

murins génétiquement modifiés dans lesquels la population de Gr
cours de I’induction de 1’obésité. Dans un premier temps, nous avons utilisé des souris

déficientes pour le récepteur aux chimiokines CX3CR1 dans lesquelles la population

1 .. , . e,
des Gr1™™ est fortement diminuée. Dans un deuxiéme temps, nous avons utilisé
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comme stratégie « miroir » le modele murin CD11c-hBcl2, dans lequel la population
de Gr1"" est augmentée au cours du régime riche en graisses. Nous avons alors étudié

les phénotypes d’obésité et d’insulinorésistance ainsi que le tissu adipeux.
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Abstract

Background- Obesity is associated with low grade inflammation. Blood monocytes, key
players in innate immunity, are expanded during obesity. In mice, monocytes are divided in
two main subsets, the Gr1"™" and the Gr1'" monocytes. These two subsets are believed to

have different functions, but their role in the physiopathology of obesity is still unknown.

Methods and Results- Here we show that High Fat Diet (HFD) induces a monocytosis in

mice that is mainly due to Gr1""

monocytes expansion. Moreover, HFD induces a strong up-
regulation of CD11c specifically on this cell subset. Using different mice models which differ
in Gr1'™ monocytes number, we found a strinking correlation between the proportion of
Gr1'v monocytes and the body weight or with the insulin resistance statue. Indeed, CX3CRI1

deficient mice, which have a reduced proportion of Gr1'¥

monocytes upon HFD, were more
insulin resistant and have a lower body weight than control mice. Conversely, mice
expressing the anti-apoptotic gene hBcl2 under the CD11¢ promoter control, which have an
increased Gr1'" monocytes population, have higher insulin sensitivity upon HFD.
Furthermore, in CD11chBcl2/CX3CR1 KI mice, a partial rescue of Gr1'v monocytes was
associated with a total rescue of body weight. Our data also strongly suggest that, in CX3CR1

KI mice, an increased adipose tissue inflammation due to a defect of M2 macrophages

functions is responsible for the metabolic alterations.

Conclusions- Our data strongly suggest that Gr1'™®" monocytes i) play a new key protective
role against obesity induced insulin-resistance and ii) promotes body weight gain in mice fed
a HFD. Indeed, this monocyte subset likely promotes M2 macrophage functions in adipose

tissue, decreasing its inflammation and thus favoring its development and insulin sensitivity.
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Introduction

Obesity and its associated complications such as type 2 diabetes, cardiovascular
diseases, cancers and premature mortality, has become a worldwide health problem. Over the
last decade, growing evidences have emerged bringing up a close link between obesity and
immunity '. Obesity is characterized by a chronic low grade inflammation generating
metabolic complications *. This low grade inflammation occurred at a systemic level as well
as in different tissues. Indeed, in adipose tissue as well as in liver and muscles, inflammation-
linked-obesity is characterized by an infiltration of pro-inflammatory macrophages (called

M1) secreting pro-inflammatory cytokines such as TNF-o and IL-6 ° * °

. These pro-
inflammatory cytokines are thought to be responsible for insulin resistance locally and at

distance ® ’. On the other hand, in lean subjects, alternatively activated macrophages (called

M2) are important for maintaining homeostasis in adipose tissue ®.

Blood monocytes, the precursors of macrophages, play a pivotal role in innate
immunity °. They are key actors in septic and aseptic inflammation diseases. Monocytes are
divided into at least three functional subsets in humans and two functional subsets in mice.
These subsets differ in their surface expression of chemokine receptors and adhesion
molecules. They also differ in the cytokines they produce and in their functions '° ' 2. In
mice, one subset of monocytes, characterized by their surface expression of Gr1"¢" CCR2,
and a low level of CX3CRI, are selectively recruited in inflammatory sites. They are called
“inflammatory” or “classical” monocytes. The other subset of monocytes, (characterized as
Gr1'", CX3CR1"€" and CCR2") was initially called “resident monocytes” due to their ability
to replenish tissues in resting conditions after adoptive transfer '°. However, recent data

showed that Gr1'¥ monocytes are also actively recruited to inflammatory sites > '* I°. Indeed,

following myocardial infarction, Gr1'v monocytes are recruited into damaged tissues where
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they differentiate in M2 macrophages which display anti inflammatory and tissue repair

15

functions °. The recruitment and the survival of these two subsets of monocytes are

differentially regulated. For instance, in damage tissues, Gr1heh monocytes are recruited early
after the injury whereas Gr1'" are recruited few days after > '* '*. Moreover CX3CR1, a
chemokine receptor highly expressed on Gr1'" monocytes, is a key factor for Gr1'" survival

'8 Indeed, CX3CRI deficiency in mice results in a strong decrease in Grl'" monocytes
population '® .

Inflammation is clearly associated to the physiopathology of obesity and insulin
resistance. However, the relative contribution of the different subsets of monocytes in the
development of adipose tissue inflammation is still poorly understood. Recently, in human,
two clinical studies have revealed an increase of a specific subset of monocytes associated to
obesity '® . An expansion of the CD14"™CD16" monocytes subset in human, corresponding

to Gr1'™ monocyte subset in mice *°, was found to be correlated with increased fat mass and
glycemia '*.

In the present study, we wanted to understand the relative contribution of the different

monocytes subsets in obesity and insulin-resistance in mice. We found that Diet Induced

1 low

Obesity (DIO) promotes a large expansion of the specific Gr monocyte subset. It also

increases the expression of CD11c¢ integrin, a molecule involved in the homing of monocytes

in inflamed tissue, specifically on this monocyte subset. Using different animal models

1
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allowing the modulation of the proportion of GR1™" monocytes in blood (namely CX3CR1

KI mice, CD11c-hBcl2 mice, and the double transgenic CX3CR1 KI/CD11c-hBcl2 mice), we

1
10W

found a striking correlation between the level of circulating Gr1™" monocytes and the body

low

weight. We also provide data supporting a new key protective role for Grl™" monocytes

1
10W

against insulin-resistance associated with obesity. Indeed, Gr1 ™" monocytes seem to promote
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M2 recruitment in adipose tissue during DIO. It leads to a decrease of the inflammation of

adipose tissue and thus, protects against insulin-resistance.
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Results

High—fat diet induces a marked increase of the Gr1'™ monocyte subset:

Previous studies have documented monocytosis in mice fed a high-fat enriched diet (HFD) '
2. To better characterize the different populations of monocytes modified during diet-
induced-obesity, we analyzed changes in white blood cell populations in C57BL/6 mice
during standard chow diet or HFD with 60% of Kcal from fat. The percentage of blood
monocytes (defined by expression of CD115 and CD11b) were more than doubled in mice
maintained on HFD for 30 weeks consistently with previous studies *' #* (Figl.A). This
monocytosis was mainly due to a 3-fold increase of Gr1'" population (Figl.B). As a
consequence, relative proportions of the two subsets of monocytes was changed under HFD
conditions, leading to a 2-fold increased of the Gr1"V/Gr1"e" ratio (0.90+0.34 on chow diet
versus 1.834+0.69 on HFD, p=0.008) (Figl.C. D). Recently, Huaizhu Wu and colleagues have
observed in both human and mice that obesity was associated with a strong expression of the
integrin CD11c on monocytes . We therefore evaluated the expression levels of CD11c on
Gr1" and Gr1"eh monocytes during standard diet and HFD. As shown in figure 1.E, we
observed that Gr1' monocytes expressed more CDI1lc than Gr1™&" subset in mice
maintained in chow diet (respectively 358130 MFI versus 18671 MFI, p<0.001), while in
HFD, the expression levels of CDI1lc were strongly up-regulated only in Gr1™" subset

(respectively 904+145 MFI on Gr1"Y subset versus 178+124 MFI on Gr1™¢" subset, p<0.001)

(Fig.1F).

To conclude, HFD induced monocytosis is mainly associated with a 3-fold expansion of the

Gr1'"" monocytes subset that express high level of CD11c¢ integrin.
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CX3CR1 deficiency is associated with a significant decrease of Gr1'™ monocytes subset

in HFD conditions

Monocytes subsets differ in their level of CX3CR1 cell-surface expression °. Indeed, Gr1'™¥
monocytes are CX3CRI"™®" whereas Gr1™®" are CX3CR1“". Recently, Landsman and
colleagues have shown that CX3CRI-CX3CL1 interaction is critically involved in cell

1 low

survival of the Gr subset '°. Moreover, CX3CR1 deficiency was shown to be associated

llow 16 17

with a specific reduction of the Grl1™" monocyte population . Therefore, we hypothesized
that CX3CR1 deficiency would balance out the monocytosis of Gr1'®" monocytes associated
with HFD. We thus evaluated blood monocytes subsets in CX3CR1 KI mice fed with HFD
containing 60 % of Kcal from fat (Fig. 2). The percentage of blood monocytes was unchanged
between CX3CR1 KI mice and control mice maintained on a chow diet or a HFD (Fig. 2 A).
As previously described, the specific population of Gr1'" monocytes was markedly reduced
in CX3CR1 KI mice fed a chow diet '° '7 (Fig. 2B and C). Similarly, in CX3CR1 KI mice
under HFD conditions, we showed that Gr1'" monocytes were also significantly reduced
(Fig. 2B and C). As a consequence, the Gr1'V/Gr1™¢" ratio was found to be decreased by 2-

fold in CX3CR1 KI mice fed a HFD as compared to control mice (respectively 1.01+0.50 and

1.83+0.69, p=0.02) (Fig. 2D).

To conclude, these data illustrate that CX3CRI1 deficiency is associated with a large decrease
of the Gr1'®" monocytes subset (-35%, p=0.02) under HFD conditions. Interestingly, it shows
that the Gr1'®"/ Gr1"€" ratio in CX3CR1 KI mice under DIO conditions is very similar to the
Gr1'/ Gr1"&" ratio of C57BL/6 mice fed a normal chow diet, therefore suggesting that

CX3CRI deficiency neutralize the HFD-dependant change on the Gr1'®"/ Gr1"#" ratio.
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CX3CR1 KI mice fed a high-fat diet display reduce bodyweight but increase insulin

resistance

Inflammation has been associated with metabolic disorders in human and mice . We thus
hypothesized that an imbalance in Gr1'" population may influence the metabolic phenotype
of mice fed a HFD. To test this, we placed CX3CR1 KI and control mice in HFD with 40 %
of Kcal from fat during 18 weeks. This resulted in a slightly lower body weight in CX3CR1
KI mice as compared to C57BL/6 controls (Fig.3A). Then, we further challenged these mice
with a more inflammatory HFD containing 60 % of Kcal from fat for 12 more weeks. With
this HFD, CX3CR1 deficient mice showed a significant lower body weight as compared to
WT controls (Fig.3A). Evaluation of the weight of white adipose tissue revealed that
CX3CRI KI mice had a mild decrease of total fat mass due to a reduction of visceral fat (peri-
ovarian) and sub-cutaneous fat (Fig.3 B). Surprisingly, despite a lower body weight, glucose
tolerance tests (GTT) and insulin tolerance tests (ITT) evaluated in body weight-matched
mice, demonstrated that CX3CR1 KI mice fed a HFD were significantly more insulin

resistant than WT controls fed with the same diet (Fig.3 C and D).

To conclude, DIO is associated with a lower weight gain in CX3CRI1 deficient mice even

thought these mice display impaired insulin sensitivity.

Hematopoietic cells are responsible for the lower bodyweight gain and the increased

insulin resistance observed in CX3CR1 deficiency upon HFD

In order to confirm that the metabolic phenotype observed in CX3CR1 KI mice fed a HFD
was restricted to the hematopoietic system, we generated bone marrow (BM) chimeras by
adoptive transfer of lethally irradiated C57BL/6 mice with BM of C57BL/6 or CX3CR1 KI

mice. Five weeks after transfer, all mice were fed with a HFD containing 60 % of Kcal from
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fat for 22 weeks. Then, blood monocytes populations were analyzed by flow cytometry and
the monocytosis was found to be unchanged between mice receiving CX3CR1 KI or C57BL/6
donor cells (Fig.4A). Interestingly, upon exposure to HFD, a significant decrease of the Gr1'Y
monocytes subset was observed in mice deficient for CX3CR1 in the hematopoietic system (-
41%, p= 0.0014) (Fig 4 B) comparable to that observed in mice totally deficient for CX3CR1
(-35%, p=0.02) (Fig 2 B), when compared with the respective fed control mice (Fig.4B and
C). Consistent with these data, the Gr1'*"/ Gr1™¢" monocytes ratio was decreased by 2-fold in
the recipients of CX3CR1 KI BM mice as compared with controls (respectively 0.89+0.26
versus 1.71£0.19 p=0.00001) (Fig.4D). Further evaluation of the metabolic phenotype
revealed lower bodyweight in the recipients of CX3CR1 KI BM cells than in the recipients of
C57BL/6 BM cells (Fig.4E). Examination of the weight of white adipose tissue revealed that
recipients of CX3CR1 KI BM cells had decrease of total fat mass (-25.6 %, p=0.054) due to a
concomitant decrease of visceral and sub-cutaneous fat mass (Fig.4F). Likewise, when
expressed as a percentage of total body weight, adipose tissue weight was subject to a
significant decreased in recipients of CX3CR1 KI mice compared to controls (Fig 4 G). In
accordance with the phenotype observed in mice totally deficient for CX3CRI1, and despite a
lower bodyweight, mice deficient for CX3CRI1 in the hematopoietic compartment display
increase insulin resistance as assessed by glucose tolerance tests (GTT) compared with
control mice (Fig.4H). Consistently, circulating NEFA levels were significantly increased in
irradiated C57BL/6 reconstituted with BM cells of CX3CR1 KI mice as compared to WT
controls (Fig.41). Remarkably, we found a positive correlation between levels of circulating
Gr1'" monocytes and bodyweight (r*=0.4, p<0.0001) (Fig. 4J). We also found a strong
inverse correlation between numbers of circulating Gr1'" monocytes and insulin resistance

evaluated using the HOMA index (Fig.4K).
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All together, our data indicate that the metabolic effects of CX3CRI1 deficiency on
bodyweight gain and on insulin resistance is supported by BM-derived hematopoietic

1
10W

progenitor cells. Moreover, these findings strongly suggest that Gr monocytes level is

linked to bodyweight gain and to insulin sensitivity.

CX3CR1 deficiency exacerbates high-fat diet-induced inflammation within adipose

tissue and is associated with a decreased number of M2 macrophages

During obesity, monocytes are recruited in AT ** and participate to the AT inflammation by
secreting proinflammatory cytokines °. It has been proposed that the specific population of
Gr1' monocytes differentiate into alternatively activated macrophages (M2 macrophages) in
inflamed tissues, which display anti-inflammatory and repairing properties in inflamed tissues
121525 We therefore hypothesized that the insulin resistance observed in mice deficient for
CX3CRI (in which the circulating Gr1'" subset is decrease) might be related to an increased
AT inflammation due to a decreased number of M2 macrophages. To test this, we analyzed
the different populations of adipose tissue macrophages (ATM) by flow cytometry using
markers of pro-inflammatory M1 macrophages: CD11c” Mgl1"*® and M2 macrophages: Mgl1”
CD11c¢™® (Fig.5A). The cells expressing these markers were gated on macrophage population
defined by the membrane co-expression of F4/80, CD11b and CD45. The percentage of ATM
in visceral fat was similar in both CX3CR1 KI mice and controls (Fig.5B). However, the
percentage of each subset of ATM (M1 and M2) was altered in mice lacking CX3CR1 (Fig 5
C-E). Indeed, in CX3CRI1 KI mice, the % of M1 macrophages was increased (7.394+2.78 %
MI in CX3CR1 KI mice versus 5.19+£2.59 % M1 in controls, p=0.2) (fig 5C) ,while the % of

M2 was diminished (13.35£1.81 % M2 in CX3CR1 KI mice versus 11.11+2.43 % MI in

controls, p=0.08) (Fig 5D) resulting in reduction by an half of the M2/M1 ratio in mice
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deficient for CX3CR1 as compared to controls (respectively 1.74+0.84 versus 3.76+2.44,
p=0.07) (Fig.5E). However, differences between the two groups did not reach the significance

probably as a consequence of the high variability observed after 30 weeks of diet.

In order to study the functional consequences of changes in cell population, we examined
inflammatory gene expressions in visceral adipose tissues of CX3CR1 KI mice and controls
by RT-q PCR (Fig.5F). We specifically looked at an array of M1 macrophage specific genes
and an array of M2 macrophage specific genes. We found an up-regulation of M1
macrophage genes in mice deficient for CX3CR1 compared to control. In particular, CCL2,
IL-1B and TLR-4 mRNA were significantly increased by about 4 fold. However, some M2
gene mRNAs seemed to be also increased in CX3CR1 KI mice but to a lower extend than M1

gene.

Altogether, these data support a close relationship between the % of M2 macrophage in
visceral adipose tissue and the expression of pro-inflammatory genes as highlighted in
CX3CRI1 deficient mice challenged for DIO. Collectively, these data suggest that increased

1 low

levels of Gr1™" monocytes upon HFD-induced obesity has a protective effect against insulin

resistance by increasing M2 macrophage number in AT, hence controlling AT inflammation.

Expression of the anti-apoptotic gene hBcl-2 under the CD11c promoter increases

Gr1" monocytes levels in DIO conditions and promotes insulin sensitivity

To further support our model proposing that Grl'"Y monocytes are protective against insulin
resistance under DIO conditions, we decided to use a complementary strategy using a mice

1 low

model in which Gr1™ monocytes population in blood is increased. As shown in Fig. 1, the

integrin CD11c is specifically express on Gr1'® monocytes in DIO conditions, and to a lesser
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extent on Gr1™&" monocytes (Fig. 1E and 1F). We thus hypothesized that in a transgenic mice
model in which the anti-apoptotic gene hBcl-2 is expressed under the specific promoter

1
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CDl 1c, the relative proportion of circulating Grl™" monocytes would be increased in DIO

conditions.

We generated bone marrow chimeric mice by reconstructing lethally irradiated C57BL/6 mice
with BM isolated from CD11c-hBcl2 or C57BL/6 mice. We then placed the mice upon HFD
with 60 % of Kcal from fat, five weeks after transplantation. We found that recipients of
CDl11c-hBcl2 BM cells displayed a significant increase of monocyte levels compared to

controls both in chow diet but also in HFD (Fig.6 A). On chow diet, this monocytosis was due

to an expansion of both populations of Gr1'" monocytes and Gr1"€" monocytes. By contrast,
the monocytosis upon HFD was restricted to the solely expansion of the Gr1'" population
(Fig 6B). Accordingly, the Gr1'"/Gr1™&" ratio was significantly increased in the recipients of
CDl11c-hBcl2 BM cells mice compared to controls (respectively 2.11+0.19 and 1.71+0.19,

p=0.02) in DIO conditions (Fig 6C).

We next investigated the metabolic status, i.e. weight gain and insulin resistance state in
CD11c-hBcl2 transgenic mice. Thus we placed BM chimeric C57BL/6 mice, lethally
irradiated and reconstructed with C57BL/6 or CD11c-hBcl2 mice BM cells, in HFD with 60
% of Kcal from fat. After 22 weeks of HFD, no differences were found in the weight gain
between the recipients of CD11c-hBcl2 mice BM cells mice and controls (Fig.6 D). However,
insulin tolerance tests demonstrated that HFD-fed CD11c-hBcl2 BM Tg mice were
significantly more insulin sensitive than WT controls (Fig.6E). Consistent with these data,
circulating triglycerides levels were significantly reduced (-13.2%, p=0.02) as well as non-
esterified-free-fatty-acids (NEFA) (-15.2%, p=0.053) (Fig.6F). Then, we studied quantitative
ATM content in visceral fat and found that the percentage of macrophages was significantly
decreased in recipients mice transferred with BM of CD11c-hBcl2 mice compared to controls
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(Fig.6G). Furthermore, the % of M2 macrophages was increased in recipients of CDI11c-
hBcl2 mice BM while the % of M1 macrophages was unchanged (Fig.6H and I). Accordingly,
the M2/M1 ratio was increased in CD11c-hBcl2 mice BM compared to controls (respectively

6.06+6.12 versus 3.12+2.48, p=0.3) (Fig.6J).

We then analyzed inflammatory genes expression in visceral fat by RT-qPCR. We confirmed
that M2 genes were more expressed in recipients of CD11c-hBcl2 mice BM compared to
controls (Fig.6K). In particular, Arginase-1 mRNA level appeared more than 12 fold higher in
CDl11c-hBcl2 transgenic mice than in control. Of note, CCLS5 expression is also increase by

2-fold.

To conclude, our results showed that in CD11c-hBcl2 BM Tg mice, DIO induced an
expansion of the Gr1'v monocytes subset which was associated with a higher insulin
sensitivity. Interestingly, using these two mice models, we provide evidence that CX3CRI1
deficiency and enforced expression of hBcl2 in CD11c¢” monocytes act in opposite ways on
Grl1'v monocytes levels. This resulted in inverse phenotype at a cellular level (ATM
populations), at the tissue level (M2 gene expression increase) and at a physiological level
(insulin sensitivity). These observations reinforce the idea that Gr1'Y monocytes might

impact insulin sensitivity under DIO conditions.

