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Avant-propos

Les maladies chroniques sont aujourd’hui responsables d’environ 70% des décés mondiaux
dont 40% avant 1’age de 70 ans. Parmi elles, les pathologies cardiométaboliques, comme 1’obésité
qui concerne environ 1/3 de la population des régions industrialisées, lient inflammation et troubles
de ’homéostasie énergétique.

Ces maladies métaboliques sont associées a un mode de vie qui favorise I’exceés énergétique,
notamment par le biais d’un régime alimentaire fort en graisses et en sucres simples, et pauvre en
fibres alimentaires. Ce régime est aujourd’hui reconnu comme [’un des facteurs capitaux du
développement des pathologies métaboliques. Ainsi, un effort de recherche conséquent est placé dans
la compréhension des mécanismes pathogéniques associés a sa consommation. Toutefois, un grand
nombre d’études se focalise sur ce que le régime contient, en particulier les graisses, plutdt que sur
ses carences. Pourtant, ’importance des fibres alimentaires dans le régime se manifeste avec évidence
et les études épidémiologiques ont associé€ une forte consommation de fibres avec une meilleure santé
métabolique et une plus grande richesse du microbiote intestinal.

Les mécanismes qui sous-tendent les bénéfices des fibres font €galement 1’objet de recherche sur les
mode¢les animaux de pathologies métaboliques. Ils se révelent complexes et multifactoriels. Les
fonctions intestinales d’absorption, de production du glucose et de sécrétion endocrine y jouent un
role majeur. Les fibres sont également capables de promouvoir la fonction de barriere intestinale et
le maintien de la symbiose avec le microbiote, qui ont récemment émergé comme des acteurs
déterminants de la pathogenese métabolique.

En parall¢le, le role du systéme immunitaire intestinal et de ses interactions avec les autres fonctions
progresse notamment grace a la discrimination des populations de cellules présentatrices d’antigeénes.
En revanche, I’effet du régime sur le systtme immunitaire de 1’intestin reste peu connu, notamment
I’intégration des signaux associés a la présence ou a 1’absence des fibres alimentaires.

Ainsi, au cours de ma these, je me suis intéressée a I’impact de la pauvreté en fibres dans le régime
gras sur le systéme immunitaire intestinal, notamment au niveau de populations primordiales pour le

maintien de la symbiose.
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INTRODUCTION 1.1 Grandes transitions et paysage épidémiologique

Chapitre 1

Alimentation humaine et métabolisme

Les deux derniers siecles ont ét¢é marqués par de grandes transitions démographiques et
¢conomiques, porteuses de nouveaux modes de vie. A ces derniers est associé le paysage
épidémiologique des maladies chroniques, qui constituent aujourd'hui la premiere cause de déces
dans le monde!. Parmi les facteurs de risque de ces pathologies, la composition du régime alimentaire

est en premiere ligne.

1.1 Grandes transitions et paysage épidémiologique

1.1A - Les grandes transitions des derniers siécles

Le développement économique, 1’industrialisation et 1’urbanisation des dernieres décennies
ont entrainé une transition vers des nouveaux modes de soin, d’alimentation, de travail et de loisir.
Ces transitions s'inscrivent dans un paradigme théorique majeur qui comprend d’une part la transition

démographique, d’autre part la transition épidémiologique, et enfin la transition nutritionnelle?>+,

Cette évolution est associée au recul de deux fléaux majeurs de I’histoire de 1’humanité.
Premiérement, les maladies infectieuses ont connu une grande dépression. Au XIX®™ siécle, les

infections microbiennes étaient responsables d'environ la moiti¢ des déces mondiaux. Aujourd'hui,

14



INTRODUCTION 1.1 Grandes transitions et paysage épidémiologique

elles ne sont plus la cause que de 15% des morts®. Un grand nombre de facteurs est potentiellement
responsable de cette évolution, parmi lesquels 1’amélioration des conditions sanitaires au cours du
XIXéme siécle, ainsi que ’introduction et le déploiement des vaccins et des antibiotiques®.

Le deuxieme fléau en déclin est la famine, bien que plus de 800 millions de personnes dans le monde
demeurent en état de sous-nutrition chronique. L’économiste Barry Popkin décrit la régression de la
famine comme une étape clé de la transition nutritionnelle associée a 1'évolution structurelle du
régime. Le développement économique d’un pays entraine ainsi de nouveaux processus dans la
chaine d’approvisionnement et des améliorations dans les provisions alimentaires du pays. La sous-
nutrition est ainsi €¢liminée progressivement, bien que ce phénomene soit tres localisé, et se produise

inégalement selon les régions’.

1.1.B — Emergence des pathologies chroniques

Les changements de mode de vie dans les pays industrialisés et en développement favorisent
des facteurs de risques pour les pathologies associées. En contraste avec la diminution du poids des
maladies infectieuses et de la famine, les derni¢res décennies se font le témoin de 1’explosion d’un
groupe de pathologies chroniques appelés les « maladies non communicables » (NCD, non
communicable diseases)’. Les NCD correspondent a des pathologies chroniques qui associent
troubles métaboliques et inflammation. Il s’agit principalement des maladies cardiométaboliques
(obésité, diabéte de type 2, athérosclérose) mais également des maladies respiratoires et des cancers.
En Europe, 85% des décés sont attribuables aux NCDs®. Elles sont également responsables de 68%
des déces mondiaux en 2012, dont 40% chez des personnes de moins de 70 ans. Ces pathologies

représentent un coiit socio-économique considérable®!?,

Les comorbidités principales associées aux maladies métaboliques chroniques ces pathologies sont
regroupées sous le terme de syndrome métabolique. Le syndrome métabolique recoupe généralement
un ¢tat d'obésité ou de pré-obésit¢ avec des anomalies de 1’homéostasie glucidique et de
I’hypertension artérielle!!'. L’obésité, qui correspond a un stockage excessif de graisses dans le tissu
adipeux, est un facteur de risque majeur des pathologies chroniques. Elle conditionne chez les adultes
européens le développement de 88% des diabetes de type 2, 35% des maladies cardiaques
ischémiques et 55% des hypertensions artérielles'?. L’obésité est aujourd’hui considérée comme une
épidémie, car elle touche 20 a 30% de la population européenne'?. Aux Etats-Unis, 34% des adultes
et 15 a 20% des enfants sont obéses'*. Malgré la mise en place de mesures de prévention, ces

proportions continuent de s’accroitre.
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INTRODUCTION 1.1 Grandes transitions et paysage épidémiologique

1.1.C — Le régime de type Western Diet, facteur de risque des NCD

Le régime alimentaire est largement reconnu comme un facteur de risque des pathologies
chroniques inflammatoires, et notamment du syndrome métabolique. De fait, le maintien de
I’équilibre entre les apports et les dépenses énergétiques est essentiel pour maintenir la santé
métabolique et une masse corporelle saine. Or, I’industrialisation et 1’urbanisation croissantes ont
restructuré les maniéres de s’alimenter, altérant 1’équilibre entre la disponibilité alimentaire et les
dépenses énergétiques. Les importations et le développement des filieres de la viande, des huiles
tropicales et des sucres issus de la betterave et de la canne ont ainsi permis la diminution du coft et
une plus grande accessibilité des aliments a forte densité calorique. Par exemple, la consommation
d’huiles végétales raffinées, notamment sous la forme de margarine, n’a cessé d’augmenter aux Etats-
Unis depuis les années 1900 passant de 5kg par habitant par an a quasiment 30 en 2000'3. En outre,
les produits manufacturés gagnent de 1’importance dans le régime'é. Ainsi, au cours des deux derniers
siecles, des régimes traditionnels a base végétale, ont été remplacés par des régimes a haute teneur en

graisses et denses en énergie, basés sur les produits animaux et transformés'”'8,

Le type de régime occidental a haute densité calorique a laquelle cette transition aboutit est désigné
communément sous le nom de « Western Diet » (WD). Il n’existe pas de standard défini des apports
d’un WD, ce qui rend la notion relativement floue. Néanmoins, certaines caractéristiques sont
répandues. Il s’agit tout d'abord d’une structure nutritionnelle orientée vers une grande densité
énergétique. En effet, entre 1960 et 1990, la disponibilité alimentaire a augmenté de 600 kilocalories
(kcal) dans les pays industrialisés, aboutissant a un total de 3380 kcal journalieres disponibles a la
consommation par habitant alors qu’une consommation quotidienne de 2000kcal environ est
recommandée'®. D’autre part, le régime de type WD comprend une proportion élevée de sucres et de
graisses, ainsi qu’un faible apport en fibres alimentaires!’. Ces évolutions bouleversent les apports
nutritionnels en macro- et en micronutriments et I’équilibre métabolique qui en dépend. En effet, les

nutriments, notamment les sucres et les lipides, sont absorbés au niveau intestinal (figure 1) et entrent
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Figure 1 Morphologie et structure de la muqueuse intestinale

La structure intestinale maximise 1’absorption des nutriments grace a de multiples niveaux de replis : valvules
conniventes, villosités, microvillosités de la surface apicale des entérocytes. L’épithélium intestinal est une
monocouche qui sépare le milieu extérieur (la lumiére) de la lamina propria sous-tendue par la couche sous-
muqueuse et la couche musculeuse. La villosité est 1’unité fonctionnelle de I’absorption intestinale. Elle est en
renouvellement continuel grace a la prolifération des cellules souches au fond des cryptes qui progressent vers
le haut de la villosité au fur et a mesure de leur différentiation, s’exfolient au sommet. La villosité est irriguée
au pole basal des entérocytes par la circulation sanguine dans laquelle le glucose et les protéines sont relargués
par les entérocytes, et par la circulation lymphatique qui récupére les chylomicrons contenant les lipides. Outre
les entérocytes absorptifs, la monocouche épithéliale comprend les cellules entéroendocrines, les cellules de
Paneth qui sécrétent des peptides antimicrobiens, les cellules caliciformes productrices de mucus ainsi que des
cellules participant a I'immunité comme les cellules M et Tuft. Les fonctions intestinales suivent une spéciali-
sation selon un axe proximo-distal (duodénum-jéjunum-iléon-colon). L’épithélium du colon est peu absorptif

et ne contient pas de structure villositaire mais seulement des cryptes.

dans des voies métaboliques spécifiques pour produire de 1’énergie cellulaire sous forme d’ATP ou

pour soutenir des fonctions anaboliques comme la synthese des acides nucléiques.

1.2 Les lipides alimentaires et leur utilisation

Selon 'OMS, la proportion d’énergie du régime apportée par les lipides dépasse les 35% dans
les régions industrialisées, alors que la recommandation correspond a environ 20% pour une activité

physique moyenne. Le terme de « lipides » rassemble une grande variété de molécules hydrophobes
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et amphiphiles comme les acides gras, les triglycérides, les stérols et les phospholipides. Outre leurs
qualités de substrats énergétiques, ces molécules sont impliquées dans la formation des structures
fondamentales des cellules et des tissus, comme les membranes biologiques, ainsi que dans la
régulation d'un grand nombre de processus biologiques. Les substrats lipidiques majeurs apportés par
I’alimentation humaine sont les acides gras (AGs), sous forme libre ou sous forme de triglycérides
(TGs), c’est-a-dire liés a un glycérol. Selon la longueur de leur chaine carbonée, ils sont classés en
trois types : AGs a chaine courte (jusqu'a 6 carbones), moyenne (6 a 12 carbones) ou longue (plus de
12 carbones). Leur caractere hydrophobe nécessite un transport spécifique dans la circulation, réalisé

par les lipoprotéines.

1.2.A - Digestion, absorption et transport des lipides

La digestion des lipides commence des la salive et I’estomac, sous 1'effet des lipases linguales
et gastriques. Cela aboutit a la digestion partielle des TGs, ainsi qu’a une émulsification mécanique
par le péristaltisme stomacal'®. La digestion des TGs se poursuit dans la lumiére intestinale et
nécessite le déversement des lipases pancréatiques et de la bile dans le duodénum?’. La bile,
synthétisée par les cholangiocytes, est composée d’acides biliaires amphiphiles, de cholestérol et de
déchets métaboliques comme la bilirubine 2'?2. Les propriétés physico-chimiques des acides biliaires
leur permettent de former des micelles avec les lipides pour les transporter jusqu’a la surface apicale
des entérocytes. En outre, elle rend les lipides accessibles aux lipases luminales qui ne peuvent pas
accéder a I’intérieur des gouttelettes lipidiques. Ainsi, I’hydrolyse des TGs libére le glycérol et 3 AGs
alors absorbés par les entérocytes. Les AGs a chaine courte et le glycérol sont capables de diffuser
passivement a travers la membrane apicale des entérocytes, surtout au niveau de 1’iléon ou sont aussi
réabsorbés les acides biliaires?3. Par ailleurs, certains transporteurs ont été identifiés pour faciliter le
passage des AGs a chaine longue et moyenne?*. C’est le cas du CD36 ou FAT (Fatty Acid Translocase)
qui transporte les AGs a chaine longue®’, ou de FATP4 (Fatty Acid Transport Protein 4) qui transporte
les acides gras a chaine moyenne et longue?® (figure 2). L’absorption des lipides alimentaires permet
également I’absorption des vitamines liposolubles A, D, E et K?7, dont une consommation microdosée

est nécessaire pour certaines fonctions comme la croissance, la reproduction et ’immunité. Par
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Figure 2 Absorption et métabolisme entérocytaire des lipides

Les lipides absorbés par les entérocytes sont les phospholipides (PL) le cholestérol et les acides gras libres (FA)
provenant des triglycérides (TAG) et des esters de cholestérol (CE) hydrolysés par les lipases luminales. Le
cholestérol pénétre 1’entérocyte par les transporteurs NCP1L1 et SRBI1 et sera métabolisé dans la formation des
chylomicrons. Les fonctions biologiques du cholestérol sont diverses : il participe notamment a la composition
des membranes plasmiques dont il favorise la rigidité et constitue le précurseur des acides biliaires. Les acides
gras a chaine longue et moyenne entrent dans 1’entérocyte grace a CD36. Les acides gras a chaine courte et le
glycérol diffusent a travers la membrane apicale. Les lipides sont intégrés avec les apolipoprotéines dans la
formation des chylomicrons qui sont ensuite sécrétés dans la lymphe et qui rejoignent la circulation sanguine

au niveau de I’arteére sous-claviere.
Adapté d’aprés Ko C.W., Qu J., Black D.D., Tso P. Regulation of intestinal lipid metabolism: Current concepts and relevance to disease.
Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol. (2020)

exemple, la vitamine A, par le biais de son métabolite I’acide rétinoique, participe aux bonnes
fonctions épithéliales, ainsi qu’a la régulation immunitaire?®,

Parvenus dans le cytosol de I’entérocyte, ou leur transport en milieu aqueux est assuré par les FABP
(Fatty Acid Binding Protein), les AGs et le glycérol sont de nouveau métabolisés en TGs. Les lipides
peuvent ensuite connaitre plusieurs sorts selon les besoins de la cellule, de I’environnement et du type
de lipide. Ils peuvent étre stockés sous forme de gouttelette lipidique dans I’entérocyte, ou

directement oxydés pour fournir de 1’énergie a I’entérocyte.

En période de forte absorption, la majorité des lipides qui entre dans I’entérocyte participe a la
synthése des chylomicrons, les lipoprotéines synthétisées par l'intestin. Les lipoprotéines sont
composées d’une fraction lipidique hydrophobe en leur coeur, enveloppée d’une fraction hydrophile
constituée par les apolipoprotéines. Ces protéines permettent la solubilisation des particules lipidiques
dans la circulation sanguine, mais également la reconnaissance de récepteurs cellulaires. Dans le cas
des chylomicrons, 1’apolipoprotéine dominante et spécifique est ’apoB48. Les lipides sont transférés

aux chylomicrons par le biais de la MTTP (Microsomal Triglyceride Transfert Protein)?’. Les
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Figure 3 Métabolisme des acides gras dans les adipocytes : lipogenése et lipolyse

Les adipocytes et les hépatocytes sont les principales cellules du métabolisme et du stockage des lipides. Les
acides gras libres (AG) peuvent diffuser dans la cellule aprés 1’hydrolyse est lipoprotéines par la lipoprotéine
lipase (LPL) activée par I’insuline. Ils peuvent aussi provenir de la lipogenése de novo provoquée par I’insuline
a partir du glucose. Apres leur conversion en fatty-acyl-coA, ils sont estérifiés en triglycérides (TG) avec le
glycérol et stockés dans les gouttelettes de stockage lipidique. Les catécholamines, dont la noradrénaline, acti-
vent la lipase hormono-sensible (HSL) responsable de la lipolyse des TG de la réserve intracellulaire. Un grand
nombre de facteurs est régule le métabolisme cellulaire des acides gras, comme PPARY, un récepteur aux acides
gras capables de stimuler la lipogenése.

Adapté d’apres Breton C. The hypothalamus-adipose axis is a key target of developmental programming by maternal nutritional manipu-
lation. J. Endocrinol. (2013)

chylomicrons permettent ainsi la distribution des lipides absorbés par 1’intestin aux organes
périphériques'®.

Les chylomicrons sont sécrétés dans les vaisseaux lymphatiques intestinaux, qui se déversent dans la
circulation sanguine au niveau de I’artére sous-claviére’®. Pendant que les chylomicrons circulent,
leurs TGs sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase (LPL), située a la surface des cellules
endothéliales des capillaires dans les muscles et le tissu adipeux?!. Cette enzyme, dont 'activité est
favorisée par I’insuline, libére des AGs et du glycérol et permet aux tissus d’oxyder ou de stocker les
AGs. Ce qui reste aprés la délipidation vasculaire des chylomicrons par la LPL est une lipoprotéine
a tres faible densité (VLDL) appelé « résidu de chylomicron ». Les VLDL sont rapidement éliminés

par le foie en se fixant au récepteur LDLR pour une endocytose’?.
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1.2.B — Métabolisme des lipides dans le tissu adipeux et le foie

Les AGs sont une source d’énergie considérable, notamment stockée sous forme de TGs dans
les cellules du parenchyme hépatique (réserve temporaire) et du tissu adipeux (réserve permanente).
La premiere étape pour I’utilisation du gras comme source d’énergie est I’hydrolyse des TGs par les
lipases, c’est-a-dire la lipolyse, pour aboutir au relargage d’AGs libres®? (figure 3). Dans le tissu
adipeux, la lipolyse est notamment activée par les hormones B-adrénergiques ou le glucagon®*. En
revanche, elle est inhibée par I’insuline. Ainsi, en phase postprandiale et sous l'effet de l'insuline, la
lipolyse est inhibée en faveur du stockage et de 1’oxydation des lipides alimentaires absorbés. Les
AGs libérés par la lipolyse intracellulaire sont alors utilisés directement par la cellule pour ses propres
besoins, ou exportés dans la circulation ou ils sont transportés par I’albumine?>. De cette maniére, les
AGs libres deviennent une source d’énergie disponible pour les autres tissus. Les AGs sont oxydés

par la voie de la B-oxydation, génératrice d'ATP, dans les mitochondries®.

L’oxydation des AGs résulte en la production d’acétyl-coA, qui peut entrer dans le cycle de Krebs.
L’oxydation complete du palmitate, un AG a chaine longue, rend 106 molécules d’ATP, ce qui en
fait un matériau énergétique tres dense. En effet, un gramme de lipides permet la production de 9kcal

d’énergie, tandis qu’un gramme de glucose permet la production de 4 kcal d’énergie®’.

1.3 Absorption et métabolisme des sucres

La consommation élevée de sucres simples est 'une des problématiques majeures du WD.
L’OMS recommande un apport en sucres inférieur a 5% des apports caloriques journaliers®. A titre
d’exemple concernant le WD, une étude estime a 14% 1’énergie apportée par les sucres libres dans le

régime moyen des néerlandais®.

Les sucres obtenus par 1’alimentation correspondent aux monosaccharides comme le glucose et le
fructose, et aux disaccharides, comme le saccharose et le lactose. Ce sont des molécules hydrosolubles
a 6 atomes de carbones. Le glucose est la forme prédominante de sucre circulant chez I'homme et la
souris. Il est utilisé en tant que source d’énergie par l'ensemble des cellules de leur organisme.
L’importance du glucose s’explique également par la nécessité biochimique de générer a partir de
cette molécule un grand nombre de molécules capitales dans la structure et la fonction des cellules,

comme les acides aminés ou les acides nucléiques®’.
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1.3.A — Digestion et absorption du glucose

Les sucres sont exclusivement absorbés par les entérocytes sous forme de monosaccharides
au niveau du duodénum et du jéjunum, les segments intestinaux proximaux. Au niveau intestinal, les
oligo- et disaccharides sont hydrolysés par des enzymes spécifiques (disaccharidases) situées a la
surface de 1’épithélium*’. L’absorption entérocytaire des monosaccharides obtenus aprés digestion se
fait grace des transporteurs spécifiques*!. Deux transporteurs de glucose, SGLT1 et GLUT2,
coexistent a la surface des entérocytes. En conditions basales, SGLT1 est présent a la membrane
apicale et GLUT2 a la membrane basolatérale des entérocytes. Dans un premier temps, un transport
actif contre le gradient est réalisé par SGLT1 qui couple le transport du glucose a celui du sodium*2.
GLUT2 transporte ensuite de maniere facilitée les monosaccharides depuis l'entérocyte jusqu'a la
circulation*!. Lors d'un fort influx de glucose dans la lumiére, GLUT2 est également transloqué a la
membrane apicale en réponse a I'augmentation du glucose intracellulaire médié par SGLT1%. Cela
permet de faciliter 1'entrée du glucose depuis la lumiére jusqu'au compartiment intracellulaire de
l'entérocyte lors d'un repas fort en sucres. En phase postprandiale, 1’insuline fait disparaitre GLUT2

des membranes apicale et basolatérale pour réguler la glycémie postprandiale*.

1.3.B — Métabolisme cellulaire du glucose

Les monosaccharides accédent par la circulation sanguine aux cellules des organes
périphériques. A 1’échelle cellulaire, plusieurs voies majeures entrent dans la gestion du glucose et
permettent de l'utiliser en tant que substrat énergétique, ou de le stocker pour une mobilisation
ultérieure. D'une part, la glycolyse produit de I’ATP a partir de glucose. D'autre part, le glucose peut
étre stocké sous forme de glycogene (glycogénogenese) puis déstocké (glycogénolyse) en cas
d'utilisation des réserves. Enfin, la néoglucogenese permet la synthése de glucose a partir de substrats

non glucidiques (lipides, pyruvate, acides aminés) (figure 4).

