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1. Obésité, surpoids et habitudes alimentaires

La prévalence du surpoids et de I’obésité n’a cessé d’augmenter ces dernieéres décennies en
France comme dans le reste du monde, en particulier dans les pays fortement industrialisés
(Figure 1), et ceci concerne de plus en plus d’enfants et de jeunes adultes (Verdot et al., 2017).
Le principal responsable serait notre mode d’alimentation qui s’est profondément transformé
depuis environ 50 ans. En effet, selon le dernier rapport de ’INRA (Institut National de la
Recherche Agronomique) concernant les comportements alimentaires des Francais, on observe
comme dans la plupart des pays européens, une augmentation de la part respective des sucres
et des graisses dans la disponibilite calorique totale : jusqu’a 55 % pour les sucres et 40 % pour

les graisses (Etievant et al., 2010).

ki~
//’
Prévalence obésité (%) . > o
<10
10-19,9
[ 20-29,9
Bl =30

Données non disponibles
1 Non applicable *IMC = 30 kg/m2

Figure 1 : Prévalence de I'obésité chez I'adulte dans le monde (OMS, 2017). On observe une plus forte
prévalence de [’obésité parmi les populations a faibles revenus dans les pays industrialisés. Il existe une
légére prédominance féminine, en particulier en milieu urbain, et une corrélation négative avec le
niveau socio-économique de ces derniéres.

Les pays concernés sont les plus fortement industrialisés, ou le mode de vie se traduit par une
consommation excessive de graisses saturées et d’oméga-6, une réduction des apports en
omega-3 et une surconsommation de sel, de sucres raffinés et de produits transformés : ¢’est ce
qu’on appelle le régime « Western diet » ou régime occidental dans lequel les fast-food et les
produits préparés occupent une part importante des apports alimentaires, alors que les fruits et
Iégumes frais sont de moins en moins consommeés (Myles, 2014). En effet, plus les aliments
sont transformés par 1’industrie agro-alimentaire, plus on y retrouve de sucres ajoutés et de

graisses saturées (Fardet et al., 2015).
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La surcharge pondérale entrainée par la consommation excessive de produits transformés,
riches en sucres et en graisses, a pour consequences la recrudescence de nombreuses
pathologies telles que le diabéte, des troubles musculo-articulaires, des maladies
cardiovasculaires ou encore certains cancers (Hruby et Hu, 2015). D’autre part, sans
obligatoirement souffrir de surpoids ou d’obésité, ce phénoméne de « malbouffe » est a
I’origine d’autres pathologies graves comme la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD
pour « Non-Alcoholic Fatty Liver Disease »), appelée également « maladie du soda », une
pathologie inflammatoire du foie dont la prévalence ne cesse également d’augmenter
(Li et al., 2018a). En effet il est important de rappeler que 40 % des personnes avec un poids

« normal » souffrent de diabéte, d hypertension ou de NAFLD (Lustig et al., 2012).

En termes de prévalence, le surpoids comme 1’obésité augmentent aussi bien dans les pays
développés que dans les pays en développement a un rythme alarmant : en 2016, plus de 1,9
milliards d’adultes et preés de 340 millions d’enfants et adolescents agés de 5 a 19 ans étaient
en surpoids (Abarca-Gémez et al., 2017). Dans les pays les plus pauvres, il est fréquemment
observé que dénutrition et obésité coexistent. En effet, dans les pays d’Afrique et d’Asie en
particulier, les populations urbaines sont les plus touchées (OMS, 2003). Selon I’'OMS, « d’ici
2022, le nombre des enfants et des adolescents obeses dans le monde sera supérieur a celui des
enfants dont le poids est insuffisant » bien que les taux d’obésité se soient relativement

stabilisés dans les pays les plus riches.

1.1. Industrialisation de I’alimentation

Selon une étude récente ayant évalué les consommations alimentaires et leurs conséquences sur
la santé dans 195 pays du monde, pres de 11 millions de décés et 255 millions de vies écourtées
seraient attribuables a des facteurs de risques d’origine alimentaire (Afshin et al., 2019). Avant
le développement a I’échelle industrielle de I’agriculture et de 1’élevage, les choix alimentaires
des Hommes étaient limités a des produits peu transformés. En considérant non seulement les
qualités nutritives et les types d’aliments disponibles, ainsi que leur quantité consommeée, il est
¢vident que I’alimentation s’est industrialisée a mesure que les pays se sont occidentalisés

(Cordain et al., 2005).
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Par exemple, aux Etats-Unis prés de 75% de 1énergie quotidienne totale est apportée par des
produits laitiers et céréales transformés, des sucres raffinés, des huiles végétales raffinées et de
I’alcool (Cordain et al., 2000), soit 3 calories sur 5 qui proviennent d’aliments
transformés/ultra-transformeés (Martinez Steele et al., 2016). Les pays d’ Amérique ne sont pas
les seuls concernés, pres de 36% de 1’apport énergétique des frangais est constitué de nourriture
ultra-transformée bien que cela reste plus faible qu’au Canada (61,7%) ou en Angleterre (53%)

(Julia et al., 2018).

La cohorte Nutrinet Santé a pu établir des liens entre les aliments ultra-transformés et les risques
de cancers (Diallo et al., 2018), de syndrome métabolique (Baudry et al., 2018) et de maladies
cardiovasculaires (Lelong et al., 2017), ou encore de troubles digestifs (Buscail et al., 2017b,
2017a). En dehors des procédés de transformation (extrusion, hydrogénation) et des additifs
(colorants, émulsifiants, texturants), les trois principaux facteurs alimentaires responsables de
troubles sur la santé sont la forte teneur en sel, la faible teneur en céréales compleétes, en fruits
et légumes frais, ainsi que la forte teneur en graisses saturées (aux dépens des acides gras
insaturés) (Afshin et al., 2019).

Les études récentes s’intéressent de plus en plus au role du sucre dans notre alimentation, bien
que peu de liens significatifs n’aient pu étre établis, en dehors du risque d’obésité et de diabete
(Rippe et Angelopoulos, 2016b). Pourtant, depuis le début de la révolution industrielle dans les
pays occidentaux il y a environ 200 ans, la consommation de tous les sucres raffinés n’a cessé
d’augmenter si bien qu’elle atteint des sommets sans précédent au cours de 1’évolution (Kiple
et Ornelas, 2000). Pour rappel, I’OMS recommande un apport maximal de 50 grammes par jour
en sucres simples (hors lactose/galactose) pour un adulte et 25 grammes chez 1’enfant soit 1/3
des glucides de I’alimentation (10% de la ration énergétique totale) et incite a réduire a 5% ces
apports en sucres (Geneva : World Health Organization, 2015). Or les frangais consomment
aujourd’hui pres de 100 grammes de sucre par jour, incluant les sucres ajoutés qui contribuent

en moyenne a 50% de la consommation en sucre (ANSES, 2009).

Ces sucres pourraient avoir des conséquences chroniques sur le cerveau, le cceur, 1’intestin et
le foie (Rippe et Angelopoulos, 2016a). Il semblerait d’ailleurs que plus I’exposition a
d’importantes quantités de sucre est précoce dans la vie de I’enfant (voire in-utero), plus la

prédisposition aux maladies non transmissibles augmente (Ronto et al., 2018).
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Introduction

En effet, si on compare les différents types de régimes alimentaires dans le monde, on observe
que le sucre occupe une place non négligeable (Figure 2). L’industrialisation de 1’alimentation
s’accompagne d’une augmentation de la teneur en sucre via les « sucres cachés » ou sucres
ajoutés. Cela concerne particulierement les produits destinés aux enfants et adolescents
(Winpenny et al., 2017).

| Caséine
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I Blanc d’ceufs Protéine de poisson
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Régime Cétogéne (Maasai) Régime Japonais Extrait de thé vert

Figure 2 : Consommation mondiale de sucre et comparaison des différents types de régimes
alimentaires dans le monde (adapté de Barrington et al., 2018 ; Lustig, Schmidt et Brindis, 2012).
(4) Consommation mondiale de sucre exprimée en calories par personne et par jour, pour ['année 2007.
(B) Le régime dit « Western Diet » est caractérisé par des produits transformés, riches en sucres raffinés
et graisses saturées. (C) Le régime méditerranéen appelé aussi régime crétois est plutét riche en fruits
et légumes frais, céréales completes, huile d’olive et poissons. (D) Le régime « cétogéne », est
I"alimentation traditionnelle des tribus Inuits et Maasai, caractérisé par sa teneur extrémement réduite
en glucides au profit des lipides, provoquant une cétose nutritionnelle. (E) Le régime japonais plus
célebre sous le nom de régime « Okinawa » Tle qui concentre le plus grand nombre de centenaires :
régime semi-vegétarien, pauvre en graisse saturées et en calories mais trés riche en fibres, oméga 3 et
micronutriments.
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Un autre phénomeéne résultant de I’industrialisation de notre alimentation est le traitement
thermique des produits alimentaires. En effet, la cuisson a trés haute température est I’un des
processus de transformation de I’industrie agro-alimentaire en particulier dans les préparations
infantiles, afin de garantir leur sécurité et leur durée de vie. Ce traitement thermique génere des

produits de glycations avancées (AGESs) par la réaction de Maillard (Figure 3).

Protéine
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Figure 3 : Réaction de glycation des protéines (Jaisson et Gillery, 2018). Sous action de la chaleur, il
y a formation d’une base de Schiff entre le groupement aminé des protéines et les oses dont le glucose.
Cette base de Schiff subit ensuite un réarrangement formant alors une cétoamine stable appelée produit
d’Amadori. A plus long terme, ce dernier est soumis a de multiples réactions de clivage, d’oxydation,
de réticulation, qui vont mener a la formation d’'un groupe hétérogene de composés appelés les Produits
de Glycation Avancée (AGE, Advanced Glycation End-products).

Ces produits sont également géneré in vivo en situation d’hyperglycémie et leur accumulation
(endogéne ou exogéne) alterent de nombreux processus et induisent un stress oxydant et

inflammatoire (Prasad et al., 2017).

Les AGEs exogénes peuvent prédisposer a une inflammation a bas bruit et jouent ainsi un réle
dans les maladies chroniques : il a été supposé qu’ils participent aux maladies métaboliques et
cardiovasculaires (Baskara et al., 2019). Ainsi, I’activation de cellules immunitaires induit une
expression accrue des récepteurs aux AGEs (RAGE), et d’autant plus en présence d’un ligand
(Akirav et al., 2014).
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1.2. Rappels concernant les sucres

L’apport en glucide chez I’Homme représente entre 45 et 55% de ’apport énergétique total
mais seulement 5 a 10% sont des sucres (FAO, 1998). Classiquement, le terme « sucre » fait
référence aux mono- et aux disaccharides, c’est-a-dire le glucose, le saccharose et le fructose
qui peuvent étre naturels ou ajoutés (on parle de « sucres libres »). Parmi ces glucides certains
sont dits digestibles d’autres non-digestibles (Figure 4). Nous verrons plus loin que ces glucides

dits « résistants » ou non glycémiques sont fermentés par les bactéries du microbiote intestinal.
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Sucres (1-2 Polyols (1 Oligosaccharides Polysaccharides (>
polymére) polymére) (< 10 polymeres) 10 polyméres)
,_I_| ]
- | |

FOS (fructo- .
I | oligosaccharides) “| Amidon Non-amylacés

GOS (galacto-

Aminon non
oligosaccharides) |: resistant i
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S Arabinose [ Digestibles
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Figure 4 : Classification des glucides selon leur structure chimique (d*apres Cummings et Stephen,
2007). FODMAPs : Fermentable Oligo- Di- Mono-saccharides and Polyols. Ce sont des glucides peu
absorbés par l'intestin gréle a l'inverse des glucides digestibles dont la fonction principale est de servir
de source d’énergie aux cellules.

Les différentes enquétes alimentaires nationales a travers le monde ont démontré que les pays
occidentaux ont pratiquement tous un apport excessif en sucre. Ainsi, sur un échantillon
représentatif d’adultes francais, 41% dépassent le seuil des 10 % de I’apport total énergétique
en sucres recommandés par I’OMS (Lluch et al., 2017). Cette surconsommation en sucres est
d’autant plus importante chez les enfants et les adolescents. Par exemple, une étude rapporte
qu’aux Pays-Bas, I’apport en sucres représente 34,8 % de 1’énergie totale chez les enfants de 4
a 6 ans et 29,6 % chez les adolescentes en Allemagne (Newens et Walton, 2016).

17



Cette consommation excessive de sucre est principalement liée a 1’utilisation de produits
alimentaires transformés / ultra-transformés dont la teneur en sucres ajoutés est souvent tres
importante (Martinez Steele et al., 2016). En effet, les plus grandes entreprises consommatrices

de sucre sont des sociétés agro-alimentaires productrices de sodas et sucreries (Figure 5).
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Figure 5 : Principales entreprises consommatrices de sucre de canne dans le monde en 2017 (d'apreés
Voora et al., 2019).

Ainsi, il est relativement difficile de limiter sa consommation en sucres a 100 calories par jour
(soit 25 grammes) chez I’enfant, 50 grammes chez I’adulte comme le recommande I’OMS dans
la mesure ou pres de 80% des produits vendus en supermarché en contiennent sous pres de 50
appellations : glucose, fructose, dextrose, saccharose, maltose... Par ailleurs, la teneur en sucre
d’un méme produit peut varier selon le pays de commercialisation : par exemple, avant 1’arrété
de la loi Lurel de 2016 (visant a garantir la qualité de 1’offre alimentaire en outre-mer) certains
produits comme les yaourts pouvaient contenir jusqu’a 22% de sucre ajoutes lorsqu’ils étaient
commercialisés en Outre-Mer par rapport a ceux commercialisés en métropole (JO n°0019 du
24 mai 2016).
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Tableau | : Exemples de quantité de sucres correspondant a 10% de ’apport journalier selon les

niveaux de besoins caloriques (Plamondon et Paquette, 2017)

Besoin Exemples de profils d’individus
quotidien
en énergie
3000 - Hommes actifs de 19-30 ans
calories - Hommes actifs de 31-50 ans
2700 - Gargons légérement actifs de
calories 14-16 ans

- Hommes légérement actifs de

19 430 ans

2350 - Filles actives de 14-16 ans
calories - Femmes actives de 19-30 ans

- Hommes sédentaires de 31-50 ans
- Hommes légérement actifs de

51-70 ans
2000 - Femmes légérement actives de
calories 31-50 ans
- Hommes sédentaires de 71 ans et +
1800 - Gargons actifs de 6-7 ans
calories - Fillettes actives de 8-9 ans
- Femmes légérement actives de
51-70 ans
1500 - Garcons actifs de 2-3 ans,
calories - Fillettes actives de 4-5 ans

- Femmes sédentaires de 71 ans et +

Qté max. de sucre

recommandée par
jour

759

(18 c. a thé)

689 =

(16 c. athg)

59¢g
(14 c. athé)

50g =

(12 c. a thé)

4049
(10 c. a thé)

3759 =

(Qc.athg)

Aliments dont la teneur totale en sucres
ajoutés correspond a I'apport maximal
recommandé par jour

1 tasse de flocons de mais givrés + 1 tranche
de pain +

1 barre granola +

1 boisson pour sportif +

1 barre de chocolat

2 tranches de pain +

1 ¢. a table de confiture +

1 gros berlingot de lait au chocolat +

1 c. atable de kefchup +

3 biscuits au chocolat

1 tasse de flocons de mais givrés + 1 barre
de chocolat +

1 petit yogourt aux fruits +

1 barre granola

1 tranche de pain +

Y2 ¢. a table de confiture +

1 canette de boisson gazeuse

1 petite bouteille de punch aux fruits +
6 bonbons durs

1 tasse de flocons de mais givrés +
1 petit yogourt aux fruits +
1 barre granola

Comme illustré dans le Tableau I, on constate que la consommation de boissons sucrées laisse

peu de place pour d’autres aliments sucrés. En effet, une canette de boisson gazeuse contient

environ 10 cuilléres a thé de sucre soit plus de la moitié de la quantité de sucre recommandé

chez un adulte légérement actif de 19 a 30 ans.