Enforced expression of hBcl-2 in Gr1'™" monocytes partially rescue the Gr1®"/Gr1""

ratio and fully rescue the weight loss in CX3CR1 deficient mice upon HFD

Given the opposite phenotype observed in CX3CR1 deficient mice and CD11c-hBcl2
transgenic mice, we hypothesized that the expression of the anti-apoptotic protein Bcl-2 under
the control of CD11c in CX3CR1 deficient mice, might rescue the Gr1'" cells number, the

Gr1'"/Gr1"" ratio and accordingly the metabolic phenotype in DIO conditions. To test this,
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we generated mice BM chimeras by reconstructing lethally irradiated C57BL/6 mice with BM
cells isolated from 3 groups of mice with the following phenotype: i) CX3CR1 KI ii) CD11c-
hBcl2/CX3CR1 KI and iii) C57BL/6. After 5 weeks of recovery, the animals were fed a HFD
with 60 % of Kcal from fat. After 22 weeks on HFD, Gr1'™" monocytes levels were found to
be significantly increased in recipients of CD11c-hBcl2/CX3CR1 BM cells compared with
recipients of CX3CR1 KI BM cells (Fig.7A). However, these Gr1'™" monocytes levels did not
reach those of the recipients of C57BL/6 BM cells. Accordingly, we observed that the
Gr1'Y/Gr1™ ratio of recipients of CD11c-hBcl2/CX3CR1 KI BM cells was augmented as
compared to recipients of CX3CR1 KI BM cells (Fig 7B). Hence, the expression of the anti-

apoptotic hBcl-2 gene under the control of CDl1lc, partially rescue the Gr1'Y

monocytes
levels and the Gr1'¥/Gr1"#" ratio in blood. We further investigated the weight gain of HFD-
fed recipients of CD11c-hBcl2/CX3CR1 KI BM cells and observed that it was similar to the
one observed in control mice (Fig.7C and D). These result shows that expression of hBcl2
under the promoter of CDllc totally rescue the phenotype of lower bodyweight gain in
CX3CRI KI mice upon HFD. Moreover, if we considered all the different mice models used

in this study, we found a strong reverse correlation between the % of Grl1' monocytes and

the insulin resistance evaluated with the HOMA index (r*=0.24, p=0.0059).

To conclude, these results strongly suggest that the partial rescue of the Gr1'*"/Gr1"€" ratio in
HFD-fed recipients of CD11c-hBcl2/CX3CR1 KI BM is responsible for the reversion of the

lower body weight gain and observed in CX3CR1 KI mice.

Overall, this study put forward a new and crucial function for Gr1'"

monocytes in the control
of the physiological parameters under DIO condition. Indeed, this cell subset appears to play

important roles in adipose tissue: first, they are protective against HFD induced insulin

resistance and second, they promote adipose tissue expansion and weight gain.
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Discussion:

In this study, we demonstrate how DIO leads to a specific expansion of Grl'"

monocyte subset and induces an increased surface expression of the integrin CDllc

1 low

specifically on Gr monocytes. Using transgenic mouse models which differ in the

1 low

proportion of Gr1™" monocytes in blood under HFD, we have established a strong correlation

1 low

between the number of circulating Gr1™" monocytes and two different phenotypes: the body

1 low

weight, and insulin sensitivity. Moreover, our data indicates that Gr monocytes can

decrease the DIO-induced inflammation of adipose tissue by favoring M2 macrophage
function in this tissue. All together, our data support the idea that upon HFD, Grl""

monocytes are recruited in AT where they differentiate in M2 macrophages and decrease AT

inflammation, thus preventing insulin resistance.

It is well established that obesity is associated with a leukocytosis in human. Recently,
clinical studies have associated an increase of CDI14%™CD16" monocytes subset,
corresponding to Gr1'Y monocyte subset in mice *°, with an increased fat mass and glycemia,
" 19 In mice, few studies described the monocytosis associated with DIO. Westcott et al

revealed a clear increase of both Gr1'% and Gr1he"

monocytes population in DIO with a
comparable extent *'. Similarly, Tsou et al. also found an expansion of both monocyte
populations during HFD **. Consistently, we also found a HFD- induced expansion of both
monocyte subsets, but a larger one for Gr1'" subset. Interestingly, the decrease of Grl'"
monocytes in CX3CR1 KI mice under DIO compared to control mice was associated with an
increased insulin-resistance. On the contrary, the increase of Gr1'® monocytes observed in

CD11c-hBcl2 mice was associated with insulin sensitivity. In the same way, the decrease of

Gr1'™ monocytes in CX3CR1 KI mice under DIO was associated with a lower weight gain.
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This phenotype was fully rescued by promoting Gr1'®" survival throught the expression of the
CD11c-hBcl2 transgene in CX3CR1 background. Altogether, these data strongly suggest that
Gr1'"" monocytes are involved in HFD induced weight gain and play a protective role against
insulin resistance. These results also show that CX3CRI1 1is central in this process.
Consistently, two polymorphisms altering CX3CR1 function in human have been correlated
to insulin resistance *° *’. Concerning our mice model, we had to point out that CX3CRI is
also expressed on other hematopoietic cells such as NK cells, dendritic cells, T cells or
microgliocytes, and plays a complex role in immune system >* * ** 3! 32 3 However, we did
not detect any significant change in the number of dendritic cells, nor T cells in blood (sup
Fig 1). Nevertheless, we found a not significant decrease percentage of NK cells in blood
(10.09+4.41 % of CD45 in CX3CR1 KI mice versus 13.16+4.02 % of CD45 in WT mice, NS)
(sup Fig 1), however, when comparing the number of NK cells in AT between CX3CR1 KI
and controls, we did not found any significant differences (sup Fig 2A). In addition, the
CDl1c promoter, which drives hBcl2 expression in our second mice model, is not specific of
Gr1"" monocytes in DIO, but is also expressed on other cell types such as dendritic cells,
macrophages, neutrophiles and some B cell subsets. This means that we cannot exclude that
in these different mouse models, other hematopoietic actors influence the physiopathology
observed under DIO. However, the strong correlation we obtained pooling our 4 different

1 low

mice models between the proportion of Gr monocyte subset and insulin-sensitivity,

strongly support an active role for this cell subset in the control of metabolic homeostasis.

The insulin resistance observed in CX3CR1 KI mice under HFD is of particular
interest. In mice, obesity induced insulin-resistance is triggered by a low grade inflammation.
In particular, inflammation of adipose tissue, liver and muscles promotes this physiological
defect. Here we demonstrate that CX3CRI1 deficiency in mice led to an increased
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inflammation of adipose tissue under HFD. This phenomenon is likely to be responsible for
the insulin-resistance observed in this mouse model. Adipose tissue inflammatory statue is
strongly influenced by the local macrophage populations. Indeed, M1 macrophages display
proinflammatory functions whereas M2 macrophages show anti inflammatory and tissue
repair functions. Interestingly, in CX3CR1 KI mice, M2 macrophage population seemed to be
reduced whereas M1 population was increased. This change in ATM populations could
explain AT inflammation and thus insulin resistance. Consistently, the mirror experiment

low

using CD11c-hBcl2 transgenic mice showed that increased circulated Grl™" monocyte

population is associated with an increased M2 ATM population, an increased tissue repair

function and higher insulin sensitivity.

34 24

Both M1 and M2 AT macrophages derive from blood monocytes . Recently, a

study analyzing the monocytes recruitment following heart infraction showed that in this

model, M1 macrophages derived from Gr1™#" monocytes, whereas M2 macrophages derived

1 low 1 low

from Gr monocytes . Furthermore, the recruitment of Gr monocytes in this model
was dependent of CX3CR1, whereas the one of Gr1™&" monocytes was dependent of CCR2.
These data allowed us to propose the following model: Gr1'" monocytes defect, as observed
in CX3CR1 deficient mice, is responsible for a decreased M2 macrophages population in AT.

As a consequence, under HFD, it leads to a stronger inflammation of AT and therefore,

promotes insulin-resistance.

As well as for insulin-resistance, this study stresses a crucial role for Gr1'®"

monocytes
in the weight gain during HFD. The transfer of CX3CR1 KI bone marrow in WT irradiated
mice experiments clearly demonstrated that a hematopoietic defect influences weight gain
during HFD. Moreover, the striking correlation we showed between the circulating Gr1'Y
monocytes proportion and the body weight confirmed a role for Gr1' monocytes in weight

gain and obese adipose tissue expansion. Consistently, the CD1lc-hBcl2 driven Grl1'™"
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monocyte subset rescue in CX3CR1 deficient background totally restores the body weight,
although CD1l1c-hBcl2 expression in WT mice has no impact on this parameter. The
mechanistic role involving blood monocytes in weight gain is still poorly understood and
necessitates further studies. We showed that CX3CR1 deficiency led to a decreased adipose
tissue weight and to a lower percentage of fat mass in mice which indicates that adipose tissue
development is impaired in CX3CR1 deficient mice fed a HFD. As insulin-resistance statue,
the defect in fat mass could be related to the increased inflammation of adipose tissue. Indeed,
it has been shown that during weight gain in mice, an inflammatory peak is associated with a
decrease of peri-gonadic fat pad weight *°. Moreover, inflammation has been reported to
decrease adipogenesis *°. Therefore, the M2 macrophage defect and the associated increased
inflammation of AT could be responsible for the defect in weight gain observed in CX3CR1

deficient mice.

In CX3CR1 deficient mice, ATM populations were strongly altered compared to
control during HFD. Indeed, in addition to M1 and M2 macrophages, two newly described
ATM populations were also modified in mice CX3CR1 KI *7 ** **  We observed a threefold
increase of a macrophage population negative for CD1lc and Mgll (called M3), and
oppositely, a decrease of macrophage population positive for CD11c and Mgll (called M1b)
(Sup Fig 2B and C). The functions of these two macrophage populations are still unknown but
they both express pro and anti-inflammatory genes, with a majority of M2 genes for M1b

37 34

population . This data demonstrate a new role for CX3CRI1 in supporting MIlb

macrophage population in obese AT. It is therefore tempting to speculate that Grl'"
monocytes differentiate in M1b macrophages in obese AT. Overall, in DIO, the global change
of ATM population induced by CX3CR1 deficiency led to a defect in anti inflammatory

macrophage function. This observation supports the hypothesis that Gr1'® monocytes give

rise to anti inflammatory ATM subsets.
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In the present study, it is interesting to note that the decreased body weight in
CX3CRI KI mice as well as in recipients of CX3CR1 KI BM mice was observed lately, after
18 weeks of HFD. Similarly, when we studied insulin resistance with GTT and ITT before 18
weeks of diet, we did not find any difference between the 2 phenotypes (data not shown).
Recently, Strissel et al. demonstrated in a kinetic study, that inflammation of AT was
increasing during the first 16 weeks of HFD, and decreasing on later time points (*°. Hence, it

is tempting to speculate that, as in heart infraction model, during DIO, Gr1'"

monocytes
colonize adipose tissue at late time point to differentiate in M2 macrophages and down-

modulate inflammation. This hypothesis would explain the late appearance of weight and

insulin resistance phenotype in CX3CR1 deficient mice.

Low grade inflammation is a key event in the physiopathology associated with
obesity. Understanding the relative role of the different monocyte subsets in the induction of
this meta-inflammation is crucial to better understand the development of the metabolic
alteration linked to obesity. Our study put forward that the selective modulation of one or the

other monocyte population could represent a new therapeutic challenge.
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Materials and Methods

Animals and animal care

CX3CRI KI mice were a gift from Dr. Aucouturier. Littermate female CX3CR1 KI and WT
controls on a C57BL/6 background were housed 4 per cage and were maintained under
specific pathogen-free conditions on a 12-h light/dark cycle. Mice were fed either a normal
chow diet either a HFD with 40% or 60% of Kcal from fat starting at 6-8 weeks of age for 30
weeks or indicated time. CD11c-hBcl2 mice were generated in our laboratory by E. Gautier
*For bone marrow transplantation, female mice on a C57BL/6 background were obtained
from the Janvier Laboratories. Mice were subjected to medullar aplasia with 9 Gray lethal
total body irradiation. The next day, femora bone marrow was isolated from donors CX3CR1
KI, CD11c¢c-hBcl2, CD11c¢c-hBcl2/CX3CR1 KI or C57BL/6 mice and 6% 10° bone marrow cells
were 1.v injected into the irradiated mice to rescue their hematopoietic system. Mice were
housed in cages under air-filtered conditions with antibiotics in water (pénicilline 100 U/ml +
streptomycine 100 pg/ml) for 5 weeks. They were then placed on HFD with 60% of Kcal
from fat. All animal procedures were performed with accreditation from the French

government and under strict compliance with Animal Welfare Regulations.

Flow cytometry

For blood cells analyses, cells were resuspended in PBS containing 1% BSA and incubated 15
min with Fc blocker (Miltenyi) and then 30 min at 4°C with antibodies directed against CD45
(horizonV450, clone 30F11, BD Pharmingen), CDI11c (Biotin-PE-Texas Red, clone N418,
eBiosciences), CD11b (APC-Cy7, clone M1/70, BD Pharmingen), anti-CMH-II IA/IE (Alexa

700, clone M5:114, eBiosciences), CD115 (PE-YG, AFS98, eBiosciences), mPDCA (APC,
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clone JF05-1C2.4.1, Miltenyi), Grl (PerCy5.5, clone RB6-8C5, BD Pharmingen), CD8a (PE-
Cy5, clone 53-6.7, eBiosciences) for circulating monocytes and dendritic cells. CD45
(horizonV450, clone 30F11, BD Pharmingen), CD3 (Biotin-PE-Texas red, clone 145-2C11,
BD Pharmingen), CD4 (FITC, clone RM4-5, eBiosciences), CD44 (PE-CyS5, clone IM7,
eBiosciences ), FR4 APC (clone 12A5, BD Pharmingen), CD62-L Alexa 700 (clone MEL-14,
BD Pharmingen) for circulating lymphocytes. CD45-horizonV450 (clone 30F11, BD
Pharmingen), NK1.1 (biotin-streptavidine-PC5, clone PK136, eBiosciences) for circulating
NK. Erythrocytes were lysed with Optilyse C (Beckman Coulter). Cells were then fixed with
2% paraformaldehyde. For analyze of adipose tissue stromal vascular fraction (SVF), peri-
ovarian fat pads were excised and minced in PBS. Tissue suspension was incubated with
collagenase D (Roche) at 2.5mg/ml at 37° C for 1 hour with shaking. After digestion, adipose
tissue cells suspensions were spun at 200 G for 10 minutes to separate floating adipocytes to
SVF pellet. The cell suspension was filtered throught a 100um filter and then spun at 700 G
for 5 minutes. Then, cells were resuspended in PBS containing 1% BSA and pre-incubated 15
min with Fc blocker (Miltenyi) and 30 min at 4°C with antibodies directed against CD45
(horizonV450, clone 30F11, BD Pharmingen), F4/80 (PE-CyS5, clone BM8, eBiosciences),
CDll1lc (PE-Cy7, clone HL3, BD Pharmingen), CD11b (APC-Cy7, clone M1/70, BD
Pharmingen), anti-CMH-II TA/IE (Alexa 700, clone M5:114, eBiosciences), Mgl-1 (CD301)
(Biotin-PE-Texas Red, clone ER-MP23, Serotec). Erythrocytes were lysed with Optilyse C
(Beckman Coulter). The cells were then fixed with 2% paraformaldehyde. Data were acquired

on LSRFortessa cell analyzer (Becton, Dickinson) and analyzed with FACSDiva Software.
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Metabolic evaluation

Glucose tolerance tests were performed after IP injection of 1mg/g body dextrose after
overnight fast. Glucose measurements were made with a glucometer (One Touch®, Lifescan).
Insulin tolerance tests were performed after IP injection of 1.5 mUI/g body insulin after
overnight fast (Actrapid®, Novo Nordisk). Homeostasis model assessment (HOMA) of
insulin resistance was calculated by multiplying fasting insulin levels by fasting glucose
levels divided by 22.5. Plasma insulin levels were evaluated with Ultrasensitive mouse Insulin

ELISA (Mercodia).

Analysis of adipose tissue gene expression by Real-time Q-PCR

RNA extraction from 100 mg sample of peri-ovarian adipose tissue was performed with a
RNeasy® Lipid Tissue Mini kit (QIAGEN). Each RNA preparation was hybridized with
random hexamer (Promega) and reverse-transcribed using M-MLV reverse transcriptase
(Invitrogen). Real-time PCR was done with SensiMixPlus SYBR (Bioline). HPRT
(hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase) and RPS3 (Ribosomal Protein S3) were
used as housekeeping gene to account for variability in the initial quantities of cDNA. In all
PCR assays and for each primer set, expression of a control cDNA (pool of reverse
transcribed-RNA prepared from different mouse tissues) was included and used as an inter-
run calibrator. Expression data were based on the crossing points calculated from LightCycler
data analysis software and corrected for PCR efficiencies of both the target and the reference

genes.
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Plasma lipid analyses

Blood samples were collected at sacrifice following an overnight fast in Microvette tubes
(Sarstedt) by retro-orbital bleeding under isoflurane anaesthesia (isoflurane (1.5%)/oxygen
(0.4 L/min.)). Triglyceride (Biomérieux) and Non Esterified Free fatty Acids concentrations

were measured by enzymatic colorimetric assays using an automatic system (Konelab).

Statistical analysis

Data are represented as mean + SD. Statistical analyses were performed using Prism software
(Graphpad). The statistical significance of the differences between groups was evaluated
using the Mann-Whitney U test for unpaired comparisons. A difference was considered
statistically significant when P<0.05. The relation between Gr1'" circulating monocytes and

bodyweight or HOMA-R was determined with a simple linear regression analysis.
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Figures legends

Figure 1: Gr1'™ monocytes are increased in DIO and the integrin CD11c is highly up-
regulated on Gr1' monocytes during HFD in C57BL/6 mice

(A) The frequency of monocytes was determined by flow cytometry in C57BL/6 female mice
fed a standard chow (Chow) diet (white histograms) or a HFD containing 60 % kcal (black
histograms) from fat for 30 weeks, based on the cell expression of CD45, CD11b and CD115.
** p<0.001. n =6 mice in Chow diet and n= 12 mice in HFD. (B) and (C) The relative
frequencies of the 2 subsets of blood monocytes Grl™ and Gr1"®" in percentage of
leucocytes (CD45")(B) or of monocytes (C). *, p<0.05. ** p<0.01. (D) Ratio of Grllow
monocytes / Grlhigh monocytes. (E) and (F) Dot plots of the CD11c integrin expression on
the cell surface of Gr1™" and Gr1"&" monocytes in chow diet (E) and HFD (F). Histograms
show the mean values (£SD).

Figure 2: Gr1'™" monocytes are decreased in CX3CR1 KI HFD-fed mice

(A) The frequency of monocytes was determined in C57B16 or CX3CR1-KI female mice fed
a standard chow diet (white histograms) or a HFD containing 60 % kcal from fat(black
histograms) for 30 weeks, as in Figure 1. ** p<0.01. n =9 mice in C57B16 and n= 12
CX3CRI1 KI. (B) and (C) The relative frequencies of the 2 subsets of blood monocytes Grl"v
and Gr1"® in percentage of leucocytes (CD457)(B) or of monocytes (C). *, p<0.05. **,
p<0.01. (D) Ratio of Gr1'" monocytes / Gr1"" monocytes. Plots show the mean values
(£SD).

Figure 3: CX3CR1 deficiency impacts on body weight gain and insulin-sensitivity in
mice fed a hight fat diet

(A) Weight gain in CX3CR1 KI mice and control. Mice were fed a diet of 40 % kcal from fat
until 18 weeks of DIO and a diet of 60 % kcal from fat after 18 weeks. *, p<0.05. n =10
CX3CRI KI and 6 controls. (B) Adipose tissue weights in CX3CR1-KI and control mice fed
30 weeks with the HFD described in A.(C ) and (D) Plasma glucose during Glucose tolerance
test (GTT) (C)and Insulin tolerance test (ITT) (D)after 12 hrs fasting at 28 weeks HFD for
GTT (C)and 30 weeks HFD for ITT (n=5/4) (D). Plots show the mean values (+=SD).

Figure 4: The same effect of DIO is observed on mice transferred with bone marrow of
CX3CR1 KI mice.

(A)The frequency of monocytes was determined as described in Figl in CX3CR1 KI donor
mice (black histograms) and WT donor mice (white histograms) fed a HFD containing 60 %
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kcal from fat for 22 weeks. **, p<0.01. *** p<0.001. n =12 C57BI6 donors and n= 11
CX3CRI1 KI donors. (B-D) Relative frequencies of the 2 subsets of blood monocytes Gr1'v
and Gr1"® in percentage of leucocytes (CD45") (B)or of monocytes (C)and the ratio of
Gr1'®v / Gr1Me monocytes (D) are shown. (E) Weight gain in CX3CR1 KI donor mice and
WT donor mice fed a diet of 60 % kcal. *, p<0.05. n =11 CX3CR1 KI donor and 12 WT
donor. (F) Adipose tissue weights in mice fed a HFD 22 weeks.(G) Percentage of AT weight
over total weight in mice descried in F. (H) Plasma glucose during GTT after 12 hrs fasting at
40 weeks HFD 40%. n=8 CX3CR1 KI donor and 7 WT donor matched to the weight. (I)
Nonesterified FFA levels (NEFA). Fasting serum were collected and NEFA were measured in
mice fed a HFD for 22 weeks, ***, p<0.001. n=11 CX3CR1 KI donor and 10 WT donor.
Plots show the mean values (=SD). (J) Correlation between bodyweight and the rate of
circulating Gr1'®" monocytes (%CD45) in recipients of CX3CR1 KI and controls BM fed a
HFD for 22 weeks (r*=0.4, p<0.0001, n=32 mice).(K) Correlation between insulin resistance
evaluated with HOMA-R indice and the rate of circulating Gr1'® monocytes in mice treated
as in J (%CD45) (*=0.33, p=0.018).

Figure 5: Characterization of adipose tissue macrophage in CX3CR1 KI fed a HFD

(A) Dot plots of macrophages (F4/80° CD11b" CD45" cells) in adipose tissue in CX3CR1 KI
and control mice fed a diet of 60 % kcal from fat for 30 weeks. (B) Histograms represent
ATM content assessed by flow cytometry in CX3CR1 KI mice (n=9) and WT controls (n=8)
treated as in A. (C) and (D)Characterization of M1 macrophages based on the cell surface
expression of CD11¢” Mgl1"™® (C) and M2 macrophages based on the cell surface expression
of CD11c™® Mgll™ (D). (E) Ratio of M2 / M1 macrophages in mice described in B. Plots
show the mean values (£SD). (F) The indicated M1 and M2 genes mRNA concentrations
were analyzed by Real time Q PCR in adipose tissue from mice described in A (n=4 control
and 4 CX3CRI1-KI mice, representative of 2 independent experiments) Plots show the mean
values (£SD).