1.3.B.2 - La glycolyse

La glycolyse est utilisée par toutes les cellules de 1’organisme pour générer de I’énergie. C'est
une voie métabolique cytosolique en 10 étapes qui permet de convertir le glucose (hexose) en deux
pyruvates (trioses). L’enzyme limitante principale de la glycolyse est la phosphofructokinase, qui est
inhibée par le glucagon, I’adrénaline et I’ATP et activée par I’insuline, ’ADP et le 5>’AMP?®. Les
pyruvates sont ensuite convertis en acétyl-coA dans la mitochondrie. En contexte aérobie, le pyruvate

peut entrer dans le cycle de Krebs dont les agents réducteurs sont ré-oxydés dans la chaine respiratoire
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mitochondriale. Au total, la glycolyse suivie du cycle de Krebs et de la chaine respiratoire permet la
production de 36 molécules d’ATP par molécule de glucose. L’acétyl-coA est un carrefour
métabolique : en effet, il peut provenir non seulement du pyruvate mais également des lipides et des
protéines*. Ainsi, le cycle de Krebs peut étre emprunté a partir du glucose, mais également d’autres
substrats énergétiques. Il faut également noter que le glucose-6-phosphate, le premier métabolite
généré lors de la glycolyse, peut entrer dans la voie des pentoses phosphate pour générer d’autres

molécules comme les acides nucléiques ou le NAPDH.
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Figure 4 Métabolisme du glucose : glycolyse et néoglucogenése

Dans toutes les cellules de 1’organisme, le glucose est dégradé par la voie de la glycolyse dans le cytoplasme.
Cette voie aboutit a la formation de deux molécules de pyruvate qui peuvent étre convertis en acétyl-coA,
carrefour métabolique permettant la production d’énergie cellulaire dans la mitochondrie. La glycolyse est ré-
gulée par ses enzymes majeures dont la phospho-fructokinase. A I’inverse, la néoglucogenése est une voie
métabolique inhibée par I’insuline qui permet la formation de glucose a partir de pyruvate. Les enzymes prin-
cipales de cette voie comprennent la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK), exprimée par la plupart
des cellules, et la glucose phosphatase (G6Pase) dont I’expression est restreintes aux cellules hépatiques, enté-
rocytaires et du cortex rénal.
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1.3.B.2 - Le glycogéne

Si le glucose n’est pas immédiatement hydrolysé, il peut étre stocké dans le cytosol sous forme
de glycogene. Cela se produit généralement lorsque la glycémie est élevée. Cette voie métabolique
de stockage est activée par 1’insuline. Le stockage sous forme de glycogeéne a lieu principalement
dans le foie*’. Les réserves hépatiques de glycogéne sont rapidement mobilisables, notamment en
contexte d'hypoglycémie. Le glycogéne hépatique est alors hydrolysé en glucose sous l'action du

glucagon lors de la glycogénolyse. Ce processus permet le maintien d'une glycémie stable.

1.3.B.3 - La néoglucogenése

Le glucose peut donc étre apporté par I’alimentation ou par la lyse du glycogene. Toutefois,
suite a I’épuisement des réserves de glycogeéne pendant le jetine prolongé, le glucose peut aussi €tre
produit de maniere endogeéne a partir d’autres substrats tels que les acides aminés, le pyruvate, le
lactate ou le glycérol. Ce processus appelé néoglucogenese est un ensemble de voies métaboliques
qui s’operent a partir du pyruvate emprunte les 7 étapes réversibles de la glycolyse. En revanche, elle
contourne les réactions irréversibles (gluco/hexokinase, phosphofructokinase I, pyruvate kinase) de
maniére spécifique avec des enzymes paralléles®*. La néoglucogenése est inhibée par I’insuline*®
permettant un équilibre entre le glucose endogene et le glucose absorbé lors de la prise alimentaire.
La néoglucogenése prend place dans le foie, I’intestin et le tubule contourné proximal du cortex rénal
en raison de leur expression spécifique de la derniere enzyme de la néoglucogenése, la glucose-6-
phosphatase®’. Il faut noter le role particulier de la néoglucogenése intestinale, qui, grace a la détection
portale du glucose, permet d’activer la régulation centrale du métabolisme glucidique et de diminuer
la production hépatique de glucose. Ce processus est notamment stimulé par la consommation de

fibres alimentaires ou de leurs métabolites microbiens!!0234,

1.3.C — Régulation hormonale du métabolisme glucidique
Le métabolisme glucidique est controlé par deux hormones pancréatiques aux effets
antagonistes : le glucagon et l'insuline (figure 5). L'équilibre entre ces deux hormones détermine le

maintien de la glycémie en toutes conditions.

Le glucagon est sécrété par les cellules o des ilots de Langherans du pancréas en réponse a
I'hypoglycémie®. 11 s'agit d'une hormone hyperglycémiante qui permet la mobilisation des réserves
intracellulaires de glucose lors d'une baisse de glycémie. Le glucagon agit surtout au niveau du foie.
Il entraine I'augmentation la production hépatique de glucose en stimulant dans un premier temps la

glycogénolyse, puis la néoglucogenése, et en inhibant la glycogénogénése et la glycolyse®. Le
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Figure 5 Régulation hormonale du métabolisme énergétique : I'insuline et le glucagon

L’insuline et le glucagon sont deux hormones pancréatiques aux effets antagonistes. L’insuline est sécrétée par
les cellules B des ilots de Langherans et favorise les voies de captation et de stockage du glucose. Dans le
muscle, le foie et le tissu adipeux elle permet la localisation de GLUT4 a la membrane plasmique pour I’entrée
du glucose. Elle stimule les voies de stockage sous forme de glycogéne ou de triglycérides et favorise 1’activité
LPL pour I’entrée des acides gras dans les cellules. Elle inhibe également les voies de la lipolyse au niveau des
réserves de triglycérides ainsi que la néoglucogenése et la lyse du glycogéne. Le glucagon est produit par les
cellules a des Tlots de Langherans et favorise la mobilisation des substrats énergétiques en période de jeune. 11
stimule ainsi la néoglucogeneése, la lyse du glycogene et la lipolyse. Les effets du glucagon peuvent s’exercer

de maniére directe dans le foie et par le biais de I’inhibition de la sécrétion d’insuline dans le tissu adipeux.
Adapté d’aprés Ruud, J., Steculorum, S. & Briining, J. Neuronal control of peripheral insulin sensitivity and glucose metabolism. Nat
Commun (2017).

glucagon exerce €¢galement ses actions hyperglycémiantes en inhibant la synthése de 1’insuline par

les cellules B pancréatiques.

L’insuline est une hormone peptidique pléiotrope produite par les cellules B du pancréas®'. L’un des
roles essentiels de I’insuline est de réguler le métabolisme en favorisant les voies de prise en charge
et de stockage du glucose et des lipides. L’insuline exerce ses fonctions sur ses organes cibles par
diverses cascades de signalisation intracellulaire. Dans le muscle squelettique, elle permet la captation
du glucose en stimulant la translocation de GLUT4 a la membrane plasmatique. Dans le foie,
I’insuline inhibe 1’expression d’enzymes clés de la néoglucogenése. Dans le tissu adipeux, la
signalisation insulinique diminue la lipolyse et ainsi I’efflux d’acides gras libres.

La sécrétion de l'insuline par les cellules B en réponse au glucose (GSIS) est un mécanisme complexe

qui implique un large réseau de signalisations. Suite a son entrée dans la cellule B, le glucose entre
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dans la voie de la glycolyse. L'ATP produit par ce moyen entraine la fermeture des canaux Kartp et
un influx intracellulaire de calcium qui permet l'exocytose des vésicules d'insuline’!. Dans un second
temps, des messagers hormonaux et neuronaux entrent en jeu pour potentialiser la réponse insulinique
en réponse au glucose. Parmi ces régulateurs, on trouve des entérohormones appelées incrétines. Les
incrétines comprennent le Gastric Inhibitory Polypeptide (GIP) et le Glucagon-Like Peptide 1 (GLP-
1) et sont sécrétées respectivement par les cellules entéroendocrines K et L de I’intestin. La sécrétion
intestinale du GIP et du GLP-1 est provoquée par le passage des nutriments dans la lumiére intestinale,
notamment le glucose’>33. Ces peptides augmentent la sécrétion d'insuline en réponse au glucose via
la stimulation de la voie AMP cyclique dans les cellules B pancréatiques. L'« effet incrétine » explique
les différences de sécrétion d'insuline observées entre une administration orale ou intrapéritonéale de
glucose>>3. Les incrétines controlent jusqu'a 70% de la sécrétion d'insuline en réponse au glucose
administré par voie orale®®. Des études de blocage de la signalisation de ces deux hormones ont

montré leur nécessité dans le fonctionnement physiologique du métabolisme glucidique®’-8,

Les besoins permanents de 1’organisme en glucose a des fins énergétiques et structurelles sont
ainsi couverts par l’alimentation, la glycogénolyse et la néoglucogenése. La régulation de
I’homéostasie du glucose et des lipides s'effectue de maniére hormonale au moyen des deux hormones
pancréatiques majeures, I’insuline et glucagon, sécrétées selon les niveaux de glucose circulant. Cela
permet d'adapter constamment le métabolisme glucidique et lipidique a I'état nutritionnel de

l'organisme.

1.4 Les fibres alimentaires

L'une des caractéristiques du régime Western est sa pauvreté en fibres alimentaires due a une
faible consommation de fruits, de 1égumes, de tubercules et de céréales complétes®”, et au traitement
industriel des aliments comme le blé®°. Dans le cadre d’un régime de type WD, la moyenne de
consommation des fibres alimentaires est estimée a moins de 15 grammes par jour®!. Or, un minimum
de 25 grammes est conseillé par ’OMS, du fait des bénéfices constatés de ces molécules pour

I’homéostasie énergétique.

1.4.A — Définition et hétérogénéité des fibres alimentaires

Les fibres alimentaires sont des polymeres d’oses qui ne sont pas hydrolysables, ni
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dégradables par les enzymes de 1’organisme. La définition des fibres alimentaires est trés variable et
sujette a débat scientifique, du fait qu’il s’agisse d’un groupe tres large et hétéroclite d’oligo- et de
polysaccharides®?%3, Le Codex Alimentarius, programme normatif de ’ONU et de la FAO concernant
les substances alimentaires et leurs usages, a défini les fibres alimentaires en 2009 comme « des
polymeres glucidiques composés de trois unités monomériques ou plus, qui ne sont ni digérés ni
absorbés dans I’intestin gréle humain et appartiennent a 1’une des catégories suivantes :

— polymeres glucidiques comestibles, présents naturellement dans la denrée alimentaire telle
qu’elle est consommeée,

— polymeres glucidiques comestibles qui ont été obtenus a partir de mati€res premicres
alimentaires brutes par des moyens physiques, enzymatiques ou chimiques et ont un effet
physiologique bénéfique démontré par des critéres scientifiques généralement acceptés,

— polymeres glucidiques comestibles synthétiques qui ont un effet physiologique bénéfique

démontré par des critéres scientifiques généralement acceptés. »

Il est également précisé que « la décision d'inclure ou non les glucides a 3-9 unités monomériques
doit revenir aux autorités nationales ». L.’ Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments (Afssa)
inclut ces oligosaccharides dans la définition des fibres (saisine n°2003-SA-0232).

Les fibres sont généralement des ¢léments structurels ou de défense des plantes qui entrent dans la

Type de fibres Propriétés Sources principales

Viscosité  Solubilité Fermentation

Cellulose Légumes
Hémicellulose Faible Faible Faible Légumes

Lignine Graines

Inuline Racines et tubercules

Fruits, légumes, légumineuses,
Oligosaccharides o
Faible Elevée Elevée céréales

Céréales complétes, pomme de
Amidons résistants
terre et banane. ..

Pectine Fruits, légumes, légumineuses

B glucane Avoine et seigle
Elevée Elevée Elevée

. Plantes légumineuses, algues,
Gommes et mucilages o .
gommes d’origine bactérienne

Psvllium Graines
Elevée Elevée Faible s : :
Meéthylcellulose Additifs alimentaires

Tableau 1 Principaux types de fibres alimentaires et propriétés physico-chimiques
Les fructo-oligosaccharides sont des oligosaccharides non digestibles ; ils ne sont pas repré-

sentés car ils sont le produit de la lyse chimique de I’inuline.

Adapté d’apreés Bozzetto L, Costabile G, Della Pepa G, Ciciola P, Vetrani C, Vitale M, Rivellese AA, Annuzzi G. Dietary fibre as a unifying
remedy for the whole spectrum of obesity-associated cardiovascular risk. Nutrients (2018).
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composition de leur paroi cellulaire®. Elles sont ainsi retrouvées dans une grande quantité d'aliments

d'origine végétale, comme les fruits et légumes, les racines et tubercules, et les céréales complétes

(tableau 1).

1.4.B - Fibres alimentaires et maladies chroniques

La consommation de fibres est corrélée avec la santé¢ métabolique des individus, notamment
avec le maintien d'un poids sain a long terme®®®’. Si les recommandations officielles de ’'OMS se
situent a 25 grammes par jour, les études de supplémentation chez I'homme suggérent qu'une dose de
50 grammes minimum serait nécessaire pour obtenir les bénéfices des fibres sur la santé. En effet,
une supplémentation supérieure a 50 grammes de fibres par jour permet des améliorations
significatives des marqueurs métaboliques étudiés, notamment de I”’homéostasie glucidiques®©%70.71,
En paralléle, un certain nombre d’études s’intéresse aux régimes dits « traditionnels », de populations
qui n’ont pas ou peu effectué la transition nutritionnelle. Par exemple, les populations humaines peu
industrialisées qui consomment plus de 50 grammes de fibres par jour, comme dans les milieux ruraux
d’Ouganda, sont connues pour étre épargnées par les maladies chroniques inflammatoires’?.
Outre les pathologies métaboliques, la faible consommation de fibres pourrait étre associée a d'autres
maladies chroniques du monde occidental. Notamment, les immunopathologies comme I'asthme, les
allergies et les maladies inflammatoires chroniques de 1'intestin (MICI) sont en recrudescence depuis
quelques années’>’+73. Les mutations du régime alimentaire participent probablement de cette
évolution”3. En effet, 1'obésité est un facteur de risque pour I'asthme’® alors que la consommation de
fibres alimentaires a été associée a une diminution de la physiopathologie allergique et du risque de

maladie de Crohn’”-78:79:80,

1.4.C - Les fibres et le microbiote intestinal

Comme introduit précédemment, les fibres ne sont ni hydrolysables, ni dégradables par les
enzymes de l'organisme. Elles peuvent en revanche étre fermentées par le microbiote, c'est-a-dire les
bactéries commensales résidentes de la lumiére intestinale®'#2. Le microbiote représente environ 10'4
bactéries réparties en plus de 20000 especes dont la majeure partie réside dans le colon et le
caecum®*#485 La composition du microbiote varie d’un individu a I’autre et de maniére spatio-

temporelle, bien que de grands types structurels puissent étre dégagés®®.

Les fibres alimentaires détiennent un role trophique pour les populations bactériennes de I’intestin.

Ainsi, les especes qui sont capables de les fermenter sont plus présentes chez les individus qui en
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consomment®’. La consommation de fibres alimentaires participe donc a I’écologie bactérienne dans
intestin, en fournissant des substrats pour la croissance bactérienne®®. Il est aujourd’hui établi que
la consommation ou I’absence chronique de fibres dans le régime entretient un schéma microbien a
long terme®7:8%9991 e microbiote est aussi capable de se réarranger dés les premiéres 24h lors d’une

diminution de la consommation de fibres®2.

Le microbiote est une entité¢ dynamique et réactive. Il est trés sujet aux perturbations, comme la prise
d’antibiotiques ou le changement de régime alimentaire. Ainsi, un changement rapide de microbiote
se produit chez I’homme lors d’une immigration dans un environnement industrialisé®>. Aujourd'hui,
le « microbiote industrialisé », associé a la consommation du régime WD, est envisagé comme un
contributeur aux pathologies chroniques®**>®, En contraste, les populations consommant un régime
riche en fibres alimentaires, comme les chasseurs-cueilleurs Hadza de Tanzanie, présentent une plus
grande diversité du microbiote intestinal et sont peu atteints par les pathologies chroniques®®. Une
¢tude comparative des enfants européens et africains a également montré une réduction de la diversité
microbienne et une déplétion des bactéries responsables de la digestion des fibres chez les premiers®.
Ainsi, une corrélation positive est établie chez ’homme entre la consommation de fibres alimentaires,

la diversité du microbiote et la santé métabolique.

1.5 Modeles animaux de régime Western

Etant donnés les enjeux sanitaires des NCD, un grand effort est placé dans la recherche sur
les pathologies métaboliques comme 1'obésité. Elle s’est notamment développée a partir de modeles

animaux comme la souris.

1.5.A — Les High-Fat Diets (HFD)

De nombreux régimes dédiés a 1’étude des NCD chez la souris reposent sur des modeles de
WD. Parmi eux, on compte surtout des régimes hypercaloriques inducteurs d’obésité, appelés High-
Fat Diet (HFD). En comparaison des régimes pauvres en gras qui comprennent typiquement entre 8
et 15% de graisses, les régimes HFD sont composés d’une fraction de graisses variant entre 40 et 80%
des apports caloriques®. Ils peuvent également étre constitués par une plus grande part de saccharose.
Selon la durée du régime, le développement précoce des dysfonctionnements ou l'obésité avérée

peuvent étre étudiés. Les modeles d’obésité et de pathologie métabolique induites par le régime sont
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aujourd’hui bien caractérisés. Pendant ma these, j'ai modélisé la pathologie métabolique précoce avec
un HFD a 60% de kcal issues des graisses pendant 4 semaines. Le régime HFD a 60% de kcal issues
des graisses permet la modélisation du syndrome métabolique, puisqu’il entraine 1’obésité et les
perturbations métaboliques caractéristiques de cette pathologie. Il s'agit d'un régime trés riche en
énergie (521 kcal pour 100 grammes) du fait de sa tres haute teneur en gras animal provenant du lard.
Par ailleurs, il contient trés peu de fibres et d’amidons en comparaison du régime contrdle, et aucune
fibre fermentable (tableau 2). Ce régime est 1'un des plus utilisés dans la littérature pour modéliser
l'obésité induite par le régime dans les modeles murins. Il entraine une prise de poids rapidement

100,101

significative . Des perturbations de I’homéostasie glucidique apparaissent également des les

102,103, 243

premieres semaines voire des les premiers jours . Les effets du régime varient selon les fonds

génétiques'®, mais également selon les animaleries.

Il existe également des modeles génétiques de pathologie, notamment d’obésité. Par exemple, les
souris ob/ob sont un modele de mutation du gene de la leptine, responsable de la sensation de satiété.
L’absence de leptine empéche le sentiment de satiété et provoque une hyperphagie chronique '>1%,
Les souris ob/ob sont obéses a partir de 4 semaines de vie'"”. Ce modéle permet d'étudier I'impact de

I'hyperphagie chez la souris, mais pas la réponse aux variations nutritionnelles, puisque l'exces
yperphag 5 p p » puisq

Pour 100g Reglme‘standard Reglme‘ gras
Safe Diets A04 Research Diet D12492
de croquettes 2 e
(8,4% kcal provenantdes lipides)  (60% kcal provenant des lipides)
Protéines 16.1¢g 26,2 g
Origine Protéines végétales = animales Protéines animales
Glucides simples 2g 254 ¢
Origine Céréales (seigle, blé, saja, mais) Saccharose, maltodextrine
Fibres et amidons 35¢g 6.4¢g
Origine Céréales (seigle, blé, saja, mais) Cellulose (Solka Floc)
Lipides 348¢
3.1g

Origine Lard = Huile de soja

Tableau 2 — Composition pour 100g de croquettes du régime standard et du régime gras a
60% de kilocalories (kcal) provenant des lipides

La masse restante correspond aux minéraux et aux vitamines, a I’humidité et a une partie de la masse non azotée
non identifiée. Le régime standard A04 contient 85% de céréales tandis que le régime gras D12492 n’en contient

aucune. Les fibres du régime D12492 proviennent de cellulose purifiée Solka Floc.
D’apreés les fiches de composition des régimes et Ong K. J., Ede J. D., Pomeroy-Carter C. A., Sayes C. M., Mulenos M. R., Shatkin J. A. A
90-day dietary study with fibrillated cellulose in sprague-dawley rats. Toxicology Reports (2020)
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calorique se met en place de maniére constitutive a partir d’un régime équilibré.

1.5.B — Evaluation de ’homéostasie glucidique

L’¢évaluation de I’homéostasie du glucose chez I’homme comme chez la souris s’effectue a
partir de plusieurs variables. Par exemple, la tolérance au glucose représente la capacité a gérer le
glucose alimentaire, depuis son absorption jusqu'a sa clairance grace a I’insuline. Elle est évaluée par
un test de tolérance orale au glucose (OGTT), qui correspond a un suivi cinétique de la glycémie
apres un apport de glucose. Chez la souris, les tests de tolérance a I’insuline (ITT) permettent
d'estimer l'efficacité de 1'insuline en suivant la glycémie apres une injection d’insuline. La résistance
a I’insuline peut également s’évaluer par HOMA-IR, un rapport de I’insulinémie sur la glycémie a
jeun. La résistance a l'insuline peut également étre évaluée par la technique du clamp euglycémique
hyperinsulinémique. Celui-ci consiste a administrer en continu de I'insuline et du glucose pour estimer
la quantité de glucose nécessaire a maintenir la glycémie. Plus cette quantité est grande, plus I'insuline
est efficace ; plus elle diminue, plus I'individu est résistant a 1’actions de l'insuline. Cette technique
peut également étre adaptée chez la souris a l'aide de dispositifs spécifiques'®®!%. Enfin, la
néoglucogenese hépatique peut €tre estimée par un test de tolérance au pyruvate (PTT), en mesurant

la glycémie suite a ’administration de pyruvate par voie intapéritonéale.

1.5.C — Evaluation de I'inflammation
Les régimes HFD entrainent également l’activation chronique du systéme immunitaire,

décrite comme un « état inflammatoire de bas grade », également observée chez les patients obéeses.

111,112 113

Cette inflammation est observable dans divers organes mais également dans le sang''°. Dans le
cas d’un régime HFD a 60% chez la souris, une inflammation généralisée se met en place des les 2
premiéres semaines de régime!!*. L’inflammation est généralement étudiée par quantification qPCR
des genes des cytokines inflammatoires, ou par cytométrie en flux sur les populations de cellules

immunitaires circulantes ou d’un tissu précis.

Ainsi, la recherche sur les maladies métaboliques a permis le développement d'un certain nombre
d’outils pour étudier leur mise en place chez la souris. Cela a permis de mettre en €vidence des
processus physiopathologiques au niveau métabolique et immunitaire en réponse au régime de type

Western.
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En conclusion

Pour résumer, la consommation a long terme d’un WD, fort en lipides et en sucres simples et
faibles en fibres alimentaires, influence I’homéostasie métabolique. Elle favorise le gain de poids, la
survenue de perturbations métaboliques, et 1’activation du systeéme immunitaire. Ces processus se
mettent en place dans les organes métaboliques, et les modeles animaux permettent leur étude. Je vais
maintenant décrire plus précisément 1’établissement de ces altérations au niveau des principaux tissus

concernés : le tissu adipeux, le foie, le pancréas et 1'intestin.

32



INTRODUCTION 2.1 WD et déséquilibre de la balance énergétique

Chapitre 2

Processus immuno-métaboliques
associés au régime gras

La consommation d’un régime de type WD peut induire un déséquilibre de la balance
énergétique en favorisant un exces calorique, et entrainer ainsi une augmentation de la masse grasse.
Les ¢études animales montrent que la gestion chronique de cet exces aboutit rapidement a une
résistance périphérique a l'insuline et a une compensation pancréatique dans la sécrétion d'insuline.
L’insulinorésistance résulte notamment d'une inflammation systémique due a la surcharge lipidique

et a une perméabilité intestinale accrue.