Ainsi, de par I’industrialisation de 1’alimentation la consommation en sucre est passée de 2 kg

par an au XI1X°™ siécle & 100 grammes par jour environ en France (Figure 6 ; Grigg, 1999).
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Figure 6 : Consommation mondiale en sucre et edulcorants depuis les années 1960 (FAO, 2014).
Cette consommation a pratiquement triplé depuis la 2°™ guerre mondiale. Le sucre non centrifuge est
un produit résiduel obtenu par évaporation de l’eau contenue dans le jus de sucre de canne.
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1.3. Définitions du surpoids et de I’obésité

L’obésité est une maladie chronique, définie comme une accumulation anormale ou excessive
de graisse dans les tissus adipeux qui peut nuire a la santé. Elle engendre divers problémes de
santé tels que des troubles métaboliques dont le diabéte de type 2, des maladies
cardiovasculaires (hypertension artérielle), respiratoires (apnée du sommeil), de 1’arthrose et

méme certains cancers (Hruby et Hu, 2015).

L’indice de masse corporelle (IMC) ou indice de Quételet, constitue la mesure la plus simple
du surpoids et la plus couramment utilisée. Bien qu’il ne tienne pas compte des variations
interindividuelles en termes de répartition des graisses, il permet une bonne estimation de la

prévalence de I’obésité et des risques associés (OMS, 2003). L’IMC est calculé selon la relation

poids en kg

suivante et est corrélé a la quantité de masse adipeuse : IMC = . A partir de cet

" (taille en m)?

indice, des grades d’obésités ont été établis (Tableau I1).

Cependant, plusieurs publications laissent penser que 1’utilisation de I’'IMC pris isolément
conduit a une sous-estimation de la présence de facteurs de risque (HAS, 2011). Les données
les plus récentes en épidémiologie démontrent une prévalence nettement augmentée ces dix
derniéres années, si bien qu’en France, pres de 7 millions de personnes souffrent d’obésité, soit
une augmentation de 75 % entre 1997 et 2012 (Matta et al., 2016).

Tableau Il : Classification des adultes en fonction de I’IMC (OMS, 2003)

Classification Risque de morbidité associée

Insufflsance < 18,50 Faible (mais risque accru d’autres problémes cliniques)
pondérale

Eventail normal 18,50 — 24,99 Moyen

Surpoids > 25,00 Moyen

Pré-obésité 25,00 - 29,99 Modéré

Obésité de classe | 30,00 — 34,99 Accru

Obésité de classe 11 35,00 - 39,99 Important

Obésité de classe 111 > 40,00 Tres important

De plus, ces enquétes épidémiologiques démontrent un lien entre le surpoids, les catégories
socio-professionnelles et 1’dge : il semble ainsi qu’il existe une relation inversement
proportionnelle entre le niveau de revenus d’un foyer et la prévalence de I’obésité ; de méme,

le surpoids touche désormais des patients de plus en plus jeunes (Ng et al., 2014).
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En effet, méme si les causes de 1’obésité sont complexes, le surpoids reste la conséquence d’une
alimentation trop riche et d’une baisse de I’activité physique. Cependant, il faut briser les idées
regues concernant 1’obésité ou I’excés de poids : il ne s’agit pas d’une simple surnutrition (par
opposition a la dénutrition) mais plutét d’une forme de malnutrition (Delisle, 2017). En France,
comme dans la majeure partie des pays fortement industrialisés, les habitudes alimentaires se
sont fortement dégradées et ce dés le plus jeune age si bien que les experts parlent d’un
phénomene épidémique mondial. Boissons gazeuses, sandwichs, peu de produits frais et un
apport calorique quotidien bien supérieur aux besoins journaliers recommandés ont pour

conséquences un surpoids juvénile puis une obésité a I’age adulte (OMS, 2002).

1.4. Physiopathologie de I’obésité

L’obésité est reconnue comme une maladie depuis 1997, puisque 1’obésité altére le bien-étre
physique, psychique et social des patients (Gatta-Cherifi, 2016). C’est avant tout le résultat d’un
échec de mécanismes de régulation (Figure 7) : elle résulte de I’ingestion, sur une période
relativement longue de trop de calories, accompagnée d’une dépense énergétique insuffisante
(Elisha et al., 2013).

. Temps passé Niveau d’activité Antécédent
Polluants Virus . o . .
en sédentarité physique prénatal
| | | l | |
T Apport
eénergétique -
] Accumulation du
T gras
’ ?
Predisposition .
. p » Surpoids
génétique ¢
¢ Adipogenese i
| Dépense - Obeésité
énergétique
| \ |
Nutrition Environnement physique Environnement social

Figure 7 : Déterminants de I'obésité (Elisha et al., 2013). C’est une pathologie multifactorielle
résultant de facteurs environnementaux et genétiques mais principalement liée a [’alimentation et au
mangue de dépense énergétique, favorisant ainsi une balance calorique positive.
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En dehors des facteurs génétiques, les principaux responsables restent le comportement
alimentaire et physique des patients. L’ 'apport calorique et les dépenses énergétiques
nécessaires au maintien d'un poids ou a une croissance saine ont toujours été au centre des
préoccupations ; la restriction calorique reste aujourd'hui I'une des priorités des approches de
gestion du poids (Hruby et Hu, 2015).

L’obésité débute par une phase « non visible », sans exces de poids, allant de la vie intra-utérine
jusqu’au début de la prise de poids. Cette phase préclinique est suivie d’une prise de poids
importante mais sans conséquence clinique. La véritable phase d’obésité constituée, durable,
chronique s’installe généralement a I’age adulte (Farah et al., 2012). Avec le vieillissement elle
peut aboutir a une diminution de la masse maigre (perte de fonction et de la masse musculaire) :
on parle alors d’obésité sarcopénique, particuliérement difficile a prendre en charge (Boirie et

al., 2016).

Il existe différents types d’obésité dont principalement 1’obésité androide (abdominale) et
gynoide (autour des hanches). Les risques respiratoires, articulaires et d’infertilité sont les
mémes mais c’est I’obésité androide qui est la plus a risque de complication métabolique et de
diabéte (Tchernof et Després, 2013). L’excés de masse grasse résulte a la fois d’une
hypertrophie des adipocytes au fur et a mesure qu’ils accumulent des lipides et d’une
hyperplasie : la masse du tissu adipeux ne cesse de s’accroitre puisque ces cellules ont la
capacité de recruter de nouvelles cellules quand elles ne peuvent plus se charger en graisse
(Arner et al., 2010).

Cependant, toutes les personnes exposées a un environnement « obésogene » ne deviennent pas
obeses. Bien que les estimations varient, le taux d’héritabilité d’un IMC élevé peut aller de 40
a 70% (Bray et al., 2016). On reconnait 11 formes rares d’obésité monogénique, incluant la
déficience en leptine par exemple ou la mutation du gene codant pour le récepteur a la

mélanocortine-4, forme la plus courante d’obésité monogénique (Pigeyre et al., 2016).

A ceci s’ajoutent de nombreux mécanismes polygéniques conférant une susceptibilité accrue &
I’obésité :  différents changements transcriptionnels et traductionnels conditionnés par
I’environnement ont été étudiés a 1’échelle de 1’épigénome, permettant d’élucider des
expositions prénatales et postnatales pouvant influencer le profil métabolique des patients (Van
Dijk et al., 2015).
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1.5. Pathologies associées a I’obésité

L’obésité elle-méme est reconnue comme une maladie chronique, définie par une adiposité
accrue. Elle s’accompagne d’un syndrome métabolique : plus la quantité de masse grasse
augmente, plus ’organisme devient résistant a 1’insuline, jusqu’a I’apparition du diabéte. Plus
de 80 % des diabétes de type 2 peuvent étre attribués a 1’obésité (Institut national de prévention

et d’éducation pour la santé (France), 2008).

Différentes cohortes ont permis de mettre en évidence un lien de causalité entre I’adiposité

(corporelle ou abdominale) et certaines pathologies (Figure 8) :

- Diabete de type 2 (Guh et al., 2009; Merlotti et al., 2014)

- Cancer (adénocarcinome cesophagien, pancréatique, colorectal, sein, de I’endomeétre, du
rein...) (Wiseman, 2008)

- Cardiopathies et maladies cardio-vasculaires (hypertension, AVC...) (Guh et al., 2009)

- Maladies hépatiques (SIGN, 2010)

- Troubles ostéoarticulaires (arthrose) (Hsieh et al., 2000; SIGN, 2010)

- Reflux gastro-cesophagien (Nadaleto et al., 2016)

- Fécondité/Fertilité¢ et anomalies feetales (Mills et al., 2010; National Collaborating
Centre for Women’s and Children’s Health (UK), 2004; Tennant et al., 2011)

- Troubles anxiodépressifs (Sutaria et al., 2019)

- Troubles cutanés (maladies veineuses, lymphatiques, mycoses...) (Basdevant et Guy-
Grand, 2004)

- Troubles respiratoires (asthme, apnées du sommeil) (Andersen et al., 2019; Bates et al.,
2017)

- Troubles rénaux et urinaires (Hawkins et al., 2011; Waetjen et al., 2007; Wang et al.,
2008)
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Figure 8 : Obésité, inflammation et pathologies (adapté de Tchernof et Després, 2013 ; Heymsfield et
Wadden, 2017). Quelques voies par lesquelles [’excés adipeux méne a des facteurs de risques majeurs
et a des maladies chroniques fréequentes. Lorsque le tissu adipeux sous-cutané ne peut plus s ’étendre et
sature, l'exces lipidique atteint les organes, ce qui provoque un état inflammatoire généralisé,
responsable de diverses pathologies chroniques. TG : Triglycérides, AG : Acides Gras.
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1.6. Systeme immunitaire et métabolisme au cours de I’obésité

Le systéeme immunitaire est constitué de nombreux types cellulaires permettant de prévenir et
d’¢éliminer les agents infectieux mais également de protéger 1’organisme contre le
développement de cellules tumorales. Ainsi, toute agression induit une réponse de défense de
la part de I’organisme : I’'immunité innée, en premiére ligne, reconnait un organisme comme
pathogene et provoque une réponse inflammatoire aigué qui stimule la réponse adaptative,

specifique et qui induit une réponse mémoire (Figure 9).

Ces deux systémes agissent en complémentarité et résultent d’un subtil équilibre. Toute rupture
de cette homéostasie est responsable d’un exces d’inflammation, d’un défaut de réparation et

donc de maladies inflammatoires chroniques.

Immunité adaptative
(réponse lente)

Immunité innée
(réponse rapide)

Cellule dendritique (CD) Mastocyte

Macrophage

Cellules lymphoides
innées (ILC

\ 82
Protéines du Basophlle
complément
%Z LT CD4* |TCDS8*
Eosmophlle

Granulocytes

Figure 9 : Cellules de la réponse immunitaire innée et adaptative (d'aprés Dranoff, 2004). La réponse
immunitaire innée intervient en premier lors d’une infection. Ce systéme immunitaire se compose de
facteurs solubles comme les protéines du complément ou de cellules comme les granulocytes
(basophiles, éosinophiles et neutrophiles), mastocytes, macrophages, cellules dendritiques ou encore
les cellules Natural Killer (NK). La réponse adaptative est plus lente, se caractérise par une spécificité
antigénique et bénéfice d 'une mémoire immunitaire. Ce systeme adaptatif se compose donc d’anticorps
et de lymphocytes. Certaines cellules sont a I’'interface entre les deux systémes immunitaires : ¢ ’est le
cas des lymphocytes cytotoxiques yo, lymphocytes T NK et des cellules MAIT « mucosal-associated
invariant T cells »).
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L’obésité se caractérise par une inflammation de bas grade ¢’est-a-dire chronique mais sans les
caractéristiques classiques retrouvées dans 1’inflammation (rougeur, gonflement, douleur et
chaleur) (Hotamisligil, 2006). Ainsi, on retrouve au cours de 1’obésité aussi bien chez ’Homme
que dans les modeles animaux, un recrutement de cellules immunitaires dans le tissu adipeux
(mais aussi dans le foie, les muscles, le pancréas et I’intestin ainsi qu’une augmentation
modérée dans la circulation de protéines telles que la protéine C réactive (CRP), des cytokines
comme I’interleukine-6 (IL-6), IL-8, IL-10 ou encore le TNF-a provoquant une inflammation
systémique et tissulaire (Dalmas et al., 2011; Hotamisligil, 2006). Cette inflammation de bas
grade contribue a 1’état d’insulino-résistance (Figure 10) observé chez les patients obéses
souffrant de diabete de type 2 (Lackey et Olefsky, 2016).
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Figure 10 : Régulation de la sensibilité a I’insuline par les cellules immunitaires (d'aprés Lackey et
Olefsky, 2016). Chez les personnes non obéses, sensibles a l'insuline (a), [’IL-33 stimule les cellules
lymphoides innées du groupe 2 (ILC2) qui produisent a leur tour de I'IL-5 et de [’'IL-13 maintenant la
chimiotaxie des éosinophiles. Ces derniers produisent de I’IL-4 qui permettent de maintenir les
macrophages du tissu adipeux (ATM) dans un état de macrophage alternativement active (AAM) qui
favorisent la sensibilité a ['insuline adipocytaire par lintermédiaire de ['IL-10. En cas d’obésité (b),
les adipocytes produisent des chimiokines telles que MCP-1 en réponse a des signaux pro-
inflammatoires (TNF-a ou acides gras) induisant la migration des monocytes de la circulation vers le
tissu adipeux ou ils se différencient en ATM et se polarisent en macrophages activés classiquement
(CAM). Les cellules NK activées produisent de I’ INF-y qui induit la polarisation des ATM en CAM. Ces
derniers produisent a leur tour des cytokines pro-inflammatoires qui altérent la signalisation de
’insuline et des chimiokines favorisant une accumulation supplémentaire de CAM.
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Il existe donc un lien étroit entre le systeme immunitaire et le métabolisme, lorsque
I’homéostasie métabolique est rompue au cours de 1’obésité, les signaux inflammatoires
résultants participent au déséquilibre du systeme immunitaire (Lumeng et Saltiel, 2011). Ainsi,
la lutte contre les infections et la gestion énergétique sont deux processus adaptatifs

intrinsequement lies (Hotamisligil, 2006).

Pour preuve, en cas d’infection sévére (sepsis) et en dehors de tout contexte d’obésité, il existe
un processus adaptatif d’insulino-résistance : I’inflammation liée & 1’infection provoque une
résistance a 1’insuline qui conduit a une activation des processus de lipolyse adipeuse, de
néoglucogenese hépatique et de glycogénolyse musculaire afin d’augmenter les capacités
énergétiques et participe a ’activation du systeme immunitaire (Figure 11 ; Olefsky et Glass,
2010; Chawla et al., 2011).
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Figure 11 : L’infection induit une insulino-résistance (d'aprés Chawla et al., 2011). L activation du
systeme immunitaire inné en cas d’infection bactérienne provoque la libération de cytokines pro-
inflammatoires qui interviennent dans la résistance a l'insuline et permettent ainsi d’augmenter les
niveaux circulants de glucose, nutriment nécessaire aux cellules immunitaires innées adaptatives pour
leur activation. En parallele, la résistance a l'insuline augmente la quantité d’acides gras libres qui
peuvent également étre utilisés pour soutenir les demandes énergétiques des cellules immunitaires ou
non immunitaires.

De fagon cohérente, on observe des altérations immunitaires dans différentes situations de
désordres métaboliques (McNelis et Olefsky, 2014) aussi bien en cas de dénutrition mais aussi
en cas de surnutrition ou on observe une augmentation du risque d’infection (Blackburn, 2001,

Gregor et Hotamisligil, 2011; Lumeng et Saltiel, 2011).

27



Bien que cela puisse paraitre paradoxal, les deux situations métaboliques diamétralement
opposeés sont a 1’origine d’une immunodépression. En effet, la sensibilité des diabétiques aux
infections est connue de longue date mais les causes précises sont difficiles a établir. Une étude
réalisée chez 51 patients en 2013 a démontré que les cellules NK étaient déficientes chez les
patients diabétiques (la dégranulation par ces cellules libére moins d’enzymes) mais aussi que

I’hyperglycémie était directement liée au nombre de cellules NK. (Berrou et al., 2013).