Figure 6: Bcl2 expression in CD11c+ cells increases Gr1'™"

sensitivity in DIO conditions.

monocytes level and insulin

(A) Blood monocytes levels characterized as in figure 1 in irradiated C57B16 mice recipients
of WT (white histograms, n=8) or transgenic CD11c-hBcl2 BM cells (grey histograms, n=9)
fed a chow diet or a HFD for 22 weeks. (B) Relative frequencies of the 2 subsets of blood
monocytes Gr1'® and Gr1"€" in mice described in A. (C) Histogram shows the ratio Gr1'®" /
Gr1Meh monocytes in mice described in A-C.. *, p<0.05. **, p<0.01. *** p<0.001 Plots show
the mean values (£SD).(D) Weight gain in irradiated C57Bl6 mice transferred with Tg
CD11c-hBcl2 BM cells (grey) or with wt BM cells (white). Mice fed a diet of 60 % kcal from
fat. *, p<0.05. **, p<0.01. n =10 Tg CD11c-hBcl2 and 10 controls.(E) Plasma glucose during
ITT in mice described in D fed a HFD for 17 weeks and after 12 hrs fasting (n=6/6). (F)
Fasting serum from mice described in D fed a HFD 22 weeks were collected and triglycerides
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(upper panel) and NEFA (lower panel) were measured, *, p<0.05. n=10 Tg CD11c-hBcl2 and
10 controls. (G) Histograms represent ATM content assessed by flow cytometry in mice
treated as in F. (H) and (l)Characterization of M1 macrophages based on the cell surface
expression of CD11¢” Mgl1™® (H) and M2 macrophages based on the cell surface expression
of CD11c¢™® Mgl1™ (1). (J) Ratio of M2 / M1 macrophages in mice described in F. Plots show
the mean values (£SD). (F) The indicated M1 and M2 genes mRNA concentrations were
analyzed by Real time Q PCR in adipose tissue from mice described in A (n=10 control and 7
CD11c-hBcl2 transgenic mice). Plots show the mean values (£SD).

Figure 7 Expression of hBcl2 in Gr1™ monocytes partially rescue the ratio

Gr1™/Gr1"" and totally rescue the weight loss in CX3CR1 deficient mice in HFD
conditions.

(A) Histogram shows the proportion of Grl1™" monocytes on total blood monocytes in
irradiated C57Bl6 mice transferred with WT BM cells (white) or CX3CR1 KI BM cells
(black) or CX3CR1 KI-CD11c-hBcl2 Tg BM cells (grey) fed a HFD for 22 weeks (60 % kcal
from fat). *, p<0.05. **, p<0.01. *** p<0.001. (n = 10 wt, 10 CX3CR1 KI and 10 CX3CR1
KI-CD11c-hBcl2 Tg). Plots show the mean values (£SD). (B) Histogram shows the ratio
Gr1'v/ Gr1™eh monocytes in mice described in A. (C-D) the Weight gain (C) and weights at
22 weeks of HFD (D) in mice treated as in A. (E) Correlation between insulin resistance
evaluated with HOMA-R indice and the rate of circulating Gr1'" monocytes in mice
recipients transferred with WT BM cells or CX3CR1 KI BM cells, or CD11c-hBcl2 Tg BM
cells or CX3CR1 KI-CD11c-hBcl2 Tg BM cells and fed a HFD for 22 weeks (%CD45) (n=5
C57BI6, n= 8 CX3CR1 KI, n= 8 CD11c-hBcl2, n= 9 CD11¢-hBcl2-CX3CR1 KI (1°=0.24,
p=0.0059).
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Supplementary Figure 1 : Other circulating cells in CX3CR1 KI mice (CD4+, activated CD4+,
NK, dendritic cells and neutrophils)

(A) The frequency of T lymphocytes (CD3+, CD4+) was determined by flow cytometry in C57BI6
(white histograms) or CX3CR1-KI mice (black histograms) fed a HFD containing 60 % kcal from
fat for 30 weeks, as in Figure 1. **, p<0.01. n =9 mice in C57BI6 and n= 12 CX3CR1 KI. (B) The
frequency of activated T lymphocytes (CD3+, CD4+,CD62- and CD44"d") was determined in
the same mice than in A. (C) The frequency of circulating dendritic cells (CD11c+, CMH-II+,and
CD115-) was determined in the same mice than in A. (D) The frequency of circulating NK cells
(NK1.1+, CD45+)) was determined in the same mice than in A. (E) The frequency of circulating
neutrophils (CD11b+, Grl+ and CD115-) was determined in the same mice than in A. Plots show
the mean values (£SD).
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Supplementary Figure 2: NK and newly discribed macrophage populations in
CX3CR1 Kl and control mice adipose tissu.

(A) The frequency of adipose tissu NK cells (NK1.1+, CD45+)) was determined by flow
cytometry in CX3CR1 Kl and control mice fed a HFD containing 60 % kcal from fat for
30 weeks. (B) The frequency of adipose tissu CD11c+, Mgll+ double positive
macrophages was determined as in A. (B) The frequency of adipose tissu CD11c-,
Mgl1- double negative macrophages was determined as in A.



Résultats supplémentaires :

I STATUT INFLAMMATOIRE DES AUTRES ORGANES IMPLIQUES DANS

L’INSULINORESISTANCE

Le foie et le muscle sont deux organes clés dans la réponse a I’insuline. Afin de
déterminer si les différences d’insulinorésistance systémique observées entre les souris
CX3CRI1 KI et les contrdles ainsi qu’entre les souris CD11c-hBcl2 et les controles étaient
secondaires a des modifications du tissu adipeux, ou bien si d’autres organes étaient

impliqués, nous avons étudié le foie et le muscle des souris sous régime riche en graisses.
A Le foie

L’étude d’expression de genes pro et anti-inflammatoires du foie des souris CX3CR1 KI
montre que I’expression des génes codant pour CCL5 (Rantes) et pour I’'IFN-y est diminuée
dans le foie des souris CX3CR1 KI comparées au controles (figure 1 A). CCLS5 est impliqué
dans le chimiotactisme des leucocytes (lymphocytes, monocytes, éosinophiles, basophiles).
L’IFN-y est secrété par les NK et les cellules T et participe a la polarisation des macrophages
en macrophages M1 pro-inflammatoires et a 1’orientation de la réponse immunitaire de type
Thl. Leur baisse d’expression est en faveur d’'une diminution de I’inflammation du foie des
souris CX3CR1 KI. Par contre, I’expression du récepteur CCR2 est augmentée par 3 chez les
souris CX3CR1 KI par rapport aux souris contrdles, ce qui pourrait étre secondaire a une
augmentation du pourcentage de monocytes/macrophages Gr1"™€" du foie (figure 1 B).
Néanmmoins, une analyse par cytométrie révele que le pourcentage des macrophages et des
cellules dendritiques du foie (en pourcentage des leucocytes) des souris CX3CR1 KI et des
souris CD11c-hBcl2 sous régime riche en graisses est inchangé entre les 2 génotypes (figure 1

B). De fagon trés intéressante, 1’expression du géne PPAR-y est trés augmentée dans le foie
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des souris CX3CRI1 KI, mais aussi dans le tissu adipeux et le muscle de ces souris. Or PPAR-
v est un régulateur important de 1’insulinosensibilité et de la différenciation adipocytaire. Ces
résultats sont en faveur d’un role inhibiteur de la voie CX3CRI1-fractalkine sur le récepteur
nucléaire PPAR-y. L’ensemble de ces données montrent 1) Qu’il semble exister une baisse de
I’inflammation hépatique chez les souris déficientes pour CX3CR1. Cette donnée suggere que
I’augmentation des monocytes Gr1'™" est plus importante pour controler I’inflammation du
tissu adipeux, et non du foie des souris obéses. 2) Que I’effet inhibiteur de la voie CX3CRI1-
fractalkine sur PPAR-y met en lumiére la multiplicité des roles de cette voie et peut expliquer

en partie la complexité du phénotype des souris déficientes pour CX3CRI.

Chez les souris CDl1l1c-hBcl2, I’analyse de I’expression de geénes montre une
augmentation des récepteurs aux chimiokines CCR2 et CX3CRI1 et de la protéine d’adhésion
VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) en faveur d’un statut pro-inflammatoire
hépatique dans ces modeles animaux (figure 2 A). Cependant le pourcentage de macrophages
et de cellules dendritiques mesuré par cytométrie de flux est identique entre les 2 génotypes
(figure 2 B). L’expression des genes des chimiokines CCLS5 et fractalkine n’est pas modifi¢e
chez les souris CD11c-hBcl2. L’expression du géne CD80 est multipliée par 600 chez les
souris CDI11c-hBcl2 en faveur d’une forte activation des cellules dendritiques. Cette
activation des DC est décrite également dans la rate de ces souris, probablement en rapport
avec 1’augmentation de leur survie '>*. Cependant, dans le foie, le pourcentage des cellules
dendritiques examiné en cytométrie de flux est inchangé. Par ailleurs, I’expression du gene
PPAR-y est multipliée par 2 dans le foie des souris CD11c-hBcl2, ainsi que dans le tissu
adipeux, mais non significativement (p=0.07) et inchangée dans le muscle. L ensemble de ces
résultats est a nouveau en faveur d’un effet métabolique protecteur tissu spécifique (tissu

adipeux) des monocytes Grl1'",
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B Le muscle

Les souris CX3CR1 KI ont une expression des genes de la lipoprotéine lipase (LPL) et de
PPAR-y augmentée dans le muscle, en faveur d’une insulinosensibilité musculaire augmentée.
Ces résultats mettent en valeur une nouvelle fois la complexit¢ du phénotype des souris
déficientes pour CX3CRI1 et I’action spécifique des monocytes Gr1'®" dans le tissu adipeux.
Aucune différence n’est retrouvée dans I’expression des geénes pro-inflammatoires du muscle

des souris CD11c-hBcl2 en comparaison des contrdles.

Pour conclure, I’insulinorésistance systémique observée chez les souris CX3CR1 KI est
associée a une inflammation du tissu adipeux et non du foie ni du muscle. De méme,
I’insulinosensibilité systémique observée chez les souris CD11c-hBcl2 est associée a une
baisse de Il’inflammation du tissu adipeux alors que le foie semble au contraire plus
inflammatoire et que le statut inflammatoire du muscle ne semble pas modifié. De plus, la

voie CX3CR1-fractalkine semble inhiber I’expression du geéne du récepteur nucléaire PPAR-

Y.

II MISE EN PLACE DE L’ETUDE DU ROLE DE CX3CR1 DANS L’OBESITE

Lorsque j’ai débuté mon stage doctoral en novembre 2007, mon projet initial de travail
concernait 1’étude du role de CX3CR1 dans le recrutement monocytaire, d’'une part dans un
modele murin d’athérosclérose (souris déficientes pour le récepteur aux LDL (Low Density
Lipoproteins)) et d’autre part dans un modele murin d’obésité induite par un régime riche en
graisse. L hypothése initiale de travail était que CX3CRI1 était impliqué dans le recrutement
monocytaire dans les plaques d’athérome ainsi que dans le tissu adipeux, et par conséquent
que la déficience en CX3CRI serait responsable dune diminution de Dinfiltration des

monocytes dans ces tissus et donc d’une diminution de la maladie. Le Dr Lesnik avait déja
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travaillé sur des souris déficientes pour CX3CR1 en fond ApoE™ et avait démontré une
diminution de I’athérosclérose chez les souris CX3CR1 KI 7. Cependant, le fond LDL-R”"
constituait un modéle plus physiologique que le fond ApoE” car la cholestérolémie et la
monocytose sont plus basses. J’ai effectué les croisements murins CX3CR1 et LDL-R”" mais
ce pan du projet a été rapidement stoppé car 1’étude sur 1’obésité s’est avérée plus complexe
qu’initialement prévu et nécessitait un travail a temps plein. J’ai alors choisi de focaliser mon

étude sur 1’obésité.

A- INFLUENCE DE L’ORIGINE DES SOURIS SUR LES ETUDES SUR L’OBESITE

Lorsque les études d’obésité ont débuté, nous avons complété les groupes de souris
controles (C57BL6) de notre animalerie avec des souris de méme fond génétique C57BL6
mais provenant d’une animalerie extérieure (laboratoire Jackson). Cependant, j’ai pu observer
que les souris provenant de I’extérieur prenaient systématiquement moins de poids que les
souris provenant de notre animalerie (figure 4). Plusieurs phénoménes peuvent expliquer cette
différence dans la prise de poids. Le premier est celui de I’'impact du métabolisme feetal et

néonatal dans le développement ultérieur de ’obésité '>*

. 11 est actuellement admis que le
métabolisme feetal et néonatal influence le poids et I’insulinorésistance a 1’age adulte.
Notamment, chez I’homme comme dans les modéles animaux, les sujets de petit poids de
naissance ont un risque plus élevé de développer une obésité a 1’age adulte. Des modifications
épigénétiques sont probablement a Dorigine de ces anomalies métaboliques '*.
Deuxiémement, concernant les animaux, la flore intestinale peut aussi varier selon les

animaleries (cf discussion), et peut avoir une influence majeure sur la prise de poids. Au final,

ces différences ont eu pour conséquence d’apporter un biais expérimental majeur dans mes
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¢tudes et m’ont incité a les reprendre depuis le début. Par conséquent, j’ai conduit les études

métaboliques ultérieures chez des animaux provenant des mémes parents.

B- INFLUENCE DE L’EFFET CAGE SUR LES ETUDES SUR L’OBESITE

Par la suite, alors que les différents groupes de souris nécessaires a mon étude était en
régime obesogéne, j’ai pu observer qu’un autre paramétre expérimental influencait
significativement la prise de poids : I’effet cage. En effet, j’ai pu observer que des souris de
méme génotype avaient une prise de poids significativement différente selon la cage ou elles
se trouvaient (figure 5). Cet effet est observé entre des cages contenant le méme nombre de
souris et qui sont voisines (méme étagere). Bien que ne connaissant pas la raison exacte de ce
phénomene, il apparait probable que les relations sociales des souris au sein d’une cage et
plus particulierement les rapports de dominance, puissent influencer la prise de poids de
I’ensemble des souris d’'une méme cage. Cette source de variabilité a été délétere dans le
déroulement de mon étude. En effet, I'impact de la déficience en CX3CRI1 sur la prise de
poids étant modéré, cette source de variabilité 1’a en partie masqué. Afin de mettre en
¢évidence le role de CX3CRI1 dans la prise de poids, j’ai di réaliser mon étude en mélangeant
les différents modeles de souris transgéniques dans les mémes cages. Il a donc été impossible
dans ce contexte d’effectuer des mesures simples de prise alimentaire par cage. Cette
expérience est néanmoins édifiante. En effet, elle met en évidence le nombre de parameétres
pouvant influencer la prise de poids. Elle souligne aussi ’importance de la démarche
expérimentale pour caractériser les acteurs impliqués dans 1’obésité, et plus particulieérement

ceux dont ’influence est significative mais modérée.
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C- DIMORPHISME SEXUEL CHEZ LES SOURIS CX3CRI1 KI

Les ¢tudes métaboliques ont été initialement réalisées en parallele chez des males et chez
des femelles. Cependant, le phénotype de diminution de la prise de poids et de
I’insulinorésistance n’a été observé que chez les femelles déficientes pour le récepteur
CX3CRI. Les males ne présentaient aucune différence dans la prise de poids, méme dans les
¢tudes tardives. La mesure de la masse grasse et de la masse maigre par la technique de
résonance magnétique nucléaire (laboratoire du Dr Christophe Magnan, Paris VII) a confirmé
une absence de différence de masse grasse entre les males CX3CR1 KI et les males controles.
Les tests d’insulinorésistance (test de tolérance au glucose et test de tolérance a I’insuline)
n’ont pas révélé de différence significative d’insulinosensibilité chez les males CX3CRI1 KI et
les controles. La prise alimentaire était aussi inchangée entre les groupes de souris males

CX3CR1 KI et les controdles.

Le dimorphisme sexuel au cours des maladies métaboliques est bien connu. Il est
secondaire a des différences génétiques et hormonales entre les sexes, responsables des
différences d’incidence et de sévérité¢ de multiples maladies métaboliques. Chez 1’humain, les
femmes ont un pourcentage de masse grasse plus ¢élevé que les hommes mais ont une
répartition différente de la graisse : plus de graisse sous-cutanée et moins de graisse viscérale
136 137 Ces différences s’estompent aprés la ménopause, mettant en lumiére le role
prédominant des cestrogénes dans la répartition différentielle des graisses '°°. L’accumulation
de graisse viscérale est associée a ’insulinorésistance et aux complications cardiovasculaires
contrairement a I’accumulation de graisse sous-cutanée °°. Par conséquent, les femmes avant
la ménopause ont un risque moindre de développer un diabéte de type 2 ou des maladies
cardiovasculaires que les hommes. De la méme fagon, dans les études de modéles murins

d’obésité, les femelles prennent moins de poids et sont plus insulinosensibles que les males >’

1 S . N , . . .
0 Les stéroides sexuels jouent un role prédominant dans ce dimorphisme sexuel, tant au
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niveau périphérique que central. Pour exemples, 1’cestradiol améliore la sensibilité a I’insuline

des adipocytes in vitro '

et les androgénes modulent la fonction des adipocytes en
augmentant leur taille mais en inhibant leur différenciation '®>. Les hormones sexuelles
contrdlent également le métabolisme énergétique et la prise alimentaire au niveau
hypothalamique '**. A la lumiére de ces données, il semble donc étonnant que le phénotype
observé d’insulinorésistance chez les femelles déficientes pour CX3CR1 ne soit pas présent
chez les males. Cependant, bien que les cestrogénes semblent protecteurs dans la prise de
poids et I’insulinosensibilité, ils joueraient un role délétere dans 1’inflammation et 1’auto-
immunité. Les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques expriment le récepteur
aux cestrogénes ERa. Les cestrogénes in vivo augmentent le statut inflammatoire des
macrophages '** et des cellules dendritiques '®. Récemment, le Dr Riant et ses collaborateurs
ont démontré que la complémentation chronique en cestrogenes entrainait une inflammation
au niveau du tissu adipeux et du foie de souris soumises a un régime riche en graisses. En
utilisant des modeles murins femelles ovariectomisés puis supplémentés chroniquement en
cestrogenes, les auteurs démontrent que les cestrogénes augmentent 1’infiltration du tissu
adipeux par les macrophages et augmentent 1’expression de genes pro-inflammatoires
hépatiques et adipeux lors du régime riche en graisses. Ils démontrent aussi, grace a des souris
chimériques, que ces effets pro inflammatoires des cestrogénes sont dépendant des cellules
hématopoiétiques, contrairement aux effets protecteurs sur le poids et I’insulinorésistance. De
méme, il a été montré que les cestrogénes augmentent 1’inflammation des cellules de la
microglie en réponse au LPS '°. Par ailleurs, dans les modéles animaux, les cestrogénes

entrainent une polarisation de la réponse immunitaire de type Thl '

Le rble pro
inflammatoire des cestrogénes, dépendant des cellules hématopoiétiques, pourrait expliquer le

dimorphisme sexuel inattendu dans le modéle murin déficient pour CX3CR1 soumis a un

régime riche en graisses. Il serait trés intéressant de reproduire nos travaux chez des souris
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femelles déficientes pour CX3CRI1 et ayant subit une ovariectomie afin de déterminer si le

phénotype d’insulinorésistance disparait.
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Figure 1: Analyse cellulaire et des marqueurs inflammatoires du foie des souris
CX3CR1 Kl sous régime riche en graisses. (A) Expression de génes dans le foie de
souris C57BL/6 et CX3CR1 KI apres 22 semaines de régime riche en graisses (60 %
des Kcal en lipides). n=9/7. *, p<0.05. **, p<0.01. ** p<0.001. (B) Histogrammes de
marqueurs membranaires étudiés par cytométrie de flux. Les macrophages
hépatiques a gauche (F4/80+) et les cellules dendritiques a droite (CD11chgh CMH-II*).
n=6/11.
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Figure 2: Analyse cellulaire et des marqueurs inflammatoires du foie des souris
CD11c-hBcl2 sous régime riche en graisses. (A) Expression de génes dans le foie
de souris C57BL/6 et CD11c-hBcl2 apres 22 semaines de régime riche en graisses (60
% des Kcal en lipides). n=10/7. *, p<0.01. *** p<0.001. (B) Histogrammes de
marqueurs membranaires étudiés par cytométrie de flux. Les macrophages
hépatiques a gauche (F4/80+) et les cellules dendritiques a droite (CD11chgh CMH-II*).
n=6/11.
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Figure 3: Expression de génes dans le muscle. (A) souris C57BL/6 et CX3CR1 KI
apres 22 semaines de régime riche en graisses (60 % des Kcal en lipides). n=10/10. *,
p<0.05. **, p<0.01. (B) souris C57BL/6 et CD11c-hBcl2 aprés 22 semaines de régime
riche en graisses (60 % des Kcal en lipides). n=10/7.
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Figure 4: Prise de poids de souris C57BL/6 nées dans notre animalerie et de souris
C57BL/6 nées dans une animalerie extérieure (Laboratoire Janvier) soumises a un
régime riche en graisses (60 % des Kcal en lipides). N= 10/10.
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DISCUSSION

Ces travaux nous ont permis de démontrer, pour la premiére fois, que 1’obésité induite

y e . .y \ N . low .

par un régime gras chez la souris est associée a I’expansion de monocytes Grl™" qui
expriment a leur surface 1’intégrine CD11c. De plus, nous démontrons que le récepteur aux
chimiokines CX3CR1 joue un réle important dans I’obésité et l’insulinorésistance. Par
ailleurs, en utilisant des mod¢les murins génétiquement modifiées dans lesquels la population

low

de monocytes Grl ™" est modulée, nous avons mis en évidence que cette population spécifique

peut influencer d’une part la prise de poids et d’autre part I’insulinorésistance.