21 WD et déséquilibre de la balance énergétique

La balance énergétique est 1'équilibre entre l'apport et les dépenses énergétiques. Chez la
souris de laboratoire, la consommation d’un régime gras (HFD) suffit a déséquilibrer la balance
énergétique vers l'exces calorique, et ainsi a entrainer 1’obésité. Le stockage des calories absorbées
mais non dépensées s'effectue notamment sous la forme de réserves de triglycérides dans les
adipocytes. Parmi les paramétres régulateurs de la balance énergétique, on compte la prise alimentaire

et I’absorption intestinale qui conditionnent les apports en substrats énergétique.
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2.1.A — Régulation entéro-hormonale de la prise alimentaire
Pendant 1'obésité, la régulation centrale de la prise alimentaire est dysfonctionnelle. Par
exemple, la signalisation hypothalamique anorexigeéne de la leptine sécrétée par le tissu adipeux est

altérée chez la souris!!’.

L'intestin est également responsable de la production de peptides
anorexigenes, comme le peptide YY (PYY). Auméme titre que le GLP-1, il est produit par les cellules
L entéroendocrines, majoritairement localisées dans 1'iléon et le colon''. Le PYY est un peptide de
36 acides aminés qui appartient a la famille des neuropeptides Y (NPY). La sécrétion du PYY dans
la circulation est provoquée par les nutriments luminaux, comme le propionate, un acide gras a chaine
courte produit par le microbiote a partir des fibres alimentaires''”. Ainsi, les niveaux de PYY circulant
sont faibles a jeun et augmentent rapidement en phase postprandiale!'®!"°. Le PYY interagit avec le
récepteur Y2, notamment exprimé dans le systéme nerveux central'?’, qui signale les effets
anorexigénes du PYY!!%:121.122.123 ' Chez la souris, 1'expression du PYY peut étre diminuée lors d'un
régime HFD'?4125, Chez I'homme, les sujets en surpoids présentent une déficience en PYY circulant
en phrase postprandiale, associée a une réduction de la satiété'?. Cette diminution participe
probablement du phénotype métabolique associ¢ au WD. En effet, la délétion génétique du PYY
entraine 1’obésité et I’hyperinsulinémie!?’, tandis qu’un traitement chronique au PYY lors d’un HFD

promeut ’oxydation des AGs et prévient la résistance a I’ insuline!?812%:130,

En somme, les signaux de faim et de satiété intégrés au niveau central peuvent étre déséquilibrés dans
le cadre d'un régime de type WD. Ce déreéglement a plusieurs origines, mais la perturbation des

signaux provenant de l'intestin semble y participer.

2.1.B — Absorption intestinale des sucres et des lipides lors d'un WD

Outre le déreglement de la fonction entéroendocrine, le WD promeut 1'absorption intestinale
des sucres et des lipides par plusieurs mécanismes. D'une part, il accroit la surface d'absorption chez
I'homme comme chez la souris. En effet, la longueur de l'intestin et la masse entérocytaire sont

supérieures lors de la consommation d'un régime gras'3"!132,

Cela peut s'expliquer par une
augmentation de la taille des villosités de I’intestin gréle, mise en évidence chez I'homme comme
chez la souris'3>!33, De fait, la surnutrition encourage la prolifération des cellules souches intestinales
chez la souris!3*!3, Les transporteurs et le métabolisme entérocytaires sont également modulés en

faveur de l'absorption des nutriments. Chez la souris, la consommation d’'un HFD augmente
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Maillage de fibres insolubles
=> capture de nutriments
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CFA Succinate Gl

™ Glucose

2 2 2

7 ING

¢
GLP-1
PYY ’
Q
Cellules
épithéliales Pancréas

’ Cerveau

Circulation sanguine Systéme nerveux

Figure 6 Le compartiment métabolique de I’'intestin dans les bénéfices des fibres alimentaires
Les fibres ont des bénéfices métaboliques sur ’homéostasie énergétique a 1’échelle systémique. Certains de ces
bénéfices prennent leur origine dans 1’intestin. D’une part, la viscosité des fibres leur fait adopter une structure
en maillage dans la lumiére qui diminue la bioaccessibilité et la biodisponibilité des nutriments, et prévient leur
absorption. Ainsi, I’augmentation de la glycémie est moindre lors d’un apport en glucose. Ensuite, les fibres et
leurs métabolites acides gras a chaine courte stimulent la production de messagers hormonaux et peptidiques
comme le GLP-1 etle PYY qui établissent des axes de communication vers le pancréas, le systéme nerveux ou
encore le cerveau. Cela participe par exemple a la régulation de la prise alimentaire au niveau central (PYY), a
la potentialisation de la sécrétion d’insuline (GLP-1), ou a la régulation de la vitesse de vidange gastrique (VIP).
En outre, les fibres alimentaires stimulent également la néoglucogenése intestinale (NGI) par le biais des acides
gras a chaine courte et du succinate. Or, la NGI permet les effets métaboliques des fibres sur la régulation
centrale de I’homéostasie métabolique en entrainant une diminution de la production hépatique de glucose!!%?,

I'expression des genes associés au transport et au métabolisme des lipides dans les
entérocytes!3®137:138 En accord avec ces données, la consommation d’un HFD pendant 3 semaines ne
modifie pas le contenu fécal en lipides par rapport au régime contrdle, démontrant 1'augmentation de
leur absorption'?, L'absorption du glucose est également augmentée dans les conditions
physiopathologiques associées au WD, comme lors d'un diabete induit expérimentalement chez la

139,140,141 "1 rat'4? ainsi que chez les patients diabétiques et/ou obéses!*!*4, De fait, en

souris
conditions d'insulinorésistance entérocytaire, GLUT2 demeure localisé aux membranes apicales et
basales, prévenant l'arrét de l'afflux de glucose et favorisant I'hyperglycémie post prandiale'#>. Ainsi,
une forte absorption de glucose est maintenue malgré une glycémie déja élevée. De cette maniere, la

plasticit¢ morphologique et fonctionnelle de l'intestin participe au déséquilibre de la balance
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énergétique induite par le HFD.

En parallgle, le contenu du bol alimentaire, notamment la teneur en fibres alimentaires, conditionne
directement les capacités d’absorption. L'augmentation du volume fécal par les fibres insolubles
affecte la structure de la matrice luminale et diminue la biodisponibilité et la bio-accessibilité des
macronutriments'4%-147:148.149 = Cela permet de réduire la prise d'énergie et contribue aux effets
bénéfiques des fibres sur la balance énergétique. Les effets morphologiques des fibres solubles sont
sans commune mesure avec ceux des fibres insolubles!>’, mais un enrichissement des repas avec de
I’inuline permet une diminution de la vidange gastrique et de la glycémie a jeun chez I’homme'>'.
Ainsi, l'absence de fibres alimentaires, solubles ou insolubles, altére le transit intestinal et la

biodisponibilité des nutriments qui conditionnent 1I’apport énergétique (figure 6).

2.2 L'intolérance au glucose

La réponse au WD peut aboutir a des altérations de 1’homéostasie glucidique, voire au
développement d'un diabete de type 2. Chez la souris C57BL6 nourrie au HFD 60%, 1'intolérance au

152,153,154 Celles-ci sont

glucose et I'hyperglycémie s'installent dés les premicres semaines de régime
témoins d'un déséquilibre entre la glycémie, la sécrétion d'insuline et la capacité de réponse des

organes cibles.

2.2.A - Signalisation insulinique et résistance a l'insuline

La signalisation de 1'insuline dans les organes cibles est un réseau complexe. Le récepteur a
I’insuline (IR) appartient & la superfamille des récepteurs a tyrosine kinases. Il s’agit d’un
hétérodimeére qui s’active par transphosphorylation des domaines kinases lors de la liaison de
I’insuline. Les kinases phosphorylent a leur tour les résidus tyrosines auxquels se fixent des protéines
adaptatrices. La phosphorylation de ces protéines adaptatrices permet I’assemblage des partenaires et
provoque la transduction intracellulaire du signal!>. Parmi les adaptateurs principaux, on trouve les
membres IRS1 et 2 de la famille des IRS (figure 7). Les deux voies principales de signalisation a
partir du nceud IR/IRS sont la voie PI3K/AKT et la voie Raf/Ras/Mek/MAKP(ERK). La voie
PI3K/AKT est responsable de la plupart des effets métaboliques de I’insuline et est connectée a I'R
exclusivement par IRS1 ou IRS2'5%. L activation de la voie PI3K/AKT est provoquée par sa fixation

a IRS1 ou 2, et entraine la génération de PIP3. PIP3 active ensuite PDK au niveau de la membrane
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plasmique, qui a son tour active AKT/PKB par phosphorylation. Parmi les principaux substrats
phosphorylés par AKT/PKB, on trouve mTOR (régulation de la synthése protéique par la
phosphorylation de 4EBP1 et p70S6K), GSK3 (régulation de la syntheése de glycogeéne) et FoxO1
(régulation de génes gluconéogéniques et adipogéniques)'°.

La résistance a I’insuline correspond a des dysfonctions de la signalisation associée a 1'IR. Ces
dysfonctions peuvent survenir a plusieurs endroits de la voie'*>. L'une des plus connues est la
phosphorylation de 1'1RS1'57. En conditions physiologiques, IRS1 est phosphorylé au niveau d'une
vingtaine de tyrosines aprés interaction de l'insuline et de 1R'*3. En revanche, lorsqu’IRS1 est

phosphorylé de maniére alternative sur la sérine 307, son activité signalisatrice est inhibée'>. Or, des

kinases associées aux voies de I’inflammation, comme IKKB et JNK, sont capables de phosphoryler

Insuline

PDK1 mTORC2 \\
PKC PKB

ERK1/2

o K

mTORC1
AS160

S6K1 / \ @@ Fonction
GLUT4 / / 4EBP1 @ mitochondriale

S6 / Autophagie
Y

Traduction

— GLUT4

|

Glucose

Figure 7 Voie de signalisation de I'insuline

La fixation de I’insuline sur son récepteur a tyrosine kinase active une cascade de phosphorylation selon plu-
sieurs voies dont la voie PI3K/AKT(PKB) et Ras/Raf/Mek/ERK. Cela aboutit a la régulation de génes du mé-
tabolisme FoxO1, mTor ou Gsk3, et au recrutement de GLUT4 a la membrane plasmique. En conditions d’in-
sulinorésistance, IRS1 est phosphorylé en position sérine 301 par des kinases induites lors d’une inflammation

cellulaire comme IKKB ou JNK. La transduction du signal en aval d’IRS1 n’a donc pas lieu.
D’aprés Nyman E., Brinnmark C., Palmér R., Brugdrd J., Nystrom F.H., Strdlfors P. et al. A hierarchical whole body modeling approach
elucidates the link between in vitro insulin signaling and in vivo glucose homeostasis. J. Biol. Chem (2011)
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160.161.162,163.164 T 'activation des voies intracellulaires

ce résidu sérine et d’induire I’insulinorésistance
de I'inflammation est donc primordiale dans I'installation de I'obésité et de la résistance a I'insuline en
réponse au régime. Ainsi, les souris déficientes en JNK nourries au HFD sont protégées contre
l'obésité, 1'insulinorésistance hépatocytaire et musculaire et I'intolérance au glucose!%>'%. En outre,
des traitements inhibiteurs de NF-xB permettent I’amélioration de I’insulinorésistance'®’.

Les conséquences de la résistance a l'insuline sont considérables. Elles comprennent une élévation

des niveaux de glucose et de lipides circulants!'¢%!6?

. Au niveau glucidique, l'insuline étant
responsable de la captation de glucose par GLUT4 dans le foie, le tissu adipeux et le muscle
squelettique, l'insulinorésistance empéche ces tissus de capter et de métaboliser le glucose. En outre,
le foie relargue de grandes quantités de glucose en raison de l'absence d'inhibition de la
néoglucogenése par l'insuline!”’. Enfin, la baisse de l'action de l'insuline dans l'intestin prévient le
retrait de GLUT2 de la membrane apicale lors de l'apport de glucose, favorisant son absorption en
plus grandes quantités'*>. Au niveau lipidique, l'insuline a un effet anti-lipolytique en diminuant
l'activité de la LPL. Ainsi, en conditions d'insulinorésistance, l'efflux d'acides gras libres hors du tissu

adipeux est augmenté'”!.

Ainsi, les voies de signalisation inflammatoires préviennent 'action de I'insuline dans ses tissus cibles

lors de la consommation d'un WD. Cela altére considérablement la gestion des nutriments circulants.

2.2.B — Adaptation de la sécrétion d'insuline lors d'un WD

Outre la résistance périphérique a l'insuline, des adaptations métaboliques se mettent en place
au niveau pancréatique. Les cellules B pancréatiques adaptent leur sécrétion d'insuline a
I’hyperglycémie chronique. De cette maniere, une hyperinsulinémie s’établit des les stades précoces
de la réponse au HFD. Sous HFD, la sécrétion d’insuline est augmentée de par 1’expansion de la
masse la masse B pancréatique en réponse a I’hyperglycémie!3>!172173:174 En effet, le glucose et
’insuline activent la survie, la croissance et la prolifération dans les cellules B!7>!7%177_ Chez la souris
C57BL6, la prolifération des cellules B commence dés 3 jours de HFD 60% '52. La masse B est déja
augmentée a 3 semaines de régime, avant méme le développement de la résistance a 1'insuline'3>!72,
L'intolérance au glucose est manifeste lorsque la sécrétion d'insuline est insuffisante pour compenser
I'hyperglycémie et l'insensibilité des organes périphériques. A trés long terme, les stress cellulaires
lié¢ a l'inflammation et a la glucolipotoxicité aboutissent a la dysfonction et a la mort des cellules

pancréatiques! 7172179,

I1 est également possible que le HFD altere la potentialisation de la production d'insuline en réponse
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au glucose (GSIS) via un impact sur la réponse incrétine. En effet, certaines études suggerent une
altération fonctionnelle du processus de sécrétion du GLP-1 lors d’un HFD chez la souris ou chez les
patients obéses diabétiques, bien qu’aucun consensus ne soit établi!?+!18%18!1 En outre, les fibres et les
acides gras a chaine courte sont connus pour induire 1’expression et la sécrétion des entérohormones,
notamment le GLP-1 et le PYY '82183.184185,186,187 T eyr pauvreté dans le régime pourrait donc affecter

la GSIS.

En somme, I'hyperglycémie provoquée par le régime sollicite les cellules  pancréatiques, induisant
dans un premier temps leur prolifération et une hyperinsulinémie. En outre, la fonction endocrine de
l'intestin, capitale dans la sécrétion d'insuline, semble diminuée par la consommation d'un régime

pauvre en fibres.

2.3 Meétainflammation

Le régime WD met également en place une inflammation systémique de bas grade, aussi
appelée « métainflammation », qui sous-tend 1'insulinorésistance. Il s’agit d’un état inflammatoire
chronique et persistant, sans modification structurelle des tissus'®®. Cette inflammation a diverses

origines, dont l'inflammation du tissu adipeux et a I'augmentation de I'endotoxémie.

2.3.A - L'inflammation due aux lipides

L’inflammation métabolique se met en place en réponse a I’exces lipidique, en particulier dans
le tissu adipeux. En effet, le stockage de 1’énergie en exceés lors d’un HFD s’accompagne d’une
hypertrophie des adipocytes et une situation d’hypoxie dans le tissu adipeux!3!%, Cette lipotoxicité
locale active les voies de stress au sein des adipocytes'®! et entraine leur mort, dont témoignent les

192,193 "1 a mort cellulaire

structures « crown-like » formées de macrophages et de débris nécrotiques
des adipocytes augmente ainsi les acides gras libres et les débris cellulaires dans le tissu. Cela favorise
I’installation d’une inflammation et d’une lipotoxicité locales. De fait, les cellules immunitaires
résidentes, dont les macrophages, adoptent un phénotype pro-inflammatoire lors d’une alimentation
au HFD'9+193:196 1] y a ¢galement un recrutement important de monocytes'?7-198:199:200201 T >a¢tivation
et le recrutement immunitaires aboutissent a I’augmentation de la sécrétion de TNFa, de MCP1 et
d’autres médiateurs inflammatoires'729%1%_ Les voies IKKB/NF-xB et JNK sont ainsi activées dans

160,165,203

les adipocytes et les macrophages et établissent une insulinorésistance locale. Les cytokines
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pro-inflammatoires produites par le tissu adipeux participent également a l'insulinorésistance
systémique?0>2%4, L activation des voies inflammatoires dans le tissu adipeux peut s’ expliquer d’une
part par la mort cellulaire dans le tissu, et d’autre part par le potentiel pro-inflammatoire des lipides.
En effet, I’acide palmitique est capable d’induire JNK dans les macrophages lorsqu’ils ont été

sensibilisés par le lipopolysaccharide (LPS)?%.

2.3.B - L’endotoxémie métabolique

Un autre paramétre déterminant de la méta-inflammation est 1’endotoxémie, c’est-a-dire
I’augmentation du lipopolysaccharide (LPS) circulant. Le LPS est la molécule principale qui compose
la membrane externe des bactéries a Gram-négatif. Il sert de barriére imperméable entre la bactérie
et son environnement, et il confére aux bactéries intestinales une protection contre les peptides
antimicrobiens de 1'h6te?%¢. Le LPS peut passer dans la circulation de 1’hote, et former un complexe
avec le CD14 soluble. Ce complexe est reconnu par le récepteur TLR4, présent a la surface de
nombreux types cellulaires. La fixation du LPS sur TLR4 permet la dimérisation de ce dernier et
I’activation des voies JNK et NF-kB par 1’adaptateur MyD88. Le complexe LPS/TLR4 peut aussi
étre internalisé et activer des voies de régulation de I’immunité antivirale?*’->%¥(figure 8). Ainsi,
l'interaction entre le LPS et son récepteur aboutit a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires,

comme le TNFa, I'IL1B et IINOS?%,

Plusieurs études suggerent I’importance de I’endotoxémie dans le phénotype métabolique et
inflammatoire associ¢ au WD. D’une part, de hauts niveaux de LPS circulants ont été mesurés chez
la souris sous HFD?!?, L’obésité et le syndrome métabolique chez I’homme ont aussi été associés a

une endotoxémie élevée?!!212213214 En outre, 'administration chronique de LPS chez la souris est
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Figure 8 Voie de signalisation LPS/TLR4

La fixation du LPS a CD14 et a MD2 permet la dimérisation du récepteur TLR4. Cela active ’adaptateur
Myd88 puis les voies NF-KB et MAPK/JNK/AP-1. Ces voies permettent la stimulation de 1’expression des
geénes pro-inflammatoires. Le complexe TLR4/LPS peut aussi étre internalisé dans une vésicule d’endocytose

et activer une voie de signalisation régulatrice de 1’interféron de type 1 impliqué dans la défense antivirale.
D’apres Firmal P, Shah VK, Chattopadhyay S. Insight Into TLR4-Mediated Immunomodulation in Normal Pregnancy and Related Disor-
ders. Front Immunol. (2020)

suffisante pour aboutir a une prise de poids, une intolérance au glucose due a une insulinorésistance
hépatique et une inflammation systémique similaires au régime HFD?!?. Chez I’homme, une injection
intraveineuse de LPS induit les marqueurs d’inflammation et de résistance systémique et adipeuse a
I’insuline?'’. L’importance métabolique de la signalisation du LPS est également illustrée par le
phénotype métabolique des souris KO pour CD14, qui sont hypersensibles a 1'insuline et protégées

contre la pathologie métabolique induite par le HFD dans les stades précoces?!-217:218219,

En conclusion, I’endotoxémie en réponse au régime gras peut contribuer a la pathogenese
métabolique en activant les voies de I’inflammation dépendantes de TLR4. Ce mécanisme peut
induire directement une inflammation cellulaire mais pourrait aussi potentialiser I’inflammation due

aux lipides.
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2.4 Contribution intestinale a ’endotoxémie

L'endotoxémie métabolique repose sur deux facteurs clés, aujourd'hui reconnus comme des
déterminants majeurs de la pathogenese métabolique : la dysbiose en réponse au régime, et la

perméabilité de la barricre intestinale.

2.4.A - La dysbiose

2.3.A.1 - La dysbiose sous régime de type WD

Le microbiote intestinal est dominé par les phyla Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Verrucomicrobia et Proteobacteria (figure 9). La flore commensale participe a I’homéostasie de 1’hote
de maniere symbiotique, notamment en métabolisant les composants indigestibles et en interagissant
avec le systéme immunitaire’?. Une dysbiose, c’est-a-dire un déséquilibre des populations
microbiennes, a ¢té identifiée lors de la consommation d’un HFD chez la souris. Celle-ci inclut une
diminution des Bacteroidetes et une expansion des Firmicutes et des Proteobacteria??!222:223.224 Cette
dysbiose en réponse au régime gras a ¢galement été¢ décrite chez des souris possédant un microbiote
humanisé??. En outre, une diminution du commensal Akkermansia muciniphila a été observée??6227,
ainsi qu’une diminution du nombre de bifidobacteria, un groupe connu pour réduire les niveaux de
LPS intestinal chez la souris?*®2!3, Chez I'homme, une dysbiose semblable a été décrite chez les sujets

obéses ou atteints du syndrome métabolique??*23%23! et 1a perte de richesse du microbiote corréle avec

les dysfonctions métaboliques?*2.
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Figure 9 Classification des bactéries du microbiote intestinal

Les Firmicutes et les Bacteroidetes (entourés) représentent généralement 90% des bactéries totales. Sous HFD,
les grands phyla sont déséquilibrés, notamment les Firmicutes et les Proteobacteria qui s’expandent et les Bac-
teroidetes qui diminuent. Certains genres sont diminués comme les Bifidobacteria. Certaines espéces commen-

CLASS
examples

Actinobacteria

Coriobacteriia

Clostridia

Bacilli

Sphingobacteriia

Bacteroidia

Gamma
proteobacteria

Delta
proteobacteria

Epsilon
proteobacteria

Verrucomicrobiae

24

ORDER

examples

Actinomycetales

Bifidobacteriales

Coriobacteriales

Clostridiales

Bacillales

m Sphingobacteriales

Bacteroidales

Enterobacterales

Desulfovibrionales

Campylobacterales

Fusobacteriales

Verrucomicrobiales

Contribution intestinale a I’endotoxémie

FAMILY
examples

Corynebacteriaceae

Bifidobacteriaceae

Coriobacteriaceae

Clostridiaceae

Veillonellaceae
Lactobacillaceae

Enterococcaceae

" Staphylococcaceae

Sphingobacteriaceae

Bacteroidaceae

Tannerellaceae

Rikenellaceae

Prevotellaceae

Enterobacteriaceae

Desulfovibrionaceae

Helicobacteraceae

Fusobacteriaceae

Akkermansiaceae

GENUS
examples

Corynebacterium

Bifidobacterium

Atopobium

Faecalibacterium

Clostridium

Ruminococcus
Dialister
Lactobacillus
Enterococcus
Staphylococcus

Sphingobacterium

Bacteroides

|

Parabacteroides

Alistipes

Prevotella

Escherichia

Shigella

Desulfovibrio

Bilophila

Helicobacter

Akkermansia

Enterococcus
faecium .

SPECIES

examples

Bifidobacterium
longum

Bifidobacterium
bifidum

Bl Faecalibacterium

prausnitzii

Rosebur
intestinalis

i Ruminococcus §
: faecis i

Dialister
invisus

Lactobacillus
reuteri

Staphylococcus
leei

Bacteroides
fragilis

Bacteroides
vulgatus

Bacteroides
uniformis

B Parabacteroides
i distasonis

Alistipes

finegoldii

Prevotella
spp.