D’autre part, il a été démontré que chez les patients diabétiques, les leucocytes produisaient
des niveaux accrus d'espéces réactives de I'oxygene (Hand et al., 2007). De méme, le stress du
réticulum endoplasmique (Figure 12) induit par I’hyperglycémie peut influencer les
populations de cellules immunitaires (lymphocyte T cytotoxiques et cellules NK) chez les
patients obéses non diabétiques (Lynch et al., 2009; Zhang et Kaufman, 2008).
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Figure 12 : Lien entre le stress du réticulum endoplasmique et Uinflammation dans les cellules
spécialisées au cours de I’obésité (d'aprés Zhang et Kaufman, 2008). Les macrophages, adipocytes et
les cellules [ sont des cellules sécrétant de nombreuses protéines. La signalisation des réponses au
stress du réticulum endoplasmique UPR (« Unfolded Protein Response ») et inflammatoire est
déclenchée par un exces chronique de facteurs métaboliques comme les lipides, le glucose, les cytokines,
hormones ou acides gras non estérifiés. Ces derniers stimulent la synthése des protéines, la signalisation
du calcium et la production d’espéce réactives de [’oxygéne (ROS) en ciblant les mitochondries et le
réticulum endoplasmique (RE) dans les cellules. L’ augmentation de la demande de repliement des
protéines et la signalisation impliquant calcium et ROS induisent une réponse inflammation et UPR
conduisant & la transcription de génes dont les produits montent une réponse inflammatoire plus large.
Un exces de facteurs métaboliques peut stimuler d’avantager la réponse UPR et l'inflammation,
contribuant ainsi a une altération du métabolisme des lipides et du glucose, a ['insulino-résistance et a
I’apoptose. Cette boucle stress du réticulum endoplasmique et inflammation pourrait augmenter
davantage la signalisation du stress inflammatoire et ainsi contribuer a la détérioration métabolique
retrouvée dans [’obésité et le diabete de type 2 selon le type cellulaire impliqué.
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2. Interface digestive et microbiote intestinal

L’intestin constitue une entité anatomique et fonctionnelle : on parle d’interface digestive. C’est
une zone d’interaction entre la muqueuse et la flore intestinale, en coordination symbiotique,

mais également avec le milieu extérieur : les aliments.

Le systéme digestif s’étend de la bouche a I’anus et est associé aux glandes salivaires, foie et
pancréas ainsi qu’au systéme immunitaire. L intestin a lui seul constitue la plus grande surface
d’échange de ’organisme (plus que la peau) : plus de 300 m? chez I’adulte de par la longueur
de I’intestin gréle mais aussi grace aux trés nombreux replis de la muqueuse digestive (Carlson,
2019). La fonction principale de I’intestin est I’absorption des différents nutriments : aprées
dégradation mécanique, chimique, et enzymatique, aidée par des bactéries pour certains, les
aliments sont dégradés en de plus petites molécules, qui sont ensuite absorbées dans 1’intestin

(Treuting et al., 2018).

2.1. La muqueuse digestive

e Constitution de la paroi digestive

La paroi digestive est constituée de 3 parties : la muqueuse et la sous-muqueuse, la musculaire
et la sous-séreuse puis la séreuse (Figure 13). La muqueuse du tube digestif étant en contact
direct avec ce milieu extérieur, elle assure la défense de 1’hdte d’une part en assurant une
fonction de barricere, et d’autre part en impliquant les acteurs de I’immunité. Elle est constituée

de I’épithélium, la lamina propria et la musculaire-muqueuse (Treuting et al., 2018).
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Figure 13 : Aspect histologique de la paroi digestive (Collége des universitaires en hépato-gastro-
entérologie, Beaugerie et Sokol, 2014). De I’esophage a [’anus, la muqueuse refléte les fonctions de
chaque portion : /’estomac est constitué de nombreuses cellules sécrétrices de mucus, pepsine, acide
chlorhydrique ou encore facteur intrinséque et gastrine servant a transformer les aliments en
nutriments. L’intestin gréle est ensuite essentiellement constitué d’entérocytes puisque c’est [’organe
dédié a l’absorption des nutriments, en particulier le jéjunum ou [’on retrouve de trés nombreux replis
appelés villosités. Suivent enfin ['iléon puis le colon dans lesquels les cryptes contiennent de nombreuses
cellules sécrétrices de mucus et de défensines.
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L’épithélium intestinal constitue une barriere physique entre le milieu extérieur (lumiere du
tube digestif) et le milieu interne (Figure 13). On retrouve différents types de cellules disposéees
en monocouche (Tableau I11) : tout d’abord, les entérocytes sont les cellules absorbantes, les
plus nombreuses. Puis, les cellules caliciformes (ou cellules en gobelet présentes dans
1’épithélium de la muqueuse intestinale) sécrétent un mucus qui joue le role de barriere physico-
chimique contre les pathogenes (McGuckin et al., 2009). Ce gel composé de différentes
mucines est présent a la surface de la barriére épithéliale et la protége contre les pathogénes en
limitant les contacts directs entre les micro-organismes et leur hdte (Johansson et Hansson,
2016).

Tableau 111 : Cellules épithéliales de la muqueuse intestinale et leurs principales fonctions (d'apres
Marteau et Dorgé, 2017).

Cellules Fonctions principales ‘

Entérocytes  Cellule la plus représentée tout au long de ’intestin. Bordure en brosse au pole
apical et p6le basal en contact direct avec un capillaire sanguin. Absorption
nutriments et eau. Transporteurs membranaires pour les micronutriments. Sécrétion
de cytokines.

De Paneth A la base des cryptes, surtout iléales. Sécrétion de peptides anti-microbiens : lectine
C, lysozyme, phospholipase A2, o défensines. Participent au maintien des cellules
souches.

Caliciformes = 4% des cellules duodénales, jusqu’a 16% des cellules du c6lon distal. Sécrétion de
mucines, peptides en forme de trefle et anti-microbiens. Participent a la surveillance
immunitaire.

Entéro- Plus de 15 types identifiés, synthése d’hormones et de peptides : gastrine, ghréline,

chromaffines = CCK, secrétines, GLP1 et 2, PYY, sérotonine, histamine... Impliquées dans
I’homéostasie énergétique et la prise alimentaire.

Souches Renouvellement intestinal et prolifération cellulaire.
M Participent & la surveillance immunitaire
Tuft Sécrétion d’endorphine, fonctions immunitaires encore mal connues, sentinelles ?

Differents peptides anti-microbiens tels que les defensines et le lysozyme sont secrétés par les
cellules de Paneth dans cette couche de mucus, afin d’éliminer les micro-organismes qui y ont
pénétré. Enfin les cellules entérochromaffines (ou entéroendocrines) qui sécrétent différents
médiateurs endocriniens et des cellules souches permettant le renouvellement de 1’épithélium
dont certaines sont activées en cas d’agression ou d’infection de 1’épithélium (College des

universitaires en hépato-gastro-enterologie, Beaugerie et al., 2014).
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Figure 14 : Anatomie détaillée de la muqueuse intestinale et son systeme immunitaire (d*aprés Mowat
et Agace, 2014). Les différents segments de ['intestins ont une structure bien distincte a [’endoscopie
(photographies en haut). L’intestin gréle est constitué de longues villosités assez minces recouvertes
d’un épithélium de surface qui a une bordure en brosse comprenant des microvillosités. Ces derniéres
fournissent une vaste surface pour la digestion (elles contiennent des enzymes digestives) et [’absorption
des nutriments. Les cellules épithéliales sont produites a partir de cellules souches dans le fond des
cryptes. Apres quelques jours, ces cellules sont remplacées par de nouvelles qui migrent vers le haut
depuis les cryptes. Les cellules souches donnent également des cellules en gobelet qui sécrétent du
mucus et aux cellules de Paneth (caractérisé par la présence de granules dense contenant les peptides
antimicrobiens AMP) qui elles, migrent vers le bas de la crypte. La partie centrale des villosités
comprend la lamina propria ou se situent la majorité des cellules immunitaires tandis que certains
lymphocytes sont intraépithéliaux. En descendant vers [’iléon, les villosités sont plus courtes et les
cellules de Paneth et caliciformes sont plus nombreuses. Le caecum est une poche comprenant la
premiere partie du gros intestin et agit comme un réservoir pour les bactéries commensales impliquées
dans la fermentation des glucides non digérés par les enzymes digestives. Enfin, dans le colon les
villosités sont absentes et les cryptes sont plus petites : la fonction principale de 1’épithélium étant de
réabsorber [’eau des matieres fécales et d’agir comme une barriere contre les bactéries. Ceci est facilité
par le grand nombre de cellules caliciformes qui produisent une couche trés épaisse de mucus. Les
cellules de Paneth et les lymphocytes intraépithéliaux sont beaucoup plus rares que dans le gréle.
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e Systeme immunitaire intestinal

Toutes les surfaces muqueuses, en particulier celles de I’intestin, sont des sites essentiels de la
régulation immunitaire innée et adaptative, puisqu’elles sont en contact direct et permanent
avec le milieu extérieur (Turner, 2009). C’est pourquoi il existe des tissus lymphoides (appelés
GALT) situés sous la muqueuse (dans la lamina propria) ot 1’on trouve notamment les plaques
de Peyer (Mowat, 2003), qui jouent un rdle majeur dans la distinction entre la flore commensale
et les micro-organismes pathogenes, afin d’assurer une défense immunitaire rapidement
efficace. De nombreuses cellules immunitaires telles que des macrophages, des polynucléaires
ou encore des cellules dendritiques sont présentes dans la muqueuse intestinale afin de lutter

contre une infection éventuelle (Figure 15).
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Figure 15 : Barriére épithéliale et systeme immunitaire intestinal (d'aprés Magalhaes, Tattoli et
Girardin, 2007). Les cellules de [’épithélium intestinal sont associées fortement entre elles gréce a des
jonctions serrées et sont recouvertes de mucus piégeant les micro-organismes. Les antigenes bactériens
sont détectés puis internalisés par les cellules de [’épithélium puis transférés aux cellules dendritiques
du déme sous-épithélial permettant ainsi d’éliminer les pathogénes avant l'invasion de la muqueuse.

32



D’autre part, toutes les cellules de la muqueuse possédent des jonctions cellulaires assurant une
certaine imperméabilité de la muqueuse aux bactéries. De plus, ces cellules possédent une
importante capacité de renouvellement de 1’épithélium vieillissant, ce qui assure une réparation

rapide et efficace des zones lésées (Okamoto et Watanabe, 2004; Roda, 2010).

En effet, afin de rendre cette barriere muqueuse étanche, les cellules épithéliales sont
solidement fixées entre elles par des jonctions serrées, adhérentes, des desmosomes et des
jonctions communicantes (Figure 16) (Turner, 2009). Ainsi, la monocouche épithéliale
intestinale forme une barriere perméable aux nutriments, eau et €lectrolytes mais limite I’entrée

d’agents pathogénes (Chelakkot et al., 2018).

La protection de la barriere est également assurée par les cellules épithéliales elles-mémes, qui
sont capables de reconnaitre et distinguer les micro-organismes (pathogénes ou commensaux)
via les récepteurs TLR (membranaires) et NOD2/CARD15 (intracellulaires) pour elles aussi

présenter les antigénes aux lymphocytes T (LT) naifs (McGuckin et al., 2009).
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Figure 16 : Activation de ’immunité dans la muqueuse intestinale (adapté de Khor et al., 2011;
Turner, 2009). L homéostasie intestinale résulte de [’action coordonnée des cellules de I'immunité
innée et adaptative. La perte d’intégrité de la barriere intestinale chez les patients atteints de MICI
conduit a [l'invasion de la muqueuse intestinale par des micro-organismes. La reconnaissance
d’antigenes alimentaires, bactériens, ou viraux par les cellules épithéliales de la barriére intestinale
engendre alors le recrutement de médiateurs de I'immunité innée et de cellules de I'immunité adaptative
permettant de répondre a l'infection en produisant diverses cytokines et immunoglobulines (1g).
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Le systeme immunitaire intestinal est le 1°" organe de défense immunitaire : 60 a 70% des
cellules immunitaires de 1’organisme sont situées dans les tissus lymphoides associés au tube
digestif (GALT), soit environ 102 cellules lymphoides par métre d’intestin gréle (Randolph et
al., 2017). Les principales cellules sont répertoriées dans le Tableau IV. Lorsqu’une bactérie
est présente dans la lumiére intestinale, les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) comme
les cellules dendritiques, macrophages, épithéliales et mésenchymateuses présentes dans le
dome épithélial sont capables de I’identifier comme étant commensale ou pathogene, et de

conditionner la réponse immunitaire (Hamada et al., 2002).

Tableau IV : Cellules du systéme immunitaire intestinal (d'apres Peterson 2012).

Cellules Médiateurs Fonction principale
Macrophages = TNF-a, IL-1B IL-6, Provient de la différenciation des monocytes, joue le

IL-12, IL-18, CXCLS8, | role de CPA. Rble phagocytaire.
CCL (chemokines)

Cellules IL-6, TNF-a, IFN-a, Réle phagocytaire et CPA permettant I’activation de la
dendritiques 1L12, IL-23 réponse immunitaire adaptative (LT et LB).

PN ou TNF-a, IL-1, 1L-17 Neutrophiles : phagocytose

granulocytes Basophiles : réaction allergique

Eosinophiles : antiparasitaire
Cellules NK IFN-y, TNF-a, IL-17, Cellule tueuse, détruit les cellules de fagon spécifique

IL-22 (en faisant intervenir des CMH de classe 1).

Lymphocytes Responsable de I'immunité humorale. Se différencie en

B plasmocytes ou en LB mémoire. Joue également le role
de CPA.

Lymphocytes T
Cellules ThO Peut se différencier en LT effecteur ou régulateur selon
naives la situation.
Cellules Thl IFN-y, IL-12, TNF-q, Recrutement et activation des macrophages, des LT
effectrices CCL5 CD8" cytotoxiques et des cellules NK — élimination
pathogenes intracellulaires (virus/bactéries).

Th2 IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 = Recrutement des PN éosinophiles, basophiles et
mastocytes — défense parasitaire et processus
allergique.

Th22 IL-22, IL-13, TNF-o Homéostasie des fonctions de barriére des muqueuses.

FGF CXCL10 Production de peptides anti-microbiens.

Th9 IL-9 Activité anti-helminthe et production de mucus. Activité
des cellules immunitaires innées.

Thi7 IL-17, IL-21 Recrutement des neutrophiles +/- monocytes —

IL-22, CCL5 élimination des pathogénes extracellulaires (bactéries et
levures).
Cellules Treg TGF-B, IL-10, IL-23, Diminue la présentation antigénique et la maturation des
régulatrices IL-5, IL-2, cellules dendritiques, diminue I’activation et la survie

des PN et mastocytes, induit la production d’IgG et
diminue la production d’TgE par les LB.
Influence les voies Thl, Th2, Th22, Th9 et Th17.

Trl IL-10 Diminution du complexe majeure d’histocompatibilité
de classe | et 11 et des molécules de costimulation des
cellules dendritiques. Stoppe ’activité des LT effecteurs
naifs.

iTreg TGF-B, IL-10 Fonctions suppressives, essentielles au maintien de la
tolérance vis-a-vis des antigénes alimentaires et
bactéries commensales.