DISCUSSION SUR LE POIDS

Premiérement, nous avons retrouvé une corrélation positive forte entre le taux
circulant de Gr1'" et la prise de poids (p<0.0001, n=32 souris). En effet, chez les souris
déficientes pour le géne codant pour le récepteur aux chimiokines CX3CR1, modéle dans
lequel les monocytes Gr1'®" sont diminués, nous avons observé une diminution de la prise de
poids sous HFD comparée a celle des contrdles. En plus de cette corrélation marquée,
plusieurs arguments soutiennent I’implication des monocytes Gr1'®" dans ce phénotype de

baisse de prise de poids :

1) le méme phénotype est retrouvé dans les souris irradiées et transférées avec de la
moelle osseuse de souris déficientes pour CX3CRI1, démontrant I’implication des cellules

hématopoiétiques

2) Lorsqu’on croise les souris CX3CR1 KI avec des souris CD11c-hBcl2, la prise de

poids des souris CX3CR1 KI/CDI11c-hBcl2 se retrouve comparable a celle des souris
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contrdles. Méme si le taux de monocytes Grl'" et le ratio Gr1™ /Gr1™& n’est que
partiellement rétabli chez les souris CX3CR1 KI/CD11c-hBcl2, ces résultats sont en faveur
d’un lien fort entre une population hématopoiétique exprimant CX3CR1 et CDllc, et le

poids.

Il est intéressant de noter que la baisse de la quantité de masse grasse n’explique pas
100% de la baisse de poids. En effet, a 30 semaines de HFD, on observe une différence de
poids total de prés de 10 grammes entre les souris CX3CR1 KI et les contrdles
(respectivement 49.48+8.2g et 59.13+10.51g) alors que la différence de poids du TA n’est que
de 2.5g en moyenne (respectivement 12.4+2.4g et 14.8+5.1g). Plusieurs phénomenes peuvent
rendre compte du fait que la diminution de la masse grasse n’explique qu’un quart environ de

la diminution du poids chez les souris CX3CR1 KI :

1) la technique de la mesure de la masse grasse est loin d’étre optimale car nous
I’avons effectué lors du sacrifice par prélevement du TA péri-ovarien, péri-rénal et sous-
cutané. En effet, méme si le prélévement est fait de la fagon la plus exhaustive possible, il est
impossible d’étre précis au gramme pres. Il parait donc évident qu’une étude de composition
corporelle par RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) devra étre réalisée chez ces souris.

Cette technique permettra en plus de fournir le poids de la masse maigre.

2) Une diminution de masse maigre parait probable pour expliquer une partie de la
diminution du poids dans le modeéle CX3CR1 KI. L’analyse du phénotype devra aussi étre
complétée par une étude en chambres métaboliques. Ces chambres métaboliques permettront
de mesurer la dépense énergétique et la prise alimentaire de nos souris génétiquement

modifiées et d’avancer peut-&tre dans la compréhension du phénotype du poids.

Néanmoins, le fait que la déficience en CX3CRI1 induit une diminution du

pourcentage de masse grasse chez les souris indique que CX3CRI est particulierement
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important pour le développement du tissu adipeux obése (article figure 4G). Ce phénomene
pourrait étre li¢ & 1’inflammation accrue du TA chez les souris déficientes pour CX3CR1. En
effet, il a ét¢ démontré, lors d’une étude cinétique de la prise de poids chez la souris, que le
pic de I’inflammation du TA s’associe 4 une baisse de poids du TA péri-gonadique '**. De
plus, il a été montré que I’inflammation du TA inhibe I’adipogénése '**. Une augmentation de
I’inflammation du TA des souris CX3CR1 KI, en comparaison des souris contrdles, pourrait

donc étre responsable, au moins en partie, de la diminution de la prise de poids.

On peut également envisager 1’hypothése de I’'implication de CX3CR1 dans la prise
alimentaire. En effet, le récepteur CX3CR1 est fortement exprimé par les cellules de la
microglie, macrophages du systéme nerveux central, et son ligand la fractalkine est exprimé
par les neurones *. Des expériences in vitro ont montré que 1’axe CX3CR1-fractalkine est

. . , . . . 169
impliqué dans la survie microgliale et neuronale

. De plus, il a ét¢ montré que les souris
déficientes pour le récepteur CX3CR1 présentent une neurotoxicité accrue dans un modele
infectieux aigu (injection de LPS) ainsi que dans des modeles de dégénérescence neuronale
(Maladie de Parkinson et Sclérose latérale amyotrophique) '’°. Comme nous ’avons vu dans
I’introduction, I’hypothalamus est le centre de la régulation de la prise alimentaire et de la
dépense énergétique. On peut donc émettre 1’hypothése qu’une absence de CX3CRI au
niveau de la microglie hypothalamique puisse influer sur le métabolisme énergétique. Pour
tester cette hypothése, nous avons mesuré la prise alimentaire de souris CX3CR1 KI et de
souris contrdles en cages individuelles. De facon étonnante, la prise alimentaire de souris
CX3CRI KI, soumises d’abord a un régime riche en graisses (60% des Kcal) pendant 32
semaines, est plus élevée que celle des souris contrdles (cf annexe 1). Cependant cette étude
est préliminaire et sera renouvelée en chambre métabolique. De plus, nous avons vu dans

I’introduction que I’obésité s’associe a une inflammation hypothalamique pouvant entrainer

une insulinorésistance et une leptinoresistance locale, responsables d’une absence de frein de

119



la prise alimentaire par la leptine et d’une diminution de la dépense énergétique. Nous avons
donc prélevé le noyau arqué et le noyau ventral hypothalamique de souris CX3CR1 KI et de
souris contréles soumises a un régime riche en graisses pendant 30 semaines. Nous avons
ensuite étudié ’expression de geénes pro-inflammatoires par RT-qPCR sur les prélévements
hypothalamiques. Il apparait que I’expression des génes Aif-1 (marqueur d’activation de la
microglie) et IL-1p est significativement augmentée chez les souris CX3CR1 KI comparées
aux souris controles (cf annexe 1). Ces résultats démontrent I’augmentation de 1’inflammation
hypothalamique chez les souris déficientes pour le géne CX3CRI1, ce qui pourrait expliquer
I’augmentation de la prise alimentaire. Une dépense énergétique plus élevée chez nos souris

pourrait aussi expliquer la différence de poids.

Au regard de cette nouvelle donnée sur la prise alimentaire augmentée, il apparait que
I’effet observé de la diminution de la prise de poids chez les souris CX3CR1 KI est tres fort.
Ces observations mettent en lumiere les interactions complexes entre le systéme immunitaire

et le systéme neuroendocrinien.

Nos résultats montrent un lien étroit entre les monocytes, leurs récepteurs aux
chimiokines et le poids. De facon consistante, d’autres études ont souligné 1’importance des
récepteurs aux chimiokines dans ce processus. En effet, les travaux du Dr. Weisberg et de ses
collaborateurs ont mis en évidence une baisse de la prise de poids chez les souris déficientes
pour un autre récepteur aux chimiokines, CCR2, et soumises a un régime riche en graisses '’
Les mécanismes ne sont pas ¢lucidés non plus. En revanche la prise alimentaire de leurs
souris CCR2” est diminuée contrairement a nos résultats. Il est intéressant de noter que dans
les mod¢les murins déficients pour CCL2, le ligand de CCR2, les résultats concernant la prise

de poids sont discordants selon les études. En effet, en 2006, le Dr. Kanda et ses
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collaborateurs démontrent que des souris déficientes pour CCL2 ont le méme poids et la
méme prise alimentaire que des souris controles en régime gras ''>. En 2007, le Dr. Inouye et
ses collaborateurs observent au contraire une augmentation significative de la prise de poids
malgré une prise alimentaire identique chez leurs souris CCL2" '™, Finalement, en 2008, le
Dr. Kirk et ses collaborateurs confirment les travaux du Dr. Inouye en observant que les

174 A . A
7 . Méme si ces résultats sont

souris CCL2™" sont plus grosses que leurs souris contrdles
discordants (ce qui s’explique peut-étre par le fait que CCR2 a plusieurs ligands (CCL2,
CCL7, CCLS8, CCL12, CCL13)), ils confirment que des récepteurs aux chimiokines et/ou

leurs ligands peuvent jouer un role dans la prise de poids.

Cependant, il faut garder un esprit critique vis-a-vis des études de modéles murins
génétiquement modifiées soumis a un régime gras. En effet, les résultats discordants des
¢tudes ci-dessus ont permis de révéler que les souris utilisées dans les travaux de Kanda et al.
sont de fond génétique différent (C57BL/6N et C57BL6/J) et proviennent de fournisseurs
d’animaux différents. Or, une tres belle étude du groupe du Dr. D. Littman a récemment
montré que les flores microbiennes intestinales différent selon les fournisseurs animaliers et
que ces différences peuvent étre responsables d’une réponse immune différente ', En effet,
le Dr. Ivanov et ses collaborateurs ont mis en évidence que les souris C57BL/6 en provenance
du fournisseur « Taconic Farms » sont colonisées par une bactérie filamentaire segmentée,
contrairement aux souris de méme fond génétique C57BL/6 mais provenant d’un autre
fournisseur (« Jackson »), et que la présence de cette seule bactérie induit une réponse
immunitaire Th17 au niveau de la lamina propria intestinale. Si on étudie en paralléle les
travaux du Dr. Cani ''* qui mettent en évidence le role joué¢ par la flore microbienne
intestinale et I’endotoxinémie sur I’obésité, on comprend qu’il faut étre rigoureux sur la
provenance des souris, qu’il faut toujours garder les mémes lots de nourriture pour une méme

expérience, et que certains résultats peuvent varier selon les animaleries et les fournisseurs
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d’animaux. Pour nos études, nous n’avons utilis¢ uniquement que des souris de notre
animalerie, croisées de multiples fois, et filles d’une méme génération de fréres et sceurs. Les
¢tudes sur des souris irradiées retransplantées avec de la moelle osseuse permettent d’obtenir

des souris en grand nombre et de s’affranchir de ces variabilités.

Pour conclure, nos résultats montrent une forte corrélation entre la population

monocytaire de Gr1""

et le poids. Cependant, I’ensemble de ces données met en lumiére
la complexité de I’étude de I’obésité dans des modeles murins déficients pour des

récepteurs aux chimiokines ou leurs ligands ainsi que la complexité des interactions

systéme immunitaire/systéme neuroendocrine.

DISCUSSION SUR L’INSULINORESISTANCE ET LES

MACROPHAGES DU TISSU ADIPEUX

Deuxiémement, nos travaux ont permis de mettre en évidence une nette corrélation

1% et I’insulinorésistance (p=0.0059, n=30

négative entre le taux circulant de monocytes Gr
souris). En effet, chez les souris déficientes pour CX3CR1, la diminution des monocytes
Grl1' circulants est associée a une augmentation de 1’insulinorésistance, alors que chez les

souris CD11c-hBcl2 dans lesquelles les taux de monocytes Gr1'™"

sont augmentés, on observe
une insulinosensibilité augmentée. Lorsque nous avons étudié le tissu adipeux des souris
déficientes pour CX3CR1, nous avons observé que le nombre de macrophages infiltrant le
tissu adipeux reste inchangé par rapport aux souris contrdles mais que les populations

macrophagiques sont modifiées de facon marquée (cf figures de cytométrie de flux des

macrophages du TA). Chez les souris CX3CR1 KI la proportion de macrophages M2 est
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diminuée, celle de macrophages M1 augmentée et par conséquent le ratio M2/M1 diminué
(1.74+/-0.84 chez les souris CX3CR1 KI versus 3.76+/-2.44 chez les souris contrdles, p=0.07)
alors qu’on a observé une augmentation des macrophages M2 chez les souris CD11c-hBcl2.

Ces résultats sont en faveur du modéle dans lequel les monocytes Gr1'®™

sont les précurseurs
des macrophages M2 du TA et protégent de I’insulinorésistance en contrélant I’inflammation
du TA. Ces observations sont en accord avec celles du Dr. Narhendorf "' qui démontrent,

low sont

grice 4 une technique de marquage spécifique des Gr1™€" et des Gr1'¥, que les Grl
recrutés dans le tissu myocardique pour se différencier en macrophages M2 qui vont exprimer
des génes anti-inflammatoires, de réparation tissulaire et d’angiogénése. D’autre part, le Dr.
Auffray a aussi démontré dans le modéle d’infection a Listeria Monocytogenes que les Grl1'™"
recrutés au sein du péritoine infecté développent un programme de différenciation génique
anti-inflammatoire, de remodelage et de cicatrisation tissulaire '°. De plus, dans le modéle
d’IDM, le Dr. Narhendorf et ses collaborateurs démontrent grace a des modeles murins
déficients pour CCR2 ou CX3CRI1 que le recrutement de la population spécifique des
monocytes Gr1'" dans le myocarde lors de la phase II de réparation tissulaire est dépendant
de CX3CRI et non de CCR2. De la méme fagon, dans un mod¢le de 1ésion minime de la peau
(de type coupure), Le Dr. Hishida et ses collaborateurs observent que le recrutement des
monocytes qui vont se différencier pour faire de la fibrose et permettre la cicatrisation dépend
de CX3CRI1 "% On peut cependant noter que dans le modéle d’athérosclérose Apoe-/-,
1’équipe du Dr. Randolph a démontré que le recrutement dans la plaque des monocytes Gr1"e"
dépend de CCR2 et CX3CRI alors que celui des Grl'™" dépendait de CCR5 *. 1l parait
probable que le recrutement des différentes populations monocytaires différent selon le type
d’agression, le tissu 1ésé et le modele animal. L’ensemble de ces résultats met en avant le role

1 low

de CX3CRI1 dans le recrutement des monocytes Gr sur les sites agressés, et soutient

I’hypothése que ces Gr1'®" se différencient en macrophages de type M2. Il apparait clairement
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que CX3CRI, en plus de son role dans la survie, est impliqué dans le recrutement des

1 . .
monocytes Grl1°" dans certaines affections.

Pour aller plus loin sur le lien entre Grl'" et macrophages M2 du TA au cours de
I’obésité, plusieurs expériences sont possibles. La premicre, que nous avons prévu de réaliser,

1% avec des billes de latex fluorescentes *°, puis de

consiste & marquer les monocytes Gr
laisser les souris en HFD pendant un temps a déterminer, et ensuite de récupérer la fraction
vasculaire stromale du TA. Le comptage de la fluorescence pourra étre fait par cytométrie de
flux ou par immunohistochimie. Cette expérience pourra démontrer le recrutement des
monocytes Gr1'®" dans le TA au cours de I’obésité. Récemment, un modéle murin dans lequel
est supprimé un facteur de transcription essentiel pour les Gr1'® (Nur77) vient d’étre créé '°.
Une autre approche serait d’utiliser ces souris qui sont dépourvues de monocytes Grl1'¥. Si
les souris Nur77” soumises a un régime riche en graisses présentaient une insulinorésistance
augmentée avec diminution des macrophages M2 et inflammation du TA, ce serait un

1 low

argument de plus pour pouvoir affirmer que les Gr se différencient en macrophages M2 et

protégent de I’inflammation du TA et de I’insulinorésistance.

D’autre part, il est intéressant de noter que le phénotype poids et insulinorésistance des
souris CX3CRI1 KI n’apparait que tardivement apres 18 semaines de régime riche en graisses
et avec un régime tres gras (60% des Kcal en graisses). Les ITT et les GTT réalisées avant 18
semaines de HFD ne montrent pas de différences significatives entre les génotypes (données
non montrées). D’apres une étude cinétique murine sur I’infiltration des macrophages du TA
(et sur la nécrose adipocytaire), I’inflammation du TA est maximum a 16 semaines de régime

riche en graisses puis décroit malgré la poursuite du régime '**. A 16 semaines de HFD (60%
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de lipides), la nécrose adipocytaire, I’infiltration de macrophages et I’inflammation du TA
sont maximales, et ’ensemble de ces caractéristiques s’accompagne d’une diminution du
poids du TA péri-gonadique et d’une insulinorésistance. Alors qu’aprés 16 semaines de
régime, la nécrose adipocytaire, la taille des adipocytes et I’inflammation du TA diminuent,
en faveur d’un programme de remodelage qui se serait mis en place. De fagon étonnante, cette
phase II de remodelage du TA est associée a une insulinosensibilité augmentée comparée a la
phase I pro-inflammatoire avant 16 semaines de HFD. De facon intéressante, la cinétique
d’apparition du phénotype des souris CX3CRI1 KI est identique a celle de cette étude. Il est
donc tentant de spéculer que I’absence de monocytes Grl1'", précurseurs des macrophages
M2 du TA, altere la phase II de remodelage du TA et le controle de son inflammation. Ceci
expliquerait que le phénotype ne soit visible qu’aprés 16 semaines de régime gras. De plus,
dans ces travaux cinétiques, le pic de la phase I pro-inflammatoire s’associant a une baisse de
poids du TA péri-gonadique, la diminution du poids des souris CX3CR1 KI serait expliquée

par ce « blocage » en phase I pro-inflammatoire du TA.

Par ailleurs, lorsque nous avons étudié la polarisation des macrophages du TA des
souris obéses en cytométriec de flux avec les marqueurs connus et spécifiques des
macrophages M1 (CDl11c) et des macrophages M2 (Mgll), nous avons observé qu’il existe
aussi une population double positive pour CD11c et Mgll et une population ne portant aucun
de ces marqueurs. Il est intéressant de noter que nous avons aussi retrouvé ces populations au
sein du TA en régime normal, dans tous les génotypes étudiés, avec les proportions suivantes
en pourcentage des macrophages: 50 a 60% de cellules doubles négatives, 30 % de cellules
doubles positives, 3 a 4 % de cellules CD11ctMgll- et 15 % de cellules Mgl1+CD11c¢-. Nous
n’avons noté aucune différence entre tous les génotypes étudiés en régime normal. Le Dr.

Zeyda et ses collaborateurs observent aussi une population double négative en I’absence
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d’obésité (30% des macrophages) *® Le Dr. Shaul ne retrouve pas cette population double
négative en régime normal (la fenétre utilisée pour isoler les macrophages ne semble pas
adéquat) mais retrouve une population positive pour les 2 marqueurs en régime normal et en
HFD 2. Quoi qu’il en soit, il apparait qu’il n’existe pas seulement deux populations bien
nettes de macrophages M1 pro-inflammatoires et de macrophages M2 réparateurs tissulaires,
mais un éventail de populations avec des polarisations variables. Grace a une analyse
d’expression de genes sur cellules triées, le Dr Shaul retrouve que la population de
macrophages CD11c"Mgl1" chez des souris en régime gras exprime essentiellement des génes
de macrophages M2 (Arginase, MMP-12, VEGF) "**. Dans notre étude, nous avons observé
que cette population double positive pour CD11c et Mgl1 est significativement diminuée chez
les souris CX3CR1 KI soumises a un régime gras (supplemental data). Si on associe ces
résultats a ceux de du Dr. Shaul, nous confirmons la baisse des macrophages M2 réparateurs
tissulaires dans notre modele murin CX3CR1 KI. Cependant, la fonctionnalité exacte de cette
population nécessite d’étre plus largement explorée. Nous avons aussi observé que la
population CD11c-Mgll- est augmentée par 3 fois chez les souris CX3CR1 KI. La
fonctionnalité de cette population est également méconnue. La seule étude qui la décrit la
présente comme une population exprimant beaucoup de genes M2 (Arginase, Yml, IL-10)

mais aussi de P'IL-1p °

. I1 est possible que CX3CR1 intervienne dans la différenciation de
cette population qui s’accumule chez les souris CX3CR1 KI, mais cette observation nécessite
une ¢étude a part entiére. Cependant, pour aller plus loin dans la description de notre

phénotype observé chez les souris CX3CR1 KI, il serait intéressant de regarder I’expression

de genes de type M1 et M2 dans les populations triées de macrophages du TA.

Pour conclure, les macrophages présentent une grande plasticité permettant de
s’adapter a leur environnement, mais leurs marqueurs membranaires utilisés aujourd’hui ne

reflétent peut-étre pas parfaitement leur polarisation '”’. A titre d’exemple, cette étude du
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groupe du Dr. Olefsky qui démontre chez des souris en HFD qui repassent en régime normal
que le marqueur pro-inflammatoire CD11c persiste au sein du TA aprés 4 semaines de
changement de régime malgré une baisse de I’inflammation du TA évaluée par expression de
génes et une insulinosensibilité systémique retrouvée *°. L’état inflammatoire du TA doit étre

évalué aussi et surtout par de I’expression de génes et des niveaux protéiques.

Au total, nos résultats démontrent que CX3CR1 est important dans
Pinflammation du tissu adipeux au cours de D’obésité et dans D’insulinorésistance

1Y sont les

associée. De plus, nos données sont en faveur de I’hypothése que les Gr
précurseurs des macrophages M2 du TA et ont un role protecteur dans
Pinsulinorésistance. Nous projetons de marquer spécifiquement cette population et
d’étudier leur recrutement au sein du TA lors de D’obésité. La cinétique de

Pinflammation du TA et du recrutement des monocytes/macrophages au cours de

I’obésité explique probablement la cinétique du modéle CX3CR1 KI en HFD.

DISCUSSION SUR LES MODELES MURINS

Nous avons utilisé des modeles murins dans lesquels la population de monocytes
Gr1'¥ est modulée en HFD, cependant il est évident que d’autres populations cellulaires sont
modifiées dans ces modéles. En ce qui concerne la déficience pour CX3CRI1, nous avons
regardé par cytométrie de flux si les autres types cellulaires circulants exprimant CX3CRI1
sont modifiés au cours de I’obésité. Les cellules dendritiques plasmacytoides, les lymphocytes
T CD4 (activés ou non) ne sont pas modifiés chez les souris CX3CR1 KI en HFD

(supplemental datas). Le taux circulant de NK est non significativement diminué chez les
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souris déficientes pour CX3CR1 en comparaison aux souris controles (10.09+/-4.41 % et
13.16+/-4.02 % des leucocytes, respectivement). Cependant, nous avons tout de méme vérifié
si le taux de NK n’est pas modifié au sein du TA lors du régime gras chez les souris CX3CR1
KI, ce qui est le cas. Nous avons vu dans I’introduction que CX3CR1 est exprimé par certains
types de cellules dendritiques, notamment des cellules dendritiques intestinales qui jouent un
role dans la reconnaissance d’antigénes de la lumiére bactérienne et dans la clairance
d’antigénes bactériens intestinaux >° . Il est possible que la déficience de CX3CR1 affecte
cette population de la lamina propria. On ne peut pas complétement exclure que des
altérations de la fonction de ces cellules dendritiques intestinales participent au phénotype du
poids et de I’insulinorésistance chez les souris CX3CR1 KI. Il faut donc rester critique quant
aux études sur les récepteurs aux chimiokines (ou sur leurs ligands) qui peuvent avoir de
multiples roles, parfois différents, dans de multiples tissus. D’autant plus que 1’obésité et
I’insulinorésistance sont des pathologies complexes qui impliquent de nombreux tissus (TA,

foie, muscle, hypothalamus, tractus digestif).