Escherichia coli

Shigella flexneri
Desulfovibrio
intestinalis

Bilophila
wadsworthia

Helicobacter
pylori

5 Fusobacterium
—

Akkermansia
muciniphila

sales sont également diminuées comme Akkermansia muciniphila ou la SFB (Candidatus savagella).
D’aprés Rinninella E, Mele MC, Merendino N, Cintoni M, Anselmi G, Caporossi A, Gasbarrini A, Minnella AM. The Role of Diet, Mi-
cronutrients and the Gut Microbiota in Age-Related Macular Degeneration: New Perspectives from the Gut Retina Axis. Nutrients

(2018)
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2.4.A.2 - Dysbiose et fibres alimentaires

De nombreuses études attribuent la modification du microbiote par le HFD au contenu du
régime alimentaire plutdt qu'a l'obésité qu’il induit. En effet, la consommation d'un HFD suffit a
induire une dysbiose, méme lorsque les souris demeurent minces en raison de leurs dispositions
génétiques>3234235 De plus, les variations des communautés bactériennes fécales des souris
génétiquement obéses différent selon qu’elles soient nourries ou non avec un HFD?¢. Plus
précisément, l'absence de fibres alimentaires dans le régime HFD est désignée comme le facteur
déterminant de la dysbiose. En effet, retirer les fibres fermentescibles du régime contrdle, sans
augmenter le contenu en graisses, est suffisant pour entrainer une dysbiose?3”->38, En ’absence de
fibres, d'autres espéces et d'autres substrats énergétiques, comme les mucines de 1'hote, sont favorisés.

Cela participe a fragiliser la barriére intestinale?3°240.7!,

2.4.A 3 - Implication du microbiote dans la pathologie métabolique
Le microbiote est reconnu comme un facteur essentiel dans le développement de la pathologie
métabolique. En effet, les souris axéniques sont protégées contre 1’obésité¢ induite par le régime

241,242

gras . L’administration d’antibiotiques a des animaux soumis au HFD limite également la

pathologie métabolique et I’inflammation systémique®'$24,

Néanmoins, la causalité entre le
microbiote et la pathologie métabolique de 1’hdte en réponse au régime n’est pas bien établie. Les
expériences de transfert fécal, visant a évaluer I’importance du microbiote per se, donnent des
résultats peu reproductibles. Une étude montre que le transfert d’un microbiote de souris nourries au
HFD suffit a induire des perturbations métaboliques chez des souris axéniques sous régime
standard®®3. Toutefois, plusieurs études ont montré que la modification du microbiote n’est pas
suffisante a I’induction de la pathologie métabolique : en effet, 1'augmentation de I'extraction
énergétique est nécessaire pour l'expansion etles dysfonctions du tissu adipeux?37-246,
Réciproquement, l'inflammation du tissu adipeux et les dysfonctions métaboliques ne sont pas
seulement une conséquence de 1'adiposité, mais requierent les perturbations du microbiote intestinal

247 D’autres études de transfert de

et l'activation du systtme immunitaire inné qui en résulte
microbiote dans des souris traitées aux antibiotiques concluent que celui-ci ne prédispose pas a
’obésité mais confére au contraire une protection adaptative contre cette pathologie?**. En outre, les
difficultés associées au modele de souris axénique, qui comprennent une grande perméabilité
intestinale et I’immaturité des tissus intestinaux, nerveux et immunitaires, prétent a controverse les
conclusions obtenues a partir de ce modele. Néanmoins, certaines souches bactériennes ont été

identifiées comme protectrices dans la pathologie métabolique, comme Akkermansia Muciniphila®*.
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L’apport alimentaire en substrats fermentescibles et la production conséquente de métabolites pourrait
davantage expliquer le lien entre microbiote et pathologie métabolique. En effet, ’'impact de la
dysbiose sur le métabolisme s'explique en partie par la diminution de la production intestinale des
acides gras a chalne courte (acétate, propionate et butyrate), et d’autres métabolites comme le
succinate, en raison de la pauvreté en fibres du régime?#3-249230.251 T es acides gras a chaine courte ont
de nombreuses fonctions biologiques, notamment dans la régulation du métabolisme. Ainsi, une
supplémentation en acétate, propionate ou butyrate améliore 'homeéostasie du glucose et/ou diminue
la prise de poids dans des modéles murins de pathologie métabolique?3%233234253256 Chez I’homme,
une supplémentation en acides gras a chaine courte peut corriger les parametres de I’homéostasie
glucidique, réduire la prise calorique et augmenter la concentration plasmatique de GLP-1 et de PYY,
deux entérohormones impliquées dans le maintien de I”homéostasie métabolique?57-25825 Egalement,
le butyrate, le propionate et le succinate stimulent la néoglucogenese intestinale qui permet la
régulation du métabolisme glucidique au niveau central''%3*, Ainsi, la réponse intestinale en réponse
aux fibres et aux métabolites bactériens serait plus importante dans la réponse métabolique au régime

que la composition dysbiotique du microbiote.

En résumé, la pauvreté en fibres du régime de type WD participe a 1’adaptation du microbiote et de
la production des acides gras a chaine courte, qui participent a la régulation de 1’homéostasie

énergétique.

2.4.B — La barriére intestinale

La fonction de barriere intestinale prévient le passage de cellules ou de résidus bactériens
néfastes dans la circulation systémique, tout en permettant le mutualisme. L'intégrité¢ de la muqueuse
intestinale dépend de la régulation coordonnée de la couche de mucus, des jonctions intercellulaires,
des secrétions des cellules épithéliales et des réponses immunitaires innées et adaptatives de I'hote??
(figure 10). Des défauts de la barriere ont été associés a une variété de pathologies en constante
augmentation dans le monde occidentalisé, notamment I'obésité et le DT2. De fait, I'endotoxémie
métabolique associée au régime gras est induite en réponse a la dysbiose et a des altérations de la

barriére intestinale?!8:261.262,
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2.4.B.1 - Les jonctions serrées

La barriére intestinale est assurée au niveau physique par les jonctions intercellulaires de
I’épithélium. La structure des protéines de jonction (E-cadhérines, occludines, claudines) comprend
des domaines extracellulaires et intracellulaires. Le domaine extracellulaire se fixe a la surface latéro-
apicale des cellules épithéliales contigiies. Le domaine intracellulaire comprend notamment les
caténines et les zona occludens (ZO) qui ancrent la jonction directement a l'actine?$>. Ainsi, ces
jonctions connectent les cellules épithéliales adjacentes pour former un joint étroit, qui doit empécher
le passage des toxines, des antigénes et des bactéries dans la circulation systémique. La perméabilité
paracellulaire est évaluée chez la souris par le suivi de la fluorescence plasmatique apres un gavage
au FITC-dextran 4kDA. Chez la souris, un HFD a long terme réduit I'expression des protéines de

jonctions serrées, et corréle avec I'hyperperméabilité intestinale®®!.

2.4.B.2 - La couche de mucus

La couche de mucus est un réseau dynamique de protéines glycosylées, dont les principales
sont les mucines Muc2 et Muc3, qui participe au maintien physico-chimique de la barriére intestinale.
La consommation du HFD altére la couche de mucus de plusieurs manieres. D’une part, la dysbiose
associée au HFD cause la destruction de la couche de mucus en favorisant 1’augmentation des souches
bactériennes qui le consomment?**240, 11 faut noter ici que les fibres alimentaires permettent une
protection contre la détérioration de la couche de mucus colique en limitant la dysbiose?*?. D'autre
part, le HFD entraine un stress oxydatif et du réticulum endoplasmique dans les cellules caliciformes
productrices de mucus, aboutissant a la dégradation de Muc?2 et a la dégénération de la couche de
mucus?®*. De plus, le HFD réduit I'expression du Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (Cftr) dans les entérocytes, ce qui diminue la viscosité et la densité de la barriere de mucus

et favorise la perméabilité intestinale?%3-2%6,
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2.4.B.3 - Les peptides antimicrobiens et les immunoglobulines A

Le régime de type WD altére également la sécrétion €pithéliale des peptides antimicrobiens
(PAMs), notamment celle des cellules de Paneth. L'un des PAMs les plus connus est la lectine Regllly,
souvent co-exprimé avec ReglIIB?¢72%8, ReglIly provoque la lyse osmotique des bactéries en formant
des pores transmembranaires®®® et permet le maintien d'une distance protectrice entre 1'hote et le

-/- 268

microbiote. Cet état de mutualisme est ainsi perdu chez les souris RegllIly . La colonisation par le
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Figure 10 Composants de la barriére intestinale

La fonction de barriére repose sur les cellules de 1’épithélium et la lamina propria. Au niveau de I’épithélium,
les jonctions entre les cellules constituent un joint étanche contre le passage des €éléments luminaux. La couche
de mucus produite notamment par les cellules caliciformes fournit également une ligne de défense physico-
chimique. Dans le colon, le mucus se divise en deux couches, dont la plus externe est habitée par le microbiote.
Les cellules épithéliales sécrétent des peptides antimicrobiens qui permettent chimiquement le maintien d’une
distance entre les bactéries et 1’épithélium. Les immunoglobulines A sIgA sécrétées par les plasmocytes parti-
cipent aussi a neutraliser les bactéries. Le systéme immunitaire intégré a la lamina propria et a 1’épithélium
participe également a la fonction de barriere. Grace a la coordination de ces éléments, le microbiote est maintenu

a distance mais le mutualisme est préservé.
D’apres Peterson LW, Artis D. Intestinal epithelial cells: regulators of barrier function and immune homeostasis. Nat Rev Immunol.
(2014)
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microbiote est requise pour l'expression de Regllly et des défensines comme pour 1’établissement de

la couche de mucus?¢7-270:271

. De plus, des souches bactériennes particulieres, comme Bacteroides
Thetaiotaomicron, sont capables de stimuler la production de PAMs dans I’intestin et le colon?®’. Les
fibres alimentaires jouent également un rdle dans la sécrétion des PAMs, car I’'inuline ou les FOS
préviennent les perturbations induites par le HFD dans I'expression de ReglIly?*’2. En effet, lors d’un
HFD de plus de 30 jours, I’expression de ReglIly augmente, probablement pour contenir le microbiote
opportuniste du fait de la dégénération du mucus?’?. De plus, le HFD est associé a une dysfonction
des cellules de Paneth sécrétices de PAMs?’*. On retrouve ce phénoméne chez les patients obéses?”>.
Les immunoglobulines A sécrétées par les plasmocytes (sIgA) participent également a la défense
antimicrobienne. En se fixant aux bactéries pour les neutraliser, les sIgA permettent le maintien de la
symbiose avec et entre les bactéries commensales?’®?7”. La consommation d'un régime riche en fibres
permet d'augmenter les sIgA circulants et intestinaux?’827°, Ceci pourrait expliquer la réduction de la
production intestinale des sIgA en réponse a une stimulation pendant I’obésité induite par le régime

de type WD pauvre en fibres''4.

Ces composants de la barricre intestinale fonctionnent de maniere intégrée et coordonnée. Ils
appartiennent a la défense immunitaire de 1’intestin qui comprend également un réseau cellulaire de

grande envergure.

En conclusion

Ainsi, dans la réponse au régime de type WD, des médiateurs bactériens et des substrats énergétiques
participent a I’installation d’un état inflammatoire chronique et systémique qui s’accompagne d’une
insulinorésistance. L’ inflammation induite dans divers organes, comme le tissu adipeux, entretient et
nourrit les processus pathologiques en réponse au régime. Plus récemment, le compartiment
immunitaire de I’intestin a également émergé comme un acteur de la pathogeneése métabolique et

inflammatoire.
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Chapitre 3

Immunité intestinale et régime WD

Le systéme immunitaire de I’intestin est un réseau complexe qui réagit en permanence aux
signaux immunogenes de la lumiére intestinale. Parmi les acteurs de I’immunité intestinale, on trouve
les lymphocytes T CD4", qui participent a adapter spécifiquement chaque réponse immunitaire. Le

régime de type WD affecte ’homéostasie de ces réponses.

3.1 Acteurs de l'immunité dans l'intestin sain

Un grand nombre de types cellulaires se coordonnent au sein du systétme immunitaire de
I’intestin. Parmi eux, on compte les lymphocytes T CD4" effecteurs et régulateurs, ainsi que les

cellules dendritiques conventionnelles migratoires.

3.1.A — Introduction au systéme immunitaire intestinal
La muqueuse intestinale est continuellement exposée a une multitude de signaux étrangers qui
proviennent de 1’alimentation et de la flore commensale et dont les effets peuvent étre déléteres ou

bénéfiques pour 1’organisme. Le systeme immunitaire intestinal (SII) répond en permanence a ces
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Figure 11 Structure du systéme immunitaire intestinal

Le systéme immunitaire de I’intestin comprend la lamina propria (LP), la fraction intraépithéliale, les ganglions
lymphatiques mésentériques (GLMs) et les autres tissus lymphoides organisés comme les plaques de Peyer.
Les sites effecteurs sont soulignés. Les GLMs sont reliés a la lamina propria par le réseau lymphatique et cons-
tituent le lieu d’¢élaboration des réponses LTs CD4+ aux antigénes pris en charge par les cellules dendritiques
migratoires de la LP. Les plaques de Peyer, surtout présentes au niveau de 1’iléon et du colon, sont des aggrégats
folliculaires sous-épithéliaux de cellules myéloides et lymphoides. Dans la LP, un grand nombre de cellules
cohabitent dont les cellules dendritiques, les macrophages (non représentés), les plasmocytes (non représentés),
les lymphocytes innés (dont certains sont intégrés entre les cellules épithéliales) et lymphocytes T (LT) polari-
sés. Les LTs rejoignent I’intestin aprés leur polarisation dans les GLMs via la circulation sanguine (non repré-
sentée) grace a des récepteurs spécifiques de « gut-homing ». Les cellules épithéliales participent également a
I’immunité, notamment les cellules M invaginées impliquées dans le transfert d’antigénes aux cellules dendri-

tiques.
Adapté de Vivier, E., Spits, H. & Cupedo, T. Interleukin-22-producing innate immune cells: new players in mucosal immunity and tissue
repair?. Nat Rev Immunol (2009)

stimuli. Le SII est un réseau de cellules immunitaires réparties dans la lamina propria (LP),
I’épithélium, les ganglions lymphatiques et les tissus lymphoides associés a 1’épithélium comme les
plaques de Peyer (figure 11).

Le SII comprend des phagocytes, dont les macrophages de la LP, de la sous-muqueuse et de la mus-
culeuse. Les cellules dendritiques sont également retrouvées dans la LP et mais aussi dans les GLMs,
ou certaines d’entre elles initient les réponses adaptatives des lymphocytes T (LT) CD4" spécifiques

des antigenes luminaux.
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Parmi les cellules immunitaires de I’intestin, les lymphocytes établissent et maintiennent grace a leur
sécrétome un environnement immunitaire adapté. Les lymphocytes peuvent étre innés, c’est-a-dire
non spécifiques d’un antigene, comme les LTs Y0 souvent intégrés entre les cellules épithéliales, ou
les cellules lymphoides innées de la LP. L’intestin compte également une grande population de
lymphocytes conventionnels a TCRaf. Les LT conventionnels CD4" intestinaux ont un role
particuliérement important car ils répondent a des antigénes dont ils sont spécifiques. De plus, ils
peuvent induire soit la tolérance immunitaire, soit une réponse effectrice via des lymphocytes T
effecteurs de type inflammatoire Th1, allergique Th2 ou Th17. L’équilibre dynamique des LTs CD4"
est déterminant pour protéger contre les pathogenes et les toxines, sans induire de réponse dérégulée

aux commensaux ni a l'alimentation.

3.1.B — L'immunorégulation par les Tregs intestinaux

3.1.B.1 - Importance de l'immunorégulation par les Tregs intestinaux

La tolérance immunitaire repose sur une population de LT CD4" appelés LT régulateurs
(Tregs) qui inhibent les LTs effecteurs. Les Tregs sont présents dans tous les organes et constituent
environ 10% de la population de LT CD4" totale. Néanmoins, dans la LP intestinale, ils représentent
une proportion bien plus élevée : 20% dans I’intestin gréle et au-dela de 30% dans le colon?80-281.282.283
Une grande partie des Tregs intestinaux sont dits « périphériques » car ils sont générés directement
dans les GLMs, en contraste de ceux dits « naturels » ou « thymiques » qui se développement dans le

thymus.

Les marqueurs constitutifs des Tregs sont CD25 et Foxp3. Foxp3 est le facteur de transcription qui
contrdle la fonctionnalité des Tregs?®*?%. L’une des cytokines principales sécrétées par les Tregs est

281,286,287

I’IL-10, connue pour ses propriétés anti-inflammatoires Les souris dont les Tregs

n’expriment pas I’IL-10 développent une colite spontanée caractérisée par le développement de

1288289 pouvant mener a une dysbiose sévére,

réponses Th17 incontrdlées au microbiote commensa
La génération des Tregs est la réponse préférentielle des LTs CD4" en conditions homéostatiques. En
effet, un transfert adoptif de LTs CD4" naifs et leur stimulation antigénique in vivo aboutit a
l'accumulation préférentielle de Tregs, plutot que de LT effecteurs, dans l'intestin®!-292:2%3 Cette
génération de Tregs est capitale, car son dysfonctionnement aboutit a [’établissement
d'immunopathologies médiées par les LTs effecteurs, comme les maladies inflammatoire chroniques

de I’intestin (MICI)***. En outre, I’induction des Tregs au niveau intestinal est indispensable pour
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I’établissement de la tolérance systémique aux antigénes, alors appelée tolérance orale?®.

3.1.B.2 - Hétérogénéité des Tregs intestinaux

Les Tregs intestinaux comprennent deux populations d'origine développementale
distincte?*!?°®, En effet, comme mentionné plus haut, certains Tregs sont générés dans le thymus®7 et
sont appelés Tregs naturels (nTregs) ou thymiques (tTregs). Leurs marqueurs spécifiques sont la
protéine nucléaire Helios et la protéine de surface neuropiline 1 (NRP1) 298299390 Dans I'intestin, les
tTregs sont également identifiables a leur expression de Gata3, et semblent associés a I’état

301,302

inflammatoire de la muqueuse De plus, ils ne sont pas sensibles a la composition du

microbiote3%3.

Les Tregs périphériques (pTregs) sont générés dans les organes périphériques sous 1’action des
cellules dendritiques et a partir des LTs CD4" conventionnels naifs. Ils expriment Foxp3, mais pas
Hélios ni NRP13%3% Te processus d’éducation LT CD4" naifs se produit dans les GLMs sous
I’action du TGFp et d’acide rétinoique (RA)**-2% et les pTregs générés migrent ensuite vers la LP du
SI et du colon?812%3% .3 majorité des pTregs posséde des traits fonctionnels spécialisés comme
l'expression de RORyt et une capacité suppressive supérieure aux Tregs RORyt 396397 Les pTregs
RORyt" constituent une grande partie des Tregs du colon (environ 65%) et du SI (autour de 30%)

307,308 et ils sont également présents chez 1’homme3??

. L’absence d’expression de RORyt dans les
Tregs ou la suppression des pTregs RORyt" entraine des réponses Th2 excessives, ce qui suggere
l'implication primordiale des pTregs RORyt" dans le contrdle des réponses immunitaire de type

Th2309’308.

3.1.B.3 - Régulation des pTregs par le microbiote

Les pTregs RORyt™ sont particuliérement réactifs au microbiote intestina]?82.281,308,303,302,307,
De fait, les Tregs du colon, ou les pTregs RORyt" prédominent, reconnaissent des antigénes dérivés
des microbes entériques*!®3!!, Dans le colon, les nombres de Tregs totaux et de pTregs RORyt" sont
considérablement réduits lorsque la flore commensale est appauvrie ou manquante, comme apres un

traitement antibiotique ou chez des souris axéniques?03-283:312,300

Certaines especes du genre Clostridium sont particulierement connues pour induire la génération des
pTregs chez 'homme et la souris. En effet, I'administration orale d'un ensemble de souches de
Clostridia issus d’échantillons fécaux murins ou humains a des souris axéniques mene a une forte

induction de pTregs dans le colon?®'3!2, Plus spécifiquement, la colonisation avec Clostridium
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ramosum induit a elle seule une augmentation des pTregs RORyt" dans le colon chez la souris®??.
Chez I’homme, le clostridium Faecalibacterium Prausnitzii, peu représenté dans les communautés
bactériennes fécales des patients MICI, favorise aussi l'accumulation de Tregs CD4" CD8aa*
exprimant I'IL-10 dans le colon et la circulation®'314, L.’abondance des espéces de Clostridia chez la

\ 283

souris est associée a une résistance l’allergie alimentaire*®” et a la colite induite par agent

281,312

chimique . En outre, les Tregs induits par les Clostridia promeuvent la production intestinale de

sIgA protectrices de la muqueuse?®!”

qui favorisent en retour la diversité de la flore microbienne, en
particulier parmi les espéces Clostridia®'®. Ainsi, certaines espéces de Clostridia sont capables

d'induire les Tregs et la production des sIgA, qui maintiennent la diversité du microbiote.

D’autres especes bactériennes, comme les lactobacilles et les bifidobactéries, sont également capables
d’induire la génération de Tregs intestinaux en conditions physiologiques ou

physiopathologiques?!2-302:317:318,

Des especes de Bacteroides, comme Bacteroides Caccae,
Bacteroides Thetaiotamicron ou Bacteroides Fragilis favorisent €galement l'accumulation des

pTregS ROR,Yt+ 319,302,280.

L’ensemble de ces données montre que 1’induction et la maintenance des pTregs RORyt" par les
commensaux est un mécanisme crucial et conservé pour maintenir la symbiose entre le microbiote et

I’hote.

3.1.B.4 - Régulation des Tregs par les métabolites d’origine alimentaire
Les pTregs sont également régulés par des composants d'origine alimentaire, notamment les
fibres alimentaires et la vitamine A. D'une part, les métabolites dérivés des fibres alimentaires,

\

notamment les acides gras a chaine courte, ont ét¢ impliqués dans 1'homéostasie immunitaire

intestinale et la fonction des Tregs320312321322,323,324

. Une étude a également montré que les effets
tolérogenes et protecteurs des fibres alimentaires dans l'allergie alimentaire sont dépendants des Tregs
ainsi que des récepteurs aux acides gras a chaine courte’?. D'autre part, le métabolisme de ’acide
rétinoique (AR) est déterminant pour la génération des pTregs dans les GLMs et pour leur capacité a
migrer ensuite vers la LP lors du processus de « gut-homing ». L’ AR est un dérivé de la vitamine A
alimentaire et sa production par les cellules dendritiques (DCs) CD103" intestinales est nécessaire
pour la génération des Tregs et l'établissement de la tolérance orale?***?°, D’autres composants
d’origine alimentaire participent a I’homéostasie des Tregs intestinaux, comme les métabolites du

tryptophane qui contribuent au développement des Tregs par I’activation du récepteur Aryl

Hydrocarbon Receptor (AhR)*?7.
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En somme, certains métabolites issus de 1’alimentation et du microbiote influencent le développement

et le maintien des Tregs intestinaux, notamment de ceux qui expriment RORyt.

3.1.C — Réponses LT CD4* effectrices aux commensaux

3.1.C.1 - Induction des Th17 intestinaux

Bien que l'environnement intestinal soit globalement tolérogene, la LP intestinale contient un
grand nombre de LT effecteurs spécifiques des microbes entériques et de l'environnement
luminal3?832°. Ces cellules effectrices incluent les LTs CD4" Th17, qui représentent une grande part
des LTs CD4" de l'intestin et du colon®**33!, A I'instar des pTregs, le facteur de transcription clé des
Th17 est RORyt*? et son induction en réponse au microbiote dirige la différentiation Th17333334,

Ainsi, les Th17 ne se développent pas en I’absence de microbiote®3?