Th3 TGF-B, IL-10 Sous-population d’iTregs, tolérance des LT effecteurs
spécifiques d’un antigeéne.
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e Tolérance immunitaire et reconnaissance infectieuse

Si la bactérie est reconnue comme étant non pathogéne (commensale) (Figure 17a), les cellules
épithéliales, mésenchymateuses et les macrophages sécrétent des cytokines TGF-f et PGE>
permettant la maturation des cellules dendritiques, leur migration vers les ganglions
mésenteriques et la production importante de cytokines anti-inflammatoires (IL-10), puis une
différenciation des LT naifs en LT régulateurs synthétisant IL-10 et IFN-y. Ces cytokines anti-
inflammatoires permettent de limiter la production de cytokines pro-inflammatoires par les
effecteurs. L’équilibre entre les différents systémes effecteurs et régulateurs de I’immunité
assure ainsi une tolérance du systéeme immunitaire intestinal et maintient une homéostasie face

a I’exposition de la muqueuse a de nombreux antigenes (Mowat, 2003).
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Figure 17 : Tolérance immunitaire (a) et réponse a une infection digestive (b) (adapté de Mowat
2003). Les antigenes de la flore commensale sont reconnus (a) par les cellules dendritiques (CDs), qui
activent la sécrétion de cytokines (prostaglandines PGE,, TGF-8) par les macrophages, les cellules
mésenchymateuses et les cellules épithéliales. Ces dernieres déclenchent la migration et la maturation
partielle des CDs vers les ganglions lymphatiques, ol elles présentent les antigénes reconnus aux
lymphocytes T naifs CD4" et sécretent une cytokine anti-inflammatoire 1L-10. Ce processus engendre
la différenciation des LT naifs en LT régulateurs et active la voie Th3. Ces LT sécrétent a leur tour
d’autres cytokines anti-inflammatoires telles que I’IL-10, I'IFNy et le TGF-f, lesquelles vont conduire
a la production d’immunoglobuline A (IgA) par les Lymphocytes B (LB) et a la tolérance immunitaire
pour assurer I’homéostasie intestinale. Lorsqu 'un composant d’un agent pathogene est reconnu (b) par
les cellules présentatrices d’antigénes (CPA), via leurs récepteurs membranaires (TLR) et
intracellulaires (NOD), un ensemble de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8) est sécrété afin
d’induire la maturation complete des cellules dendritiques. Les CDs matures vont alors migrer vers les
ganglions lymphatiques pour engendrer la différenciation des LT naifs (via la sécrétion d’IL-12) en LT
effecteurs comme les LThl et LTh2. Ces LT effecteurs vont sécréter & leur tour des cytokines pro-
inflammatoires telles que I'IFN-y, TGF-B, IL-4 et IL-5 qui vont induire une réponse immunitaire locale
en sécrétant de nombreuses cytokines pro-inflammatoires et des IgG (en plus des IgA) afin d’éliminer
[’agent pathogene.
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En revanche, apres détection d’une bactérie pathogéne (Figure 17b), les cellules dendritiques
migrent vers les ganglions lymphatiques pour présenter les antigenes aux LT immatures (LT
naifs CD4") et vont induire leur différenciation en lymphocytes LTh1, LTh2 et LTh17. Elles
activent également les lymphocytes B (LB) pour protéger la muqueuse intestinale en produisant
des immunoglobulines A et G. Les LTh1 activent les LT cytotoxiques CD8" ainsi que les
macrophages pour contribuer a 1’élimination de I’agent pathogeéne. D’autre part, les LTh2,
intervenant dans la réponse immunitaire adaptative, activent les LB sécrétant des IgA et 1gG
pour enrayer ’infection. Et enfin, les LTh17 vont permettre le recrutement de cellules de
I’immunité telles que les cellules NK et les polynucléaires (neutrophiles), responsables de
I’amplification de I’inflammation en sécrétant a leur tour d’autres cytokines pro-inflammatoires

et I’induction de Iésions intestinales. Les principales cytokines médiatrices de 1’inflammation

sont présentées dans le Tableau V.

Tableau V : Principaux médiateurs de linflammation et fonctions principales.
Molécule Sécrété par

Fonction

IFN-y Lymphocytes T, Cellules NK, Active macrophages, lymphocytes et cellules NK, induit la synthése
Cellules dendritiques, Neutrophiles | de molécules pro-inflammatoires et la migration des neutrophiles.
TNF-a Macrophages, cellules dendritiques, | Stimule la production de chimiokines par les cellules endothéliales,
mastocystes, cellules NK, le recrutement de leucocytes, active la phagocytose et la
Lymphocytes T différenciation des LT et B, active la production de facteurs de
croissance (indispensable a la réparation des tissus).
TGF-g Cellules épithéliales, lymphocytes, Prolifération et différenciation lymphocytes, cellules épithéliales,
macrophages induit la production d’IgA.
PGE2 Cellules mésenchymateuses et Stimule ’activation et la migration des cellules dendritiques, inhibe
macrophage I’activation des leucocytes.
IL-1p Cellules épithéliales, dendritiques, Stimule ’activation et la migration de lymphocyte T et
mésenchymateuses, et macrophages | macrophages vers le site enflammé. Responsable des effets
systémiques (fiévre) permettant de combattre 1’ infection.
IL-2, Lymphocytes T, cellules NK Stimule la prolifération, ’activation et la différenciation
IL-4 lymphocytaire (LT CD4+) en LT auxiliaire (LTh2) et aide a la
différenciation des LB en plasmocytes.
IL-6 Macrophages, cellules dendritiques, | Induit I’activation et la différenciation des lymphocytes T et B,
endothéliales, lymphocytes B et T production de protéine de la phase aigtie (fiévre).
IL-8 Cellules épithéliales, dendritiques, Chimiokine assurant le recrutement des granulocytes, induit la
lymphocytes T, macrophages phagocytose.
IL-10 Cellules épithéliales, dendritiques, Cytokine anti-inflammatoire : inhibition des macrophages et
macrophages, lymphocytes T cellules dendritiques.
IL-12, Cellules dendritiques, macrophages, | Module ’activation des lymphocytes T, induit la différenciation des
IL-18 lymphocytes B LT CD4+ en LT auxiliaire (LTh1), stimule la production d’IFNy et
TNF-a
1L-23 Cellules dendritiques, macrophages | Permet la différenciation des LT-CD4 en LTh17.
CXCL8 Monocytes, Macrophages, Chimiokine ciblant les macrophages.
endothélium, fibroblastes
CXCL10 Monocytes, Lymphocytes T, Chimiokine ciblant les monocytes et les cellules NK.
fibroblastes, endothélium
CXCL1,2 Monocytes, endothélium, Chimiokine ciblant les neutrophiles.
et3 fibroblastes
CCL2 Monocytes, macrophages, Chimiokine ciblant les macrophages et les basophiles.
fibroblastes
CCL5 Lymphocytes T, endothélium Chimiokine ciblant les basophiles et les lymphocytes T.
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2.2. Le microbiote intestinal

Chez ’Homme, comme pratiquement chez tous les animaux, un microbiote anciennement
appelé flore est associé a chaque muqueuse : la peau, la bouche, le vagin, le poumon, la surface
oculaire et le systéme digestif (Cassard et Thomas, 2019). Le microbiote intestinal est le plus
¢étudié. Jusque récemment, les moyens d’études techniques (culture in vitro) étaient limités, si
bien que la symbiose entre 1’organisme et cette flore était supposee mais mal connue : la fraction

cultivable étant de 30% soit environ 400 espéces.

Aujourd’hui, grace aux techniques de séquengage a haut débit, méme si les prélevements fécaux
ne donnent qu’un reflet imparfait, de nombreuses équipes de recherche s’intéressent aux
interactions héte-microbiote ainsi qu’a celles entre micro-organismes et leur incidence en

matiére de santé (Doré et al., 2017).

Ce microbiote correspond a I’ensemble des populations de micro-organismes peuplant I’ intestin
d’un individu (bactéries, virus, levures...). Chez ’Homme, il est concentré dans le colon et est
essentiellement bactérien (98 %). Il constitue un organe a part entiere avec pres de 60 000

milliards de bactéries, pesant jusqu’a 40 % du poids fécal (1 a 2 kg) (Koboziev et al., 2014).
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e Composition et évolution du microbiote intestinal

On compte environ 160 especes différentes par individu, 10 fois le nombre de cellules de
I’organisme, 19000 fonctions et une activité métabolique bactérienne intense. Propre a chaque
individu, a I’instar de I’empreinte génétique le microbiote est unique aussi bien sur le plan
quantitatif que qualitatif. Il existe cependant un socle commun d’une soixantaine d’espéces
environ (200 000 génes) dominantes chez ’Homme. Parmi ces dernieres on distingue 3 a 4
grands phyla (Figure 18) : Firmicutes (30 a 53 %), Bacteroidetes (18 a 42 %), Actinobacteria
(1 a 13 %) et Proteobacteria (Scott et al., 2013).
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Figure 18 : Arbre phylogenétique des différentes espéces bactériennes (Cassard et Thomas, 2019).
Les différentes espéces bactériennes sont regroupées en sous-ensembles bactériens appelés phyla qui
regroupent des familles bactériennes dans lesquelles on retrouve des genres bactériens puis enfin les
especes.

38



Introduction

Ce microbiote s’établit des la vie in utero via le placenta et le méconium (Aagaard et al., 2014;
DiGiulio, 2012), puis s’enrichit dés la naissance au contact de la flore vaginale pour les enfants
nés par voie basse, ou au contact de I’environnement (Rutayisire et al., 2016). La colonisation
est progressive : d’abord les bactéries aérobiecs-anaérobies facultatives (entérocoques,
staphylocoques, entérobactéries) puis, puisqu’elles consomment ’oxygéne présent dans
I’intestin, cela favorise I’implantation de bactéries anaérobies strictes (bacteroides, clostridium,
bifidobacterium) (Marteau et Doré, 2017). Enfin, I’allaitement puis la diversification
alimentaire, I’hygiéne, les traitements médicaux (antibiothérapie notamment), I’environnement
ainsi que la génétique font évoluer la composition du microbiote durant les premieres années
de vies (Figure 19) (Arrieta et al., 2014).

Modulation du mic
Facteurs prénataux : Facteurs per-partum : Facteurs post-partum :
Placenta Mode d'accouchement Type d‘allaitement
Antibiothérapie Age gestationnel Localisation géographique
Alimentation Antibiothérapie Entourage familial
Pathologie maternelle Interactions avec I'hote
Alimentation maternelle

Sevrage

2,

Figure 19 : Facteurs modulant le microbiote intestinal de I'enfant selon les différents stades de vie
(d'aprés Milani et al., 2017). Des la vie in utero, de nombreux facteurs influencent le microbiote
intestinal de [’enfant : les microbiotes maternels puis [’environnement.
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Introduction

La concentration en micro-organismes le long du tube digestif est assez stable entre les

individus : ainsi elle est croissante depuis la bouche jusqu’au cdlon ou elle atteint prés de 102

bactéries par gramme de contenu intestinal (Figure 20) (Tojo et al., 2014). Evidemment, la

composition et la diversité varient également avec 1’age et en situation pathologique. En effet,

la faible diversité du microbiote dominant est retrouvée chez de nombreux patients atteints de

diabéte, d’obésité, et méme de dépression (Landman et Quévrain, 2016).

Estomac0 - 102
Lactobacillus
Candida \
Streptococcus
Helicobacter pylori
Peptostreptococcus
~ Coélon101-1012
Bacteroides
Clostridium groups IV and XIV
Bifidobacterium
Duodénum 10? , Enterobacteriaceae
Streptococcus ||| 3
Lactobacillus
~Jejunum 102
Streptococcus
Lactobacillus
liéon distal 107-108 4
Clostridium - ' lléon proximal 103
Streptococcus ' Streptococcus
Bacteroides Lactobacillus
Actinomycinae
Corynebacteria

Estomac
pH=1,5-35

Duodénum
pH=15-45

Jéjunum
pH=6,2-7,5

Calon
pH=45-75

Figure 20 : Composition et concentration des especes microbiennes dominantes dans le tube digestif

(adapté de Sartor 2008). Concentration en UFC : unité formant colonies.
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Introduction

La biomasse que représente ce microbiote intestinal est considérée comme stable a partir de
I’age de 3 ans environ (Yatsunenko et al., 2012). Les événements hormonaux de la vie adulte
(puberté, grossesse...) provoquent des modulations encore mal connues (Flores et al., 2012;
Koren et al.,, 2012). Puis, a partir de 65 ans, sous I’influence de diverses pathologies
(polymédication, hospitalisation, alimentation...) une diminution de la diversité avec une

grande variabilité a été observée (Figure 21) (Vaiserman et al., 2017; Woodmansey, 2007).
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Figure 21 : Facteurs modulateurs et évolution de la composition du microbiote intestinal au cours de
la vie (adapté de Nagpal et al., 2018 ; Vaiserman, Koliada, et Marotta, 2017). La composition
bactérienne du microbiote évolue aux étapes clés de la vie depuis 1’établissement jusqu’a [’dge de 2-3
ans ou il se stabilise. Puis, les conditions environnementales et les différents stress rencontrés le
modifient rarement jusqu’a [’dge de 65 ans environ ou [’on trouve une plus grande variété inter-
individuelle, ainsi qu une diminution de la diversité.
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e Fonctions et interactions héte-microbiote

L’épithélium intestinal est une structure dynamique complexe, avec laquelle le microbiote
interagit de maniere symbiotique dés la naissance. Ainsi, si on éléve des rats axéniques
(dépourvus de microbiote intestinal), on observe une physiologie intestinale totalement
différente : I’intestin gréle est plus petit et le colon plus long que chez les animaux
conventionnels, avec des atrophies villositaires et une hyperperméabilité provoquant une
capacité d’absorption plus importante (Gordon et al., 1966). De plus, la fonction et le
métabolisme d’autres organes comme le foie et le cceur sont également modifiés chez les
animaux axéniques : ils souffrent d’un développement insuffisant du systéme immunitaire :
moins de ganglions mésentériques, une proportion réduite de lymphocytes, etc (Parker et al.,
2018).

De méme, le mucus est la premiére barriere physico-chimique et il constitue une niche
écologique pour les bactéries du microbiote intestinal. 1l est constitué de plusieurs couches de
protéines fortement glycosylées, les mucines (MUC), qui s’enchevétrent et forment un gel,
d’épaisseur croissante du duodénum jusqu’au colon ou il forme deux couches distinctes : 1’une
externe et lache, peuplée de bactéries, et la couche interne qui en est dépourvue (Johansson et
al., 2011).

En raison des mouvements péristaltiques et du bol alimentaire, le mucus est également une
structure dynamique, en continuel renouvellement comme 1’épithélium. Le maintien de cette
couche est contrblé par deux types de sécrétions : constitutive (de base), et inductible, qui réagit
rapidement notamment en cas de translocation bactérienne (Johansson, 2012). Ainsi, I’absence
de mucus (ou une couche plus fine) provoque des réactions inflammatoires exacerbées. Des
modifications (faible glycosylation de MUC2 ou sialylation de certains protéines) de ce mucus
inhibent son effet protecteur et bactéricide (Linden et al., 2008).

Enfin, le simple fait de la présence de communautés bactériennes complexes rend difficile
I’invasion de la niche intestinale par une bactérie pathogéne. Ainsi les animaux axéniques ou
traités aux antibiotiques sont plus sensibles a des bactéries comme E.Coli, V.Cholerae, ou
C.Rodentium (Kamada et al., 2012; Reeves et al., 2012). Le microbiote a lui seul, ainsi que ses

interactions avec 1’épithélium et le mucus, constituent donc une veéritable barriere protectrice.
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D’autre part, le microbiote interagit perpétuellement avec 1’organisme tout entier via 1’intestin
qu’il habite et c’est ainsi qu’il stimule le systéme immunitaire, grace a son étroite relation avec
I’épithélium intestinal. Ceci grace a des systémes de reconnaissance et de surveillance des
bactéries intestinales dont les récepteurs de type Toll Like (TLR) et NOD-like (NOD)
appartenant aux Pattern Recognition Receptors (PRR) qui assurent la transmission des
informations au systéme immunitaire. Lorsqu’ils sont activés, ces récepteurs sentinelles
activent I’inflammasome et la voie NF-kB notamment, impliquée dans l’activation de la

transcription de tres nombreux genes (Liu et al., 2017b).

Les phagocytes, eosinophiles et neutrophiles mais aussi les cellules lymphoides innées (ILC) et
les cellules dendritiques, participent toutes a la reconnaissance et la réponse immunitaire innée,
rapidement mobilisable (Gaboriau-Routhiau et Cerf-Bensussan, 2016). La maturation du
systéme immunitaire intestinal passe ensuite par les cellules de I’immunité adaptative, a savoir
les lymphocytes T matures effecteurs et plasmocytes a IgA qui peuplent progressivement la

muqueuse a partir de la naissance (Cerf-Bensussan et Gaboriau-Routhiau, 2010) (Figure 22).

Enfin, ’immunité intestinale n’est pas la seule impactée par le microbiote intestinal, le reste du
systéme immunitaire semble étre également impacté mais les liens sont encore mal compris.
On sait par exemple que le traitement par antibiotiques de souriceaux nouveau-nés modifie leur
microbiote intestinal et augmente leur risque de développer un asthme allergique (Russell et
al., 2012).