Dans le modéle murin utilisé pour augmenter la population de monocytes Gr1'™" en
HFD, le transgéne humain anti-apoptotique Bcl2 est inséré sous le promoteur CD11c pour
augmenter artificiellement la durée de vie des cellules exprimant I’intégrine CD11c. CD1l1¢
est habituellement utilisée pour marquer les cellules dendritiques. Cependant, conformément a
nos résultats, plusieurs auteurs retrouvent aussi une expression de CD11c sur les monocytes
Gr1'™ ¥ 3* De plus, nous avons mis en évidence que I’expression de CD11c est fortement

1 . . .
1™, ce qui constitue le rationnel de

augmentée sur la sous-population de monocytes Gr
I’utilisation de ce modele dans notre étude. Ce modéle, qui a déja été décrit et utilisé dans

notre laboratoire, présente un nombre de cellules dendritiques conventionnelles spléniques
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augmenté, associé a une augmentation des lymphocytes T CD4 activés spléniques et de

lymphocytes B activés spléniques et circulants ',

Pour conclure, nous ne pouvons pas éliminer formellement le role joué par
d’autres types cellulaires que les monocytes Gr1'" sur le phénotype observé (cellules de
la microglie, cellules de la lamina propria par exemple). Il apparait tout de méme que les
cellules impliquées expriment CX3CR1 et CD11lc au cours de D’obésité, ce qui est
restrictif. De plus, les corrélations marquées entre le taux de Gr1' et le poids d’une
part, et I’insulinorésistance d’autre part, sont en faveur d’un role prédominant de cette

population dans le métabolisme des souris étudiées.

DISCUSSION ET APPLICATIONS A L’HOMME

La finalité¢ des travaux sur les modeles animaux est de décortiquer les mécanismes
cellulaires et moléculaires mis en jeu pour maintenir des conditions homéostasiques et de
comprendre comment leur altération induit des pathologies. Il est difficile d’étudier la
constitution de 1’obésité et le TA chez I’homme. Les mécanismes cinétiques impliqués dans la
constitution de I’obésité sont impossibles a étudier chez ’homme car I’obésité est souvent
installée depuis trés longtemps lorsque le patient est pris en charge. L’étude du recrutement
des cellules immunes, de la dynamique et de la plasticité du TA ne peut donc étre réalisée que
dans des mod¢les animaux ou ex-vivo, a I’aide de cultures cellulaires. De plus, 1’accés aux
tissus humains impliqués dans I’insulinorésistance (adipeux, musculaires, hépatiques,
intestinaux, hypothalamique) est évidemment difficile, voir impossible (hypothalamus). Les
modeles murins sont utilisés car ils permettent la manipulation génétique, dans le but de cibler

des questions précises sur le role de populations cellulaires par exemple. En ce qui concerne
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I’obésité, il existe de nombreuses analogies entre les observations faites chez 1’homme et
celles faites chez les modeles murins. Premi¢rement il existe une analogie concernant
I’hétérogénéité et les différentes fonctionnalités des monocytes circulants, avec notamment
une forte analogie entre la sous-population spécifique de monocytes CD14%™ humains et celle
de Gr1"" murins. Les récents travaux de I’équipe de Dr. Geissmann sont venus éclairer les
discordances dans la classification et la fonctionnalité des populations monocytaires chez
I’homme et la souris (cf introduction). Deuxiémement, chez ’homme obese, le TA est aussi le
siége d’une infiltration des cellules immunes et de macrophages pro-inflammatoires au cours
de 1’obésité . Jusque 13, il était admis que les macrophages infiltrant le TA chez la souris

126
1

présentaient un phénotype de M , alors que les macrophages humains infiltrant le TA des

patients obéses présentent un phénotype mixte de macrophages M1 et M2 ''°. Cependant, les

, y - 132,136
récentes données chez la souris

et les résultats de ces travaux de thése démontrent que le
phénotype des macrophages infiltrant le TA des souris obéses est également mixte, avec
probablement un éventail de populations entre les macrophages M1 pro-inflammatoires et les
macrophages M2 réparateurs tissulaires. En revanche, on peut noter que les cellules
lymphoides présentes dans le TA humain différent de celles du TA murin '*’. De toute fagon,
il est primordial de décortiquer les mécanismes de recrutement des différentes populations
circulantes au sein du TA, de comprendre s’il existe une cinétique de recrutement parallele a
la cinétique de la maladie et de comprendre si chaque population de monocytes/macrophages
joue un rdle spécifique au sein du TA. Toutes ces études ne peuvent se faire que dans des
modeles animaux. Répondre a ces questions permet d’envisager des solutions thérapeutiques
adaptées. En effet, dans le scénario ou les monocytes Gr1™" sont recrutés en phase I pro-
inflammatoire pour se différencier en macrophages M1 puis les Gr1'" en phase II pour se

différencier en macrophages M2 et participer au remodelage du TA, on peut envisager des

inhibiteurs thérapeutiques spécifiques du recrutement et/ou de la différenciation des Gr1™" ou
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. . 1 .~y ..
au contraire des activateurs du recrutement des Grl1®Y ou de la différenciation en

macrophages M2.

Une autre fagon d’aborder le role des populations monocytaires, en 1’occurrence celui
des Gr1'", au cours de ’obésité chez I’homme pourrait éte I’étude de polymorphismes. Chez
I’homme, deux polymorphismes du récepteur CX3CRI1 ont été décrits : T280M et V2491. Ces
polymorphismes sont associés a une diminution de la fonctionnalité du récepteur avec une

179 78

diminution de la migration des monocytes/macrophages et a une diminution de

I’adhésion des monocytes sur des cellules endothéliales activées °°. Ces polymorphismes ont

180 181

été¢ associés a une diminution du risque cardiovasculaire . En revanche, ils ont

182 183 ,
, corroborant nos résultats

récemment ¢été associés a I’obésité et I’insulinorésistance
d’insulinorésistance chez les souris déficientes pour CX3CR1. Plus précisément, dans 1’étude
du Dr. Shah, les polymorphismes sont associés positivement avec le HOMA-R, la leptine, la
présence d’un syndrome métabolique et diabete de type 2 et négativement avec 1’adiponectine
' 11 serait trés intéressant de rechercher une corrélation entre les polymorphismes du géne
CX3CR1 et les CD14"™, ainsi qu’avec I’inflammation du TA. Identifier parmi les patients

obéses (ou non) ceux qui sont a risque d’insulinorésistance permettrait de mettre en place des

stratégies de prévention, qu’elles soient médicamenteuses ou non.

CONCLUSION GENERALE

Nos travaux mettent en évidence pour la premicre fois que la modulation d’une

population monocytaire spécifique, les monocytes Grl'"

, peut influencer le poids et

I’insulinorésistance. De plus, nous démontrons que la monocytose induite par un régime gras
, . 1 . . . Co, .

prédomine sur les Gr1® et que ces derniers expriment un haut niveau d’intégrine CD11c. Il

. . 1 r
existe des arguments forts pour dire que les monocytes Grl°" sont les précurseurs des
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macrophages M2 du TA et protégent de I’insulinorésistance chez la souris. Promouvoir le

recrutement et/ou la différenciation des monocytes Grl'®"

peut étre une voie thérapeutique
dans I’obésité et ses complications. Il faut cependant garder a I’esprit qu’un excés de

réparation tissulaire peut aussi étre nocif et entrainer une fibrose excessive.
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Abstract

Background: Bcl-x is the most abundantly expressed member of the Bcl-2 gene family in

macrophages but its role in macrophage apoptosis during atherogenesis is unknown.

Methods and results: We previously reported the dua role of macrophage survival in the
development of atherosclerosis, perhaps reflecting growing impairment of efferocytosis
during plaque progression. We specifically inactivated Bcl-x in macrophages and evaluated
its impact on atherosclerotic lesion formation in Apoe” mice at early and advanced stages of
the disease. Bcl-x deficiency in macrophages increased susceptibility to apoptosis, resulting in
the depletion of tissue macrophages in vivo, including its major pool, Kippfer cells. We also
observed enhanced cholesterolemia that was however not associated with any acceleration of
early atherosclerotic plaque progression, suggesting that the atheroprotective effect of
macrophage apoptosis at that stage of disease was overwhelmed by enhanced cholesterol
levels. Bcl-x“°™/Apoe’ mice exhibited significantly larger advanced lesions than control
mice. These lesions showed vulnerable traits. Such enhanced lesion size may occur as a result

not only of apoptotic cell accumulation but also of elevated cholesterol levels.

Conclusions: Modulation of macrophage resistance to apoptosis through targeted deletion of
Bcl-x has a mgjor impact on the entire macrophage cell population in the body, including
Kupffer cells. Macrophage survival may, therefore, not only influence atherosclerotic plague

development and vulnerability but also cholesterol metabolism.
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I ntroduction.

Chronic inflammation of the arterial wall is a fundamental feature of atherosclerosis and is
characterized by the accumulation of low-density lipoproteins (LDL) and immune cells
driving both innate and adaptive immunity’. Monocytes that have been attracted to the
inflamed vessel differentiate into macrophages, the maor cell type found within
atherosclerotic lesions. These macrophages then gorge themselves on cholesterol derived
from modified LDL, which they esterify to neutralise the potentially cytotoxic and pro-
apoptotic effects of free cholesterol®. However, the accumulation of pro-inflammatory, pro-
oxidizing and pro-apoptotic stimuli favors macrophage death, the formation of apoptotic
debris and supports necrotic core growth®. This, in turn, may promote plague disruption and
severe thrombotic events in humans® . In support of this hypothesis, experimental evidence
shows that vulnerable, necrotic plagues display increased macrophage apoptosis® ’. Given the
potential consequences of macrophage apoptosis in advanced atherosclerotic lesions,
determining the molecular mechanisms of macrophage death in advanced lesions is therefore
acritical goal.

Macrophage death occurs at all stages of disease development®. However, it has been
suggested that macrophage apoptosis may have a different impact on plague progression
depending on the stage of lesion development during which it occurs® *°. Accordingly, in vivo
studies have shown that disruption of the gene coding for the pro-apoptotic molecule Bax
resulted in an increase in early atherosclerotic lesions ™. It was also shown that disruption of
the anti-apoptotic factor AIM atenuated early plaque formation*s. Our previous studies in
which macrophage resistance to apoptosis was enhanced using macrophage-specific human
Bcl-2 overexpression, have also shown accelerated early plague development™. However,
enhanced macrophage survival delayed advanced plaque progression, while chronic induction
of apoptosis in established lesions resulted in the accumulation of apoptotic cells in advanced

lesions and enhanced plaque progression™.

The relative level of expression of pro-apoptotic (e.g. Bax and Bak) and anti-apoptotic (e.g.
Bcl-2 and Bcl-x) proteins of the Bcl-2 family determines the overall sensitivity of a cell to
apoptotic stimuli**. In macrophages from atherosclerotic lesions there is essentially a

15-17

complete lack of Bcl-2 and little Bcl-x™"". There are also increased levels of the pro-

apoptotic proteins Bad and Bax™>*". Cell culture studies have shown that Bcl-2 and Bcl-x may
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be involved in the protection of macrophages against apoptosis'®*. However, one study
evaluated the in vivo implication of Bcl-2 in the survival of macrophages and its
consequences in aherosclerosis™. In this study, deletion of the floxed Bcl-2 gene was
mediated by Cre recombinase under the control of the Lysozyme M gene, resulting in the
deletion of Bcl-2 in differentiated macrophages, including those present in atherosclerotic
lesions?. As Bcl-x may represent an alternative pathway to control macrophage survival, we
chose to specifically investigate the impact of Bcl-x deficiency on plaque progression. We
evaluated the impact of Bcl-x deletion both at early and advanced stages of the disease as
apoptosis exerts different effects on atherogenesis as a function of lesion stage” . We
addressed the question of the impact of macrophage Bcl-x on atherosclerotic lesion formation
by crossing conditional Apoe’ /Bcl-x-floxed mice with Apoe”/LysM®® mice. Using this
model, we provide evidence that Bcl-x expression by macrophages plays an important
protective role against apoptosis as its disruption resulted in reduction in these cells in tissues,
in elevation in plasma cholesterol levels and in larger and more complicated advanced

atherosclerotic lesions.

Materialsand Methods.

Generation of Bcl-x "% ysM Cre Mice.

The floxed Bcl-x mice of mixed genetic background 129SvEv/C57BL6 were obtained from
Dr. Edmund B. Rucker (University of Missouri, Columbia)®®. LysM-Cre mice in which Cre
recombinase expression is driven by the lysozyme M promoter via gene targeting into the
endogenous lysozyme M locus 2* were obtained from the Jackson Laboratory (Stock Number:
004781; backcrossed 6 times in C57BL6 genetic background ). Multiple crosses of Bcl-

flox/flox

X mice, with LysM e

mice and Apoe’ mice resulted in an almost pure C57BL/6

flox/+ and

genetic background. Mice homozygous for Apoe” and heterozygous for both Bcl-x
LysM“®* were then bred with homozygous Bcl-x""*/Apoe’ mice to generate the mice
used for this study. For the studies described herein, Bcl-x""%* /LysM “"®*/Apoe™ were used
as macrophage Bcl-x deficient mice while Bcl-x""*/Apoe™, LysM“®*/Apoe” and Apoe™

were used as control mice.
Atheroscler osis studies
To assess the impact of macrophage Bcl-x on atherosclerosis progression, 7 weeks old Bcl-

xK© M Apoe”, Bel-x"""/Apoe”, LysM®®*/Apoe’” and Apoe’” mice were fed a 1%-
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cholesteral rich diet (Harlan Teklad, TD97131) for 10 weeks, or a Western diet consisting of
0.15% cholesterol and 20% saturated fat (SAFE, France) for 10 or 27 weeks.

Plasma lipid analyses, quantification of atherosclerotic lesions, TUNEL staining,
immunohistochemistry, analysis of gene expresson by Q-PCR, Isolation of liver
leukocytes and of peritoneal macrophages, flow cytometry. and generation of bone
marrow-derived macrophages (BMDM). All these procedures were performed as
previously described™ %" and are detailed in the Supplemental Methods Section.

Statistical analysis.
Statistical calculations were performed using GraphPad Prism, version 4.03. Results were

analyzed by Student's unpaired t-tests with Welch's correction if variances were unequal.

p<0.05 was considered significant.

Results.

Generation and characterization of macrophage-specific Bcl-x deficiency.

Mice in which exons 1 and 2 of the Bcl-x gene were flanked with loxP sites were crossed with
mice expressing Cre recombinase under the control of the lysozyme M gene to generate mice
in which Bcl-x was deleted in macrophages™ #* . DNA recombination was confirmed in
thioglycollate-elicited peritoneal macrophages in which the wild-type alele was amost
undetectable. When backcrossed into an Apoe’ background, Bcl-x¥° M® mice exhibited no
obvious developmental or morphological abnormalities. To confirm Bcl-x deletion, Bcl-x
mRNA levels were measured in bone marrow derived macrophages (BMDM) from Bcl-x"°
Mac/Apoe’” mice and Apoe’ mice by RT-PCR. mRNA expression of Bcl-x in BMDM of Bcl-
xK© M mjce was 0.002% of that of controls (P<0.000001) while expression of Bcl-2 was
increased two-fold in Bcl-x"© M® macrophages (P<0.01) (Fig. 1A). The mRNA levels of the

KO Mac mice and

proapoptotic genes Bad, Bax and Bid were similar in BMDM from Bcl-x
controls (Fig. 1A). Despite up-regulation of Bcl-2, BMDM derived from Bcl-x*° “*/Apoe™

mice were markedly more susceptible to free cholesterol-induced apoptosis when incubated
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with Ac-LDL and an ACAT inhibitor (P<0.01, fig. 1B), arguing for a pivotal role of Bcl-x in
free-cholesterol induce apoptosis. Similarly, freshly harvested peritoneal macrophages, and
cultured peritoneal and pulmonary macrophages from Bcl-x<© M®/Apoe’™ mice were more
susceptible to apoptosis induced by serum starvation as compared to Apoe’ mice
(Supplemental fig.1A). In addition, we assessed |eukocyte and monocyte subset counts on the
different groups of mice maintained under both chow diet and cholesterol-rich diet. In female
mice fed a chow diet, we found that such cell counts were not atered in Bcl-x<© M*/Apoe”
mice as compared to wild type Apoe’ mice (Fig. 1C-D). By contrast, under the cholesterol-
rich diet, we observed that the leukocyte count was 30% higher in Bcl-x<© M®/Apoe” mice
than in Apoe’ mice (Fig. 1C). As observed in other studies, the cholesterol-rich diet induced
monocytosis (30% higher in controls) which was more severe in Bcl-x<® M®/Apoe’ mice
(150% higher) and was linked to increase in the Gr1"9" monocyte subset (Fig. 1D). The
possibilities of gender differences related to the effect of Bcl-x deficiency were excluded,
indeed, a similar leukocyte and monocyte pattern was observed in males (Supplemental fig.
1B-C).

Impact of macrophage-specific Bcl-x deletion on ather ogenesis and cholesterol levels.

Based on our previous observations showing that increased survival of macrophages resultsin
larger early lesions but smaller advanced lesions, we decided to use a complimentary strategy
and assessed the impact of macrophages more susceptible to stress-induced death on lesion
progression. For this purpose, Bcl-x*°© M*/Apoe™ mice and controls were fed cholesterol-
enriched diets for 10 (0.15% and 1% cholesterol) or 27 (0.15% cholesterol) weeks.
Unexpectedly, we observed higher plasma cholesterol levels in Bcl-x<© M* /Apoe’” mice
compared to Apoe’ controls at al time points and under al diets, including the basal
conditions (chow diet fed mice) (Table 1 and supplemental table 1). However, after 10 weeks
of diet, aortic root lesion area was similar in both Bcl-x° M*/Apoe’™ mice and controls fed a
0.15% (Fig. 2A) or a 1% cholesterol-enriched diet (Fig. 2B). As expected, early lesion area
was larger in mice fed a 1% cholesterol-enriched diet compared to those fed a 0.15%
cholesterol-enriched diet (Fig. 2A-B); 128 000pum? versus 292 000pum? in control females
(P<0.004). As previously reported® **?° no TUNEL" cells were present in these early lesions
(data not shown). This suggests an efficient removal of apoptotic cells at this stage of the
disease. Seventeen additional weeks on a 0.15% cholesterol-enriched diet resulted in larger

(>10-fold) and more complicated lesions with necrotic core formation. At this time point, en
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face analysis of the descending aorta showed that lesion areas were 51% larger (P<0.006) in
females and 25% larger (P<0.04) in males in Bcl-x° M*/Apoe’ mice relative to controls
(Fig. 3A). In contrast to the 10 week time point, the mean area of the aortic root lesion in Bcl-
xK©Me/ A poe’” mice was 27% larger compared to controls after 27 weeks of diet (P<0.02, Fig.
30C).

We next quantified TUNEL-positive cells in advanced lesions (27 weeks). At 27 weeks of
diet, we observed a 3-fold increase in the number of apoptotic cells per lesion in Bcl-x©
Meac/Apoe’™ mice compared to controls (P<0.006, Fig. 3E), corresponding to a 3-fold increase
in apoptotic cell content per mm? of lesion (P<0.04, Fig. 3F). As macrophages undergoing
apoptosis in advanced plaques might likely contribute to necrotic core formation, an indice of
plaque instability, we measured acellular areas in our animals and observed that the necrotic
area was 60% larger in Bcl-x“° M®/Apoe’ mice compared to controls (P<0.0001, fig. 3G).
Collagen content, also indicative of plague stability, was decreased by 35% in the aortic sinus
of Bcl-x"°M&/Apoe™ compared to Apoe™ control mice (P<0.02, Fig. 3H). In males, changes
in plague size (Fig. 2B, Fig. 3A) and in plasma cholesterol (Supplemental Table 1) were
comparable to that observed in femaes (Fig. 2A, Fig. 2B, Fig. 3A, Fig 3C, Table 1)
suggesting that the impact of Bcl-x deficiency was not gender specific as previously reported
for macrophage Bcl-2 deficiency in Bcl-2“° M®/Apoe’ mice . No significant differences in
body weight were observed between genotypes at any time point for both males and females
(Table 1 and Supplemental Table 1).

Impact of macrophage-specific Bcl-x deletion on gene expression and leukocytes in the

liver.