. La bactérie Segmented
Filaterious Bacteria (SFB) du groupe Clostridia, capable d’adhérer a 1'épithélium intestinal, est
particuliérement connue pour induire les Th17333331333.336337 [ e cytokines nécessaires a la
génération des Th17 sont ’'IL-6, I’[L-21, le TGFp et I’'IL-23, qui agissent de maniére séquentielle

pour aboutir a des Th17 fonctionnels®3®,

3.1.C.2 — Hétérogénéité des Th17

Les Th17 ont d’une part un réle homéostatique protecteur dans le maintien de la symbiose et
ils sont importants pour lutter contre les infections extracellulaires bactériennes ou fongiques?3®-340:341,
Ils jouent également un réle dans une grande variété de pathologies inflammatoires et auto-immunes,

comme la sclérose en plaque ou les MICI330-342.343

. Il faut ainsi distinguer deux types de Th17, car une
différence fondamentale existerait entre les Th17 générés en conditions homéostatiques et ceux qui
sont associés a un contexte inflammatoire. Les Th17 homéostatiques, induits par la SFB, ne
participent pas aux réactions inflammatoires et ont un profil transcriptionnel indiquant un faible
potentiel inflammatoire. En contraste, les Th17 générés lors d’une infection a Citrobacter rodentium,
au cours de la sclérose en plaque ou dans un contexte de MICI présentent un profil effecteur

inflammatoire et sécrétent de I'TFNy344,345,346

3.1.C.3 - Sécrétome des Th17 : ’IL-17 et I’IL-22

L hétérogénéité fonctionnelle des Th17 s’accorde avec les rdles polyvalents attribués a leur
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sécrétome, qui peut a la fois contribuer a maintenir I’intégrit¢ de la muqueuse ou favoriser des
processus inflammatoires pathologiques. Les cytokines principales sécrétées par les Th17 incluent
PIL-17A, 'IL-17F et I'TL-22%47. L'1L-17 a d'abord été décrite pour son rdle pro-inflammatoire**®, car
elle est capable d’induire I’expression de cytokines pro-inflammatoires dont I'lL-6, I'IL-1, et le TNFa,
et de chimiokines permettant le recrutement de cellules inflammatoires sur le site de
l'inflammation#3%°, Néanmoins, dans l'intestin, 1'IL-17 produite en conditions homéostatiques
permet de maintenir la symbiose avec le microbiote. En effet, I’invalidation du récepteur a ’IL-17A
et F induit une dysbiose en perturbant I’expression des PAMs*!. L’IL-17 induit aussi la sécrétion
des sIgA et des PAMs, et favorise la formation et la fonctionnalité des jonctions serrées in vitro332-33
354,355,336 En conditions homéostatiques, les Th17 sont la source principale d’IL-17 dans I’intestin,
car 80 a 90% des cellules IL-17" dans l'intestin et le colon expriment les marqueurs CD4 et le
TCRof*2331, En revanche, une étude a montré que lors d’une colite, les effets protecteurs de 1’'TL-17
sont liés a sa production par les lymphocytes yd innés, souvent retrouvés dans la fraction
intraépithéliale®>.

Dans I’intestin, L'IL-22 est impliquée dans la fonction de barriere et la symbiose en raison de sa
capacité a induire ’expression des PAMg337:338:359.360.361 4ingi que I’expression des mucines et leur
glycosylation362-363,364,365,357,358,359,360.361 T °T[ .22 est aussi augmentée chez les patients atteints MICI
et promeut la réaction inflammatoire®*®. Dans I’intestin, la principale source d’IL-22 en conditions
homéostatiques n’est pas la population de Th17, mais les lymphocytes innés de type ILC3367-337-368,
En somme, les Th17 sont une population lymphocytaire importante dans 1’intestin au regard des
réponses homéostatiques et inflammatoires, notamment de par leur sécrétion de I’'IL-17 capable

d’induire des acteurs de la barriere intestinale ou des cytokines pro-inflammatoires.

3.1.D — Maintien de I'équilibre immunitaire : les cDCs intestinales

L'homéostasie immunitaire dans l'intestin dépend de 1'équilibre entre réponses tolérogéniques
qui limitent lI'inflammation face aux antigénes luminaux, et réponses effectrices, qui préviennent les
invasions pathogéniques. Les Tregs et les Th17 sont des acteurs majeurs de cet équilibre. Le
développement et ’homéostasie de ces deux populations sont déterminés par les cellules dendritiques

(DCs) intestinales, qui sont les cellules présentatrices d’antigénes capables d’induire la différentiation
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Figure 12 Développement et spécificités fonctionnelles des cDCs intestinales

Le progéniteur commun aux cellules dendritiques peut devenir une pré-pDC ou une pré-cDC selon I’activation
des programmes transcriptionnels. Les cDC1 et les cDC2 se développent a partir de la pré-cDC notamment
grace a IRF8 et IRF4, respectivement. Des études récentes suggerent qu’un autre précurseur de cellules dendri-
tiques pourrait aboutir aux ¢cDC2 et a été appelé pré-uDC pour pré-mucosal. Les ¢cDC1 activent les LTs CD8+
et polarisent les LTs CD4+ selon la voie Thl. Les cDC2 polarisent les LTs CD4+ selon la voie Th17 et Th2.

Adapté de Steimle A, Frick JS. Molecular Mechanisms of Induction of Tolerant and Tolerogenic Intestinal Dendritic Cells in Mice. J
Immunol Res.(2016)

des LTs naifs dans les GLMs. De maniére générale, les DCs jouent un role majeur dans la surveillance
du milieu et dans I'induction des réponses immunitaires adaptées en conditions physiologiques

comme pathologiques®®°.

Les principales DCs responsables du maintien de la tolérance immunitaire dans l'intestin sont les DC
conventionnelles (cDCs). On les trouve notamment dans la LP et les GLMs*’°. Comme toutes les
cDCs, elles expriment le marqueur CD1 1¢, mais cela ne suffit pas a les discriminer des macrophages
de l'intestin?”!372373_ Elles se distinguent ainsi par l'expression de ZBTB46 qui les différencie des
macrophages et des autres sous-types de DC comme les DCs plasmacytoides (pDC) ou les DCs
dérivées des monocytes (MoDC) recrutées en condition inflammatoires®’437>. Dans l'intestin, les
cDCs expriment également le marqueur CD103%71372373 Les ¢DCs se développement a partir de
progéniteurs dédiés, qui migrent depuis la moelle osseuse a 1'état de pré-DCs pour achever leur

développement et leur maturation dans leur tissu de résidence’’637737837% (figure 12). Le
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développement et 1'homéostasie des ¢cDCs CD103" sont notamment dépendants du facteur de
croissance FIt3L372373 Ainsi, les souris invalidées pour le FIt3L ou son récepteur Flt3 présentent une

réduction sévére des cDCs dans la LP372:373,

L'équilibre entre les réponses régulatrices et effectrices est influencé par la contribution des sous-
populations distinctes de cDCs dont les fonctions sont modulées par des facteurs environnementaux.
Il existe deux populations distinctes de ¢cDCs qui ont leurs spécificités développementales et
fonctionnelles. L'expression de CD11b permet de les distinguer®®. La proportion relative des CD103*
CD11b et des CD103" CD11b* varie au long de l'intestin : dans le duodénum, les CD103" CD11b"
constituent 70% du total des DCs CD103", tandis que les CD103" CD11b" constituent 75% des DCs
CD103" dans le colon®!,

Le développement des DCs intestinales CD103" CD11b, aussi appelées ¢cDC1, dépend notamment
des facteurs de transcription Batf3 et [IRF8372:379:382,383.383 1 o5 ¢DC1 polarisent surtout les LTs CD4*
selon la voie Th13% et elles activent également les LTs CD8" cytotoxiques®*®3%2, Le développement
des ¢cDC2 dépend des facteurs de transcription IRF4337-370 et Notch23%8, Ainsi, les souris CD/IIc-cre
x Irf4fox/flox dont les DCs n'expriment pas IRF4 dés le développement précoce ont un nombre de cDC2
fortement réduit dans la LP et quasiment nul dans les GLMs*37-*7°, D’un point de vue fonctionnel, les
cDC2 ont la capacité d’induire la génération des Th17 et la fréquence des cellules Th17 est réduite
chez les souris qui n'ont pas ces cDCs387:370388.389 T 'activation des ¢cDC2 résulte en une production
accrue d'IL-6 et d'IL-23 qui promeut le développement des Th173037°, Les ¢DC2 polarisent
également les LTs CD4" naifs selon la voie Th2 associée a ’allergie®®!. De fait, les souris CD11c-cre
x Irf471ox/flox- présentent une capacité réduite a générer des LTs Th2 dans les GLMs lors de ’allergie®®!.
I1 faut noter que selon le promoteur CD/ ¢ utilisé pour conduire I’expression de la cre-recombinase,
la délétion d'IRF4 se produit des le stade pré-DC (CD1 1c-cre générée par le groupe de Boris Reizis)
ou lorsque la DC est déja mature (groupe d’Alexander Chervonsky). Dans le premier cas, le nombre
de ¢DC2 est diminué*’°, Dans le second, le nombre de ¢cDC?2 est inchangé et Ialtération fonctionnelle
des ¢cDC2 n’a d’impact que sur la réponse Th23%2,

Les ¢DCs CD103* dans leur ensemble sont requises pour la génération des pTregs’?3-3%32%, En
revanche, I’implication majoritaire d’un sous-type de cDCs reste méconnue car plusieurs études se
contredisent sur ce point. En effet, ’invalidation de l'intégrine av8, qui active le TGF[3 et qui est
surtout exprimée par les cDC1, méne a une réduction des Tregs totaux3°433-3¢ En revanche, les
souris invalidées pour Batf3, déficientes en cDCI1, présentent des nombres normaux de Tregs totaux
dans le SI et le colon®®*. Cependant, les pTregs RORyt" n'ont pas été étudiés dans ces modéles. De

plus, les souris avec une réduction des cDC2 ont des nombres de Tregs totaux similaires aux souris
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contrdles dans le SI et le colon’”’. En revanche, un modéle de transfert cellulaire a suggéré que la
génération de Tregs spécifiques aux commensaux a partir des LTs naifs était altérée en 1’absence des

¢DC2 mais pas des cDC13%7.

Ainsi, les ¢cDCI1 semblent avoir un role plus inflammatoire, étant donné leur participation a la
polarisation Thl et a I’activation des LTs CD8" cytotoxiques. En contraste, les ¢cDC2 pourraient
revétir un role plus homéostatique étant donné leur réle dans la polarisation des Th17 présents a I’état
basal dans la LP. Par ailleurs, le sous-type de DC responsable de I’induction des Tregs n’est pas
clairement établi. En outre, la participation des sous-types de DC aux différentes conditions
physiopathologiques intestinales, et notamment dans le cadre de variations nutritionnelles, reste

majoritairement a €lucider.

3.2 Mécanismes d'induction des LTs CD4*

Les LTs CD4" sont activés et polarisés dans les GLM aprés ’activation et la migration des
cDCs de la LP. La régulation des cellules dendritiques dans ce processus n’est pas trés bien connue

mais certains composés d’origine alimentaire ou microbienne semblent y participer.

3.2.A - Acquisition des antigénes par les cDCs de la LP et migration

Apres leur migration depuis la moelle osseuse et leur recrutement au niveau intestinal, les
cDCs résident dans la muqueuse ou elles acheévent leur maturation sous I’influence de
I’environnement local’®>. Les ¢DCs de la LP fournissent une surveillance permanente de
l'environnement luminal, dont elles intégrent les signaux*°%2°°. Plusieurs modalités d'acquisition et
d'intégration des signaux sont possibles au niveau de la LP. D'une part, les ¢cDCs sont capables
d'échantilloner les antigénes et les complexes associés aux sIgA*® grice a leurs dendrites qui se
prolongent dans la lumiére intestinale de maniére trans- ou paracellulaire’*°4%!, Les macrophages et
les cellules épithéliales participent également a 1’acquisition antigénique en transférant les antigénes
internalisés aux cDCs*02:403:404:405.406 " Ceg processus permettent de prendre en charge aussi bien les
antigénes d'origine alimentaire que les résidus microbiens, et ainsi de permettre un contrdle spécifique

et adapté de l'environnement luminal.

Les DCs internalisent les antigénes par endocytose médiée par un récepteur, par phagocytose, ou par

58



INTRODUCTION 32 Mécanismes d'induction des LTs CD4+

macropinocytose. Les antigenes subissent ensuite une série de processus enzymatiques pour aboutir
a la génération de peptides immunogéniques complexés aux récepteurs membranaires MHCI ou
MHCII, permettant leur reconnaissance par des LTs spécifiques aux antigénes*’’. Les ¢DC2
présentent une capacité supérieure d'échantillonage et de traitement intracellulaire des antigénes par
rapport aux cDC14084% [ 'expression d'IRF4 par les cDC2 peut expliquer cette spécialisation, car

IRF4 est associé a une formation accrue du complexe peptide-MHCII dans les DCs*?°,

Les DCs chargées en antigénes activent et polarisent les LTs CD4" et CD8" dans les GLMs. Pour
cela, les cDCs intestinales de la LP ont la capacité de migrer par les vaisseaux lymphatiques jusqu'aux
GLMs*0372411 T es GLMSs sont un lieu extrémement important de I'immunité intestinale et
systémique. En effet, l'ablation chirurgicale des GLMs chez la souris abolit la quasi-totalité de la
tolérance orale systémique*'’. La migration des ¢DCs intestinales activées dans les vaisseaux
lymphatiques requiert CCR7 en conditions homéostatiques comme inflammatoires. En cohérence,
I'expression de Ccr7 est augmentée a la surface des cDCs lorsqu’elles s’activent et les ¢cDCs
déficientes en Ccr7 ne peuvent pas migrer*'237!, Les souris invalidées pour Ccr7 ne parviennent donc

pas a élaborer de réponse immunitaire dans les GLMs aprés une administration orale d'antigénes*!%413,

En somme, les ¢cDCs sont capables d’acquérir des antigénes dans la LP et de migrer dans les GLMs
une fois activées pour induire les réponses immunitaires, et notamment activer et polariser les LTs

CD4".

3.2.B - Education des LTs CD4* dans les GLMs
Dans les GLMs, les cDCs chargées de l'antigéne rencontrent, activent et polarisent les LTs
naifs spécifiques a l'antigéne. Selon le microenvironnement et le milieu cytokinique, les LTs CD4"

peuvent devenir des effecteurs de type Thl, Th2 ou Th17, ou des pTregs.

3.2.B.1 - Activation et polarisation des LTs CD4*

L'activation des LTs CD4" correspond au passage d'un état quiescent des LTs naifs a un état
activé sous 1’action des cDCs. Ce processus dépend de plusieurs signaux séquentiels. Premiérement,
les cDCs doivent présenter un fragment immunogénique sur leur MHCII afin d’activer la signalisation
des récepteurs TCR a la surface des LTs CD4". Ensuite, un deuxiéme signal appelé co-stimulation a
lieu. Les récepteurs co-stimulateurs, comme CD28, CTLA4 ou PDL1, modulent la signalisation TCR
en reconnaissant des ligands spécifiques a la surface des ¢cDCs, comme les ligands B7 CDS80 et

CD86*!'*. Enfin, un signal de polarisation qui correspond généralement a 1’environnement cytokinique
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sécrété par les cDCs permet de déterminer le phénotype effecteur. De fait, 1'activation des voies
intracellulaires dans les LTs activés, et donc la différentiation de chaque type de LT, requiert un
ensemble de signaux spécifiques. Par exemple, la polarisation pTregs requiert le TGF( et I'acide
rétinoique et la polarisation Th17 requiert le TGFp, 1'IL-6 et 1'1L-23. Le lignage Th1 nécessite I'l[FNy,
IIL-12 et 1'IL-27, tandis que la différenciation Th2 est associée a L'IL-4 et 1'L-24!3 (figure 13).

3.2.B.2 - Induction du « gut-homing »

Les ¢cDCs des GLMs induisent également 1'expression des facteurs de « gut-homing » a la
surface les LTs. Les molécules de « gut-homing », dont les plus connues sont le récepteur aux
chimiokines CCR9 et 1'intégrine a4p7, permettent aux leucocytes de rejoindre la LP416:417:418413 'Ep
effet, les cellules endothéliales expriment CCL25, le ligand de CCR9, dans l'intestin et MADCAM-
1, le ligand de I’intégrine a4p7 dans l'intestin et le colon*'®. L'expression de CCR9 et de l'intégrine

04p7 est induite grace 1’activité¢ ALDH des cellules stromales et des cDCs, qui permet la conversion

Thl | = IFNy Pathogenes intracellulaires

IL-12
T-bet
IL-4 Pathogenes extracellulaires
Th2 | |= IL-5  (helminthes)
IL-4 IL-13  Allergie
Antigéne
—~ Gata3
\ MHCH - HeRY
[ ol \ IL-6, IL-21, IL-23 IL-17A  Pathogenes extracellulaires
\ Neait ) TCFPL__ | Th17 )= IL17F  Autoimmunité
\ sl IL-22
~
Co-stimulati
Ce”ule o-stimulation RORYt
dendritique
IL-2

TGFp1 ) '
ATRA & IL-10 Tolérance et suppression
TGF@ immunitaires

Figure 13 Education des LTs CD4* dans les GLM

Pour I’activation des LTs CD4+ naifs, ’interaction entre le complexe MHCII-antigene sur la DC et le TCR des
LTs est nécessaire, ainsi que la reconnaissance mutuelle des récepteurs et des ligands de co-stimulation. L’en-
gagement des programmes transcriptionnels pour la polarisation est dépendant de 1’environnement cytokinique
sécrété par les cDCs. La voie Thl requiert I’IL-12 et son régulateur principal est T-bet. La voie Th2 nécessite
I’IL-4 et son marqueur est Gata3. La voie Th17 est associ¢e a I’'IL-6, I’'IL-21, I’'IL-23 et le TGFp, et la voie
pTregs a I’'IL-2, au TGFP et a I’acide rétinoique (ATRA).

D’apres Jetten AM. Retinoid-related orphan receptors (RORs): critical roles in development, immunity, circadian rhythm, and cellular
metabolism. Nucl Recept Signal. (2009)

60



INTRODUCTION 32 Mécanismes d'induction des LTs CD4+

de la vitamine A en RA*20421:422 [ eg souris nourries avec un régime dépourvu de vitamine A n'ont
quasiment pas de LT CD4" et CD8" dans la LP intestinale, démontrant son importance pour
'homéostasie immunitaire de l'intestin®?®*1?. Ainsi, le « gut-homing » permet d’acheminer les LTs
CD4" dans I’intestin, et sa nécessité a par ailleurs été démontrée pour 1’établissement de la tolérance

orale*?.

3.2.C — Régulation nutritionnelle des DC intestinales

Des composés d’origine alimentaire ont été impliqués dans I’homéostasie et la fonction des
cDCs. Comme mentionné plus haut, la fonction et I’homéostasie des cDCs sont dépendantes de I’ AR,
un métabolite dérivé de la vitamine A alimentaire. D’une part, I’AR semble favoriser en conditions

293,305, et

le profil tolérogénique caractéristique des cDCs intestinales en conditions homéostatiques
les souris nourries avec un régime dépourvu de vitamine A sont incapables d'initier le processus de
tolérance orale*?!. D’autre part, I'homéostasie du compartiment des cDCs au sein des GLMs semble
également dépendante de la vitamine A alimentaire. En effet, un régime dépourvu de vitamine A

entraine une diminution des cDC2424423_ Ainsi, I’AR affecte le développement et la fonction des ¢DCs.

Les fibres alimentaires semblent également jouer un rdle dans la régulation des cDCs.
L’administration d’un régime riche en fibres a des souris ne modifie pas le nombre de cDCs dans les
GLMs, mais augmente leur activité enzymatique RALDH génératrice d’AR. Ce phénotype
s’accompagne d’une meilleure tolérance orale dans un modéle d’allergie alimentaire’?>. Les ¢cDCs
de souris nourries avec des fibres possedent €galement une plus grande capacité a induire des pTregs
et ’expression des récepteurs du « gut-homing » in vitro®?®. Ces effets des fibres peuvent s'exercer

soit de maniére directe, car les DCs expriment les récepteurs aux acides gras a chaine courte’?’

, soit
de maniere indirecte. En effet, les acides gras a chaine courte sont capables de stimuler les cellules

épithéliales pour leur permettre d'induire des cellules dendritiques tolérogéniques*?°.

Ainsi, des composants nutritionnels, dont les fibres alimentaires, et des métabolites microbiens
comme les acides gras a chaine courte peuvent réguler I'homéostasie et la fonction des cDCs
intestinales. L’interaction des ¢cDCs de la LP avec le microbiote commensal suggére également qu’il

pourrait moduler les cDC, mais cela n’a pas été montré.
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3.3 L'immunité intestinale sous HFD

Le systéme immunitaire est modulé par de nombreux composé€s d’origine alimentaire ou
microbienne. Notamment, les réponses LTs CD4" dont dérégulées lors de la consommation d’un HFD.
Néanmoins, malgré leur importance dans [’homéostasie intestinale, I’impact du HFD sur les ¢DCs,

les pTregs RORyt" et les Th17 reste peu décrit.

3.3.A - HFD et cDCs intestinales

Les effets du HFD sur les cDCs intestinales restent méconnus. Leur nombre ne semble pas
impacté lors de la consommation d’un HFD chez la souris''**?7. D’autres études se sont intéressées
aux cellules my¢loides intestinales chez la souris, mais aucun marqueur spécifique des ¢cDCs ne
permet leur identification. Néanmoins, une étude suggere que le HFD réduit I’activation des cellules
my¢loides intestinales et leur capacité a induire la polarisation Thl7 in vitro, malgré une
augmentation de 1’expression de génes inflammatoires comme Nlrp3273. Ainsi, il est possible que le
compartiment des cDCs soit fonctionnellement altéré lors d’un HFD, mais la nature de ces

dysfonctionnements reste inconnue.

3.3.B — Altérations de la tolérance orale

Plusieurs études ont souligné 1'impact d'un régime HFD sur les Tregs intestinaux. En effet, le
HFD réduit les proportions de Tregs totaux dans le colon et dans l'intestin apres 30 jours de régime
comme aprés 4 mois 4?73, Une diminution des Tregs totaux a également été décrite dans le colon
de patients obéses''*. L'obésité induite par le HFD a aussi été liée a la difficulté de générer des Tregs
spécifiques a un antigéne administré oralement. En effet, chez les souris minces, I'administration orale
de I’antigéne modele ovalbumine provoque une réponse tolérogénique typique caractérisée par
l'expansion des Tregs spécifiques. En revanche, le méme traitement chez la souris obése induit une
réponse pro-inflammatoire Th14?%. Ainsi, 1’obésité induite par le HFD perturbe ’homéostasie des
Tregs intestinaux et ’induction de la tolérance orale, mais les mécanismes sous-jacents restent
méconnus. En outre, les pTregs RORyt" n’ont pas été spécifiquement étudiés dans ce contexte, malgré

leur importance dans I’homéostasie intestinale.
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Figure 14 Effets immunitaires des fibres alimentaires dans l'intestin

Les fibres alimentaires peuvent agir sur le syst¢éme immunitaire d’une part en favorisant des espéces inductrices
de LTs CD4" comme les Clostridia qui induisent les pTregs. Elles peuvent également agir par le biais de leurs
métabolites comme les acides gras a chaine courte qui diffusent au travers de I’épithélium. Un grand nombre
de cellules immunitaires expriment les récepteurs aux acides gras a chaine courte GPR43 et GPR109A, dont
les cellules épithéliales, les cellules dendritiques et les Tregs. L effet des acides gras a chaine courte peut aussi
étre indirect. En stimulant GPR43 sur les cellules épithéliales, les acides gras a chaine courte favorisent 1’in-
duction de la tolérance par les cellules dendritiques. Cela s’ajoute aux effets des fibres sur la barriére qui peut
permettre de limiter I’inflammation du tissu. Fléches en pointillés : interactions possibles.