De la méme facon, les animaux axéniques sont protégés contre la polyarthrite rhumatoide
expérimentale médiée par les Th17 (Liu et al., 2016). A I’inverse, certaines bactéries
intestinales semblent avoir un effet protecteur : dans le modéle de souris diabétiques non-
obeses, les axéniques sont plus sujettes au développement de diabéte que les animaux

conventionnels (Schnupf et al., 2013) (Tableau VI).
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Figure 22 : Barriére immunitaire intestinale : coopération de nombreux mécanismes conjointement
a la colonisation bactérienne de I'intestin (Gaboriau-Routhiau et Cerf-Bensussan, 2016). Les signaux
bactériens tels que les lipopolysaccharides (LPS) sont captés par les cellules épithéliales via leurs
récepteurs spécialisés (NOD, TLR) ou transmis par ['intermédiaire des cellules dendritiques (DC) afin
d’activer la réponse immunitaire innée via notamment les cellules lymphoides innées (ILC3) et les
macrophages (M¢) qui renforcent la production de peptides anti-microbiens et exercent leur propriété
de phagocytose. Les cellules dendritiques activées par les bactéries participent aussi a I’activation des
cellules de I'immunité adaptative. Les plasmocytes sécretent des IgA, transportées vers la lumiere
intestinale Sous forme d’IgA sécrétoires apres fixation avec le récepteur des Ig. Elles forment alors des
complexes avec les bactéries afin de les éliminer dans le mucus. En complément, de nombreuses
populations de lymphocytes T CD4" (caractérisées par les cytokines qu elles sécrétent) sont induites
simultanément. L homéostasie intestinale s’ équilibre en maintenant une inflammation basale,
physiologique sous le controle des lymphocytes T régulateurs (Treg) et la sécrétion d’interleukine-10
qui avec d’autres facteurs sécreétés par les cellules épithéliales notamment (TGF-£ ou encore [’acide
rétinoique) vont permettre de réduire [’activation des cellules dendritiques afin de limiter la réponse
inflammatoire. C’est la tolérance immunitaire. Bien que potentiellement pro-inflammatoires, les TH17
vont recruter via la sécrétion d’IL-17 des neutrophiles qui, outre leur fonction de phagocytose sont
capables de produire de ['IL-22 et stimuler ainsi la barriére anti-microbienne. En cas de lésion dans la
barriere intestinale, les bactéries normalement présentes dans le mucus entrent en contact direct et
prolongé avec la muqueuse ce qui amplifie les réponses TH17 et TH1, en provoquant une inflammation
pathologique.
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Tableau VI : Principales anomalies immunitaires décrites dans les modeles axéniques par rapport
aux modeles conventionnels (d'aprés Cerf-Bensussan et Gaboriau-Routhiau, 2010 ; Marteau et Doré,

2017)
Défaut immunologique Phénotype chez la souris axénique
Développement de I’intestin | Diminution du nombre et de la taille des plaques de Peyer.
gréle Lamina propria plus fine et amoindrie en lymphocytes.

Moins de plasmocytes dans les centres germinatifs.
Follicules lymphoides isolés plus petits
Niveau d’ATP réduit dans I’intestin

Développement des Centres germinatifs plus petits avec moins de plasmocytes.
ganglions mésentériques
Lymphocytes T LT CD8+ intra-épithéliaux moins nombreux et moins cytotoxiques

LT CD4+ moins nombreux dans la lamina propria, diminution des Th17
dans le gréle mais pas dans le cdlon.

Cellules MAIT absentes de la lamina propria.

Réduction du nombre de LT CD4+ et CD8+ et de la production de cytokines
dans la rate.

Diminution de I’expression de FoxP3 et capacités suppressives réduites des
LT CD4+ et CD25+ dans les ganglions mésentériques.

Expression peptides Reéduction par les cellules de Paneth.

antimicrobiens

Production Ig Réduction de la production d’IgA par les LB, moins d’Ig sériques
également.

Taux fortement réduit d’IgG et IgM sériques
Expression de CMH, TLR Expression du CMH de classe 11 et TLR2, 4 et 9 réduite dans les cellules
épithéliales intestinales. Niveau d’IL-25 réduit.
Activation des récepteurs Diminution de I’'immunité des poumons face au virus influenza (Ichinohe et
microbiens al., 2011) ou a Staphylococcus aureus (Gauguet et al., 2015)
Allergie médiée par les IgE Surproduction d’IgE et d’IL-13.
Augmentation des éosinophiles ou de la synthése d’IL-5.

Enfin, le microbiote intestinal participe également au métabolisme en dégradant des nutriments
et en participant a la synthese de certaines molécules. En effet, la biotransformation de substrats
d’origine alimentaire non digérés dans la partie supérieure du tractus digestif suppose
I’existence de trés nombreuses activités métaboliques des bactéries. Bien que la composition
du microbiote soit extrémement variable d’un individu a 1’autre, les fonctions métaboliques
telles que la synthése d’acides gras a chaine courte (AGCC), d’acides animés essentiels et de

vitamines a été mise en évidence chez tous les individus (Marteau et Doré, 2017).

Le microbiote humain est particulierement bien adapté a la dégradation des polyosides. Selon
le régime alimentaire, 10 & 60 grammes de glucides fermentescibles parviennent au colon
chaque jour (Bernalier-Donadille, 2010). Hormis le lactose, le saccharose (glucose + fructose)
et une partie de I’amidon, ’Homme est incapable de digérer la plupart des polysaccharides. Ces
glucides proviennent principalement des céréales, fruits et Iégumes dont les sucres complexes
ne sont pas digérés par les enzymes digestives : ce sont les enzymes bactériennes du microbiote
intestinal qui se chargent alors de dégrader ces polysaccharides en glucides simples qui seront

fermentés (Figure 23).
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Colonisation des résidus alimentaires
par les bactéries coliques
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Figure 23 : Digestion des glucides par le microbiote intestinal (El Kaoutari et al., 2014).
L’ Homme n’est pas capable de digérer la plupart des glucides complexes comme le xylane, les
constituants de la pectine comme le rhamnogalacturonane ou certaines fractions de I’amidon. On parle
de fibres pour désigner ces polysaccharides non digérés. Les enzymes bactériennes sont capables de
dégrader ces glucides en sucres plus simples puis la fermentation bactérienne de ces glucides simples
produit des acides gras a courte chaine (AGCC ou SCFA pour «short chain fatty acid ») qui sont
absorbés par ['intestin.

Les produits terminaux de la fermentation a savoir les AGCC et les gaz contribuent au maintien
de la diversité microbienne colique et fournissent de 1’énergie aux entérocytes (Donohoe et al.,
2011). De nombreuses fonctions bénéfiques sont attribuées a ces acides gras: anti-
inflammatoire par inhibition de la voie NF-xB (Inan et al., 2000), anti-cancéreuse par inhibition
de la prolifération tumorale et stimulation de la prolifération des colonocytes sains (Vanhoutvin
et al., 2009). lls auraient méme un réle dans la résistance a I’insuline et 1’obésité (Gao et al.,
2009).
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Les protéines et peptides constituent quant a eux la principale source d’azote pour les bactéries
du microbiote. Un grand nombre de bactéries possedent une activité protéolytique (Bacteroides,
Clostridium, Propionibacterium, Streptococcus, Lactobacillus) (Bernalier-Donadille, 2010). A
I’inverse de la fermentation des glucides, la dégradation protéique par le microbiote génére de
nombreux métabolites potentiellement toxiques : ammoniaque, phénols, sulfures ainsi que
quelques AGCC et AGCC ramifiés qui sont un marqueur de protéolyse colique car spécifique

de la désamination par le microbiote intestinal (Figure 24).
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Figure 24 : Digestion microbienne des protéines (Marteau et Doré, 2017). L hydrolyse bactérienne
des peptides dans le cdlon produit des composés potentiellement toxiques (ammoniaque, phénols...).
Cependant la fermentation des glucides contribue a diminuer la disponibilité de ces composés en
stimulant la protéolyse bactérienne. La concentration en ammoniaque par exemple résulte d’'un
équilibre entre la désamination bactérienne et I 'utilisation de I’ammoniaque libéré par les cellules pour
leur biosynthése protéique.

La fraction de lipides parvenant au célon est assez faible, environ 5 a 8 grammes par jour selon
les régimes alimentaires (Rajili¢-Stojanovi¢, 2013). La plupart des especes bactériennes
possedent des lipases et peuvent ainsi hydrolyser les triglycérides a chaine longue. Le
microbiote est également capable de convertir le cholestérol en coprostanol bien que les espéces
bactériennes ne soient pas encore bien identifiées. De plus, les bactéries sont également
capables de métaboliser les hormones stéroidiennes excrétées dans la bile ainsi que les sels
biliaires associés a I’ingestion de lipides et qui échappent au cycle entéro-hépatique (Ridlon et
al., 2006).
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e Microbiote et alimentation

A I’age adulte, de nombreux facteurs environnementaux tels que I’exposition aux antibiotiques,
a certains antiacides ou les changements alimentaires modulent la composition du microbiote
intestinal (Figure 25). Cependant on estime que 5% seulement de la variabilité inter-
individuelle dans la composition du microbiote serait due aux habitudes alimentaires (Tap et
al., 2009).
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Figure 25 : Facteurs modulant I'homéostasie intestinale chez I'adulte (adapté de Marteau et Doré,
2017 ; Konkel, 2013). La génétique, la localisation géographique, le rythme circadien, I’alimentation
ainsi que de nombreux médicaments (antibiotiques mais aussi anti-acides, anti-inflammatoires,
contraceptifs) peuvent moduler [’homéostasie du microbiote intestinal.

Parmi les trées nombreux métabolites du microbiote intestinal, on retrouve également certaines
vitamines comme la ménaquinone (vitamine K2), la cobalamine (vitamine B12) et la biotine
(vitamine B8) qui sont produites en trés grande quantité par le microbiote intestinal. D’autres
comme les vitamines B1, B2, B6 et B9 sont produites en trop faibles quantités pour constituer
un apport suffisant (Qin et al., 2010; Bernalier-Donadille, 2010; McDermott et Huffnagle,
2014).
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Ainsi, I’alimentation va moduler la composition du microbiote. Une grande partie des aliments
que nous ingérons n’est pas digérée par I’intestin gréle et sera alors fermentée par le microbiote
intestinal. Par exemple, une alimentation trop riche en protéines et en graisses animales
provoque une augmentation des Bacteroidetes dans le microbiote dominant et pourra conduire

a une surproduction de sulfure par les bactéries sulfato-réductrices (Wu et al., 2011).

De méme, de nombreuses études suggérent que 1’alimentation riche en fibres favorise la
richesse du microbiote intestinal, avec de nombreux bienfaits (Cotillard et al., 2013). C’est ainsi
que les prébiotiques (glucides non digestibles) peuvent diminuer le poids corporel, la stéatose
hépatique, le développement de la masse adipeuse ou encore la sévérité du diabéte dans

différents modeles animaux (Cani et Delzenne, 2009) (Figure 26).
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Figure 26 : Effets physiologiques des prébiotiques sur la flore intestinale (d*apres Delzenne et Cani,
2008). L’ingestion de fibres enrichit la flore intestinale en bifidobactéries ce qui s’accompagne d’une
diminution de lipopolysaccharides (LPS) dans le sang et donc d'une diminution de I’inflammation. De
plus, la fermentation de ces fibres augmente le nombre de cellules intestinales produisant du GLP-1
(glucagon-like peptide-1) et du PYY (peptide YY) impliqués tous les deux dans la régulation de
I’homéostasie glucidique et de la satiéte.

Le régime alimentaire a donc une forte influence sur la composition bactérienne, ¢’est pourquoi
les nombreuses études comparatives montrent que les Américains ont un microbiote plus riche

en Firmicutes, les Japonais en Actinobacteria, les Chinois en Bacteroidetes (Nam et al., 2011).
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On retrouve également des différences significatives selon le mode de vie, les pratiques
culturelles et le statut socio-économique : tous ces facteurs influencent I’alimentation (richesse

en viande ou en produits transformés, fruits et Iégumes frais etc...) (Tyakht et al., 2013).

Comme nous I’avons vu, les glucides non digestibles sont métabolisés par le microbiote
intestinal. Ainsi, une alimentation enrichie en prébiotiques comme 1’inuline (que 1’on retrouve
dans les endives et I’artichaut par exemple) permettra de cibler spécifiquement certaines
bactéries. Il est donc primordial de garder a I’esprit que se nourrir c’est également nourrir son
microbiote intestinal et ainsi prévenir des pathologies telles que la stéatose hépatique ou
I’obésité (Cani, 2005; Cani et al., 2005; Delzenne et al., 2007).

De la méme maniére, les régimes riches en graisses saturées et pauvres en poisson (acides gras
insaturés) sont corrélés a une modification du microbiote intestinal (Caesar et al., 2015). Tandis
que le régime méditerranéen, riche en fruits et Ilégumes frais, légumineuses, oléagineuses, huile
d’olives et céréales complétes, a montré une modulation du microbiote intestinal et ce, méme
si les signes cliniques du syndrome métabolique persistent. Passé un an, ce régime s’avére
protecteur face au diabéte grace en partie, a I’enrichissement du microbiote en Roseburia spp

(Haro et al., 2016a, 2016b).

Concernant les régimes végétariens, de par leur richesse en fibres et leur faible teneur en matiére
grasse, ils modifient également le microbiote intestinal : on y trouve une dominance de
Clostridium coccoides et Clostridium ramosum mais 1’absence de Faecalibacterium prausnitzii
(Hayashi et al., 2002), plutdt retrouvé chez les consommateurs de poisson et de viande (Mueller
et al., 2006). Les régimes les plus stricts, végétaliens, provoquent une nette diminution de
Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Escherichia coli et des Entérobactéries spp. (Cotillard
etal., 2013 ; Zimmer et al., 2012).

Enfin, les régimes hypocaloriques, riches en glucides a faible indice glycémique et en fibres
solubles, ont un impact sur la richesse bactérienne et sur des groupes bactériens spécifiques tels
gue Akkermansia muciniphila, souvent associée a la richesse en fibres de 1’alimentation et liée
a un meilleur metabolisme glucidique et lipidique (Dao et al., 2016; Everard et al., 2011; Le
Chatelier et al., 2013).
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e Microbiote et pathologies

Le microbiote intestinal contribue a I’absorption des glucides et des lipides et il régule le
stockage des graisses et est impliqué dans la prise de poids (Backhed et al., 2004). En effet, des
experimentations ont démontré le réle du microbiote dans la régulation du poids : des souris
axéniques et soumises a un régime hyperlipidique ne prennent que peu de masse grasse malgré
des apports caloriques accrus, tandis qu’apres transfert de flore fécale, ces souris axéniques

prennent du poids tres rapidement (Turnbaugh et al., 2008).

De méme, le transfert de flore fécale de patients obéses a des souris axéniques les fait grossir
davantage et provoque plus d’anomalies métaboliques que celles recevant des selles de patients
non obeses en dehors de modifications alimentaires (Ridaura et al., 2013). D’autres études
montrent qu’une restriction calorique est associée a une augmentation des Bacteroidetes et une
diminution des Firmicutes aussi bien chez I’Homme (Ley et al., 2006) que chez la souris
(Turnbaugh et al., 2008).

Le microbiote n’étant pas une simple collection de micro-organismes indépendants mais un
véritable systéme structuré, avec de nombreuses interactions. Il est difficile de définir un
microbiote sain ou une dysbiose spécifique d’une pathologie, cependant le microbiote a eté

identifié comme un facteur majeur de diverses pathologies digestives ou non (Tableau VI1).
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Tableau VII : Principales pathologies dans lesquelles une dysbiose intestinale a été observée.