To further document mechanisms by which Bcl-x deficiency in macrophages might affect
plasma cholesterol levels, we extracted mRNA from liver of mice fed a 0.15% cholesterol
(Fig. 4) or a 1% cholesterol-enriched diet for 10 weeks to perform quantitative RT-PCR.
Levels of mRNA for Bcl-x were decreased in the liver of Bcl-x<° M*/Apoe” mice as
compared to controls but significant changes were only observed in mice fed the 0.15%
cholesterol-enriched diet (Fig 4A; supplemental Fig. 2A). As expected, levels of mRNA for
Lysozyme M were significantly decreased (-39%) in LysM“®"//Apoe-/- mice as compared to
control mice that did not express the Cre recombinase (Bcl-x"*"*/Apoe’” and Bcl-x
WApoe’” mice) reflecting a decrease in Lysosyme M expression due to its heterozygous

form in LysM-Cre positive cells. An additional decrease was observed in Bcl-x<® M®/Apoe™
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mice reflecting both the former mechanism and an additional depletion of macrophages
expressing Lysosyme M (-78%, p< 0.0001, Fig. 4A). A similar pattern of expression was
observed in mice maintained on 1% cholesterol-enriched diet (Supplemental Fig. 2A).
MRNAs coding for the mononuclear cell markers CD68 and F4/80 were significantly
decreased (-32% and -24%, respectively) in the liver of Bcl-x“© M®/Apoe’ mice compared to
controls (Fig. 4A, Supplemental Fig. 2A). We also evaluated the expression of several genes
implicated in lipid homeostasis in the liver. As shown in Figure 4C, the expression levels of
LDL-R, ABCG1 and SR-A were significantly decreased (-29%, -40% and -29% respectively)
while those of ACAT-2, LXRa,, ABCA1, and SR-BI were similar in Bcl-x*° “®/Apoe™ and
control mice. A similar pattern of expresson was observed in mice maintained on 1%
cholesterol-enriched diet (Supplemental Fig. 2B). We were aso able to demonstrate an
ongoing inflammatory process in the liver of Bcl-x“°M®/Apoe’ mice as there was significant
upregulation of MCP-1 mRNA in comparison to controls, indicative of the activation of
endothelial cells and macrophages (Figure 4D). Flow cytometric analysis revealed that the
Kuppfer cell population (resident macrophage population of the liver) was significantly
reduced (-27%, P<0.01) in Bcl-x° M®/Apoe” mice compared to controls, while the DC
population was unaffected (Fig. 4E). Interestingly, a 2.2 fold increase in MHC Class I
positive liver leukocytes was observed in Bcl-x© M®/Apoe’” mice as compared with controls
(Fig. 4E; P<0.0003).

Discussion.

Given the crucial role of macrophages the maintenance of homeostasis and the regulation of
innate immune responses, the regulation of their life span is critical in both physiological and
pathological processes. Macrophage survival depends on multiple pro- and anti-apoptotic
molecules, among which the anti-apoptotic protein Bcl-x is hypothesized to be criticaly
involved both in monocyte/macrophage differentiation and survival, both in humans and
mice®?. Our experimental model, in which macrophages specifically lack Bcl-x, further
emphasi ze the critical involvement of Bcl-x in the protection of macrophages from apoptosis.
Indeed, we demonstrated that expression of Bcl-x is aimost abolished in BMDM from Bcl-
x“© ME/Anoe” mice resulting in poor resistance to apoptotic stress in vitro. In vivo, we
noticed a clear depletion of kupffer cells, the liver resident macrophages, as shown by the
reduction in expression of mMRNA encoding genes mainly associated with macrophages

(LysM, SR-A, ABCG1, CD68, and F4/80) in the liver of Bcl-x° M®/Apoe’” mice when
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compared to controls. Of note, the reduction of Bcl-x expression was compensated by changes
in the expression of the anti-apoptotic gene Bcl-2 as observed in BMDM, but not to an extent

that afford protection against apoptosis.

Our data clearly show a significant effect of Bcl-x deficiency in macrophages on circulating
cholesterol levels of mice maintained on chow-, and cholesterol-enriched diets. Interestingly,
these observations are consistent with earlier observations in both mice and humans, which
also suggest a role for mononuclear phagocytes in cholesterol homeostasis. For example, the
hematopoietic growth factor macrophage colony-stimulating factor (M-CSF or CSF-1) was
reported to lower cholesterol levels in rabbits and non-human primate models® . At the
opposite, op/op mice harbouring a mutation in the csf1 gene, which results in a reduction in
monocyte and several tissue macrophage populations such as Kipffer cells®, present a
marked hypercholesterolemia when backcrossed in an apoE-deficient background
(reference)®. We also previously observed a similar phenotype in CD11c-DTR Apoe’ mice
in which atransient elimination of DCs increased plasma cholesterol levels”. Taken together,
these observations indicate that mononuclear phagocytes may directly or indirectly influence
cholesterol homeostasis. The mechanisms responsible for the increase in total plasma
cholesterol levels in Bcl-x"° M®/Apoe” mice were not explored in the framework of this
study, and the deficiency in ABCG1 mRNA in the liver may likely not contribute to the
elevation of circulating cholesterol levels as ABCGL1 deficiency in bone marrow derived
macrophages was not shown to be associated with enhanced cholesterol levels* *. The lower
expresson of ABCG1 mRNA may likely reflect the depletion of Kuppfer cells as it is
primarily expressed by these cellsin the liver®.

As macrophage apoptosis has been shown to limit the development of early atherosclerotic
lesions™™** 3" *8 \we would have expected a protective effect in early lesions in Bcl-x<°
Mac/Apoe’ mice. However, due to concomitant elevation in plasma cholesterol in Bcl-x<©
Mac/Apoe” mice, the protective effect of increased macrophage death may have been
overwhelmed by the hypercholesterolemia observed in these mice. The absence of TUNEL
positive cells in the lesions of Bcl-xX© M*/Apoe” and control mice may reflect efficient
efferocytosis at this stage® *. Thus, Bcl-x might still play an important role in the control of

macrophage survival in early lesions.

In advanced lesions, Bcl-x deficiency in macrophages was associated with larger lesion size

in Bcl-x“°M®/Apoe’” mice as compared to Apoe’” lesions. This finding was associated with a
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higher frequency of apoptotic cells, alarger necrotic core area and alower collagen content in
the lesions of Bcl-x“° M*/Apoe’” mice. Interestingly, all these features are indicative of
enhanced plaque vulnerability and further support the concept that apoptosis of macrophages
favours necrotic core growth. In this model, we cannot distinguish the respective contribution
of higher cholesterol levels or of higher susceptibility of macrophages to apoptosis in lesion
development in Bcl-x<° M*/Apoe’ mice during the period of advanced plague growth.
However, irrespective of the role of higher cholesterol levels, this might not aways be
correlated to plague growth*. The depletion of macrophages seems to occur in the latter
stages of the disease as we observed |lower macrophage content in livers and spleens of 1 year
old Bcl-x*© M*/Apoe’ mice as compared to controls (data not shown). These results are
consistent with our previous observations indicating that macrophage apoptosis in advanced
lesionsis pro-atherogenic™®.

In summary, the present study confirms that macrophage apoptosis appears to be more
important in advanced rather than early lesions development, thereby providing arationale for
the association between apoptotic cell accumulation, necrotic core formation and resulting
vulnerable traits. In the quest to identify specific molecular targets and processes that would
target the growth of vulnerable lesions, our data suggest that sustaining Bcl-x levels in
macrophages would be beneficial both in reducing apoptotic macrophage accumulation in
advanced atherosclerotic plagues and maintaining cholesterol homeostasis in the liver,

supporting the concept of cross-talk between innate immunity and metabolism.
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Table 1. Body weight and lipid parameters.

KO Mac

Females on Apoe’ background Wild-type Bcl-x P

7 week old females on chow diet n=37 n=31

Weight, g 165+ 04 17.4+£05 NS

Total cholesterol, mg/dl 400+ 16 523+24 <0.00004
Free cholesterol, mg/dl 135+6 172+ 7 <0.0002
Triglycerides, mg/dl 158 + 16 161 + 15 NS

17 week-old females maintained for 10 weeks _

on a 1% cholesterol rich diet n=23 n=20

Weight at sacrifice, g 182+04 19.29+ 0.6 NS

Total cholesterol, mg/dl 1129 + 83 1701+ 71 <0.00001
Free cholesterol, mg/d| 355+ 29 493+ 34 <0.003
Triglycerides, mg/dl 80+5 92+7 NS

34 week-old females mai ntai ned 27 weeks n=9 n=8

on a 0.15% cholesterol rich diet

Weight at sacrifice, g 244+0.9 21.8+1.2 NS

Total cholesterol, mg/dl 717 +56 1060 + 84 <0.002
Free cholesterol, mg/dl 242 + 19 328+ 24 <0.01
Triglycerides, mg/dl 52+ 8 86+ 14 NS
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Characterization of mononuclear cellsin Bcl-x null Apoe” mice. Levels of anti-
apoptotic genes measured in bone marrow-derived macrophages (BMDM) from Bcl-x©
Mec/Apoe’™ mice and Apoe™ mice by RT-PCR (A). Peritoneal macrophages from control (Bcl-
X" A noe”™ and LysM “®*/Apoe’™) and Bcl-xK° M®/Apoe’ micewere incubated under FC-
loading conditions and analyzed for apoptosis by TUNEL staining. The percentage of
apoptotic cells stimulated by treatment with Ac-LDL (50ug//ml) and an ACAT inhibitor
(10ug/ml; S58035 Sandoz) isthe ratio of TUNEL positive cells relative to DAPI positive cells
(B). Quantitative analysis of circulating leukocytes (C) and monocyte subsets (D) in female
mice maintained on chow diet or 1% cholesterol-enriched diet for 10 weeks. Values represent
mean £ SEM of 15-20 mice per group. Statistically significant differences. * P<0.05, **
P<0.01, *** P<0.00001.

Figure 2. Quantification of early ather osclerotic lesionsin aortic roots of mice. Mice were
maintained on 0.15% (A) or 1% cholesterol-rich diet (B) for 10 weeks. Vaues represent the

mean = SEM of 10 mice per group.

Figure 3. Images and quantification of lesion surface, necrotic area, apoptotic cells and
collagen content of advanced atherosclerotic lesions in mice fed a Western diet for 27
weeks. Quantification of lesions in aortic arch and thoracic aorta (A, B) and aortic roots (C,
D) of Bcl-x“°M*/Apoe’” and Apoe” mice. Females are shown in figures B to |. The ratio of
TUNEL positive cells per aortic root section (E), per Oil red O-positive staining areas were
calculated for each mouse (F). Plaque necrosis was quantified by measuring the DAPI-
negative acellular areas in the intima (G). Collagen content was assessed by Sirius Red
staining (H, 1). Photographs illustrate representative staining (D and I). Values represent the
mean £ SEM of 8 mice per group. Statistically significant differences: * P<0.05, ** P<0.01
and *** P<0.0001.

Figure 4. Quantification of hepatic mMRNA and leukocyte content in female mice fed a
0.15% cholesterol atherogenic diet. Levels of mRNA expression of functional markers of
the genetic ablation carried out (A), mononuclear phagocytes (B), cholesterol metabolism (C)
and inflammatory markers (D) were evaluated by gPCR in the livers of Bcl-x“© M®/Apoe”

and Apoe” mice fed a Western diet for 10 weeks. Relative mRNA expression of each gene
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was normalized to the average expression of three housekeeping genes (beta-glucuronidase,
hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase and ribosomal protein S3). Flow cytometric
analysis of isolated liver leukocytes (KC: kuppfer cells, DC: dendritic cells) (E). Values

represent the mean £+ SEM of 10 mice per group. Statistically significant differences: *
P<0.05, ** P<0.01, and *** P<0.0001
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Supplemental Table 1. Body weight and lipid parameters.

Males on Apoe™ background Wild-type Bcl-x<©Mac P

7 week old males on chow diet n=16 n=27

Weight, g 19.8+ 0.9 185+ 0.5 NS
Total cholesterol, mg/dl 468 + 21 595 + 29 <0.002
Free cholesterol, mg/dl 165+ 6 197+ 35 <0.006
Triglycerides, mg/dl 316+ 17 259 + 23 NS

17 week old males maintained for 10 weeks _ _

on a 1% cholesterol rich diet n=12 n=23

Weight at sacrifice, g 20.9+0.8 21.7+04 NS
Total cholesterol, mg/d 1195+ 80 1706 + 81 <0.0003
Free cholesterol, mg/dl 347+ 23 457 + 19 <0.001
Triglycerides, mg/dl 87+8 88+7 NS

34 week old males mai ntgi ned_ for 27 weeks n=8 n=12

on a 0.15% cholesterol rich diet

Weight at sacrifice, g 325+11 209+1.0 NS
Total cholesterol, mg/dl 873+ 62 1134+ 75 <0.03
Free cholesterol, mg/dl 27721 351+ 23 <0.04
Triglycerides, mg/dl 104 £ 22 107+ 10 NS
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Supplemental Table 2. Q-PCR Primers

e Sense Primer Antisense Primer
Bol-xL 5'-CCCCACCACAACTCTCTCTT-3 5-TCCCTACACACCCCTCTCTG-3
NT 039207.7

LysM 5-AAAACCCCAAGAGCTGTGAAT-3' 5-GAATGCCTTGGGGATCTCTC-3
NT_039500

CD68 5 -TTGGGAACTACACGTGGGC-3 5 -CGGATTTGAATTTGGGCTTG-3
NT_096135

F4/80 5-AGTACGATGTGGGGCTTTTG-3 5'-CCCCATCTGTACATCCCACT-3
NT_039649

LDL-R 5 -CACTCACTGGTGACCGAAA-3 5-CATTGACATCGATGCTGGAG-3
NT 039472

ACAT-2 5-GTATTTGCAACGGAGGAGGA-3' 5-GCCCAAGGGAGTCACATTTA-3'
NT 039472

LXRa 5-AATCGAGGTCATGCTTCTGG-3' 5-TGGAGAACTCAAAGATGGGG-3'
NM_00177730.1

ABCA1 5-GGCTGTCCAATTTTGTCTGG-3 5 -TAGAACGGGCAGGTTGGTAG-3
NT_109315

ABCGL 5-AGGTCTCAGCCTTCTAAAGTTCCTC-3 | 5'-

N TCTCTCGAAGTGAATGAAATTTATCG-3
SRA 5 -CTGGACAAACTGGTCCACCT-3 5-GTCCCCGATCACCTTTAACA-3
NT_039460

SRBI 5-GCTGCGCTCGGCGTTGTCAT-3 5-GGGACGGGGATCTCCTTCCA-3
NT_039313

MCP-1 5-CCCTGTCATGCTTCTGGG-3 5-GGATCATCTTGCTGGTGAATG-3
NT_096135

Bal-2 5 -AGAGCGTCAACAGGGAGATG-3' 5'-CAGCCAGGAGAAATCAAACAG-3
NT 078297

IFNy 5 -GAGGAACTGGCAAAAGGATG-3 5 -GTTGCTGATGGCCTGATTG-3
NT_039500

IL-1 5 -TGTAATGAAAGACGGCACACC-3' 5-TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG-3
NT_039207

Stat-3 5 -GGAAATAACGGTGAAGGTGCT-3 5-CATGTCAAACGTGAGCGACT-3'
NT 165773

HPRT 5-TGACACTGGTAAAACAATGC-3' 5-AACACTTCGAGAGGTCCTTT-3
NT 039702

B-gus 5 -CTCATCTGGAATTTCGCCGA-3' 5-GGCGAGTGAAGATCCCCTTC-3
NT 039314

RPS3 5-ATCAGAGAGTTGACCGCAGTTG-3’ 5-AATGAACCGAAGCACACCATA-3
NT_039433

Bid 5 -TCACAGACCTGCTGGTGTTC-3 5- GTCTGGCAATGTTGTGGATG-3
NT_039353.7

Bad 5 -AGGACTTATCAGCCGAAGCA-3 5- GCTCAAACTCTGGGATCTGG-3
NT_039687

Bax 5 -TGGAGATGAACTGGACAGCA-3 5-GAAGTTGCCATCAGCAAACA-3

NT_039424.7
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Supplemental Figure 1. Susceptibility of macrophages to apoptosis and quantitative
analysis of circulating leukocytes and monocyte subsets in male mice. Fresh peritoneal
macrophages isolated from control Apoe” and Bcl-x*°© M*/Apoe’” mice were serum starved
for 4 hours and analyzed for apoptosis by flow cytometry. Peritoneal and pulmonary
macrophages isolated from control Apoe” and Bcl-x<° M*/Apoe” mice were cultured for 6
days, then serum-starved for 24 hours and analyzed for apoptosis by TUNEL staining (A).
Quantitative analysis of total circulating leukocytes (B), monocytes and individual monocyte
subsets (C) in the different groups of male mice maintained under both non-inflammatory
(chow diet) and atherosclerotic conditions (cholesterol-rich diet). Values represent the mean +
SEM of a minimum of 15-20 mice per group. Statistically significant differences: * P<0.05,
** P<0.01 and *** P<0.001.

Supplemental Figure 2. Quantification of hepatic mMRNA in female mice fed a 1%
cholesterol-enriched diet. Levels of mRNA expression of functional markers of the genetic
ablation (A), mononuclear phagocytes (A), cholesterol metabolism (B) were evaluated by
gPCR in the livers of Bcl-x° ®/Apoe’ and Apoe’ mice fed a cholesterol diet for 10 weeks.
Relative expression of each gene was normalized to the average expression of mRNA for
three housekeeping genes (beta-glucuronidase, hypoxanthine guanine phosphoribosyl
transferase and ribosomal protein S3. Values represent the mean + SEM of 10 mice per group.
Statistically significant differences: * P<0.01, ** P<0.001.
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Supplemental Fig. 1
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Supplemental Fig. 2
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Abstract

Background: Dendritic cells (DCs) are central to the regulation of immunity, the
polarization of the immune response, and the induction of tolerance to antigens.
However they also have a key role in the development of atherosclerosis through both
regulation of the accumulation of lipid in the earliest stages of plaque formation and in
the regulation of plasma cholesterol levels. The mechanisms whereby they regulate the
cholesterolemia remains to be defined.

Methods and Results: We used an apolipoprotein E deficient background mouse model
in which the lifespan and immunogenicity of DCs are enhanced by specific
overexpression of the antiapoptotic gene hBcl-2 under the control of the CD11c
promoter. CD11c-hBcl2 mice exhibited an expanded DC population in the spleen (a
major lymphoid organ) and in the liver and the small intestine (the two main organs
involved in the cholesterol metabolism). This increase in DC populations was associated
with decreased plasma cholesterol levels. This was also associated with an increase in
fecal sterol excretion and decreases in cholesterol absorption and fecal bile acid
excretion. CD11c-hBcl2 mice also exhibited organ-specific enhanced T-cell activation,
with a polarization to a T-helper 1, T-helper 2 and Th17 cytokine expression profile in
the spleen and a T-helper 17 cytokine expression profile in the small intestine. In
addition, an elevated level of regulatory T cell differentiation cytokine expression profile
was observed in both organs. Unlike in the spleen and in the small intestine, the
enhanced DC population did not appear to influence T cell profile in the liver and
suggest a tolerization profile.

Conclusions: Taken together, the present data reveal that DCs are central to the
atherosclerotic process, because they are directly implicated in both cholesterol

turnover and immune response.
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Introduction

Cholesterol is an important constituent of all mammalians cell membranes and it is also
the precursor of steroid hormones and bile salts 1. However, high cholesterol levels are a
major risk factor for cardiovascular disease (CVD) and promote the development of
atherosclerosis. The active management of plasma cholesterol is therefore a major
target in the prevention and treatment of CVD. Atherosclerosis is characterized by the
accumulation of lipids, fibrous elements and immune cells in the intima of arteries 2. It is
now recognized that development of atherosclerotic lesions is directly linked to an
immuno-inflammatory response, characterized by the recruitment of various
populations of leucocytes including monocytes, macrophages and dendritic cells (DCs) %
4 As a major regulator of the immune response, DCs are potentially a key player in
atherosclerosis. DCs are the major antigen-presenting cells in the immune system. They
can induce the innate immune response, but they are also able to trigger the adaptive
immune response > 6. DCs are able to secrete inflammatory cytokines, stimulate B cells,
T cells, natural killer T cells and they can induce T cell differentiation into T-helper 1
(Th1), T-helper 2 (Th2) and Th17 phenotypes 7. DCs are also able to generate regulatory
T cells (Treg) to favor tolerance to antigens 8. DCs are distributed through all organs and
they are also present in atherosclerotic plaques °-11 where they appear to have a key role
in the regulation of the accumulation of lipid in the earliest stages of plaque formation 1%
13, It has recently been demonstrated that experimentally induced changes in DC
numbers directly impacts plasma cholesterol levels 14. For example in a CD11c-hBcl-2
apoE /- transgenic mouse model, characterized by an increase in DC survival and
numbers, plasma cholesterol was reduced relative to apoE /- controls 4. Similar
decreases in plasma cholesterol have also been observed in rabbits > and in patients
with aplastic anemia 1¢ or coronary artery disease 17 following administration of
granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), a key factor for DC growth
and differentiation 8. These observations indicate that DCs may, directly or indirectly,
influence cholesterol homeostasis.

In the present study, we demonstrate that an expanded DC population and related
reduction in plasma cholesterol levels are associated with a decrease in dietary
cholesterol absorption and an increase in fecal sterol excretion. Those observations
were associated with a modification of the expression of genes involved in cholesterol

metabolism in the liver and in the small intestine, the major tissues involved in
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cholesterol homeostasis. In addition, we found that the increase of DC population drive
Th17 differentiation in the spleen and the small intestine that have recently been shown

to have an impact on lipid metabolism.

Materials and Methods

Animals and bone marrow transplantation

For bone marrow transplantation, apoE~/- mice (on a C57BL/6 background) were
supplied from the Animal Resources Centre (Perth, Western Australia). Female apoE-/-
mice (5-6 weeks old) were subjected to medullar aplasia with 9 Gray lethal total body
irradiation. The next day, femur bone marrow was isolated from donor CD11c-hBcl-2
apoE”/- or WT apoE~/- mice and 2.5-3x10¢ bone marrow cells were injected via the tail
vein into the irradiated mice to rescue their hematopoietic systems. Mice were housed
in cages under air-filtered conditions and supplemented with antibiotics (penicillin (100
U/ml) + streptomycin (100 pg/ml)) in the drinking water for 4 weeks, to allow the
hematopoietic system to reconstitute. They were fed a normal chow diet to 20-24 weeks
of age. All animal procedures were performed in strict compliance with animal welfare
regulations and protocols were approved by the University of New South Wales Animal
Care and Ethics Committee, (Sydney, Australia) and with accreditation from the French

government.

Plasma lipid analysis, tissues cholesterol extraction, measure of intestinal
cholesterol absorption, measure of fecal sterol and bile acids excretion, isolation
of leukocytes from spleen, liver and small intestine for flow cytometry analysis
and analysis of gene expression by Q-PCR were performed as previously described 14

19-21 and detailed in the Supplemental Materials and Methods section.