3.3.C — Inflammation Th1 intestinale de bas grade
En parall¢le de la diminution des Tregs intestinaux, les populations de Thl et de LT CD8*
cytotoxiques sont augmentées dans le colon des souris aprés 4 semaines sous HFD!'%. En outre, le

profil d'expression génique des cellules intestinales devient inflammatoire dés 2 semaines de

429 429,430,431

régime**’ et les niveaux de cytokine Thl restent élevés dans le tissu tout au long du régime
L’analyse du jéjunum et du duodénum de patients mince et obéses et/ou insulinorésistants témoigne
¢galement de I'augmentation de I'expression des cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires dont
1L-23, le TNFa, le TFGB, CCLS5 et I'TFNy*¥2433, Néanmoins, aucune infiltration de neutrophiles ou
ni d’activation des macrophages n'a été décrite, ce qui appuie le caractere de bas grade de cette

inflammation, caractéristique des pathologies métaboliques'!4.
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L'inflammation intestinale de type Thl est associée a la réponse métabolique au HFD. D’une part,
elle correle avec la prise de poids, l'adiposité, les niveaux d'insuline et de glucose circulants ainsi
qu’avec la dysbiose et la perméabilité intestinale****33. D’autre part, ’administration d’un traitement
anti-inflammatoire dédi¢ aux MICI pendant un HFD améliore la dysbiose, la barriere intestinale et
I’endotoxémie, ainsi que la gestion du glucose et la stéatose hépatique!'***¢. D’autres composés
pourraient aussi permettre le contrdle de 1I’inflammation intestinale lors d’un HFD. Notamment, les
fibres alimentaires contribuent a I’homéostasie immunitaire intestinale’??*>3(figure 14), mais leur

impact sur la réponse des LT CD4" au régime HFD n’a pas été étudié.

3.3.D — Réponses de type Th17 sous HFD

La littérature récente suggere que I’immunité de type Th17 serait diminuée dans I’intestin lors
d’un HFD. En effet, ’expression de I'IL-22 et de I'lL-17A et F est diminuée des 10 jours de HFD
dans I’intestin et les GLM?73. Des études ont montré une diminution de la population des Th17 sous
HF, que les auteurs expliquent par la réduction des macrophages intestinaux ou par la diminution de
la prolifération des Th17 dans la LP*7?73, La diminution des Th17 lors d’un HFD pourrait avoir des
conséquences systémiques. En effet, le transfert de Th17 intestinales a des souris dépourvues de
lymphocytes améliore le phénotype métabolique et permet I’expansion d’un microbiote bénéfique*”.
Cela pourrait s’expliquer par les effets de I’[L-17 qui favorise la sécrétion des PAMs et renforce la
barriére*?’. Néanmoins, des études complémentaires sont requises pour décrire la diminution des

Th17 en réponse au régime HFD, ainsi que la résonnance physiologique de cette réponse.

En conclusion

La littérature récente suggére que la réponse immunitaire des LTs CD4" de I’intestin au régime
HFD pourrait participer a la pathogenese des maladies métaboliques. La réponse inflammatoire Th1
semble activée par le microbiote et participer a I’insulinorésistance systémique. En revanche, les
réponses homéostatiques aux commensaux semblent affectées par le HFD sans que 1’origine de cette

perturbation ni ses conséquences n’aient ét¢ déterminées.
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Objectifs du travail de thése

La réponse au HFD s'effectue au niveau métabolique et inflammatoire dans les organes de la gestion
nutritionnelle. Au niveau intestinal, une infinit¢ de signaux nutritionnels et microbiens sont
potentiellement dérégulés lors de la consommation du HFD, notamment en raison de 1’absence de
fibres alimentaires dans le régime. Dans ce contexte, le systéme immunitaire intestinal est perturbé,
notamment au niveau des lymphocytes T CD4" régulatrices et effectrices. Parmi eux, les populations
mucosales de pTregs et de Th17 RORyt", sensibles a I'environnement microbien, peuvent étre
affectées. Néanmoins, les causes et les conséquences de ce déséquilibre ne sont pas connues.
Notamment, I’importance des fibres alimentaires pour 1’homéostasie des LTs CD4" RORyt" n’a pas
¢été établie. En outre, le role des cellules dendritiques intestinales dans la régulation de la réponse LT

CD4" au HFD n'a pas été étudié.

L ‘objectif de ma thése est donc premi¢rement de décrire précisément le déséquilibre des LTs CD4"
RORyt" dans l'intestin de la souris sous HFD et de déterminer I’importance des fibres alimentaires
dans leur homéostasie. J’ai ensuite étudié le role des cDCs dans I’intégration des signaux associés

aux fibres alimentaires par le systéme immunitaire de 1’hote.

La littérature suggere également que la réponse inflammatoire de l'intestin au régime HFD participe
a la pathogenése des maladies chroniques en réponse au régime. En outre, I'homéostasie des LTs CD4*
RORyt" intestinaux joue un role dans des mécanismes homéostatiques et pathogéniques a 1'échelle de
'organisme, comme la tolérance orale ou la régulation de la barriére intestinale. Néanmoins, 1'impact
du déséquilibre des LTs CD4" RORyt" intestinaux dans la réponse systémique au régime HFD n'est
pas connu. Ainsi, j’ai aussi €valué I’impact métabolique de la modulation de ces populations

immunitaires intestinales par le régime HFD chez la souris.
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Résultats

Les cellules dendritiques CD11b* CD103" dans la réponse au régime
riche en lipide
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Points clés

e La consommation d’'un HFD pendant 4 semaines diminue les populations de

pTregs RORyt" et de Th17 dans la LP.

e Le HFD réduit aussi I’expression des récepteurs du « gut-homing » a la surface

des pTregs RORyt" et des Th17 dans les GLMs.

e Une supplémentation en fructooligosaccharides (FOS) dans 1’eau de boisson
rétablit ’homéostasie des pTregs RORyt" et des Th17 intestinaux » et améliore

la tolérance au glucose.

e [’augmentation des Th17 par les FOS nécessite la présence des cDC2.

e Les cDC2 permettent également I’amélioration de la tolérance au glucose par les

fibres alimentaires, notamment par 1’intermédiaire de I’IL-17.

Ces résultats confirment I’importance des fibres alimentaires pour 1’homéostasie
immunitaire dans I’intestin, notamment pour les Th17 et les pTregs RORyt", et impli-
quent pour la premiére fois les cDC2 comme actrices de la réponse aux fibres alimen-

taires et du métabolisme.
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SUMMARY

Diet composition maintains metabolic health and is now recognized to shape the immune sys-
tem, especially in the intestinal tract. Nutritional imbalance and increased caloric intake are
induced by high-fat diet (HFD) in which lipids are enriched at the expense of dietary fibers. Such
nutritional challenge alters glucose homeostasis as well as intestinal immunity. Here, we ob-
served that short-term HFD induced glucose intolerance and decreased intestinal RORyt* CD4
T cells, including peripherally-induced Tregs and IL17-producing (Th17) T cells. However, die-
tary fiber supplementation was sufficient to restore both RORyt* CD4 T cell subsets and im-
prove glucose tolerance. Dietary fiber-mediated normalization of Th17 cells and amelioration
of glucose handling required the cDC2 dendritic cell subset in HFD-fed animals, while IL-17
neutralization limited fibers impact on glucose tolerance. Overall, we uncovered a novel and
pivotal role of cDC2 in the control of the immune and metabolic effects of dietary fibers.
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INTRODUCTION

Westernized dietary patterns are linked to the outbreak and sharp increase in noncommunica-
ble diseases (NCDs) over the past decades (Ezzati and Riboli, 2013; GBD 2013 Risk Factors
Collaborators et al.,, 2015). Among NCDs, chronic metabolic disorders are naturally influenced
by feeding habits. Indeed, while a healthy diet positively influences host metabolism, changes
in the quantity and quality of the dietary intake can favor the onset and persistence of metabolic
dysfunctions. (Christ et al.,, 2019). Besides metabolism, the diet is now recognized to impact
other organismal functions such as immunity, and this is especially true in the intestinal tract
(Thorburn et al., 2014).

Earlier studies revealed that diets low in vitamins A or aryl hydrocarbon receptor (AhR) ligands
alter intestinal lymphocytes homeostasis (Veldhoen and Brucklacher-Waldert, 2012). Lately,
dietary fibers have received considerable attention as regards to their widespread impact on
immune cells and intestinal homeostasis (Daien et al., 2017), adding to their well-known ability
to prevent metabolic disorders (Reynolds et al., 2019). Importantly, fibers are a major source
of energy for the intestinal flora, and thus largely contribute to gut microbiota ecology (Makki
et al.,, 2018). Thus, the tightly regulated cross-talk between the gut microbiota and the host im-
mune system is influenced by the dietary intake, which in turns shapes the metabolites, the
microbiome community and the intestinal tract immune subset composition (Levy et al., 2016).
Unbalanced diets such as the high-fat diet (HFD) are usually low in fibers, which promotes the
development of metabolic disorders (Chassaing et al., 2015; Dalby et al., 2017). HFD intake in-
duces alteration across several organs, including the intestine that contributes to maintain sys-
temic metabolic homeostasis through its role in regulating glucose and lipid intake (Drucker,
2007; Gribble, 2012; Ko et al., 2020). Further, HFD-induced alteration of intestinal immune cells
homeostasis concurs to precipitate metabolic dysfunctions (Winer et al., 2016, 2017). Notably,
HFD feeding was shown to alter intestinal lymphocytes by hampering RORyt-expressing CD4 T
cells maintenance (Garidou et al., 2015). Nonetheless, the mechanisms and immune cell subsets
that translate dietary cues into intestinal CD4* T cells homeostasis under HFD feeding remain
unexplained.

Here, we performed a detailed characterization of the intestinal disbalance of RORyt-expressing
CD4+ T cell subsets upon HFD. We determined that short-term HFD was sufficient to deregulate
the homeostasis of Th17 and peripherally-induced RORyt* regulatory T cells (pTregs) in the
intestinal track as both subsets decreased. Importantly, dietary fiber supplementation was suf-
ficient to revert alterations in both RORyt* pTregs and Th17 cells. We then revealed that dietary
fibers required type 2 conventional CD11b* dendritic cells (cDC2) to restore intestinal Th17
cells, but not RORyt* pTregs, and improve glucose homeostasis in HFD-fed animals. Finally, the
impact of dietary fibers on glucose tolerance was limited following IL-17 neutralization. Over-
all, we were able to link fibers dietary intake to the cDC2 compartment and show how this den-
dritic cell subset was critical to control the immune and metabolic effects of dietary fibers.

RESULTS
HFD feeding decreases RORyt* pTregs and Th17 cells in the small intestine and colon.
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Prolonged high-fat diet (HFD) feeding was previously shown to alter the intestinal immune sys-
tem (Winer et al.,, 2016, 2017). As the gut rapidly adapt to nutritional changes, we investigated
how HFD would impact gut immune cells during the first weeks. Thus, mice were administered
either HFD or regular chow diet for 4 weeks. Already at this time point, HFD increased body
weight (Figure 1A), weight gain (Figure 1B), epidydimal (Figure 1C) and whole-body fat mass
(Figure 1D). Furthermore, glucose intolerance (Figure 1E) as well as an elevated HOMA-IR in-
dex (Figure 1F), indicative of impaired glucose control, were already noticed after short-term
feeding. Higher HOMA-IR reflected both elevated fasting blood glucose (Figure 1G) and insulin
levels (Figure 1H). Altogether, short-term HFD feeding alters systemic glucose homeostasis.
Morphological changes of the intestinal tract were also evident in HFD-fed animals, including
decreased colon weight (Figure 11) and length (Figure 1]), which are commonly associated with
altered colonic homeostasis. In addition, and as previously reported (Chassaing et al., 2015),
HFD feeding resulted in decreased caecum weight (Figure 1K).

We next asked how intestinal lymphocytes were adapting to HFD and focused on RORyt* CD4 T
cells, known to be altered under these conditions (Garidou et al., 2015). RORyt* CD4 T cells
encompass IL-17-producing effector T cells (Ivanov et al., 2006) and peripherally-induced reg-
ulatory T cells (pTregs) (Ohnmacht et al., 2015; Sefik et al., 2015) (Figure 1L), both critical to
maintain intestinal homeostasis (Chung et al., 2012; Conti et al., 2009; Ivanov et al.,, 2009;
Ohnmacht et al.,, 2015; Sefik et al.,, 2015). In chow diet-fed animals, the proportion of RORyt*
pTregs was similar in the mesenteric lymph nodes (mesLNs) and small intestine, but markedly
higher in the colon (Figure 1M). Th17 effector T cells were more abundant in the small intestine
and colonic mucosa as compared to mesLNs, where percentages were low (Figure 1N). In HFD-
fed animals, the frequency of total Tregs remained unaltered in the small intestine but slightly
diminished in the colon (Figure 10), while RORyt* pTregs waned at both sites (Figure 1P). Sim-
ilarly, RORyt* Th17 cells were also decreased in the small intestinal and colonic lamina propria
(Figure 1Q). These results remained unchanged when mice were fed for alonger period of time
(14 weeks) (Figure S1A and S1B).

Since altered RORyt* pTregs and Th17 cells could be due to HFD-induced obesity, changes in
nutrients intake or both, we studied genetically obese Ob/0Ob mice maintained on a chow diet
or fed with the HFD. Within the small intestine, total Tregs were slightly increased in chow-fed
Ob/0Ob mice, while RORyt* pTregs and Th17 cells were similar to lean, chow-fed controls. How-
ever, and comparable to WT mice, HFD decreased the frequency of both RORyt* pTregs and
Th17 cells in the small intestine (Figure S1C). In the colon, independently of the genetic back-
ground or the diet, total Tregs remained unchanged (Figure S1D). While colonic RORyt* pTregs
and Th17 were significantly reduced in chow-fed obese Ob/0Ob, HFD further decreased RORyt*
pTregs (Figure S1D).

Altogether, our observations reveal that short-term HFD negatively impacts systemic glucose
homeostasis and profoundly alters the frequency of RORyt* CD4 T cell, independently of obe-
sity.

Dietary fiber supplementation improves glucose tolerance and restores RORyt* pTregs
and Th17 cells in HFD-fed animals.
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Next, we sought to identify the nutritional signal participating to the immune and metabolic
alterations observed upon HFD feeding. In the HFD, increasing fat content is possible at the
expense of cereal starches rich in dietary fibers (Chassaing et al., 2015). Recent studies pointed
out to the lack of fermentable dietary fibers as a leading cause for the metabolic alterations
associated to HFD (Chassaing et al., 2015; Dalby et al., 2017; Zou et al., 2018). Since dietary
fibers were shown to beneficially impact immune cells homeostasis (Tan et al., 2017), we won-
dered whether their addition would be sufficient to correct pTregs and Th17 cells alteration. In
order to preserve HFD formulation, we administered fructooligosacharides (FOS) as a ferment-
able fiber source in the drinking water. Under these conditions, FOS supplementation did not
change body weight (Figure 2A) nor significantly impacted on body weight gain (Figure 2B),
epidydimal fat mass (Figure 2C), body composition (Figure 2D) and food intake (Figure 2E).
Importantly, glucose tolerance was significantly improved by FOS supplementation (Figure 2F).
This was associated with a lowered HOMA-IR index (Figure 2G) that reflected decreased circu-
lating insulin levels (Figure 2H) rather than decreased plasma glucose concentrations (Figure
21) in FOS-treated animals. In addition, we observed that FOS increased glucose-stimulated in-
sulin secretion (GSIS), suggesting improved pancreatic 3-cell function (Figure 2]). In summary,
FOS supplementation improves systemic glucose homeostasis in short term HFD-fed animals.
The beneficial effect of FOS supplementation also translated into increased colon weight (Fig-
ure 2K) and length (Figure 2L) as well as caecum weight (Figure 2M), reaching values similar
to regular chow-fed animals (Figure 11-K).

Beyond these morphologic parameters, FOS supplementation induced a trend towards in-
creased Tregs frequency in the small intestine, which reached statistical significance in the co-
lon (Figure 2N). More specifically, FOS supplementation restored RORyt* pTregs (Figure 20)
and Th17 cells (Figure 2P) in the small intestine and colon to levels similar to chow-fed animals
(Figure 10-Q).

Together, we demonstrate that dietary fiber supplementation is sufficient to improve glucose
metabolism, and restore RORyt* pTregs and Th17 cells homeostasis in the intestinal tract of
HFD-fed animals.

Gut-homing imprinting of RORyt* pTregs and Th17 cells is impaired by HFD feeding and
restored upon dietary fiber supplementation.

Decreased RORyt* CD4 T cells in the intestinal tract of HFD-fed mice could result from impaired
priming or defective migration resulting from altered gut-homing imprinting. We thus turned
our attention to the mesenteric lymph nodes (mesLNs) where RORyt* pTregs and Th17 cells
are generated and educated. While total Tregs (Figure 3A) and RORyt* pTregs (Figure 3B) were
unaltered in the mesLNs of HFD-fed animals, Th17 cells were reduced (Figure 3C), suggesting
that priming of the latter was impaired upon HFD. The frequency of RORyt* pTregs and Th17
expressing the gut-homing receptor CCR9 was reduced following HFD feeding (Figure 3D-E).
In addition, a decrease of gut-homing a437+ integrin-expressing RORyt* pTregs was observed
in the mesLNs (Figure 3D-E). Gut-homing imprinting depends on retinoic acid (RA) produced
by dendritic cells through the action of aldehyde dehydrogenases (ALDHs) on vitamin A-de-
rived retinol (Iwata et al,, 2004). As tissue retinol is decreased in HFD-fed animals (Trasino et
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al,, 2015) and we observed no defect in ALDHs activity in mesLNs dendritic cells of HFD-fed
mice (data not shown), reduced retinol availability probably led to inefficient gut-homing im-
printing. In sum, this indicates that RORyt* pTregs decrease in the small intestinal and colonic
lamina propria is likely due to gut-homing impairment, while Th17 cells decline is owed to de-
fects in both their generation and gut-homing imprinting.

FOS supplementation during HFD feeding increased total Tregs (Figure 3F), RORyt* Tregs (Fig-
ure 3G) and Th17 cells (Figure 3H) in the mesLNs. In addition, CCR9* and ITGB7* RORyt* pTregs
(Figure 3I) as well as CCR9* and ITGB7* Th17 cells (Figure 3]) were increased after FOS supple-
mentation.

Overall, HFD feeding impairs intestinal RORyt* CD4 T cells priming and/or gut-homing imprint-
ing, which are restored by FOS supplementation.

IRF4-dependent dendritic cells (cDC2) participate to the homeostasis of RORyt* pTregs
and Th17 cells.

CD103* cDCs control intestinal T cells polarization in the mesLNs (Coombes and Powrie, 2008).
This DC subset is heterogenous and can be further subdivided into CD103* CD11b- cDC1 and
CD103* CD11b* cDC2 (Merad et al.,, 2013). While cDC1 development depends on the transcrip-
tion factors BATF3 and IRF8 (Edelson et al., 2010; Ginhoux et al., 2009), cDC2 rely on the tran-
scription factor IRF4 (Persson et al., 2013; Schlitzer et al., 2013) and were shown to be critical
for the induction of intestinal Th17 cells (Persson et al., 2013; Schlitzer et al., 2013). Which DC
subset is responsible for the induction of intestinal RORyt* pTregs generation remains so far
unclear. Given that pTregs and Th17 cells share the expression of RORyt and are both altered
upon HFD, we wondered if both subsets were primed by cDC2. In chow diet-fed Itgax-cre x
[rf4flox/flox ([rf4ADC) mice, cDC2 were profoundly reduced in the intestinal lamina propria and
mesLNs (Figure S2A and S2B), as previously reported (Persson et al., 2013; Schlitzer et al,,
2013). As hypothesized, we found that both Th17 cells (Figure 4A) and pTregs (Figure 4B) were
decreased in the small intestine, colon and mesLNs of Irf44P¢ mice as compared to controls. In
addition, the absence of cDC2 impacted gut-homing imprinting of both RORyt* CD4 T cell sub-
sets (Figure 4C and 4D). In order to assess whether cDC1 would participate in pTregs priming
at the steady state, we used chow-fed Itgax-cre x Irf8flox/flox ([rf8ADC) mice, which lack CD103+*
CD11b- c¢DC1 in the intestine (Figure S3A) and mesLNs (Figure S3B). In the small intestine, co-
lon and mesLNs, loss of cDC1 had no impact on RORyt* pTregs (Figure S3C) while Th17 cells
increased (Figure S3D).

Collectively, we show that cDC2 are responsible for the maintenance of both RORyt* CD4 T cell
subsets at the steady state.

cDC2 control dietary fiber-mediated restoration of Th17 cells and glucose tolerance im-
provement in HFD-fed animals.

Since cDC2 control both Th17 and RORyt* pTregs at the steady state, we sought to determine if
cDC2 could also mediate the ability of dietary fibers to restore both subsets in HFD-fed animals.
To this aim, we fed separated cohorts of Irf42PC mice and Irf4flox/flox Jittermate controls with HFD
for 4 weeks and supplemented part of them with FOS. As previously observed in wild-type mice
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(Figure 2K-M), Irf4APC and [rf4flox/flox control mice responded to FOS supplementation by in-
creasing their colon weight and length as well as caecum weight (Figure 5A-C). Unexpectedly,
RORyt* pTregs, were also increased upon FOS supplementation in the small intestine, colon and
mesLNs of mice lacking cDC2 to a comparable extent as in [rf4flox/flox control animals (Figure
5D-F). In addition, the lack of cDC2 had no impact on FOS-induced gut-homing imprinting of
RORyt* pTregs in the mesLNs (Figure 5G-H). This suggests that other antigen-presenting cells
were capable to compensate for the lack of CD103* CD11b*cDC2 in this context. Nevertheless,
while FOS increased Th17 cells in the small intestine, colon and mesLNs of Irf4flox/flox control
animals, their effect was blunted in Irf42P¢ mice lacking cDC2 (Figure 51-K). Similarly, Th17 cells
gut-homing imprinting also remained altered in FOS-supplemented Irf44P¢ mice as compared
to their littermate [rf4flox/flox controls (Figure 5L-M). Thus, while dietary fiber-induced pTregs
most likely benefit from cDC2-independent compensatory mechanisms, the restoration of Th17
homeostasis is fully dependent on cDC2.