Pathologie Référence

Diarrhées infectieuses et notamment les infections a Clostridium difficile, seule
pathologie ou la transplantation fécale est actuellement curative

Syndrome de I’intestin irritable ou des perturbations quantitatives du microbiote et
des altérations métabolomiques ont été décrites

Maladie ceeliaque ou les Firmicutes et Proteobacteria sont retrouvées en abondance

Syndrome du gréle court ou la dysbiose colique et la pullulation bactérienne
intestinale intraluminale dans le gréle exposent a de nombreuses complications
MICI (voire chapitre suivant)
Entérocolites ulcéro-nécrosantes, dont la physiopathologie reste incomplétement
expliquée mais dans laquelle de nombreux arguments impliquent le genre Clostridium

Cancers digestifs, en particulier le cancer colorectal dans lequel une dysbiose
spécifique est observée et pour lequel le role de 1’alimentation « occidentale » est
clairement établi

Obésité, chirurgie bariatrique : ’alimentation aussi bien sur le plan qualitatif que
quantitatif module le microbiote intestinal de ces patients, bien que le réle causal ne
soit pas encore clairement établi

Syndrome métabolique et diabéte: certaines bactéries contribueraient au
développement du diabéte de type 2 et d’autres pourraient exercer un effet bénéfique
en agissant sur la production d’hormones régulatrices de 1’appétit et de la glycémie
Maladies hépatiques : il existe une dysbiose au cours de la cirrhose qu’elle qu’en soit
la cause, avec une translocation de bactéries buccales au niveau intestinal. Au cours
des stéatoses métaboliques ou de stéato-hépatites on retrouve notamment une
augmentation des Lactobicillus et E.coli ainsi qu’une diminution de Oscillibacter
Maladies cardiovasculaires: le microbiote intestinal pourrait influencer la
prolifération endothéliale, 1’instabilité des plaques d’athéromes ; il pourrait avoir un
role dans la fibrose et I’insuffisance cardiaque

Polyarthrite rhumatoide : D’interprétation des observations reste complexe mais
certains micro-organismes ont été identifiés comme plus arthritogéniques que d’autres
dans les modeles animaux, et le microbiote des patients atteints de
spondylarthropathies ou de polyarthrite différent

Maladies psychiatriques et neurodégénératives: le réle du microbiote dans la
maturation de I’axe intestin-cerveau est maintenant établi et plusieurs études
suggerent un réle bactérien dans les troubles anxieux dépressifs, I’autisme ou encore
les maladies de Parkinson et d’ Alzheimer

Réactions allergiques : des perturbations du microbiote ont été observées avant tout
symptdme allergique mais les résultats des études restent a ce jour relativement
limités, cela impliquerait les clostridies et leurs interactions avec les cellules Treg
Psoriasis, acné : une dyshiose intestinale a été observée chez les patients atteints de
psoriasis, et des arguments épidémiologiques supposent un lien entre 1’axe intestin-
cerveau-peau

Gynécologie : le microbiote est suspecté dans les vaginoses et infections urinaires
mais non démontré bien que des probiotiques oraux peuvent influencer la flore
vaginale

(Liubakka et al.,
2016)

(Zhuang et al.,
2017)

(Losurdo et al.,
2016)

(Piper, 2018)

(Schénherr-
Hellec et al.,
2017)
(Keku et al.,
2015).

(Sen et al., 2017)

(Everard et al.,
2014) (Zhang et
al., 2009)
(Bashiardes et
al., 2016)

(Tang et al.,
2017)

(Breban et al.,
2017; Liu et al.,
2016)

(Lvetal.,
2017)(Jiang et
al., 2017)
(Pietrucci et al.,
2019) (Mangiola
et al., 2016)
(Stefka et al.,
2014)

(Tan et al., 2018)
(Bohbot et al.,
2012;

Homayouni et
al., 2014)
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Introduction

3. Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI)

Les MICI regroupent principalement deux maladies distinctes : la maladie de Crohn (MC) et la
rectocolite hémorragique (RCH), qui se différencient en fonction de leurs manifestations
cliniques (décrites ci-dessous et résumées dans le Tableau VIII). Environ 15 % des patients
présentent des colites dites indéterminées. La distinction entre ces colites s’appuie sur 1’age au
diagnostic, la localisation, 1I’évolution phénotypique (inflammatoire, sténosante, fistulisante), la

sévérité et les atteintes extra-digestives.

3.1. Epidémiologie descriptive

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) sont des pathologies dont la
prévalence augmente dans les pays industrialises (Figure 27). Plus de 200 000 personnes sont
atteintes en France selon les estimations de 1’Association Frangois Aupetit (AFA — Vaincre la
maladie de Crohn et la recto-colite hémorragique) et 2,5 millions en Europe. Ces affections
peuvent atteindre la totalit¢ du tube digestif. Elles sont particulierement invalidantes,

récidivantes et incurables. Par consequent, les MICI représentent un véritable enjeu de santé

publique compte tenu de leur caractere idiopathique (Molodecky et al., 2012).

Prévalence
M Elevée
| Intermédiaire
I Basse
Indéterminée

Figure 27 : Incidence des MICI dans le monde en 2015 (d'aprés Kaplan, 2015). Données
épidémiologiques de Molodecky et al., 2012. Ces pathologies touchent majoritairement les pays
industrialisés, laissant suggérer un lien entre MICI et facteurs environnementaux (habitudes
alimentaires).
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Elles évoluent par poussees inflammatoires entrecoupées de phases asymptomatiques.
L’¢étiologie de ces pathologies est a I’heure actuelle encore mal connue et la prise en charge des
patients se limite a la gestion des poussées inflammatoires par des traitements palliatifs. La
qualité de vie des patients reste fortement impactée. Dans les cas les plus graves, la chirurgie
permet de retirer les zones les plus lésées, mais sans effet curatif, et le risque de récidives reste
important (Kokten et al., 2016).

11 existe deux pics d’apparition des MICI : entre 20 et 30 ans puis, plus rarement entre 50 et 60
ans, mais 15 % des cas concernent des enfants, et selon 1’Observatoire National des MICI,
I’augmentation de I’incidence des MICI chez les moins de 20 ans est un phénomene

relativement récent (Figure 28).
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Figure 28 : Progression de I'incidence de la MC entre 1988 et 2008 dans la population des moins de
20 ans (A) et évolution de l’incidence de MC selon I’année de naissance (B) (Registre EPIMAD —
Observatoire National de la maladie de Crohn et de la rectocolite hémorragique). Les MICI touchent
des patients de plus en plus jeunes depuis ces dernieres décennies, il existe un effet « période » qui
confirme ['augmentation de [’incidence de MC chez les moins de 20 ans depuis les années 1980. Ces
observations laissent supposer des facteurs de risque récents.

3.2. Maladie de Crohn (MC)

Décrite pour la premiere fois en 1932 par un médecin américain du nom de Burril B Crohn,
cette maladie peut toucher 'intégralité du tube digestif (de la bouche jusqu’a I’anus). Les

Iésions sont toutefois majoritairement iléo-coliques (Torres et al., 2017).

Les patients sont généralement diagnostiqués entre 20 et 30 ans mais la maladie peut survenir
a tout Age. Evoluant sous forme de poussées inflammatoires (on parle alors de période d’activité
de la MC) séparées par des périodes de rémission, la MC provoque des douleurs abdominales,
accentuées apres les repas, des diarrhées pouvant étre sanglantes et un risque de lésions anales

important.
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Les lésions ano-périnéales sont d’ailleurs spécifiques de la MC. L’¢état général des patients est
souvent altéré (perte d’appétit, perte de poids, fievre...) et les poussées inflammatoires
s’accompagnent fréquemment de manifestations extra-intestinales (articulaires, cutanées,

oculaires...).

La distribution lésionnelle est discontinue : on observe des zones de paroi saine entrecoupées
d’ulcérations aphtoides ou linéaires (illustrées dans le Tableau VIII). Les lésions sont
transmurales puisqu’elles atteignent les couches de la musculeuse ou de la séreuse, ce qui
présente un risque accru de fistule, de perforation et d’abces. La paroi intestinale est épaissie et

on peut noter la présence de follicules lymphoides (on parle alors d’hyperplasie lymphoide).

3.3. Rectocolite hémorragique (RCH)

Dans la RCH, I’atteinte est surtout rectale, et bien qu’on puisse observer parfois une extension
en amont vers le caecum, I’intestin gréle n’est jamais atteint. Comme pour la MC, la RCH
évolue par poussées inflammatoires, provoquant une altération de 1’état général, des douleurs
abdominales et rectales, des rectorragies et des diarrhées inconstantes avec emission de glaires
(Ungaro et al., 2017).

Contrairement a la MC, la distribution lésionnelle est diffuse et continue, limitée a la muqueuse
et dans de rares cas a la partie superficielle de la sous-muqueuse. Les ulcérations sont
superficielles mais peuvent évoluer vers des ulcérations creusantes sans pour autant former de

fistule.

Tableau VIII : Caractéristiques cliniques et anatomiques de la MC et de la RCH (d’aprés Kokten et
al., 2016)

Maladie de Crohn Rectocolite Hémorragique ‘
Situation Tout le tube digestif Rectum et c6lon distal
Clinigue commune Altération de 1’état général

Douleurs abdominales
Evolution par poussées

Clinique spécifique Masse abdominale, Diarrhées et glaires
Diarrhée avec ou sans saignements
Distribution Lésions discontinues, hétérogenes et Lésions continues homogeénes et
Iésionnelle transmurales superficielles
Complications Fistules fréquentes, Risque de colite aiglie grave

Lésions anales fréquentes
Risque d’occlusion digestive

Ulcération aphtoide Ulcération linéaire

Coloscopie
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3.4. Physiopathologie des MICI

Ce sont des maladies multifactorielles trés complexes : sans que ces maladies ne soient
purement héréditaires, de nombreux genes de susceptibilité ont été identifiés. Les facteurs
environnementaux modulant le risque d’apparition d’une MICI ou son évolution sont encore
mal connus. En revanche, le microbiote intestinal est apparu comme étant un élément
fondamental dans la pathophysiologie des MICI et I’étude de son role dans ces pathologies est
actuellement un enjeu majeur. La combinaison de ces trois facteurs conduit a une dérégulation
de 1’équilibre symbiotique entre le microbiote et son hote, responsable d’une activation
excessive et incontrdlée du systeme immunitaire intestinal contre la flore chez les individus

prédisposés genétiquement (Figure 29).
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Figure 29 : Etiologie des MICI et mécanismes physiopathologiques impliqués (d'aprés Kaplan et Ng,
2017; Rogler, 2013). Ce sont des pathologies multifactorielles complexes dont [’étiologie précise est
encore mal comprise.
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3.5. Facteurs génétiques

Bien que les MICI ne soient pas des maladies purement génétiques, des enquétes
d’épidémiologie étiologique ont mis en évidence qu’environ 15 % des patients atteints
présentent des antécedents familiaux de MICI (Kokten et al., 2016). Depuis 1’association du
gene NOD2 (Nucleotide-Binding Oligomerization Domain 2) avec les MICI, pres de 160 loci
ont été identifiés comme étant impliqués dans la prédisposition génétique aux MICI (Jostins et
al., 2012). Un grand nombre des genes identifiés ont un réle dans la réponse immunitaire mais

également dans des mécanismes de stress cellulaires et autophagique (Tableau IX).

Tableau I1X : Principaux génes de susceptibilité des MICI et fonctions biologiques associées (d'apres
Kokten et al., 2016).

Fonction biologique Mutation génique

Barriere épithéliale GNA12, HNF4A, CDH1, ERRFI1, MUC19, ITLN1

Recrutement de cellules IL8RA, IL8RB CCL11, CCL2, CCL7, CCL8, CCR6 MST1

immunitaires

Présentation antigénique ERAP2, LNPEP, DENND1B

Voie Thl7 1L21 STAT3 IL23R, JAK2, TYK2, ICOSLG, TNFSF15

Régulation des lymphocytes T IL2, IL7R, PIM3, TNFRSF9, TNFSF8, IFNG NDFIP1, TAGAP,
IL2R TNFSF8, IL12B, IL23, PRDM1, ICOSLG

Régulation lymphocytes B IL7R, IRF5, IL5, IKZF1, BACH2

Tolérance immunitaire IL1R1, IL1IR2 IL27, SBNO2, NOD2 IL10, CREM

Migration cellulaire ARPC2, LSP1, AAMP

Autophagie DAP, PARK7 ATG16L1, IRGM, NOD2, LRRK2, CUL2

Apoptose DAP, PARK7 ATG16L1, IRGM, NOD2, LRRK2, CUL2

Stress oxydatif HSPAG, DLD, PARK7, PRDX5, BACH2, ADO, GPX4, GPX1,

SLC22A4, LRRK2, NOD2, CARD9, UTS2, PEX13
Stress du réticulum endoplasmique SERINC3, CPEB4, ORMDL3, XBP1
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3.6. Facteurs de risque environnementaux et MICI

L’impact de I’environnement sur les MICI est illustré par plusieurs études ayant montré que
chez des populations migratoires, 1’arrivé dans un pays occidental industrialisé déclenche
I’apparition de cas de MICI dans des populations jusqu’alors préservées dans leurs pays
d’origine. Face a cette nette corrélation entre 1’apparition des MICI et les changements
environnementaux, de nombreuses études ont été menées afin d’identifier les facteurs
déclenchants ou aggravants des MICI (Figure 30) (Foster et Jacobson, 2013; Molodecky et al.,
2012).

Actuellement, les seuls facteurs environnementaux indiscutablement associés aux MICI sont le
tabagisme et 1’appendicectomie. Ainsi, le tabagisme posséde paradoxalement un effet
protecteur vis-a-vis de la survenue des poussées chez les patients RCH (par une diminution de
la perméabilité membranaire et une augmentation du mucus au niveau colique) et délétere pour

la MC (augmentant le recours a la chirurgie, le risque d’infarctus) (Torres et al., 2017).

De méme, I’appendicectomie avant 1’age de 20 ans réduit le risque de 70 % d’apparition de
RCH alors qu’elle semble augmenter le risque de MC (Ungaro et al., 2017). Aucun consensus
sur 1’association entre les autres facteurs environnementaux (alimentation, antibiothérapie,

contraceptifs, vaccination...) n’a été trouvé.
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Figure 30 : Facteurs impliqués dans le développement des MICI (adapté de Ananthakrishnan, 2015).
Aucun des facteurs de risques seul n’est suffisant pour le développement de la maladie. Il existe des
interactions complexes entre chaque facteur qui conduisent au développement d’une MICI.
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3.7. Microbiote et MICI

Le microbiote est un facteur clé de la physiopathologie des MICI puisque de trés nombreuses
études montrent une dysbiose intestinale chez les patients (Manichanh, 2006; Miyoshi et Chang,
2017). Ce déséquilibre ne concerne pas seulement les bactéries, on observe également des
altérations du compartiment fongique, marquées par une diminution de la biodiversité, de la
composition et une désorganisation totale du microbiote provoquant une surproduction de
cytokines inflammatoires (Figure 31) (Sokol et al., 2008, 2017).
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Figure 31 : Dyshiose intestinale observée chez les patients atteints de MICI (d’aprés Kokten et al.,
2016). La dysbiose correspond a un déséquilibre entre les bactéries dites « protectrices » du microbiote
intestinal et les bactéries « délétéres ». 1l en résulte une surproduction de cytokines pro-inflammatoires
majorant la réponse immunitaire et donc ['inflammation.

En effet, I’inflammation chez les patients MICI touche particulierement les zones de fortes
concentrations en micro-organismes, a savoir 1’iléon distal et le c6lon (Elson et al., 2005). On
observe notamment chez ces patients une diminution des Firmicutes par rapport a des témoins
sains (Frank et al., 2007), et en particulier la perte de Faecalibacterium prausnitzii (une bactérie
sécretant une protéine aux effets anti-inflammatoires par inhibition de la voie NF-kB sur des
modeles de colites expérimentales) qui semble étre prédictive des recidives post-opératoires de
la MC, de méme que de faibles taux fécaux de micro-organismes (Rajca et al., 2014) (Figure
32).

Parallélement, on observe une augmentation de E.coli adhérente invasive (AIEC) chez 36 %
des sujets atteints de MC (Darfeuille-Michaud et al., 2004). Cette bactérie intracellulaire est
capable de survivre et se multiplier dans les macrophages sans induire de mort cellulaire, ces

derniers sécrétent alors des taux élevés de TNF-o (Palmela et al., 2018).
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Figure 32 : Comparaison microbiote intestinal *'sain"* au microbiote observé chez les patients atteints
de MICI (adapté de Peterson et al., 2008). La distribution des phylas bactériens prédominants dans le

tractus digestif est représenté depuis [’iléon aux selles : [’abondance relative des bactéries a été mesurée
chez 5405 patients MICI et 13 000 témoins.