Statistical analysis
Data are presented as mean +/- SEM. The statistical significance of the differences
between groups was tested by the Student’s t-test for unpaired data. A difference was

considered statistically significant when P<0.05.
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Results

CD11c-hBcl2 mice exhibit a greater number of dendritic cells in spleen, liver and
small intestine.

We have previously shown that DCs of CD11c-hBcl-2 mice overexpress hBcl-2 protein
and display enhanced resistance to apoptotic stress 14 As a consequence of their
increased survival, the relative numbers of DCs are increased in vivo 1*. In the present
study we confirmed that the DC populations were enriched in the spleen, liver and small
intestine from CD11c-hBcl-2/ apoE~/- mice, relative to apoE~/- controls (Figure 1). This
increase was accompanied by splenomegaly but no change in the liver or small intestine
size (data not shown). As shown in Figure 14, the percentage of conventional DCs (cDCs)
and myeloid DCs (mDCs) but not plasmacytoid DCs (pDCs) was higher in CD11c-hBcl-2
apoE~/- spleen relative to the apoE~/- controls (of note: pDCs express intermediate level
of CD11c). Expression of the activation marker CD80 was also increased in the spleen
(data not shown). In the liver (Figure 1B), higher levels of cDCs but not mDCs was found
in CD11c-hBcl-2 apoE~/- animals, whereas in the small intestine (Figure 1C) in both c¢DCs
and mDCs were higher. The DC proportion of tissue leucocytes was much higher in the
intestine with (9-15% of cDCs and 6-12% of mDCs) compared to the spleen (4-6% of
cDCs and 1.5-2.5% of mDCs) and the liver (2-3% of cDCs and 1% of mDCs) in both
control and CD11c-hBcl-2 apoE-/- model, consistent with previous observations 22.
Because macrophages may also express CD11lc 23 24 we separately assessed the
percentage of macrophages (defined by the membrane co-expression of CD45, F4/80
and CD11b) present in the spleen, liver and intestine (Figure 1D). The results showed no
significant increase in the macrophage population in any of these organs in CD11c-hBcl2
mice. Based on these results, we concluded that CD11c-hBcl-2 mice exhibit a significant

and specific elevation in the DC populations of all tissues studied.

CD11c-hBcl2 mice exhibit a lower plasma cholesterol level.

The impact of an increased DC population on plasma and tissue cholesterol levels was
evaluated in CD11c-hBcl-2/apoE/- transgenic and apoE-/- control mice on a normal
chow diet. As shown in Figure 2A, CD11c-hBcl-2 apoE~/- mice exhibited a statistically
significant 10.4% decrease in total plasma cholesterol concentration relative to controls.
No statistical differences in plasma free cholesterol or triglycerides concentrations were

found. This difference found in total cholesterol is similar to that observed previously 4.
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Tissue cholesterol levels were measured in the spleen, the liver and the small intestine.
No difference in any organs was found between CD11c-hBcl-2 apoE-/- mice and control
apoE”/- mice in total cholesterol, free cholesterol or cholesteryl ester concentrations
(Figure 2B). However, because the spleens were bigger in CD11c-hBcl-2 apoE-/- mice,
when cholesterol levels were expressed per whole organ, rather than per tissue weight,
total and free cholesterol contents were higher in the spleens, but not in the other

organs, of CD11c-hBcl-2 apoE-/-mice (Supplemental Table 1).

Enhanced DC lifespan modifies cholesterol turnover.

To understand mechanisms behind the observed decrease in plasma cholesterol levels
in CD11c-hBcl-2 apoE~/- mice, we measured fecal sterol excretion (Figure 3A), intestinal
cholesterol absorption (Figures 3B, 3C) and bile acid excretion (Figure 3D). We
measured a 16.8% increase in total fecal sterol excretion in CD11c-hBcl-2 apoE~/- mice
relative to controls. This effect was mostly due to a significant increase in excretion of
coprostanol, which is formed from cholesterol in the gut by intestinal bacterial flora. We
also measured a smaller and non-significant increase in cholesterol excretion and a
significant decrease in epicoprostanol excretion, another minor gut-derived derivative
of cholesterol. A non-significant decrease of cholestanone was also observed in CD11c-
hBcl-2 apoE-/-mice compared to the control.

Cholesterol absorption measured by dual isotope labeling showed a small but significant
decrease of 3.8% for CD11c-hBcl-2 apoE-/- mice relative to apoE~/- mice, which was
reflected in a greater amount of 14C cholesterol was found in feces of CD11c-hBcl-2 apoE-
/~mice 24h after gavage (Figure 3C).

Consistent with reduced cholesterol absorption, fecal bile acid levels were also
significantly lower in CD11c-hBcl-2 apoE~/- mice, which excreted 23.6% less bile acids
compared to apoE~/- control mice. Taken together, these results showed that enhanced
DC levels are associated with reduced cholesterol absorption, possibly related to
reduced intestinal bile acid content. It is likely that reduced intestinal sterol absorption
contributes to the observed decrease in plasma cholesterol levels in the CD11c-hBcl-2

apoE-/-mice.

Enhanced DC lifespan induce modification of genes expression involved in

cholesterol metabolism.
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To further understand the impact of altered DC populations on cholesterol turnover in
CD11c-hBcl-2 apoE”/- mice, we measured liver (Figures 4A, 4C) and small intestine
(Figures 4B, 4D) mRNA expression for a range of genes involved in cholesterol
metabolism. While many genes associated with cholesterol transport were unaltered in
liver (Figure 4A) we observed significant increases in expression of ABCG5 and SR-B1
and decreased expression of low density lipoprotein receptor (LDLr) mRNA levels in
CD11c-hBcl-2 apoE/- liver relative to controls. No changes were observed in ABCA1,
ABCG1, ABCGS8, CD36 and NPC1L1 mRNA expression. In the small intestine, a similar
large increase in expression of ABCG5 and SRBI was observed, together with a large
increase in NPC1L1 expression and a smaller, but significant, increase in ABCA1, in
CD11c-hBcl-2 apoE-/- mice relative to apoE~/- controls (Figure 4B). In intestine, the
expression of ABCG1, ABCG8, CD36 and LDLr did not change. These data suggest that the
uptake and export of cholesterol in the liver and in the small intestine were modified by
altered DC levels. The fact that tissue cholesterol levels were similar between groups is
consistent with unchanged expression of several cholesterol-dependent genes, such as
ABCG1.

Expression levels of genes involved in cholesterol synthesis revealed a modest but
significant increase of hydroxymethyl-glutaryl CoA reductase (HMGCOAR) mRNA in the
liver and a large (3-fold) increase in the small intestine of CD11c-hBcl-2 apoE~/- mice,
relative to controls. The expression of sterol regulatory element binding protein
(SREBP)-2 also increased in the small intestine but not in the liver and the expression of
SREBP1 was lower in CD11c-hBcl-2 apoE-/- liver but remained unchanged in the small
intestine (Figures 4C, 4D).

Analysis of the expression of PCSK9 and nuclear receptors involved in cholesterol
metabolism in CD11c-hBcl-2 apoE/- compared to controls showed a range of significant
but minor changes in both liver and small intestine, except for LXRa and RXR. LXRa was
reduced by 50% in liver and increased in the small intestine, while RXR, which
heterodimerises with several other orphan nuclear receptors such as the PPARs, LXRs
and FXR, was increased in the small intestine but not in the liver.

In the liver, we observed a small decrease in the mRNA level of cholesterol 7a-
hydroxylase (CYP7A1) and no change in sterol 27-hydroxylase (CYP27) expression,
together with a decrease level of bile salt export pump (BSEP) mRNA in CD11c-hBcl-2

apoE~/- mice compared to Apoe”/- control mice. These genes are key control points in
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hepatic bile acid synthesis and export. In the small intestine, the expression of the ileal
sodium-dependent bile acid transporter (SLC10A2) remained unchanged.

Taken together, these results suggest that increasing the size of the DC population
induces changes in the expression of genes involved in the absorption and the excretion

of cholesterol and also in cholesterol synthesis itself.

Effect of enhanced DC lifespan on T cells responses.

Because DCs might induce the activation and recruitment of T cells, including T
regulatory cells, we investigated T cell populations in spleen and intestine (Figures 54,
5D) of CD11c-hBcl-2/apoE~/- and apoE”/- control mice. The data revealed that the
percentage of activated T helper cells decreased non-significantly in the spleen (Figure
5A) and in the small intestine (Figure 5D) of CD11c-hBcl-2 apoE~/- mice compared with
controls whereas the percentage of activated cytotoxic T cells was lower in the small
intestine of CD11c-hBcl-2 apoE/- mice. A non-significant increase in T regulatory cells
was found in CD11c-hBcl-2 apoE-/-spleens compared with apoE-/- controls.

We also measured the mRNA expression of key mediators of T cell responses induced by
DCs (Figures 5B, 5C, 5E). Enhanced expression of interferon (IFN)-y, interleukin (IL)-
12p40 and TIM-3 (T-cell immunoglobulin- and mucin-containing molecule, a
transcription factor promoting Th1l development) was found in the spleen of CD11c-
hBcl- 2 apoE-/- mice, relative to controls (Figure 5B). In contrast, expression of Thl
markers IFNy and IL-12p40 was lower in liver (Figure 5C) and small intestine (Figure
5E) of CD11c-hBcl- 2 apoE”/- mice relative to controls, and levels of TIM3 were
comparable. Levels of GATA-3 mRNA (a transcription factor promoting Th2
development), were increased in the spleen, decreased in the liver and were unchanged
in the small intestine (Figures 5B, 5C, 5E).

Unchanged level of STAT3 and IL-23p19 but a large increase in the levels of
transforming growth factor-f (TGFp), IL-6 (factor promoting Th17 development) and
IL-17 mRNA 25 26 were found in CD11c-hBcl-2 apoE/- spleen (Figure 5B). No changes
were found for any of Th17 markers in the liver (Figure 5C) between CD11c-hBcl-2
apoE/- and apoE-/- control mice, whereas an increase in the expression of STAT3, TGFp,
IL-6 and IL-17 but not IL-23p19 was found in the small intestine of CD11c-hBcl- 2 /
apoE~/-mice compared to the controls (Figure 5E).

Analysis of the expression of key markers of regulatory T cells (Treg) showed no

changes in Foxp3 but a large increase of TGF-f and IL-10 in the spleen of CD11c-hBcl- 2
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apoE/- mice relative to controls (Figure 5B). In the liver, the expression of Foxp3 was
reduced in CD11c-hBcl-2 apoE-/- mice and no changes were found in the expression of
TGFp and IL-10 (Figure 5C). In the small intestine, an increase in TGFf3 was found, but a
decrease in Foxp3 expression and no changes in IL-10 expression were observed in
CD11c-hBcl-2 apoE-/- mice compared with controls (Figure 5E). In addition, an increase
of CCRY, receptor involved in T cells migration to the small intestine, target of retinoic
acid 27 was observed in the small intestine of CD11c-hBcl-2 apoE-/- mice compared with
controls mice (Figure 5E).

Expression levels of classic inflammatory genes revealed elevated levels of tumor
necrosis factor-a (TNFa) mRNA but similar levels of IL-1 mRNA in the spleens of
CD11c-hBcl-2 apoE”/- mice compared with controls (Figure 5B). In the liver, comparing
CD11c-hBcl-2 apoE-/- mice and apoE~/-, the same levels of expression of TNFa and IL-1p
were found (Figure 5C) whereas an increase in those two markers was observed in the
small intestine (Figure 5E) of CD11c-hBcl-2 apoE~/-mice.

The mRNA expression of IL-15, characteristic of proliferation and differentiation of NK
cells, T and B cells and maintenance of cytotoxic memory T cells 28, was significantly
increased in the spleen of CD11c-hBcl-2 apoE-/- mice (Figure 5A). In contrast, no
differences in IL-15 mRNA expression were measured in the liver (Figure 5C) and in the
intestine (Figure 5E).

Taken together, these data suggest that an enhanced DC population in the spleen
induces an inflammatory response and leads to a complex profile of T cell responses
with a polarization toward a Th1, Th2 and Th17 profile that might be regulated by the
induction of Treg differentiation driven by DCs. These results are consistent with those
of Gautier et al. 1. By contrast, the enhanced DC population does not appear to induce
any T cell response or an inflammatory response in the liver. In the small intestine, DCs
appear to induce an inflammatory response associated with a Th17 response which
might drive Treg differentiation via the release of TGFf and retinoic acid, that could
down-regulate Th1 and Th2 responses. In addition, the liver and the small intestine have
in common a decrease in Th1 markers, so a mechanism of tolerance may be induced in

those two organs by the increased of DC numbers.
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Discussion

By examining the relationship between DC lifespan and actors of cholesterol
metabolism, we discovered that an increase of DC numbers has an effect on cholesterol
turnover, increasing fecal sterol excretion and reducing cholesterol absorption and fecal
bile acid excretion. We also found that DCs have an organ-specific impact on T cell
development.

The major finding in the CD11c-hBcl-2 apoE-/- mice model is that of the increase of DC
numbers induced a 10% decrease of plasma cholesterol levels. This is similar to that
observed previously in the same model on both Ldlr /- and apoE-/- backgrounds where
22% and 14% decreases, respectively, in plasma cholesterol levels were observed on a
chow diet 4. Surprisingly, this was not associated with a decrease in cholesterol
concentration in any of the organs tested (spleen, liver and small intestine). We also
found that the increase in DC numbers was associated with an increase of total fecal
sterol excretion and a decrease in cholesterol absorption and fecal bile acid excretion,

which may be related to the observed decrease of plasma cholesterol.

The increase in fecal sterol excretion could be due to an increase of cholesterol secretion
in the bile. The elimination of cholesterol from liver into the bile represents the major
route for the reverse cholesterol transport (RCT) pathway and it is possible that an
increase in the DC population could increase the rate of cholesterol excretion. Consistent
with this, liver ABCG5 expression was increased in CD11c-hBcl-2 animals and this
transporter is known to be involved in biliary cholesterol excretion 29-32. We also
observed an increase in liver SR-B1 expression. Increased expression of SR-BI is
reported to markedly reduce plasma high-density lipoprotein (HDL) levels and increase
biliary secretion of cholesterol 33 34 In addition, it has been shown that SR-B1
expression has an atheroprotective effect 35 36, Further study is required to directly
measure biliary cholesterol output.

The increase of total fecal sterol excretion in CD11c-hBcl-2 apoE-/- mice could also be
due to stimulation of an alternative pathway called transintestinal cholesterol excretion
(TICE) 37. TICE is proposed as a mechanism of direct secretion of plasma cholesterol into
the intestinal lumen, stimulated by activation of LXR 38. This pathway is suggested to
contribute significantly to the total fecal sterol excretion 3° and to involve

ABCG5/ABCG8 heterodimers. Consistent with this, we observed small but significant
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increases in LXR, RXR and ABCG5 expression in the small intestine of CD11c-hBcl-2
apoE-/-mice.

Once in the gut, cholesterol is partially converted into coprostanol, epicoprostanol and
cholestanone by intestinal microorganisms. In CD11c-hBcl-2 apoE/- mice we observed a
significant increase in fecal coprostanol (the major fecal cholesterol metabolite) but
paradoxically decreased levels of the minor metabolites (epicoprostanol and
cholestanone). It has been shown in studies comparing ileal tissue from germ-free and
Bacteroidetes thetaiotaomicron-colonized mice that microbial colonization modifies the
expression of genes involved in lipid and vitamin absorption and processing 40. In
addition, recent studies in both mice and humans demonstrated that obesity is
associated with an altered gut microbial ecology, exemplified by lower microbial
diversity 41-44. This might reflect a DC-dependent modification of the intestine flora, as it
is known that intestinal DCs acquire unique properties to maintain a balance between

tolerance to commensal bacteria and immunity to episodic pathogens 4> 46,

Cholesterol absorption takes place in the small intestine by passage of cholesterol
across the enterocyte brush border membrane, mediated by NPC1L1, SR-B1 and CD36
47,48 Surprisingly, decreased cholesterol absorption in CD11c-hBcl-2 apoE-/- mice was
associated with increased NPC1L1 and SR-B1 expression. This may be explained by a
corresponding large increase in the expression of ABCG5 and a smaller increase in
ABCG1, both implicated in the transport of cholesterol from the enterocyte back into the
intestinal lumen 4951, The large increase in IL-6 expression in the small intestine could
up-regulate ABCA1 expression as well 2. The fact the HMGCoAR expression was
strongly increased in CD11c-hBcl-2 apoE-/- intestine suggests that some cells in this
tissue are cholesterol-depleted, even though overall we detected no change in intestinal

cholesterol levels.

As part of the RCT pathway, cholesterol can be converted into bile acids in the liver and
secreted into the bile duct, before being reabsorbed in the intestine or excreted in the
feces. In CD11c-hBcl-2 apoE-/- mice we observed a significant decrease in fecal bile acid
excretion. This could be due to a decrease of primary bile acid (B-muricholic and cholic)
synthesis in the liver and a corresponding decrease of their export. Indeed, we saw a
decrease of CYP7A1 mRNA expression, which is the key regulatory enzyme in the classic

pathway, catalyzing the initial step of conversion of cholesterol into 7oa-hydroxy-
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cholesterol 3. Primary bile acids are usually excreted into the bile via BSEP 5%; the small
but significant decrease of BSEP expression we observed in CD11c-hBcl-2 apoE~/- mice
could reduce this excretion. Interestingly, the expression of CYP7A1 and BSEP genes are
both stimulated by LXRa >3, whose expression is significantly reduced in the CD11c-
hBcl-2 liver. Similar results were found in another study >¢, using CYP7A1 deficient mice,
who measured unchanged hepatic cholesterol synthesis, decrease in hepatic LDL
receptor expression and decreased fecal bile acids but increased fecal sterol excretion.
In contrast, this was associated with hypercholesterolemic effect of CYP7A1 deficiency,
which is the opposite of what we found. So the decrease in plasma cholesterol level
observed in our study is probably due to multiple effects of DCs on lipid metabolism. In
future studies it will be useful to also measure protein expression of some of the key
mediators of cholesterol metabolism, as there are multiple examples of post-

translational regulation of proteins involved in cholesterol metabolism.

An alternative mechanism that was not directly measured in this study but could explain
the decrease in fecal bile acids excretion, is that bile acid reabsorption is increased in the
CD11c-hBcl-2 apoE”/- mice. Normally about 95% of liver-derived bile acids are
reabsorbed in the small intestine via the apical sodium dependent bile acid transporter
(ASBT,SLC10A2) located on the apical membrane of the ileal enterocyte 57 and the rest is
excreted in the feces 8.

During the enterohepatic circulation, intestinal bacteria modify primary bile acid
structures, which yields secondary bile acids, such as lithocholic, a-muricholic,
hyodeoxycholic, deoxycholic, chenodeoxycholic or ursodeoxycholic acids >% 0. The
significant modification in the proportions of deoxycholic, chenodeoxycholic, lithocholic
and ursodeoxycholic excreted in our model are consistent with our suggestion that the

increased DC numbers may induce a modification of the intestine bacterial flora.

DCs are major regulators of immune responses and T cells polarization. Indeed, DCs play
crucial roles in eliciting effector T cell responses, primarily the CD4+ T helper subsets
and cytotoxic CD8+ T cells that display proatherogenic properties. In contrast, DCs are
also implicated in the generation of regulatory T cells that inhibit the
activation/proliferation of other T cells ¢1-64. Therefore enhanced numbers of DCs in
tissues might change T cell functions and polarizations and this might impact directly or

indirectly plasma cholesterol levels. Such effects were previously reported for T cells,
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which were proposed to control cholesterol homeostasis in a lymphotoxin beta
receptor-dependent manner ©3,

In our study, we found that enhanced DC lifespan in CD11c-hBcl-2 apoE~/- mice, which
led to an increase in DC numbers in spleen, liver and small intestine, also leads to organ
specific T cell responses. In the spleen, which is a lymphoid organ, we observed an
increase in mRNA expression of key markers of Thl response (IFNy, IL-12p40 and
TIM3), Th17 (IL-17, TGFP and IL-6) response, usually associated with antigen-specific
autoimmune diseases ¢ and a small increase of GATA-3 involved in Th2 response. This
is consistent with the finding of another study which also induced an enhanced DC
lifespan by depleting Bim ¢7. This group found an expansion of the DC population and
enhanced immunogenicity, as revealed by a major impact on T cell activation. In
addition, large increases of TGFP and IL-10 mRNA expression, but surprisingly not in
Foxp3 (usually associated with the development of Treg cells), were observed in CD11c-
hBcl-2 apoE-/- spleen. Those cells could counterbalance the effect of Th1l and Th2
responses.

In the liver and in the small intestine, the profile of T cell responses was different to that
seen in the spleen. The enhanced DC lifespan did not appear to induce any significant T
cell activation in the liver, and was consistent with the slight decrease in expression of
mRNA seen for [FNy, IL-12p40, Foxp3 and GATA-3. By contrast, in the small intestine
DCs appeared to induce a Th17 response. Indeed, the cytokine profile was in favor of a
Th17 development that would be mediated by TGFf and IL-6 25 and would be further
enhanced by TNFa and IL-1f3 8 69,

Interestingly, it has recently been shown that small intestine Th17 cells acquire a
regulatory phenotype (rTh17) and, like Treg cells, were able to suppress proliferation of
responder T cells 70. In addition, the increase of CCR9 mRNA expression in the small
intestine could be due to the capacity of intestinal DCs to produce retinoic acid (RA)
from vitamin A 7! which is present in the diet. It has been shown that DC-derived RA
induces the expression of CCR9 by lymphocytes and mediates the recruitment of Treg,
CD4+ and CD8+ T cells 27 72 73, It has also been shown that small intestine DCs
themselves are able to express CCR9 and this expression is inversely proportional to the
activation state of DCs 747>, As we did not observe an increase of CD4* and CD8* cells in
the small intestine, we could hypothesize that the increase of CCR9 mRNA expression in

our model was due to increased numbers of tolerogenic DCs.
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All together, our results support the potential existence of DCs expressing high levels of
CCR9 and of regulatory Th17 cells which would explain the paradoxical decreased
numbers of T helper cell in CD11c-hBcl-2 small intestine. Further study is required to

directly measure these cells in the intestine.