As Th17 cells and Th17-derived cytokines play a protective role in metabolic homeostasis
(Hong et al,, 2017; Wang et al., 2014), we wondered if the absence of cDC2 had any impact on
the positive metabolic effects of dietary fiber in HFD-fed animals. To this aim, separated cohorts
of Irf42bC mice and [rf4flox/flox Jittermate controls were fed HFD for 4 weeks and part of the ani-
mals were supplemented with FOS. Separated cohorts were studied as we couldn’t perform the
metabolic exploration simultaneously with such a number of mice. Body weight (Figure 6A),
weight gain (Figure 6B), epididymal fat mass (Figure 6C), body composition (Figure 6D) and
food intake (Figure 6E) were not significantly modified by FOS supplementation in Irf42P¢ and
[rf4flox/flox [ittermate controls. Importantly, while FOS improved glucose tolerance in [rf4flox/flox
control animals, this effect was abrogated in Irf42PC mice lacking cDC2 (Figure 6F), reflecting
the lower HOMA-IR index (Figure 6G) and better glucose-stimulated insulin secretion (Figure
6H) of Irf4flox/flox gnimals but not Irf42PC mice.

Finally, we asked whether dietary fibers require an intact IL-17 signaling to improve glucose
tolerance in HFD-fed mice. To answer that question, we treated HFD-fed animals supplemented
with FOS with neutralizing antibodies directed against IL-17A and IL-17F, which are both pro-
duced by Th17 cells, or their appropriate isotype control. While IL-17 neutralization did not
impact on body fat mass (Figure 61), it limited the beneficial impact of FOS supplementation on
glucose clearance (Figure 6]). Thus, dietary fibers partially depend on IL-17 to ameliorate glu-
cose homeostasis, arguing that a cDC2-Th17 axis participates to the dietary fiber-mediated im-
proved metabolic fitness of HFD-fed animals.

Together, our work provides new insight regarding the cellular mechanisms by which dietary
fibers beneficially impact glucose metabolism. Indeed, we uncover a previously unappreciated
role for cDC2 in mediating dietary fibers effects on Th17 cells and systemic glucose control.
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DISCUSSION

HFD-induced obesity remains the standard model to study obesity pathogenesis in preclinical
models. HFD mimics the human “western” diet, reflecting increased fat content at the expense
of dietary fibers. Such nutritional challenge leads to metabolic dysfunctions, including altered
glucose homeostasis, and was shown to impact intestinal immune homeostasis. We investi-
gated the effect of a short-term HFD regimen and whether specific changes in intestinal immune
subsets participate to the dysregulation of glucose homeostasis. Here, we report that HFD de-
creases intestinal RORyt* pTregs and Th17 cells. Importantly, dietary fiber supplementation
was sufficient to restore both subsets in HFD-fed animals and amend glucose homeostasis. The
beneficial effect of dietary fibers required cDC2 to restore Th17 cells and improve glucose tol-
erance, while RORyt* pTregs priming and induction of gut homing receptors occurred also in
the absence of cDC2. Overall, our findings unveil a previously unappreciated role of type 2 con-
ventional dendritic cells in mediating the beneficial impact of dietary fiber intake on mucosal
immunity and glucose homeostasis.

RORyt* pTregs and Th17 cells were decreased in the small intestine and colon of HFD-fed ani-
mals, as it was previously shown for the whole RORyt* CD4 T cell pool (Garidou et al., 2015).
This previous observation was attributed to dysbiosis (Garidou et al.,, 2015) as the gut microbi-
ota plays a central role in the induction of RORyt expression in Th17 cells (Atarashi et al., 2008;
Ivanov et al., 2008) and pTregs (Ohnmacht et al., 2015; Sefik et al., 2015). Recently, the HFD-
mediated changes in gut microbiota ecology were shown to mostly stem from the low dietary
fiber content (Dalby et al.,, 2017). We reveal here that dietary fibers restored both RORyt*
pTregs and Th17 cells in HFD-fed animals by reestablishing their priming and gut-homing im-
printing. Overall, we report that nutritional imbalance, i.e. dietary fiber paucity, is sufficient to
impair RORyt* pTregs and Th17 cells.

The beneficial effect of dietary fibers in restoring RORyt* CD4 T cell subsets homeostasis likely
relied on cDCs as both RORyt* pTregs and Th17 cells need c¢DCs to develop (Ohnmacht et al.,
2015; Persson et al., 2013; Schlitzer et al., 2013). First, consistent with the previously described
role of Irf4-dependent cDC2 in Th17 cells generation (Persson etal., 2013; Schlitzer etal., 2013),
we found that fiber-mediated restoration of Th17 cells in HFD-fed animals required cDC2. Then,
we observed that cDC2, but not cDC1, participated to RORyt* pTregs priming at the steady state.
Yet, dietary fiber supplementation restored RORyt* pTregs in HFD-fed cDC2-deficient animals.
Even though cDC2 have a dominant impact on RORyt* pTregs at the steady state, a significant
proportion of RORyt* pTregs remained in their absence. This suggests cDC1 could somewhat
compensate the absence of cDC2 at the steady state and explain why RORyt* pTregs were re-
stored upon fiber supplementation in HFD-fed cDC2-deficient animals. Alternatively, plasmacy-
toid DCs (pDCs) could also play a role in RORyt* pTregs homeostasis. Indeed, both cDC1, cDC2
and pDCs are lacking in Cd11c-cre x LsL-ROSA-DTA mice (Ohnmacht et al,, 2009) in which
RORyt* pTregs do not develop (Ohnmacht et al., 2015), and pDCs were previously shown to
favor pTreg generation in the intestinal tract (Uto et al., 2018). In summary, while dietary fiber
intake restores RORyt* pTregs homeostasis in the absence of cDC2, Th17 cells observe a strict
dependency on cDC2 to benefit from fiber supplementation.
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Since dietary fibers did not fully restored RORyt* CD4 T cells in the absence of cDC2, we tested
whether ¢cDC2 deficiency altered fiber’s ability to improve glucose handling. We observed that
dietary fibers failed to improve glucose tolerance in HFD-fed mice lacking cDC2. We thus iden-
tified a key role for cDC2 in mediating the beneficial metabolic effects of dietary fibers in HFD-
fed animals. This effect did not depend on RORyt* pTregs but partially relied on Th17 cells since
they were not restored in dietary fiber-treated cDC2-deficient animals and IL-17 neutralization
limited the full impact of dietary fiber on glucose tolerance. On their side, RORyt* pTregs might
control other aspects of intestinal homeostasis given their ability to prevent Th2-driven intes-
tinal inflammation (Ohnmacht et al., 2015). Importantly, while we focused our attention on par-
ticular subsets of CD4 T cells, other alterations in immune intestinal cells have been reported
upon long-term HFD feeding (Winer et al., 2016, 2017), including an increase in Th1 IFNy-pro-
ducing CD4 T cells (Luck et al.,, 2015). Since intestinal Th1 responses are controlled by cDC1
(Luda et al., 2016), further work would be needed to assess the role of cDC1 in HFD-induced
metabolic alterations. Together, we show cDC2 are critical to mediate the beneficial impact of
dietary fibers on Th17 cells homeostasis and glucose homeostasis in HFD-fed animals.

Dietary fibers were previously shown to protect against HFD-induced obesity. In these studies,
adding fibers to the diet markedly limited weight gain and fat mass expansion, leading to an
improvement in glucose tolerance (Chassaing et al., 2015; Zou et al., 2018). Here, we delivered
fibers in the drinking water to keep the diet formulation similar between groups. Under our
experimental conditions, fibers were capable to improve glucose handling independently from
any major effect on adiposity. Improved glucose tolerance appeared independent from glucose
absorption since blood glucose levels peaked similarly in fiber-treated animals and controls
after oral glucose challenge. However, we observed that fiber supplementation accelerates glu-
cose clearance together with improved glucose-stimulated insulin secretion. In this context,
multiple mechanisms may concur to ameliorate glucose tolerance in fiber-treated animals.

In summary, the lack of dietary fiber is the nutritional cue leading to decreased intestinal
RORyt* pTregs and Th17 cells in HFD-fed animals while cDC2 link dietary fiber intake to Th17
homeostasis and the improvement of glucose tolerance. Overall, we provide new insight re-
garding the cellular mechanisms by which dietary fibers beneficially impact glucose metabo-
lism. More specifically, we uncover a novel and pivotal role of cDC2 in the control of the immune
and metabolic effects of dietary fibers.
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Figure 1. HFD feeding decreases RORyt* pTregs and Th17 cells in the small intestine and colon.
(A-D) Body weight (n=13-14 per group) (A), body weight gain (n=13-14 per group) (B), epidydimal fat
mass (n=13-14 per group) (C) and body composition (fat and lean mass) (n=5-6 per group) (D) in wild-
type mice fed a chow diet (CD) or a high-fat diet (HFD) for 4 weeks.

(E-F) Oral glucose tolerance test and associated area under the curve (AUC) quantification (E), HOMA-
IR index measurement (F), plasma glucose (G) and insulin (H) levels in wild-type mice fed a chow diet
(CD) or a high-fat diet (HFD) for 4 weeks (n=13-14 per group).
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(I-]) Colon weight (n=13-14 per group) (I), colon length (n=9-10 per group) (J) and caecum weight
(n=13-14 per group) (K) in wild-type mice fed a chow diet (CD) or a high-fat diet (HFD) for 4 weeks.
(L) Flow cytometry plots depicting RORyt* CD4 T cells, including RORyt* pTregs and Th17 cells, in the
small intestine of chow diet-fed wild-type animals.

(M and N) Flow cytometry analysis of RORyt* pTregs (M) and Th17 cells (N) in the mesenteric lymph
nodes (mesLNs) (n=3), the small intestine (n=6) and the colon (n=5) of chow diet-fed wild-type animals.
(0-Q) Flow cytometry analysis of total Tregs (0), RORyt* pTregs (P) and Th17 cells (Q) in the small in-
testine and colon of wild-type mice fed a chow diet (CD) or a high-fat diet (HFD) for 4 weeks (n=8-9 per

group).
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Figure 2. Dietary fiber supplementation improves glucose tolerance and restores RORyt*
pTregs and Th17 cells in HFD-fed animals.

(A-E) Body weight (n=15 per group) (A), body weight gain (n=15 per group) (B), epidydimal
fat mass (n=14-15 per group) (C), body composition (fat and lean mass) (n=7-10 per group)
(D) and daily food intake (n=9 per group) (E) in wild-type mice fed a high-fat diet (HFD) or a
high-fat diet supplemented by dietary fibers (fructooligosaccharides, FOS) (HFD+FOS) admin-
istered in the drinking water for 4 weeks.

(F-]) Oral glucose tolerance test and associated area under the curve (AUC) quantification
(n=15 per group) (F), HOMA-IR index measurement (n=15 per group) (G), plasma insulin levels
(n=15 per group) (H), plasma glucose levels (n=15 per group) (I) and glucose-stimulated insu-
lin secretion (GSIS) (n=9-12 per group) (J) in wild-type mice fed a high-fat diet (HFD) or a high-
fat diet supplemented with dietary fibers (HFD+FOS) for 4 weeks.

(K-M) Colon weight (n=13-14 per group) (K), colon length (n=9-12 per group) (L) and caecum
weight (n=13-14 per group) (M) in wild-type mice fed a high-fat diet (HFD) or a high-fat diet
supplemented with dietary fibers (HFD+FOS) for 4 weeks.

(N-P) Flow cytometry analysis of total Tregs (N), RORyt* pTregs (O) and Th17 cells (P) in the
small intestine and colon of wild-type mice fed a high-fat diet (HFD) or a high-fat diet supple-
mented with dietary fibers (HFD+FOS) for 4 weeks (n=13-14 per group).
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Figure 3. Gut-homing imprinting of RORyt* pTregs and Th17 cells is impaired by HFD
feeding and restored upon dietary fiber supplementation.

(A-C) Flow cytometry analysis of total Tregs (A), RORyt* pTregs (B) and Th17 cells (C) in the
mesenteric lymph nodes of wild-type mice fed a chow diet (CD) or a high-fat diet (HFD) for 4
weeks (n=8 per group).

(D and E) Flow cytometry analysis of RORyt* pTregs (D) and Th17 cells (E) expressing CCR9 or
ITGB7 in the mesenteric lymph nodes of wild-type mice fed a chow diet (CD) or a high-fat diet
(HFD) for 4 weeks (n=7-8 per group).

(F-H) Flow cytometry analysis of total Tregs (F), RORyt* pTregs (G) and Th17 cells (H) in the
mesenteric lymph nodes of wild-type mice fed a high-fat diet (HFD) or a high-fat diet supple-
mented with dietary fibers (HFD+FOS) for 4 weeks (n=13-14 per group).

(Iand]) Flow cytometry analysis of CCR9 or ITGB7-expressing RORyt* pTregs (I) and Th17 cells
(]) in the mesenteric lymph nodes of wild-type mice fed a high-fat diet (HFD) or a high-fat diet
supplemented with dietary fibers (HFD+FOS) for 4 weeks (n=13-14 per group).
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Figure 4. IRF4-dependent dendritic cells (cDC2) participate to the homeostasis of RORyt*

pTregs and Th17 cells.

(A) Flow cytometry analysis of Th17 cells in the small intestine (n=9 per group), colon (n=9 per
group) and mesenteric lymph nodes (mesLNs) (n=7 per group) of mice lacking Irf4 in dendritic
cells (Irf42PC) and Irf4flox/flox controls (ctrl).

(B) Flow cytometry plots and analysis of RORyt* pTregs in the small intestine (n=9 per group),
colon (n=9 per group) and mesenteric lymph nodes (mesLNs) (n=7 per group) of mice lacking
Irf4 in dendritic cells (Irf42P¢) and Irf4flox/flox controls (Ctrl).

(C and D) Flow cytometry analysis of CCR9 or ITGB7-expressing RORyt* pTregs (C) and Th17
cells (D) in the mesenteric lymph nodes of mice lacking Irf4 in dendritic cells (Irf4°P¢) and

[rf4flox/flox controls (Ctrl) (n=7 per group).
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Figure 5. cDC2 control dietary fiber-mediated restoration of Th17 cells in HFD-fed ani-
mals.

(A-C) Colon weight (A), colon length (B) and caecum weight (C) in mice lacking Irf4 in dendritic
cells (Irf4°PC) (n=13-14 per group) and [rf4flox/flox controls (ctrl) (n=11-14 per group) fed a high-
fat diet (HFD) or a high-fat diet supplemented with dietary fibers (HFD+FOS) for 4 weeks.
(D-F) Flow cytometry analysis of RORyt* pTregs in the small intestine (D), colon (E) and mes-
enteric lymph nodes (mesLNs) (F) of mice lacking Irf4 in dendritic cells (Irf4*¢) (n=13-14 per
group) and [rf4flex/flox controls (ctrl) (n=11-14 per group) fed a high-fat diet (HFD) or a high-fat
diet supplemented with dietary fibers (HFD+FOS) for 4 weeks.
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(G and H) Flow cytometry analysis of CCR9 (G) or ITGB7 (H)-expressing RORyt* pTregs in the
mesenteric lymph nodes (mesLNs) of mice lacking Irf4 in dendritic cells (Irf4°P¢) (n=13-14 per
group) and Irf4flox/flox controls (ctrl) (n=14 per group) fed a high-fat diet (HFD) or a high-fat diet
supplemented with dietary fibers (HFD+FOS) for 4 weeks.

(I-K) Flow cytometry analysis of Th17 cells in the small intestine (I), colon (J) and mesenteric
lymph nodes (mesLNs) (K) of mice lacking Irf4 in dendritic cells (Irf4°PC) (n=13-14 per group)
and [rf4flox/flox controls (ctrl) (n=14 per group) fed a high-fat diet (HFD) or a high-fat diet sup-
plemented with dietary fibers (HFD+FOS) for 4 weeks.

(L and M) Flow cytometry analysis of CCR9 (L) or ITGB7 (M)-expressing Th17 cells in the mes-
enteric lymph nodes (mesLNs) of mice lacking Irf4 in dendritic cells (Irf4*°¢) (n=13-14 per
group) and Irf4flox/flox controls (ctrl) (n=14 per group) fed a high-fat diet (HFD) or a high-fat diet
supplemented with dietary fibers (HFD+FOS) for 4 weeks.
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Figure 6. cDC2 control dietary fiber-mediated improvement of glucose tolerance in HFD-
fed animals.

(A-E) Body weight (A), body weight gain (B), epidydimal fat mass (C), body composition (fat
and lean mass) (D) and daily food intake (E) in Irf4*PC mice (Irf4*P¢) (n=6-14 per group) and
[rf4flox/flox controls (ctrl) (n=11-16 per group) fed a high-fat diet (HFD) or a high-fat diet supple-
mented with dietary fibers (HFD+FOS) for 4 weeks.

(F-H) Oral glucose tolerance test and associated area under the curve (AUC) quantification (F),
HOMA-IR index measurement (G) and glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) (H) in Irf4bc
mice (Irf4*P¢) (n=8-14 per group) and [rf4flox/flox controls (ctrl) (n=12-16 per group) fed a high-
fat diet (HFD) or a high-fat diet supplemented with dietary fiber (HFD+FOS) for 4 weeks.

(I-]) Body fat mass (I) and oral glucose tolerance test with the associated area under the curve
(AUC) quantification (]J) measured after 4 weeks of HFD in mice treated with an isotype control
(HFD+IgG, n=6) as well as mice supplemented with dietary fiber and treated with an isotype
control (HFD+FOS+IgG, n=9) or antibodies neutralizing IL-17A and IL-17F (HFD+FOS+alIL-17,
n=9).
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STAR METHODS

RESOURCE AVAILABILITY

Lead Contact
Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be
fulfilled by the Lead Contact, Emmanuel Gautier (emmanuel-laurent.gautier@inserm.fr).

Materials Availability
This study did not generate new unique reagents.

Data and Code Availability
This study did not generate any unique datasets or code.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Mice and housing

Mice were housed in individually ventilated cages at a temperature of 22°C and maintained
under specific pathogen-free conditions on a 12-hour light and dark cycle with ad libitum ac-
cess to water and diet (A04; Safe-Diets). Age-matched male mice were grouped by cages at
weaning according to their genotype.

Wild-type C57BL/6] mice were from Charles River and bred in-house. Ob/+ (B6.Cg-Lep°?/])
mice were from Charles River and bred in house to generate obese Ob/0Ob mice and lean litter-
mate controls (including Ob/+ and +/+ animals). Itgax-cre (B6.Cg-Tg(Itgax-cre)1-1Reiz/]),
[rf4flox/flox (B6.129S1-Irf4tm1Rdf/]) and [rf8fox/flox (B6(Cg)-Irf8tm1-1Hm /T) were all obtained from the
Jackson Laboratory. Itgax-cre mice were crossed to [rf4flox/flox gnimals in our facility, while
Itgax-cre x Irf8flox/flox ywere directly imported from the Tussiwand lab (Basel Institute, Switzer-
land). Littermate cre-negative mice were used as controls and germline deletion events were
screened as previously described (Luda et al., 2016; Persson et al., 2013).

All animal procedures were in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the European Commission Directive 86/609/EEC and given authoriza-
tion from the French Ministry of Research.

Diet and treatment

For high-fat diet (HFD)-induced metabolic dysfunctions studies, male mice were fed a HFD in
which 60% of kilocalories come from fat (D12492, Research Diets) and were compared to chow
diet-fed animals (A04; Safe-Diets). The duration of feeding was indicated in the text and figure
legends. For dietary fiber supplementation studies, mice were given fructooligosaccharides
(obtained from Sigma-Aldrich or Beneo) diluted at 7.5% in filtered drinking water. The solution
was renewed every 2 to 3 days for the entire diet duration. IL-17A (clone 17F3) and IL17F
(clone MM17F8F5.1A9) neutralizing antibodies, as well as their appropriate isotype control
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(MOPC-21), were obtained from BioXcell. Antibodies (200 pg per injection) were injected in-
traperitoneally 3 times a week over the 4 weeks period of HFD feeding.

Glucose metabolism assessment

For assessment of oral glucose tolerance, mice were fasted for 5 hours prior to glucose intra-
gastric gavage at a dose of 1.5 grams per kg of body weight. Glycaemia was measured with a
glucometer (Accu-Check, Roche) at baseline and 15, 30, 60, 90 and 120 minutes after gavage.
Blood was also collected at baseline and 15 min after gavage for insulin dosage. Insulin dosage
was performed with the mouse ultrasensitive insulin ELISA kit from Alpco. The glucose-stimu-
lation insulin secretion index was calculated as the ratio of blood insulin levels measured 15
min after glucose gavage to blood insulin levels at baseline. Finally, the HOMA-IR index was
calculated with the following formula: fasting plasma insulin (mU/mL) x fasting plasma glucose
(mm/L)/22.5.

Fat and lean mass measurement
Fat and lean mass were measured by TD-NMR using a MinispecPlus LFII90 body composition
analyzer (Bruker; PreclinICAN Plateform, Paris).

gqPCR analysis of colon samples

Total RNA was extracted from frozen colon samples (20 mg) using the Nucleospin RNA Plus kit
(Macherey-Nagel). cDNA was generated with the Transcriptor First strand cDNA Synthesis kit
(Roche). Quantitative PCR was performed with SYBR Green I Master (Roche) on a LightCycler®
480 real-time PCR system with dedicated software (Roche). Gene expression was normalized
to at least 2 housekeeping genes using the Roche LightCycler® 480 software.

Tissue processing and cell suspensions preparation.

For isolation of lamina propria leucocytes, freshly harvested intestines and colons were quickly
washed in PBS, opened and cut into smaller pieces. To remove epithelial cells, samples were
placed into 40 mL of PBS (no calcium and magnesium) containing glucose (1g/L), HEPES
(10mM), EDTA (5mM), fetal bovine serum (5%) and dithiothreitol (0.5%), and incubated for
30 min at 37°C under vigorous agitation. After cells were washed 5 times in 40 mL PBS, samples
were chopped with scissors and placed in the digestion solution. The digestion solution con-
sisted of HBSS (with calcium and magnesium) containing fetal bovine serum (3%), collagenase
D (1.25 mg/mL, Sigma-Aldrich), DNase (10 U/mL, Sigma-Aldrich). Digestion was performed at
37°C under agitation for 30 min. After completion, cells suspensions were passed through a 18G
needle before filtration on a 70um filter, washed and finally resuspended in PBS containing BSA
(1%).

Pooled mesenteric lymph nodes were cut open with a needle and digested as described above.
Cell suspensions were eventually resuspended in PBS containing BSA (1%) before staining.

87



RESULTATS Les ¢cDCs CD103" CD11b" dans la réponse au régime

Flow cytometry

Antibodies were purchased from BioLegend, Thermo Fisher Scientific and BD Biosciences. The
following markers and clones were used: CD11c (N418), MHC-II (I-A/I-E,M5/114.15.2),CD103
(2E7),CD11b (M1/70), RORyt (Q31-378), Foxp3 (FJK-16s), CD4 (GK1.5), CCR9 (CW-1.2), ITGB7
(DATK32), CD64 (X54-5/7.1) and CD45 (30-F11). Cell suspensions were stained with appro-
priate antibodies for 30 min on ice. Intracellular staining was performed using the Foxp3 stain-
ing kit from Thermo Fisher Scientific. Data were acquired on a BD LSRFortessa™ flow cytometer
(BD Biosciences) and analyzed with Flow]o software (Tree Star).