Dans la plupart des modeles murins, la présence du microbiote intestinal est nécessaire au
développement d’une colite spontanée ou induite (Elson et al., 2005). 1l est également décrit
chez la souris qu’une mutation du géne NOD2 est associée a une dysbiose (Natividad et al.,
2012). Le développement du modéle TRUC (T-bet-/- RAG2-/- ulcerative colitis) a permis de
découvrir de facon inattendue que le facteur de transcription T-bet (régulateur des programmes
génétiques de I’immunité innée et adaptative) influence le microbiote intestinal : la perte de ce
facteur influence les populations bactériennes rendant le microbiote « colitogene » et
transmissible a des hotes sans prédisposition génétique (Garrett et al., 2007).

Afin de valider les observations faites chez les patients MICI, notamment le déficit en
F.prausnitzii (une bactérie appartenant au groupe Clostrifium V) (Sokol et al., 2009), 17
souches bactériennes appartenant aux clusters Clostridium ont été administrées par voie orale a
des souris adultes chez qui une colite a été chimio-induite au TNBS (Acide 2,4,6-
trinitrobenzénesulfonique) par voie rectale : I’atténuation de la colite a été observée (Atarashi
etal., 2013).

D’autre part, ’analyse métabolomique de prélevements fécaux a récemment montré des
niveaux réduits de méthylamine et de triméthylamine ainsi qu’une quantité élevée d’acides
aminés. Une dysbiose affectant 1’absorption des nutriments pourrait &tre impliquée mais reste

a demontrer (Marchesi et al., 2007).
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Introduction

3.8. Mécanismes cellulaires

e Systéme immunitaire

Dans le contexte pathologique des MICI, I’équilibre entre le microbiote intestinal et son hote
est rompu. Bien que les mécanismes déclenchants soient encore mal compris, on sait que
I’inflammation de la muqueuse et les 1ésions intestinales observées sont la conséquence d’une
activation excessive du systéme immunitaire qui résulte de la dysbiose intestinale d’une part,

et de la perte d’intégrité de la barriére muqueuse d’autre part (Figure 33).
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Figure 33 : Comparaison entre une muqueuse saine et inflammeée atteinte de MICI (d'aprés Sommer
et al., 2017). La dysbiose du microbiote intestinal conjointement a la perte d’intégrité de la barriére
intestinale (diminution de la seécrétion de mucus et dégradation des jonctions cellulaires) conduisent a
une hyperperméabilité intestinale, favorisant l’invasion de la lamina propria a laquelle le systéeme
immunitaire répond en activant les voies inflammatoire Thl, 2 et 17. AGCCs : Acides Gras a Chaine
Courte, CD : cellules dendritiques, M¢ : macrophage.
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La dysbiose conduit a une surreprésentation des micro-organismes « délétéres » (pro-
inflammatoires) par rapport aux bactéries « protectrices ». Cette perte d’homéostasie du
microbiote intestinal est aggravée par une perte de I’intégrité de la barri¢re intestinale. La baisse
de sécrétion de mucus par les cellules en gobelet et de défensines par les cellules épithéliales et
les cellules de Paneth, conduit a la possibilité de contacts directs et prolongés entre les bactéries

et I’épithélium.

Finalement, la perte de certaines jonctions serrées entre les cellules de 1’épithélium rend la
barri¢re intestinale perméable aux bactéries intestinales et permet 1’invasion de la lamina
propria (Khor et al., 2011). Par conséquent, la dysbiose intestinale et la perte d’intégrité de la
barriére muqueuse vont donc conjointement faciliter I’invasion de la muqueuse et déclencher
I’activation du systéme immunitaire en réponse a I’activation par les antigénes bactériens des
récepteurs TLR et NOD2 des cellules épithéliales, mésenchymateuses et des macrophages et la

sécretion de cytokines pro-inflammatoires (IL1f, IL-6 et IL-8).

Ces cytokines induisent la maturation et la migration vers les ganglions lymphatiques des
cellules dendritiques qui vont synthétiser de 1’IL-12 pro-inflammatoire au lieu de 1’IL-10 anti-
inflammatoire (produite habituellement en réponse aux antigénes commensaux). Les LT naifs
CDA4+ vont alors se différencier en LT effecteurs (LTh1, LTh2 et LTh17) sous I’action d’IL-6
et IL-12 qui vont amplifier I’'inflammation en libérant eux aussi des cytokines pro-

inflammatoires telles que IFNy, TNF-a, IL-1B, et IL-17 (Mowat, 2003).

e Autophagie

L’autophagie est un mécanisme ubiquitaire responsable de la dégradation des constituants
cellulaires par le lysosome. Ce processus peut étre déclenché par les infections microbiennes,
mais aussi I’accumulation de proteines malformées dans 1a cellule ou encore le stress oxydatif.
Il permet le maintien de I’homéostasie cellulaire en recyclant les composants et organites
endommagés de la cellule. Il est également impliqué dans le développement du systéeme

immunitaire (via la présentation antigénique par les CMH).

Lorsqu’une bactérie est reconnue comme pathogene par les cellules de 1’épithélium intestinal,
elle active une cascade immunitaire afin qu’elle soit éliminée. Apres avoir été reconnue par
divers récepteurs (NOD et TLR) au niveau des macrophages ou des cellules épithéliales, elle

est internalisée pour étre dégradée par le lysosome.
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Le role de I’autophagie ne se limite pas a I’élimination des micro-organismes ayant envahis la
mugqueuse. Elle participe également a la présentation d’épitopes de la bactérie digérée aux autres

cellules de I'immunité (LTh, LT cytotoxiques, macrophages) afin de les activer.

On distingue trois formes d’autophagie (Figure 34). La micro-autophagie correspond a
I’encapsulation du composé a dégrader par invagination directe de la membrane lysosomiale.
La macro-autophagie nécessite la formation autour de 1’élément a dégrader d’un
autophagosome a double membrane, qui fusionnera avec le lysosome pour former une structure
appelée autolysosome qui déverse son contenu dans le lysosome afin qu’il y soit dégradé. Enfin,
I’autophagie médiée par les protéines chaperonnes (CMA) permet une dégradation spécifique

par le lysosome de composeés cytosoliques (Yang et al., 2015).
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Figure 34 : Présentation des trois voies de I’autophagie (d'apres Cuervo, 2011). La macro-autophagie
(a) caracteérisée par l’internalisation de la bactérie dans une structure membranaire (phagosome) qui
fusionnera avec le lysosome. La micro-autophagie (b) qui correspond a l'internalisation directe par le
lysosome de composants cytoplasmiques par invagination de sa membrane. L’ autophagie médiée par
les protéines chaperonnes (c) permettant I’ adressage au lysosome de protéines cytosoliques malformées
possedant un motif (KFERQ) grace aux protéines chaperonnes HSPA8 et HSC70 et au récepteur
membranaire LAMP-2A. Une fois dans le lysosome, les protéines sont dégradées par les enzymes
lysosomales.
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La voie de la macro-autophagie (Figure 35) fait intervenir de nombreux médiateurs : tout
d’abord elle est induite par le complexe ULK1 (unc51-like kinase) — FIP200 et ATG13 dont
I’activité est régulée par la protéine mTOR (inhibiteur de 1’autophagie). Ce complexe permet
d’initier la formation du phagophore (une structure membranaire isolée). L’élongation de cette
structure est assurée par le complexe protéique ATG5, ATG12, ATG16L1 et LC3 et permettra
d’enfermer les éléments a dégrader dans 1I’autophagosome qui pourra finalement fusionner avec

le lysosome de la cellule ou son contenu sera dégradé (Patel et Stappenbeck, 2013).
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Figure 35 : Présentation du mécanisme séquentiel de la macro-autophagie (adapté de Patel et
Stappenbeck, 2013). L’initiation de la formation du phagophore (a) est induite par le complexe
ULK1/ATG13/FIP200. Cette structure membranaire est ensutie isolée par le complexe PI13K (b) avant
d’étre allongée grace au complexe formé par les protéines LC3/ATG5/ATG12/ATG16L1 afin de former
un autophagosome. Cette structure fusionne avec le lysosome de la cellule (d) afin d’en dégrader le
contenu.

La CMA permet de dégrader les protéines présentant des anomalies structurales ou oxydées.
Son role est determinant en particulier dans un contexte de carence nutritionnelle car elle permet
de recycler les acides aminés. C’est une forme de dégradation plus sélective que la macro-
autophagie. En effet, les protéines dégradées par cette voie contiennent le motif peptidique
KFERQ en position C terminale. Ce motif est spécifiguement reconnu par le complexe de

protéines chaperonnes HSC70/HSPAS afin d’initier I’adressage vers le lysosome.
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Au niveau de la membrane lysosomale, ce complexe [Protéine/HSC70/HSPAS8] est alors
reconnu par le récepteur LAMP-2A présent a la surface du lysosome. En présence de son
partenaire HSPA8 lysosomal (HSPA8ys), ce récepteur LAMP-2A permet I’entrée de la protéine
a dégrader dans le lysosome (Wang et Muller, 2015).

D’autres protéines chaperonnes, telles que HSP90, sont impliquées dans 1’autophagie, mais
également dans les différentes réponses au stress cellulaire. Des dysfonctionnements dans le
processus autophagique contribuent a la pathogenése des MICI (Figure 36)

Chez les patients souffrants de MICI, des perturbations dans ce mécanisme engendrent un
défaut d’¢élimination des agents pathogenes, qui s’accumulent et favorisent ainsi la dysbiose
intestinale. Finalement, ces anomalies conduisent a une réponse exacerbée du systeme
immunitaire intestinal.
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Figure 36 : Autophagie et régulation immunologique dans la pathogénése des MICI (Nys et al.,
2013). L’autophagie interagit avec les étapes essentielles de la réponse immunitaire . Ce Processus
catabolique facilite la détection et [’élimination des pathogénes. Lors de ['activation des PRR
(« Pattern Recognition Receptor ») [’autophagie pourrait étre induite comme un mécanisme effecteur
pendant que les SLR (« sequestosome 1/p62-like recepteor ») intracellulaires ciblent les pathogenes de
facon directe vers les autophagosomes. L’élimination autophagosomale des organites défectueux
(mitochondries libérant des ROS : especes réactives de l’oxygene et de I’ADN double brin) régule ainsi
[’activation de l’inflammasome. L’ autophagie pourrait également contribuer a la sécrétion inhabituelle
de composes microbiens et médiateurs inflammatoires. Finalement les autophagosomes fusionnent avec
les lysosomes ou le contenu y est dégradé et les peptides générés peuvent ensuite étre acheminés vers la
membrane pour la présentation antigénique de CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) de classe
Il entrainant la régulation de la réponse immunitaire adaptative.
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3.9. Prise en charge des MICI

Ces pathologies etant cryptogénétiques, la prise en charge thérapeutique actuelle ne permet pas
de guérison mais peut limiter la fréquence et la sévérité des poussées. Le diagnostic d’une MICI
est difficile a établir, il reste incertain pendant parfois plusieurs années, si bien qu’il peut étre
récuse 5 ans apres sa découverte. En effet, 22,5% des patients initialement diagnostiqués atteints
de colite indéterminée, 5,4% des patients diagnostiqués MC et 6,2% des cas de RCH ne sont

finalement pas atteints de MICI (Henriksen et al., 2006).

Le diagnostic est généralement établi en période de poussée, mais les patients souffrent de
signes peu spécifiques et de facon intermittente, il est donc difficile d’évaluer avec précision la
pathologie. De ce fait, de tres nombreux scores ont été développés pour comparer la sévérité et

évaluer au mieux I’évolution de la maladie chez un méme malade (Marteau et al., 2003).

L’éducation thérapeutique des patients est primordiale ; elle est réalisée par tous les
professionnels de santé et un soin particulier doit étre apporté pour aider le patient a mener une
existence « normale ». En effet, au vu du caractere chronique et incurable de ces pathologies,
pour garantir une bonne observance des traitements il est important d’accompagner les patients
au mieux d’un point de vue psychologique (Dalibon, 2015). Les associations de patients telle
que I’AFA en France, tiennent une place importante et sont de véritables partenaires aussi bien

pour les autorités de santé que pour les professionnels impliqués (Louis et Marteau, 2019).

En dehors des complications graves et situation d’urgence (drainage des abces, occlusions,
péritonites...) la chirurgie est réservée aux malades résistants au traitement bien conduit. Elle
consiste en I’exérese des lésions inflammatoires et doit étre la plus limitée possible tout comme
le recours aux stomies, le plus souvent provisoire, mais non rare et impactant fortement la

qualité de vie des patients (Caillo et Bourgaux, 2019).

L’alimentation n’est actuellement que peu prise en charge malheureusement, les seules
recommandations actuelles sont de conserver une alimentation diversifiée et équilibrée
(Hébuterne, 2019). Dans la MC, I’alimentation entérale a débit continu et la nutrition
parentérale exclusive ont pourtant une efficacité démontrée en traitement des poussées, en
particulier chez I’enfant et aident a corriger la dénutrition associé¢e a la maladie (Wedrychowicz
et al., 2016). Dans la RCH, un régime d’épargne intestinale (restriction des fruits et legumes)

peut étre transitoirement mis en place lors des poussées les plus marquées (HAS, 2008).
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L’accompagnement nutritionnel est pourtant capital car les MICI peuvent avoir un
retentissement important sur 1’état nutritionnel : dénutrition, carences en vitamines et
micronutriments (Hébuterne, 2019). On sait aujourd’hui que de nombreux nutriments ont un
effet sur I’intestin : les régimes gras et sucrés favorisent la perméabilité intestinale (Martinez-
Medina et al., 2014), les acides gras saturés activent la voie TLR4 (Rocha et al., 2016), et la
consommation d’antioxydants réduit le risque d’inflammation de la muqueuse (Pierre et al.,
2018).

D’autre part, des modeéles animaux confirment ce lien entre alimentation et MICI: la
consommation de régime hyperlipidique chez des souris TNFAREWT (modele de MC iléales)
provoque une apparition plus précoce de la colite (Gruber et al., 2013), de méme qu’il aggrave
les colites spontanément développées par les souris Mdrla’ (Paik et al., 2013).

Le r6le de la consommation de sucres raffinés dans 1’apparition de la maladie de Crohn a été
souligné mais manque encore de preuves suffisantes (Sakamoto et al., 2005). De plus, I’étude
prospective européenne EPIC (European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition)
a analysée de maniere globale la composition du régime alimentaire de 121 patients atteints de
MC et 484 atteints de RCH. Elle montre qu'un profil alimentaire riche en légumes est
inversement associé au risque de MC. Des analyses complémentaires sont en cours pour mieux
caractériser le type de légumes associé a la diminution du risque. L'effet protecteur pourrait étre
médié par I'Aryl Hydrocarbon Receptor ou par le maintien d'une eubiose (Racine et al., 2014).
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Partie 2

HYPOTHESES ET OBJECTIFS
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L’augmentation de I’incidence des MICI dans les pays industrialisés (qui sont caractérisés la
consommation de régimes alimentaires riches en sucres et en graisses) et I’implication de la
composante environnementale dans leur physiopathologie mettent en avant I’impact majeur de

I’alimentation sur la survenue et/ou I’aggravation de ces pathologies (Racine et al., 2016).

Ceci est conforté par 1’existence de similitudes entre I’obésité et les MICI : tout d’abord, ce sont
deux pathologies chroniques, qui touchent les hommes et les femmes de tout age. Ensuite, on
constate que dans les pays occidentaux, la prévalence des MICI a suivi la méme courbe
ascendante que celle de I'obésité (Blain et al., 2002 ; Cosnes et al., 2011). Il a été montré que
I’obésité est un facteur aggravant des MICI (Mendall et al., 2018; Singh et al., 2017) et qu’un
IMC éleve est associé a de nombreuses complications de ces pathologies (Harper et Zisman,
2016). Par ailleurs, les dernieres données épidémiologiques démontrent que le surpoids et les

MICI touchent des patients de plus en plus jeunes (Ng et al., 2014) .