In summary, our results indicate that the decreased levels of cholesterol observed in our
mice model that displays enhanced numbers of DCs is potentially due to a combination
of events that include: enhanced fecal cholesterol excretion, decreased intestinal
cholesterol absorption and decreased fecal bile acid excretion. Overall the tissue specific
transcription profile did not identify a classical molecular pathway that would explain
the global changes in plasma cholesterol levels. Furthermore, as enterobacteria catalyze
specific modifications of bile acids and sterol, we identified changes in bile acids- and
cholesterol derived- intermediate products that might reflect changes in the gut

microbiota suggesting that DCs might interfere with the composition of gut microbiota.
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Figure legends

Figure 1. Leucocyte populations in tissues. Spleen (A, D), liver (B, D) and intestine (C,
D) leucocytes were isolated from CD11c-hBcl2 apoE~/- mice and control apoE~/- mice and
analysed by flow cytometry. Key: CD11chi MHC II*, ¢cDC population; CD11chi MHC II*
CD11b*, mDC population; CD11chigh MHC II* mPDCA1*, pDC population; CD11chi MHC II*
CD80+*, activated DC population; CD11c F4/80*, macrophages. Values represent the
mean * SEM of 6-14 mice per group. Statistically significant differences: * P<0.05, **

P<0.01, and *** P<0.001.

Figure 2. Plasma and tissue cholesterol levels. Plasma cholesterol (A) and tissue
cholesterol (B) concentrations were measured in CD11c-hBcl2 apoE-/- and apoE/- mice
fed a chow diet, as described in the Materials and Methods. Values represent the mean *
SEM of 18-20 mice per group. Statistically significant differences: * P<0.05, ** P<0.01,
and *** P<0.001.

Figure 3. Measures of cholesterol turnover in CD11-hBcl2 Apoe~/- mice. Fecal sterol
excretion (A), intestinal cholesterol absorption (B;C) and total fecal bile acid excretion
(D) were measured in CD11c-hBcl2 apoE~/- and apoE~/- mice fed a chow diet. Faeces
were collected over 3 days and faecal sterol and total faecal bile acid levels were
determined by GC-MS. Cholesterol absorption was determined by measuring the
radioactivity in feaces collected 24 hours after dual-isotope gavage, as described in
Methods. Values represent the mean * SEM of 18-20 mice per group. Statistically
significant differences: * P<0.05, ** P<0.01, and *** P<0.001.

Figure 4. Relative mRNA expression for genes involved in cholesterol metabolism.
Levels of mRNA expression of the indicated markers were evaluated in the liver (4, C)
and in the intestine (B, D) of CD11c-hBcl2 apoE”/- and apoE-/- mice by qPCR. Relative
mRNA expression of each gene was normalized to the average expression of two
housekeeping genes (hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase and ribosomal
protein S3). Values represent the mean + SEM of 13-20 mice per group. Statistically
significant differences: * P<0.05, ** P<0.01, and *** P<0.001.
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Figure 5. T cell populations and relative mRNA expression of functional markers
in DCs and T cells. Spleen (A), liver (C) and intestine (E) T cells population from CD11c-
hBcl2 apoE~/- mice and control apoE-/- mice were analysed by flow cytometry. Key: CD3*
CD4+ CD44high, activated helper T lymphocytes; CD3* CD8* CD44high, activated cytotoxic
T lymphocytes; CD3* CD4* CD24* FR4*, regulatory T lymphocytes.

Levels of mRNA expression of immune markers were evaluated in the spleen (B), liver
(D) and intestine (F) of CD11c-hBcl2 apoE~/- and apoE-/- mice by qPCR. Relative mRNA
expression of each gene was normalized to the average expression of two housekeeping
genes (hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase and ribosomal protein S3).
Values represent the mean + SEM of 13-20 mice per group. Statistically significant

differences: * P<0.05, ** P<0.01, and *** P<0.001. Also need details of panels A, C and E.
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Fig. 3
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Supplemental Fig. 1
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Supplemental Table 1. Cholesterol levels in whole organs.

Control apoE/- CD11c-hBcl2 apoE-/-

Organ Analysis (nmol/tissue) (nmol/tissue) P
Total cholesterol 705.9+49.7 894.2+53.5 <0.02
Spleen Free cholesterol 597.1+43.7 772.45+48.9 <0.02
Cholesterol ester 108.8+8.9 121.848.7 NS
Total cholesterol 10572.3+247.1 10515.84350.0 NS
Liver Free cholesterol 5402.1+217.4 5369.2+235.2 NS
Cholesterol ester 5170.2+182.2 5146.6+175.5 NS
Total cholesterol 3498.5+199.2 3811.3%151.0 NS
Intestine Free cholesterol 3294.3+195.4 3626.6+153.2 NS
Cholesterol ester 204.2+10.8 184.67+12.5 NS

NS indicates not significant.

Supplemental Figure 1. Radioactivity content in plasma and tissues. Plasma (A),
spleen, liver and intestine (B) of CD11c-hBcl2 apoE-/- and apoE~/- mice were collected
and 1*C and 3H radioactivity was measured. Plasma and tissues were collected 72 hours,
after dual-isotope gavage. Data are expressed as a percentage of radioactivity of the
total dose supplied by gavage. Values represent the mean +* SEM of 13-20 mice per

group. Statistically significant differences: * P<0.05.

Supplemental materials and methods

Materials:

Chemical reagents were purchased from Signa

HPLC and gas chromatography/mass spectrometry reagents were purchased from
Merck

Cholesterol standard was purchased from Sigma

Other standards were purchased from Steraloids

Matrix lysing D and E tubes were purchased from MP Biomedical

Plasma lipid analysis
After being fasted overnight, blood samples were collected into Microvette tubes
(Sarstedt) by retroorbital bleeding under isofluorane anaesthesia (isofluorane

(1.5%)/oxygen (0.4 1/min.)). Plasma samples were analysed with a Roche/Hitachi 902
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autoanalyser using commercial reagent kits (Roche Diagnostics (total cholesterol and

triglycerides), Diasys (Free Cholesterol)) 14.76.77,

Tissues cholesterol extraction

Splenic, hepatic and intestinal, tissue samples (50-100 mg) were homogenized in 1 ml
methanol (Merck HPLC grade) using a Fastprep 24 tissue homogenizer at 6 m/s for 40
seconds in Matrix lysing D tubes. 800 pul of the homogenates extracted with 1.6:0.6
chloroform/saline. The lower organic phase was collected, evaporated to dryness then
reconstituted in 200 pL of mobile phase (70:30, Acetonitrile/2-propanol) for HPLC

analysis, as described previously 1°.

Intestinal cholesterol absorption

Cholesterol absorption was measured by a fecal dual-isotope ratio method 78. The mice
were gavaged with a mixture of 1 uCi of [22,23-3H] B-sitosterol (American Radiolabeled
Chemicals, St. Louis, MO) and 2 pCi of [4-1*C] cholesterol (American Radiolabeled
Chemicals, St. Louis, MO) dissolved in 100 pl of olive oil. Animals were housed
individually in cages with a wire bottom and were allowed free access to diet and water.
Stools were collected after 24h, incubated overnight at 552C to dryness and crushed into
a fine powder. A measured mass (~20 mg) of feces were placed into a scintillation vial
and the extraction of radiolabeled sterols was performed by adding 0.1 ml of water and
1 ml of SOLVABLE (PerkinElmer), incubating at 60°C for 90min, then adding 1 ml of
isopropanol and incubating for a further 2h at 602C. To reduce color quenching, 0.2 ml
of 30% (w/v) hydrogen peroxide were added to the mixture and incubated at 502C for
1h. Finally, scintillation fluid (ULTIMA Gold, PerkinElmer) was added into the vials, and
the [14C] cholesterol and [3H] sitosterol counts were measured in a scintillation
spectrometer. Percentage cholesterol absorption was calculated by comparing the
14C/3H ratio between the material administered with that in the feces, using the
following equation:

% Absorption = {1-(fecal *C/3H)/administered 1*C/3H }x100

Fecal sterol excretion
Stools were collected over three days, dried, weighed and ground into a fine powder. A
measured amount of powdered feces (~20 mg) was added to butylated hydroxytoluene

(20puM final concentration) and EDTA (100 uM final concentration) solution (10 pl),
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ergosterol (20 ul, 25 pM final concentration) internal standard and potassium hydroxide
(I ml, 20 % (w/v) in methanol and homogenized using a Fastprep 24 tissue
homogenizer (6 m/s for 40 seconds in Matrix lysing E tubes). Samples were saponified
by heating for 3 h at 602C and vortex shaken every hour. Samples were spun at 10000
rpm for 1 minute and a 0.5 ml aliquot of the supernatant was added to 1.2 ml water.
Samples were then extracted with hexane:ether (1.2 ml, 1:1), hexane:ether layer
recovered and reconstituted in acetonitrile (50 pl). Samples were then derivitized with
N,0-Bis (trimethylsilyl) trifluoroacetamide (15 pl with trimethylchlorosilane (1%)) and
either heated (702C 1 h) or left at room temperature overnight. Samples were then
reconstituted in hexane (50 pl) and measured by gas chromatography/mass
spectrometry. Samples were injected (1 pl) splitless on a Restex -5Sil 0.25 pm x 30 m
column on an Agilent 5973 with positive ion EI mass spectrometry with selected ion
monitoring of the two most abundant fragment ions for cholesterol (m/z 329, 368),
coprostanol (m/z 370, 215), epicoprostanol (m/z 370, 355) and 3-ketocholesterol (m/z
143, 458). Temperature program was 502C for 2 min, 202C/min to 3002C and hold for
10 min. After correction against ergosterol and external standards excretion rate is

expressed as pmol/d/100 g mouse.

Bile acid excretion

Stools were collected over three days, dried, weighed and ground into a fine powder. A
measured amount of powdered feces (~20 mg) was added to butylated hydroxytoluene
(20uM final concentration) and EDTA (100 pM final concentration) solution (10 pl), 23-
Norcholic acid (100 pl 0.1mg/mL) internal standard and 1 ml 20% (w/v) potassium
hydroxide in methanol, homogenized using a Fastprep 24 tissue homogeniser (6 m/s for
40 seconds in Matrix lysing E tubes). Samples were heated for 3 h at 602C and vortex
shaken every hour. Samples were spun at 10000 rpm for 1 minute and a 0.5 ml aliquot
of the supernatant was added to water (9.5 ml). Solid phase extraction cartridge (Agilent
BondElut C18, 500 mg, 6 ml) was prewashed (2 ml methanol, 2 ml water, 2 ml methanol,
2 ml water), sample loaded, collected and reloaded onto the column. The column was
washed with NaOH (10 ml, 0.1 M) and water (10 ml) before the bile acids were eluted
with methanol (3 ml). Samples were evaporated and derivitized with trifluoroacetic acid
(50 pl) and 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (30 pl) and heated (602C, 1 h). After
allowing the derivitized bile acids to cool they were neutralized with NaHCO3 (70 pl,
0.1M) and extracted into hexane (100 pl) with the hexane layer measured by gas

chromatography/mass spectrometry.
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Samples were injected (1 pl) splitless on a Restex -5Sil 0.25 um x 30 m column on an
Agilent 5973 or Thermo Trace DSQ with positive ion chemical ionisation with methane
reagent gas (20 mTorr or 1.5 ml/min) and selective ion monitoring (m/z 493.3, 505.3,
507.3, 509.3, 619.3 and 621.3). Temperature program was 502C for 2 min, 402C/min to
2309C, hold for 26 min, 402C/min to 2802C and hold for 15 min. After correction against
23-Norcholic acid and external standards, excretion rate is expressed as umol/d/100 g

mouse.

Isolation of leukocytes from spleen, liver and intestine

Spleen: The spleen was dissected out of the abdominal cavity, cut in small pieces, and
then splenocytes were filtered through a 70 pum cell strainer. After red cell lysis in ACK
buffer (ammonium chloride solution) for 5 minutes, leucocytes remaining were then
stained for flow cytometry analysis.

Liver: After perfusion with a saline solution, the liver was dissected out of the abdominal
cavity and minced in small pieces. The pieces were incubated in a digestion buffer
(PBS/collagenase D (2.5mg/ml, Roche)) at 37°C for 20 minutes. The dispersed liver was
filtered through a 70um cell strainer and the cells centrifuged at 300g for 5 min. The
pellet was resuspended into 9ml of 30% (v/v) Percoll (diluted with PBS) and
centrifuged at 1700 rpm for 30 min at room temperature. After removing hepatocytes at
the gradient surface, the red cells in the pellet were lysed with ACK buffer and
leucocytes remaining were then stained for flow cytometry analysis.

Small intestine: The small intestine was dissected out of the abdominal cavity and

Peyer’s patches, mesentery and fat were cut off. The small intestine was cut
longitudinally and transversely and washed in 15 ml of complete medium (2% (v/v)
fetal bovine serum in HBSS without Ca** and Mg**, Sigma). Clean intestine pieces were
then successively incubated at 379C with DTT (0.5 M, Sigma) for 20 min, with EDTA (1.3
mM, Sigma) of for 1h and with collagenase D (2.5mg/ml, Roche) for 1 h. The tissue was
dispersed using a syringe and filtered through a 70 pm cell strainer. Cells were

centrifuged 5 min at 1350 rpm, stained and analyzed.

Flow cytometry

To analyse spleen, liver and small intestine leucocyte populations, isolated cells were
resuspended in PBS containing 1% (w/v) BSA, pre-incubated for 15 min at 42C with Fc
blocker (Miltenyi Biotec) and then incubated for 30 min at 4°C with antibodies directed
against: CD45 (clone 30F11, Miltenyi), CD11c (clone N418, eBiosciences), CD11b (clone
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M1/70, eBiosciences), anti-IA® (clone M5:114, eBiosciences), F4/80 (clone BMS,
eBiosciences), CD80, mPDCA-1, CD3, CD4, CD8a, CD25, CD69. The cells were then fixed
with 2% (w/v) paraformaldehyde. Data were acquired on LSRFortessa cell analyzer

(Becton, Dickinson) and analyzed with FACSDiva Software.

Analysis of gene expression by Q-PCR

Total mRNA was extracted from 50-100 mg samples of spleen, liver or jejunum from
the small intestine using TRIzol reagent (Invitrogen). Tissues were homogenized in
Fastprep matrix D tube (MP Biomedicals) using a Fastprep 24 tissue homogeniser at 6
m/s for 30 sec. 200 pl of chloroform was added and the mixture centrifuged for 15 min
at 1200g. The upper layer containing RNA was purified using PureLink RNA Mini Kit
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. 1 pg of RNA was reverse
transcribed to cDNA using Superscript III (Invitrogen) under the following conditions:
502C for 50 min and 859C for 5 min. Real-time PCR was performed in duplicate with 1pl
of cDNA, 10 ul of SensiMixPlus SYBR (Bioline), 8 pl of UltraPure water, and 0.5 pl of
forward and reverse primer (10 uM). The primer sequences are presented in Table 1.
PCR was then run on the Rotor-Gene 3000 (Qiagen) using the following conditions: 952C
for 10 min and 40 cycles of 952C for 10 sec and 599C for 1 min. Hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase was used as a housekeeping gene to account for variability
in the initial quantities of cDNA. Relative changes in mRNA expression between groups

were determined using the AACt method 7°.
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Name Primer Sequence (5'->3)) Name Primer Sequence (5'->3)
ABCA1 (ATP-binding cassette |Forward |AAAACCGCAGACATCCTTCAG IL-17 (Interleukin-17) Forward |ACTCTCCACCGCAATGAAGACCCT
transporter A1) Reverse |CATACCGAAACTCGTTCACCC Reverse |TCCGCATTGACACAGCGCTGG
BSEP (bile salt export pump)  |Forward [TCTGACTCAGTGATTCTTCGCA IL-23p19 (Interleukin-23p19) |Forward |GAACGCACATGCACCAGCGG
Reverse |CGAAAGCATGATTCTCCTCTCC Reverse | TGCAAGCAGAACTGGCTGTTGTCC
ABCG1 (ATP-binding cassette |Forward |CGAGAGGGCATGTGTGACG LRH-1 (liver receptor Forward  |GCTGTAAGCCAAAGGACTGCCA
transporter G1) Reverse [CCGAGAAGCTATGGCAACC homolog-1) Reverse  [TCCGGAAGCCCAGCACGTTT
ABCGS5 (ATP-binding cassette |Forward |AGGGCCTCACATCAACAGAG LDLr (Low-Density Forward |ACACCGTGAGGCTTGCGAGC
transporter G5) Reverse [GCTGACGCTGTAGGACACAT Lipoprotein Receptor) Reverse |AGCGACGCATCAGATCCGCG
ABCG8 (ATP-binding cassette |Forward [CTGTGGAATGGGACTGTACTTC LXRa (Liver X receptor a)  |Forward |CTCAATGCCTGATGTTTCTCCT
transporter G8) Reverse [GTTGGACTGACCACTGTAGGT Reverse [TCCAACCCTATCCCTAAAGCAA
CCR9 (C-C chemokine receptor |Forward [GCACTTCCCCTCCTGTCTCTTTCCA LXRB (Liver X receptor B)  |Forward |CGTGCAGGCTTGCAGGTGGA
type 9) Reverse  |GCATCATGGTGGATCGGACGCC Reverse  |AGGAGCGCCTCCACGTAGGG
CD36 Forward |ATGGGCTGTGATCGGAACTG NPC1L1 (Niemann-Pick C1 [Forward [GGAATGGCCTGGCTCCGCTG
Reverse  |GTCTTCCCAATAAGCATGTCTCC Like 1) Reverse  |CTGGCAGGAACAGGCTGCCG
CYP7A1 (Cholesterol 7 alpha- [Forward [GGGATTGCTGTGGTAGTGAGC PCSK9 (Proprotein Forward |GAGACCCAGAGGCTACAGATT
hydroxylase) Reverse |GGTATGGAATCAACCCGTTGTC convertase subtilisin/kexin  |Reverse |AATGTACTCCACATGGGGCAA
CYP27AT1 (sterol 27- Forward |GTGGTCTCTTATTGGGTACTTGC PPARa (Peroxisome Forward |AACATCGAGTGTCGAATATGTGG
hydroxylase) Reverse |GGTATGGAATCAACCCGTTGTC proliferator-activated Reverse |AGCCGAATAGTTCGCCGAAAG
FOXP3 (forkhead box P3) Forward |GCGAGTGTCCCTGCTCTCCCC RORa (RAR-related orphan [Forward [AAAGCAGGCTCGCTAGAGGTGGT
Reverse  [GAGAAGTTGCCGGGAGAGCTGAATT receptor a) Reverse  [CGGGGCTCGCATACTTCCCG
FXR (farnesoid X receptor) Forward |GGCAGAATCTGGATTTGGAATCG RPS3 (40S ribosomal protein  [Forward |ATCAGAGAGTTGACCGCAGTTG
Reverse [GCTGAACTTGAGGAAACGGG S3) Reverse |AATGAACCGAAGCACACCATA
GATA-3(Trans-acting T-cell- |Forward [AAGCTCAGTATCCGCTGACG RXR (retinoid X receptor)  |Forward |ATTGGGCTTCGGGACTGGTA
specific transcription factor [Reverse |GTTTCCGTAGTAGGACGGGAC Reverse [CAGGAACCTTGAGGACGCC
HMGCOAR (3-hydroxy-3-methyl Forward | AGCTTGCCCGAATTGTATGTG Slc10a2 (Solute carrier Forward _[TCAACCCTGGTACAGGTGCCG
glutaryl-CoA reductase) Reverse [TCTGTTGTAACCATGTGACTTC family 10, member 2) Reverse [ACCAGGTTGAGATCCTCGGGGG
HPRT (Hypoxanthine-guanine [Forward [TGACACTGGTAAAACAATGC SR-B1 (scavenger receptor |Forward |TTTGGAGTGGTAGTAAAAAGGGC
phosphoribosyltransferase) Reverse |AACACTTCGAGAGGTCCTTT class B1) Reverse [TGACATCAGGGACTCAGAGTAG
IFNy (Interferon y) Forward |ACAACCCACAGGTCCAGCGC SREBP1 (Sterol Regulatory |Forward [AGCAGCCCCTAGAACAAACAC
Reverse |CCACCCCGAATCAGCAGCGAC Element-Binding Protein 1) |Reverse |CAGCAGTGAGTCTGCCTTGAT
IL-1B (Interleukin-1B) Forward |TCGGCCAAGACAGGTCGCTCA SREBP2 (Sterol Regulatory |Forward |TGAAGGACTTAGTCATGGGGAC
Reverse |TGGTTGCCCATCAGAGGCAAGG Element-Binding Protein 2) |Reverse [CGCAGCTTGTGATTGACCT
IL-6 (Interleukin-6) Forward |ATGCTGGTGACAACCACGGCC STAT 3 (Signal transducer |Forward [CCCGAAGCCGACCCAGGTAGT
Reverse  |AAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGTA and activator of transcription [Reverse  [ACGTGAGCGACTCAAACTGCCC
IL-10 (Interleukin-10) Forward |TGCGGACTGCCTTCAGCCAG TGFB (Transforming growth |Forward |CAGCCCTGCTCACCGTCGTG
Reverse |GGCCATGCTTCTCTGCCTGGG factor B) Reverse  |GGTTTGTGGCTCCCGAGGGC
IL-12p40 (Interleukin-12p40) Forward |AGACATGGAGTCATAGGCTCTG TIM3 (T-cell immunoglobulin |Forward |AAAGCAGCCAAGGTCACTCCAGC
Reverse |CCATTTTCCTTCTTGTGGAGCA domain and mucin domain  |Reverse | TGGAGGGTCACCAGTGTCTGTGT
IL-15 (Interleukin-15) Forward [CCTTGACACATGGCCCTCTGGC TNFa (Tumor necrosis Forward [CCCTCCTGGCCAACGGCATG
Reverse |ACTCTTCTTGGCCTCCTGTAGGCT factor a) Reverse |TCGGGGCAGCCTTGTCCCTT

Table| 1: Primers list |
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