To calculate absolute counts, a fixed number of non-fluorescent beads (10000, 10-pm polybead
carboxylate microspheres from Polysciences) was added to each tube. The formula number of
cells = (number of acquired cells x 10,000) / (number of acquired beads) was used. Cell counts
were finally expressed as a number of cells per milligram of tissue.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Statistical significance of differences was performed using GraphPad Prism (GraphPad Soft-
ware). Two-tailed Student's t-test was used to assess the statistical significance of the difference
between means of two groups. Graphs depicted the mean + SEM. Statistical significance is rep-
resented as follows: *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001 and ****P<0.0001. All experiments were re-
alized on a minimum of 2 independent mouse cohorts.
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Conclusion et discussion

Mon travail de thése s'attache a I'é¢tude des interactions entre immunité mucosale et
métabolisme systémique dans le cadre de la réponse au régime gras chez la souris. Mes travaux
montrent le régime HFD induit une diminution des pTregs et de Th17 des les premieres semaines de
consommation. Ce déséquilibre est corrigé par une supplémentation en fibres alimentaires.
Néanmoins, le rétablissement des Th17 par les fibres alimentaires requiert la présence des cellules
dendritiques cDC2. En outre, I’amélioration métabolique associée a la consommation de fibres
alimentaires est également dépendante des cDC2. J’ai ainsi pu montrer que les cDC2 sont nécessaires
pour médier les effets immunitaires et métaboliques des fibres alimentaires.

Mon travail démontre d'une part I'importance des fibres alimentaires dans 'homéostasie immunitaire
intestinale. D'autre part, il met en évidence pour la premicre fois le role des cDC2 dans les bénéfices
associés aux fibres alimentaires. Ainsi, ma thése révéle un nouvel intermédiaire cellulaire entre le

déséquilibre nutritionnel et I'hnoméostasie immunitaire et métabolique.

1 Diminution des LTs CD4* RORyt" intestinaux par le régime HFD

La population des LTs CD4" RORyt" dans l'intestin est composée des pTregs RORyt,
responsables de la tolérance au microbiote intestinal’>3%, et des Th17, population effectrice dont le
sécrétome participe a la fonction de barriére intestinale®>!. Le premier objectif de ma thése était de
décrire précisément 1'impact du HFD sur ces deux populations, ainsi que de déterminer 1'origine de
ce déséquilibre.
J'ai nourri des souris avec un HFD a 60% de kcal issues des graisses pendant 4 semaines, avant de

mesurer les populations de pTregs et de Th17 dans la LP du SI et du colon. J'ai quantifi¢ les pTregs
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en proportion des Tregs totaux, donc en proportion des réponses régulatrices. J'ai exprimé les Th17
en proportion des LTs CD4" FoxP3", c'est-a-dire des LTs CD4" effecteurs. Cela permet de quantifier
les deux populations de maniere indépendante l'une de l'autre. Ainsi, j'ai pu constater que les
populations pTregs et les Th17 de la muqueuse intestinale et colique étaient diminuées des 4 semaines
de HFD.

La diminution des Th17 associée a celle des pTregs pourrait paraitre surprenante. En effet,
’affaiblissement des réponses régulatrices supposerait une augmentation des réponses effectrices en
conséquence. Apres 4 semaines de HFD, la proportion intestinale des effecteurs de type Thl et de
Th2 est augmentée (résultats non montrés), comme décrit précédemment''. Dans le contexte
inflammatoire des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI), les Th17 intestinaux les
cytokines associées sont augmentées de maniére dérégulée chez I'homme et la souris?3®294.366,
Néanmoins, les voies de développement des Th17 et des pTregs sont proches et ils répondent de
maniére similaire a certains stimuli, comme la colonisation par la SFB*%. En outre, la diminution des
Th17 sous HFD serait spécifique a l'intestin, puisque cette population semble augmentée dans le tissu
adipeux et le foie*3?449441 Cela pourrait s'expliquer par I'hétérogénéité des populations Th17. En effet,
les Th17 induits en réponse aux commensaux ne sont pas de nature inflammatoire, tandis que les
Th17 induits en contexte pathologique sécrétent de 1'IFNy et participent a l'inflammation du tissu 344,
Dans le contexte du HFD, I'absence d'infection suggere que la population de Th17 diminuée par le
HFD est homéostatique, et probablement protectrice. Cela pourrait étre partiellement vérifié par un
marquage de I'l[FNy en cytométrie dans les cellules Th17 de la LP.

Bien qu'ils soient la population majoritaire parmi les Tregs, la diminution des pTregs RORyt"
intestinaux par le HFD n'avait pas ét¢ montrée jusqu’ici. Cette observation suggére une baisse de
tolérance au microbiote commensal. Toutefois, dans mon étude, la proportion des Tregs totaux parmi

les LTs CD4" n'est pas diminuée par le HFD. Cela ne suffit cependant pas a maintenir la tolérance,

puisque les réponses effectrices Thl et Th2 sont augmentées en contexte de HFD.

2 Rétablissement des LTs CD4* RORyt* intestinaux par les fibres

L'absence de fibres alimentaires dans le régime est délétere dans la réponse au régime HFD,
notamment pour la signature dysbiotique 37. J'ai émis I'hypothése que cette déficience pouvait étre a
l'origine de la diminution des LTs CD4" RORyt" sous HFD. J'ai choisi d'ajouter dans 1'eau de boisson
des souris sous HFD des fructooligosaccharides (FOS 7,5%). Les FOS sont des fibres solubles et

442,443

fermentescibles issues de la lyse chimique de l'inuline extraite de la chicorée . Elles sont

fréquemment utilisées dans les études animales sur la consommation de fibres alimentaires. Une
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supplémentation a 7,5% de FOS dans I'eau de boisson correspond a une consommation de 6g de fibres
par kg de souris par jour. En comparaison, une consommation de 50g de fibres par jour chez I'hnomme
équivaut a 1 gramme de fibres par kg. En supplémentant le régime HFD en FOS dans I'eau de boisson,
j'ai observé que cet ajout de fibres alimentaires était suffisant pour restaurer les pTregs RORyt" et les
Th17 dans la LP du colon et de ’intestin gréle. Le microbiote est vraisemblablement impliqué dans
I'impact des fibres alimentaires sur ces populations. Les fibres étant un élément trophique pour le
microbiote, elles sont capables de faire varier sa composition. Ainsi, les espéces favorisant la
polarisation pTregs ou Th17 peuvent étre déséquilibrées lors du HFD puis ré-équilibrées par les fibres
alimentaires. De fait, la SFB inductrice des Th17 est perdue lors d'un HFD***, Néanmoins, le retour
de la SFB dans le microbiote des souris supplémentées en FOS reste a déterminer. Cela pourrait €tre
effectué par gPCR sur I'ARN 16s de la SFB*3446_ Concernant les pTregs, les populations connues
pour induire leur polarisation appartiennent au genre Clostridia?®!?%°. Une diminution des Clostridia

a été décrite sous HFD chez la souris #¥’

, €t ce groupe est connu pour produire des acides gras a chaine
courte a partir des fibres alimentaires**$449450_ Ainsi, l'atténuation de la dysbiose par les fibres pourrait
étre un signal luminal a 1'origine du rétablissement des pTregs RORyt" et des Th17. Cette modification
du microbiote peut entrainer une différence des médiateurs a 1'origine de 1'induction des Th17 et des
pTregs RORyt", comme les acides gras a chaine courte, les ligands de AhR ou les vésicules

endocytotiques qui assurent la communication entre la SFB et I'épithélium* 1452,

3 Les cDC2 dans les effets immunitaires des fibres

S'il est connu que les fibres alimentaires régulent le microbiote et sa production de métabolites,
l'intégration de ces signaux par ['hote est méconnue. Ainsi, mon intérét s'est focalisé sur la médiation
des signaux associés aux fibres alimentaires dans mon contexte expérimental. Les LTs CD4" sont
activés et polarisés dans les GLMs par les ¢cDCs, qui leur conférent également I'expression des
récepteurs du « gut-homing » CCRO et I’intégrine a4p7.
J'ai tout d'abord étudié dans les GLMs la génération des pTregs RORyt" et des Thl7, ainsi que
l'induction des récepteurs du « gut-homing » a leur surface chez des souris sous HFD supplémentées
ou non en fibres. Le HFD n'a pas modifi¢ la génération des pTregs RORyt", mais a diminué leur
expression du CCRO et de l'intégrine a4p7. En revanche, il a diminué la génération des Th17 ainsi
que leur expression de CCR9 et de I'intégrine a47. Cela pourrait expliquer la diminution de ces deux
types cellulaires dans la LP sous HFD. L'apport en fibres alimentaires a permis d'augmenter la
génération et le « gut-homing » des pTregs et des Thl7, rétablissant ainsi I'homéostasie de ces
populations dans les GLMs et dans la LP. Ces observations faires dans les GLMs suggerent que les
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DCs pourraient étre impliquées dans la réponse au HFD et aux fibres alimentaires.

Les DCs intestinales sont divisées en deux sous-types, les cDC1 CD103" C11b" et les cDC2 CD103"
CDI11b". La littérature montre que les cDC2 polarisent les Th17, et mes expériences montrent pour
la premiere fois qu'elles polarisent également les pTregs RORyt™. En effet, dans le modéle de souris
CDI1c-cre x Irf4f1o¥flox de déplétion des cDC2, les Th17 et les pTregs RORyt" sont significativement
diminués dans les GLMs, I’intestin gréle et le colon, ainsi que leur expression des récepteurs du « gut-
homing ». En soumettant les souris déficientes en ¢cDC2 au régime HFD supplémenté en fibres
alimentaires, j'ai premiérement observé que l'augmentation des pTregs RORyt" par les fibres
alimentaires ne dépendait pas des cDC2. Cela suggere une compensation par d'autres types de cellules
présentatrices d’antigenes. De fait, différentes cellules peuvent participer a I'homéostasie des pTregs
RORyt". En effet, la perte des cDC1 pourrait diminue 1’induction de Tregs lors d'une administration
orale d'ovalbumine (OVA), un antigéne fréquemment utilisé dans les études de tolérance orale**>. En
outre, l'absence des DCs plasmacytoides lors d'un gavage a 'OVA réduit la génération des pTregs
spécifiques de ’OVA dans les GLMs*3. Les macrophages CX3CR1" participent également a la

génération des Tregs en réponse a I'OVA dans les GLMs*%3

. Il est ainsi possible que les cDC2 aient
un role dominant dans la génération des pTregs en conditions homéostatiques, mais que les cDCI,
les pDC et les macrophages puissent compenser en leur absence ou en conditions pathologiques.

En revanche, les Th17 ne sont pas restaurés en l'absence des cDC2. Cela pourrait paraitre surprenant,
car une ¢tude avait montré que les macrophages étaient plus importants que les DC pour I'induction
des Th17 en réponse a la SFB*6. Néanmoins, cette étude s’inscrit dans des conditions saines avec
une supplémentation en SFB commensale. Or, il est possible que le contexte nutritionnel fasse varier
I’importance des différentes cellules présentatrices d’antigenes. Il pourrait €tre intéressant de vérifier

dans les GLMs la différence d’expression de I’IL-6 et de I’[L23 inductrices de Th17 pendant la

supplémentation en fibres avec ou sans cDC237°,

4 Mécanismes impliquant les cDC2 dans les effets immunitaires des fibres
L'induction de 1'expression de CCR9 et de l'intégrine a4p7 est dépendante de la production
d'acide rétinoique (RA) par les ¢cDCs a partir de la vitamine A**%! Dans mes conditions
d'expérimentation, l'activit¢ RADLDH des cellules dendritiques n'est pas diminuée par le HFD, ni
augmentée par les fibres (données non montrées). En outre, nous n'avons pas noté de claire diminution
de la population de cDC2 (données non montrées). En revanche, il a ét¢ montré que le HFD diminue
significativement les niveaux de rétinol dans de nombreux organes**, et l'expression intestinale des

Serum Amyloid A (SAA), des protéines qui se fixent au RA et dont I’expression est dépendante de
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I’ AR*33, est diminuée dans Iintestin des souris sous HFD (données non montrées). Cela suggére que
le métabolisme intestinal de 1I’AR est altéré par le HFD. Ainsi, les altérations des LT CD4" RORyt"
sous HFD ne résulteraient pas d’un défaut intrinseque aux DCs, mais du défaut d’un substrat
nécessaire a leur fonction et dépendant des conditions environnementales.

En revanche, les fibres permettent de restaurer I’expression des SAA (données non montrées). Elles
permettraient donc de restaurer les conditions environnementales nécessaires a 1'homéostasie
immunitaire. Les fibres pourraient ainsi jouer un role dans la biodisponibilité de la vitamine A ou de
I’AR. La SFB est une espece bactérienne qui induit une production d’AR et I’expression des SAA, et
qui favorise la polarisation Th174%47 11 serait donc possible que I’homéostasie de la SFB, régulée
par les fibres alimentaires, alteére le métabolisme de I’ AR. Dans ce contexte, I’action des fibres sur le

métabolisme de I’AR pourrait s’expliquer par leurs effets trophiques directs ou indirects sur la SFB.

5 Hypothése de la boucle de régulation positive

Les données que j’ai obtenues semblent s’inscrire dans une boucle de régulation positive entre
le systéme immunitaire de I’hdte et le microbiote. De fait, I’environnement luminal impacte la
génération de Th17 par les cDC2, possiblement en régulant le métabolisme de I’ AR. Mais les cellules
de I’immunité modulent aussi I’écologie bactérienne dans la lumiére, notamment par le biais des sIgA
et des PAMs. En effet, I'activation de mTORCI dans les cellules my¢loides de I'intestin suffit a induire
une modification du microbiote par la sécrétion des sIgA*8. En outre, I'IL-17 qui appartient au
351,456

sécrétome des Th17 assure le contrdle de la SFB par le biais des PAMs

J’ai observé dans mon modele que les fibres augmentent I’expression des SAA, induites par I’AR et
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Figure 15 Hypothése explicative des effets des fibres sur les Th17

Les cDC2 pourraient participer a une boucle de régulation positive entre le microbiote commensal et le systéme
immunitaire de I’héte. Lors d’un régime riche en fibres, la SFB est maintenue et induit I’AR et la SAA néces-
saire a la bonne fonction des cDC2 pour I’induction des Th17 spécifiques. En retour, les Th17 régulent la
fonction de barriére de maniére avantageuse pour la SFB. En absence de fibres, I’absence de 1’un des ¢léments
peut déréguler le systéme entier, et ainsi entrainer une diminution de la biodisponibilité de I’AR qui altére la
capacité des cDC2 a induire les Th17. Les Th17 sont ainsi diminués ainsi que la SFB.

par la SFB. Il est possible que cela illustre la disponibilité du RA, un substrat nécessaire a la fonction
des ¢cDC2. Néanmoins, I’augmentation de 1’expression des SAA requiert la présence des cDC2
(données non montrées). Cela peut signifier que la présence des cDC2 permet 1'amélioration de la
dysbiose, et ainsi en retour celui du métabolisme du RA. Ainsi, les cDC2 conditionneraient le milieu
luminal, qui influe en retour la disponibilité des substrats nécessaires a leur fonction. En accord avec
cette hypothese, I'absence des cDC2 lors d'une supplémentation en fibres empéche le rétablissement
de certains genes impliqués dans la gestion du microbiote par 1’hote, comme Regllly, Reglllf et les
mucines Muc2 et Muc3 (données non montrées).

Pour tester cette hypothese, il faudrait premierement étudier la dysbiose dans les souris avec et sans
cDC2. Cela permettrait d'évaluer si 1'absence des cDC2 prévient la restauration de la symbiose avec
des espéces bactériennes inductrices du métabolisme du RA et des Th17. Il serait également possible

d'effectuer un transfert fécal du microbiote des souris avec ou sans cDC2 dans des souris GF pour
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voir I'impact de ce microbiote sur I'induction des populations de LT intestinales.

L’absorption intestinale de la vitamine A pourrait également participer a la perturbation du
métabolisme intestinal des rétinoides. Celle-ci est étroitement liée aux acides biliaires du fait de sa
liposolubilité. Or, il est connu depuis longtemps que les fibres alimentaires interagissent avec les
acides biliaires*®?. Ainsi, il est possible que les fibres rétablissent I’absorption de la vitamine A de par
leur influence sur la physiologie des acides biliaires. Néanmoins, 1’interaction entre les FOS et les

acides biliaires reste a déterminer.

6 Les cDC2 intestinales, nouvelles actrices du métabolisme

J'ai montré que la supplémentation en fibres alimentaires améliore la tolérance au glucose et
la sensibilité a I'insuline des souris sous HFD. Les effets bénéfiques des fibres sur le métabolisme
peuvent s’expliquer de maniére multifactorielle, et notamment par des effets directs sur les fonctions
intestinales de sécrétion endocrine et de barriere, ou par le biais des effets transcriptionnels et
épigénétiques des acides gras a chaine courte. Elles ont également des effets bénéfiques sur le systeme

immunitaire dans des pathologies inflammatoires’”*°,

Or, la pathogenese métabolique est
fondamentalement inflammatoire et les fonctions intestinales participent a leur établissement. En
outre, la réponse inflammatoire de I'intestin au régime s'intégre au niveau systémique en favorisant la
pathologie métabolique lors d'un HFD!'4,

J’ai donc émis I’hypothése que l'absence des ¢cDC2 pourrait prévenir la capacité métabolique a
répondre aux fibres alimentaires. J'ai évalué les paramétres métaboliques des souris déficientes en
cDC2 supplémentées en fibres. J'ai ainsi constaté que I'absence des cDC2 prévient I'amélioration de
la tolérance au glucose et de la sensibilité a 1'insuline par les fibres alimentaires. Ainsi, les cDC2 sont
nécessaires d'une part a l'augmentation des Thl7 en réponse aux fibres, et a leurs bénéfices
métaboliques.

Plusieurs hypothéses pourraient expliquer la participation des ¢cDC2 au phénotype métabolique.
D’une part, les Th17 sont impliqués dans le maintien de l'intégrité de la muqueuse, et leurs cytokines
jouent notamment un rdle dans l'intégrité €pithéliale et la fonction de barriere intestinale. Or, la
barriere intestinale est un facteur déterminant de I'endotoxémie inflammatoire dans les pathologies
métaboliques chez la souris?!'®. Ainsi, les Th17 pourraient étre le lien causal entre les cDC2 et le
métabolisme. J'ai utilis€ des anticorps contre I'IL-17A et I'IL-17F, les cytokines principales du
sécrétome Th17, pour bloquer la signalisation IL-17 lors de la supplémentation en fibres alimentaires.
Ce traitement a partiellement inhibé les améliorations métaboliques induites par les fibres. Ainsi, les

Th17 par leur sécrétion de 1'lL-17A et de I’IL17-F peuvent partiellement expliquer le réle des cDC2
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lors de la supplémentation en fibres. Nos données sont par ailleurs cohérentes avec une étude
suggérant un role bénéfique des Th17 intestinaux dans la pathologie métabolique*’.

Mes données confirment la spécificité des réponses Th17 intestinales au HFD, qui contrastent avec
celles du tissu adipeux et du foie. En effet, dans ces deux organes les Th17 et I'lL-17 sont augmentés
et ont des effets inflammatoires et délétéres*3?440460441 " Aingi, les injections systémiques d'anti-IL-17
auraient pu inhiber l'inflammation du tissu adipeux et du foie et potentialiser les effets des fibres sur
le métabolisme. En accord avec cette supposition, un traitement anti-IL-17 pendant 2 semaines a
permis d'améliorer la NASH apres 18 semaines de HFD a 60%, suggérant son role délétere dans le
foie?t!. Mes résultats suggérent ainsi que dans les bénéfices métaboliques des fibres, le comportement
des Th17 intestinaux a un role plus important que ceux des autres tissus a ce stade. Par ailleurs, je n'ai

pas noté de modification des Th17 du tissu adipeux lors de la supplémentation en fibres.

7 Intégration des cDC2 aux bénéfices métaboliques des fibres

Deux hypothéses pourraient expliquer le role des cDC2 dans le métabolisme. D’une part, la
barriere intestinale a laquelle les Th17 participent conditionne 1’endotoxémie et I’inflammation sys-
témique, influant ainsi sur la pathologie métabolique?'®?!®, Nous avons exploré cette hypothése a
I’aide de tests de perméabilité intestinale FITC-dextran mais n’avons obtenu aucun résultat positif.
Neéanmoins, comme mentionné plus haut, I’expression des genes Regllly, Reglllf, Muc?2 et Muc3 est
augmentée par les fibres sauf en I’absence des cDC2. Cela montre un impact des cDC2 dans la bar-
riere, sans appuyer son importance métabolique.

La seconde hypothése concerne la régulation centrale du métabolisme glucidique qui trouve
son origine dans le métabolisme intestinal. En effet, les fibres augmentent la néoglucogenése intesti-
nale qui stimule la régulation centrale du métabolisme glucidique. Ce mécanisme permet notamment
I’inhibition de la production hépatique de glucose. Il est ainsi possible que les cDC2 participent a la
communication nerveuse entre le métabolisme intestinal et la régulation centrale du métabolisme.
Aucun lien entre cellules dendritiques et systéme nerveux n’est connu a ce jour. Toutefois, les ma-
crophages de la muscularis interagissent avec les neurones locaux notamment pour influer sur le pé-

ristaltisme*¢3

. En outre, 1’équipe de Daniel Mucida a récemment montré que ces macrophages , de
par leur role dans la protection tissulaire, permettaient de prévenir la perte des neurones entériques a
long terme aprés une infection*®*. Or, les Th17 et les cellules sécrétrices d’TIL17 et d’IL-22 participent
a I’intégrité du tissu intestinal dans la lamina propria en conditions inflammatoires. Ainsi, le rétablis-

sement des Th17 par les fibres pourrait favoriser 1’intégrité des fibres nerveuses de la lamina propria,
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et ainsi la bonne transmission des influx nerveux depuis I’intestin jusqu’a I’hypothalamus. Cette hy-
pothese reste a étre vérifiée. Néanmoins, plusieurs études suggerent que la consommation d’un HFD

465

est a ’origine d’une neuropathie entérique™” se traduisant par I’apoptose et la perte des neurones

entériques*®®. En outre, selon des résultats non publiés de 1’équipe de Daniel Mucida, les SCFA se-

raient protecteurs de la perte des neurones a la suite d’une infection*’

. Pour conclure, il est possible
que la présence des cDC2 et des Th17 au cours d’un HFD soit requise les bénéfices des fibres sur
I’intégrité du tissu et notamment des neurones entériques, qui traduisent les signaux a 1’origine des

bénéfices métaboliques des fibres.

8 Perspectives

En somme, mes résultats montrent 1’importance des fibres dans ’homéostasie immunitaire
intestinale et impliquent pour la premiere fois les cDC2 comme un acteur de la réponse immunitaire
et métabolique aux fibres alimentaires. L’impact des cDC2 sur le métabolisme est vraisemblablement
multifactoriel, mais leur participation au remodelage du microbiote lors de la consommation de fibres
alimentaires pourrait étre impliquée. L'axe fibres-cDC2-Th17 peut ainsi constituer un acteur majeur
dans I'établissement des pathologies métaboliques et immunitaires en réponse au régime.
Des études pourraient étre réalisées dans d'autres contextes pour évaluer la robustesse de 1'axe fibres-
cDC2-Th17. Chez I'homme, les individus sont soumis a des infections diverses depuis leur naissance,
et les LT mucosaux spécifiques aux commensaux présentent en majorité un phénotype mémoire3?.
Chez la souris hébergée en conditions SPF, les LTs a phénotype mémoire sont quasiment absents. En
revanche, les souris « wildlings », issues d’embryons de souris de laboratoire implantés dans des
souris sauvages, présentent un systéme immunitaire bien plus proche de ’humain*®®. Cela pourrait
modifier les interactions immuno-métaboliques en réponse aux variations nutritionnelles. Ainsi, il

serait intéressant d'effectuer une étude de supplémentation en fibres chez ces souris. Cela

représenterait un contexte d'expérimentation plus proche de I'homme.
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