Ces similitudes soulignent I’implication de 1’alimentation dans la pathogénie des MICI et cette
hypothése est renforcée par le fait que I’obésité mais également la dysbiose du microbiote
intestinal engendrent divers problémes de santé, en particulier des pathologies inflammatoires
chroniques : arthrose, obésité, spondylarthrites (Breban et al., 2017) et certains cancers (Hruby
et Hu, 2015).

D’autre part, les résultats de 19 études multicentriques montrent qu’un apport alimentaire élevé
en graisses augmenterait le risque du développement des MICI (Hou et al., 2011). Ainsi, il
existe une association entre le risque de MC et les IMC élevés qui définissent 1’obésité (Mendall
et al., 2011)(Harpsge et al., 2014). Un IMC élevé est également associé a une évolution
défavorable des MICI, un risque plus élevé de rechutes, d’abeés, de complications
chirurgicales et d’hospitalisations (Blain et al., 2002) (Hass et al., 2006).

De nombreuses hypothéses sont a 1’étude comme 1’implication du microbiote qui semble étre
modifié dans de trés diverses pathologies chroniques. L’alimentation ne peut plus étre ignorée
puisqu’elle module directement le microbiote intestinal et que lui-méme est implique dans de

nombreuses pathologies qui touchent particulierement les pays industrialisés (Figure 37).
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Figure 37 : Hypothese du lien alimentation, microbiote intestinal et MICI (d'aprés Khalili et al.,
2018). Le régime « Western Diet » pourrait augmenter le risque de MICI contrairement au régime
méditerranéen bien que le mécanisme exact sous-entendant I’association entre régime alimentaire et
MICI reste inconnu. L hypothése repose sur les modifications du microbiote et de la barriéere intestinale
observées dans les régimes occidentaux qui semblent provoquer un environnement pro-inflammatoire
caractérisé par un déséquilibre entre le ratio de cellules Thelper 17 (Tn17) et les cellules régulatrices
Treg.

@
®

Notre hypothése est qu’une alimentation hypercalorique pourrait favoriser une flore
intestinale délétére accélérant et/ou aggravant la colite et activer des mécanismes cellulaires
déléteres de la pathogénie des MICI alors qu’a I’inverse, un régime hypocalorique tel que le
jelne pourrait protéger et/ou diminuer la sévérité de I’inflammation intestinale, en limitant
d’une part la dysbiose, et d’autre part l'activité de mécanismes cellulaires délétéres de la

pathogénie des MICI.

L’objectif de mon travail de thése est de mieux comprendre les liens entre I'apport alimentaire,
la composition du microbiote intestinal, la sévérité d'une colite chimio-induite et la régulation
de I’activité de mécanismes clés dans la pathogénie des MICI afin d’améliorer la prise en charge

de ces patients.
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Pour vérifier ces hypothéses nous avons mis en place plusieurs protocoles in vivo. Une
premiere approche préliminaire visait a évaluer les effets différentiels des sucres et des graisses
en utilisant deux régimes hypercaloriques (hyperlipidique et hyperglucidique) lorsqu’ils sont
consommeés durant huit semaines chez des souris males et femelles (afin de tenir compte des

différences entre les deux sexes).

Les sucres rapides contribuent en moyenne a 9,5 % de 1’apport énergétique des adultes francais
et 41 % des adultes dépassent le seuil de recommandation de OMS qui est de 10 % de

I’apport énergétique journalier (Lluch et al., 2017).

En effet, tres reccemment, I’organisation internationale pour 1’étude des MICI (IOIBD) a publiée
des recommandations diététiques, résultant d’un consensus établi par le groupe de travail
nutrition de 1’organisation IOIBD (Levine et al., 2020). Cette revue souligne le manque de
preuves concernant les sucres raffinés mais les auteurs espérent établir des recommandations
plus solides dans un avenir proche puisqu’en raison de 1’absence d’essai contrdlé randomisé
(Levine et al., 2020). Aussi, une étude portant sur un régime d’exclusion des sucres raffinés
(saccharose et fructose) a démontré une amélioration clinique et endoscopique des symptémes
chez des enfants atteints de MC (Cohen et al., 2014).

C’est pourquoi nous avons choisi dans un second temps de nous intéresser plus particulierement
au régime enrichi en sucre et d’étudier ses effets a long terme (16 semaines) ainsi que le
potentiel effet réversible de ce régime en réduisant la consommation de sucre apres 8 semaines
de régime hyperglucidique. Enfin, puisque le saccharose est composé d’une molécule de
glucose et de fructose, nous avons étudié 1’effet différentiel de ces deux sucres sur un modeéle

cellulaire d’épithélium intestinal.
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Partie 3

MATERIELS ET METHODES
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1. Expérimentation animale

1.1. Choix du modele animal

Les souris C57BL/6 sont les plus largement utilisées pour 1’étude des maladies humaines,
suivant les recommandations de I’ « US National Committee on Ethics Reflection Experiment »
décrites dans le « Guide for care and use of laboratory animals » (National Research Council
(US) Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
2011). Cette souche C57BL/6 est obtenue par croisement consanguin et constitue ainsi une
lignée stable. Elle posséde de bonnes capacités de reproduction et la facilité de son élevage en
fait la souche la plus répandue dans les animaleries de laboratoire. C’est aussi la premiére lignée
dont le génome a été entierement séquencé en 2002 (Gunter et Dhand, 2002). Par ailleurs, elle
sert également de base pour le développement de nombreux modéles transgéniques de souris
mimant des pathologies métaboliques dont certains pourraient étre utilisés dans le cadre du
projet du laboratoire notamment les souris Nod2™", principal géne de susceptibilité de la MC
(Nancey et al., 2017).

1.2. Conditions d’élevage

Les souris sont ¢élevées dans un local fermé de I’animalerie ou la température ambiante est
maintenue a 22-23°C et I’hygrométrie inférieure a 40 %. La piéce est maintenue en surpression
afin de limiter les éventuelles contaminations et chaque cage est reliée a un systéeme de filtration
d’air (SmartFlow Teniplast®). Un cycle de lumiére/obscurité de 12h est instauré selon les
réglementations du Comité National de Réflexion d’Ethique sur I’Expérimentation (décrites
dans le « Guide for care and use of laboratory animals »). Les souris sont maintenues dans des
cages disposant de produits d’enrichissement ou elles ont un acces libre a 1’eau ainsi qu’a la
nourriture. Le projet a recu un avis favorable du comité d’éthique lorrain CELMEA n°66

(dossier APAFIS9027) et validé par le ministére.
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1.3. Protocole préliminaire MICICAL 2017

Des souris agées de 9 semaines ont été nourries avec 3 régimes alimentaires differents (Figure
38). Les animaux ont été répartis en 3 groupes de 8 males et 8 femelles et distribués par groupes
de 4 animaux par cages. Le régime utilisé pour 1’entretien des souris dans 1’animalerie a été
utilise comme référence (A04, SafeDiets, Augy, France). Apres deux semaines d’acclimatation,
les régimes hyperglucidique (enrichi a 30% en saccharose, U8960, SafeDiets, Augy, France) et
hyperlipidique (60% de 1’énergie apportée par les lipides, U8957, SafeDiets, Augy, France) ont
été administrés pendant 8 semaines. Les animaux ont été pesés de facon hebdomadaire, le sang

et les selles ont été prélevés tous les mois.
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Figure 38 : Schéma général du projet préliminaire MICICAL 2017. Etude in vivo de I'influence des
graisses, du sucre et du jelne sur la colite expérimentale. Des groupes de 4 souris males et 4 souris
femelles ont été soumis a différents types de régimes alimentaires avant d’induire une colite en
administrant du Sulfate de Sodium Dextran (DSS).

1.4. Protocole MICICAL 2018

Un second protocole a permis de répliquer et compléter nos résultats. En raison des résultats
complexes du protocole préliminaires, nous avons choisi de cibler les méles dans un premier
temps. Nous avons donc mis en place un protocole plus long (16 semaines) ainsi que deux
régimes alternant hyperglucidique et retour & un régime normal afin d’étudier un éventuel effet
« memoire » du microbiote et la possibilité de corriger les effets du régime hyperglucidique
(Figure 39). Les animaux ont été suivis quotidiennement et pesés individuellement de fagon

hebdomadaire tout au long du protocole.
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Figure 39 : Schéma du protocole animal MICICAL 2018. Etude in vivo de I'influence du régime
hyperglucidique sur la colite expérimentale. Des groupes de 5 souris males ont été soumis a différentes
durées de régime hyperglucidique (HG) et régime contréle (C). DSS : Dextran Sulfate Sodium.

1.5. Protocole MICICAL 2019

En raison d’un épuisement des échantillons nous avons eu besoin de répliquer le protocole
animal (Figure 40). Aussi, la littérature sur le sujet avait mis en évidence un lien entre
I’hyperglycémie et la perméabilité intestinale nous avons donc ajouté différentes procédures
sur ce protocole in vivo : une mesure de la perméabilité intestinale a 1’aide de FITC-Dextran
(procédure détaillée en 1.9) ainsi qu’une analyse de la lipocaline fécale (procédure 3) et des

cellules immunitaires par cytométrie de flux (procédure 4).
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Figure 40 : Schéma du protocole animal MICICAL 2019. Etude in vivo de I'influence du régime
hyperglucidique sur la colite expérimentale. Des groupes de 4 a 6 souris méles ont été soumis a 8
semaines de régime hyperglucidique (HG) ou contrdle A04.DSS : Dextran Sulfate Sodium.
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1.6. Préléevements in vivo

Au cours des différents protocoles, les selles des souris ont été prélevées de maniére
individuelle une fois par semaine (souris isolées le temps du prélévement puis selles fraiches
immédiatement congelées a -80°C). Le sang des souris a également été prélevé mensuellement
dans la veine sous-mandibulaire (sous anesthesie ; Golde, Gollobin et Rodriguez, 2005) dans
des tubes héparinés avec gel séparateur de plasma ou sur tube au fluorure de sodium
(Microtainer® BD medical, Franklin Lakes, NJ) puis immédiatement centrifugé 3 minutes a
2000 xg et & température ambiante puis le plasma a été congelé a -80°C.

1.7. Traitement colitogéene

Le sulfate de dextrane sodique (DSS) est un produit chimique permettant d’induire
experimentalement une colite mimant celle observée chez les patients souffrants de MICI. En
effet, la prise orale de DSS entraine des Iésions au niveau de 1’épithélium intestinal. Celles-ci
favorisent le contact entre la flore intestinale et 1I’épithélium. Ce dernier engendre ’activation
du systéme immunitaire intestinal et le recrutement de cellules inflammatoires. C’est un modele
expéerimental hautement reproductible et couramment utilisé au laboratoire comme dans la
littérature (Kokten et al., 2018).

Régime standard Régimes hypercaloriques

A A
J11J2 J3 )4 )5
Allaitement | | ! \ . _ J10
Naissance Sevrage Puberté DSS 3% Coloscopie
3 semaines 8-9 semaines 16 semaines Mise a mort

Figure 41 : Chronologie des protocoles expérimentaux. Les animaux sont soumis aux régimes a partir
de l’dge de la puberté pendant une durée de 8 semaines puis le traitement colitogene est administré
durant 5 jours et les animaux sont mis a mort & J10. Les souris non traitées avec le DSS (Sulfate de
Dextran Sodique) ont été utilisées comme référence.

Aprés chaque régime alimentaire, la moitié des souris pour chaque groupe ont été traitées durant
5 jours avec du DSS dilué a 3 % (m/v) dans I’eau de boisson (PM 36000-50000 MP
Biomedicals®, Strasbourg, France) afin d’induire chimiquement une colite. Aprés 5 jours de
traitement, la solution de DSS est remplacée par de 1’eau claire durant 5 jours (le processus
inflammatoire s’auto-entretient apres traitement) et toutes les souris sont finalement mises a

mort & J10. La chronologie du protocole est présentée dans la Figure 41.
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1.8. Score clinique d’inflammation

Durant ces 10 jours, chaque animal a été pesé quotidiennement, son état général a été observé
afin d’établir un score clinique d’inflammation ou score DAI pour « Disease Activity Index »,
permettant d’évaluer la sévérité de la colite (Cooper et al., 1993). Ce score s’appuie sur trois
criteres : la perte de poids, la consistance des selles (normales, molles, diarrhée) ainsi que la
présence ou non de sang dans les selles ou de rectorragie (Tableau X). Aprés avoir évalué
chaque critére, le score DAI est calculé en faisant la moyenne des scores obtenus chaque jour,

pour chacune des souris.

Tableau X : Criteres utilisés pour calculer le score DAI « Disease Activity Index » (d'aprés Murthy
et al. 1993). Le DAI correspond aux scores combinés (poids, selles, saignement) / 3.

Score  Perte de Consistance des selles Saignement,

poids (%0) Rectorragie
0 0 Normales (crottes bien moulées) Négatif
1 1-5 Molles (pateuses mais qui ne collent pas a I’anus) Négatif
2 5-10 Molles (pateuses mais qui ne collent pas a I’anus) Sang dans les selles
3 10-15 Diarrhée (liquide qui colle a ’anus) Sang dans les selles
4 >15 Diarrhée (liquide qui colle a I’anus) Saignement rectal

1.9. Mesure de la perméabilité intestinale

Afin d’évaluer la perméabilité intestinale in vivo, le marqueur FITC-Dextran 4kDa (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) dissout dans du PBS (80mg/mL) a été administré par voie orale a la
dose de 60 mg/100g de poids corporel. Ce marqueur est classiquement utilisé pour étudier la
perméabilité colique (Thaiss et al., 2018). Les souris ont été mise a jeun 4 heures avant le
gavage, puis le sang a été prélevé 4 heures aprés sur des tubes héparinés (Microtainer® BD
medical, Franklin Lakes, NJ). Aprés centrifugation 5 minutes a 10 000 xg, le plasma est
immediatement placé dans des tubes opaques (le FITC étant sensible a la lumiére). La
fluorescence est ensuite dosée a 1’aide d’un lecteur de plaque (Spectramax ID3, Molecular
Devices, USA ; longueurs d’ondes excitation 485 nm émission 530 nm) et comparée & une

courbe standard préparée dans du plasma.

1.10. Examen coloscopique

A P’issue du protocole in vivo, les animaux ont été anesthésiés par inhalation d’isoflurane 3 %
(Abbvie Forene®), produit volatil d’anesthésie générale distribué dans de 1’oxygéne a I’aide

d’un appareil d’anesthésie mobile distribuant le gaz dans un masque.
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Une fois 1’animal anesthésié, une coloscopie est réalisée a 1’aide d’un endoscope adapté pour
le petit animal de laboratoire (Karl Storz® Endoskope 200903-31). La procédure permet de
visualiser les éventuelles Iésions au niveau du c6lon distal (environ 4 cm) et du rectum a 1’aide
d’un mini endoscope rigide Stroz Hopkins II® (longueur 30 cm, diamétre 2mm ; Storz) couplé
a un systeme de caméra Coloview (lampe au xénon 175 et caméra Endovision SLB Telecam
Storz®). De I’air est insufflé via une canule ainsi que de I’eau a ’aide d’une pompe a basse
pression (Rena air 200 ; Rena®). Les images sont observées sur un ordinateur relié au moniteur

et enregistrées avec un logiciel de capture vidéo (Studio Movie Board Plus®, Pinnacle).

Les vidéos sont ensuite analysées en aveugle par au moins deux expérimentateurs différents
formés par un gastro-entérologue du CHRU de Nancy-Brabois afin d’établir un score
endoscopique d’inflammation (UCEIS : « Ulcerative Colite Endoscopic Index of Severity »)
prenant en compte la vascularisation de la paroi (visibilité du réseau vasculaire), les
saignements (superficiels ou profonds) et 1’érosion ou 1’ulcération de la muqueuse (dépdts de
fibrine, ou Iésions creusantes de la muqueuse) permettant ainsi d’évaluer la sévérité de la colite.
Les critéres d’établissement de ce score sont détaillés dans le Tableau XI, le score total

correspond a la somme des 3 criteres (Travis et al., 2012).

Tableau XI : Critéeres utilisés pour calculer le score UCEIS : « Ulcerative Colite Endoscopic Index of
Severity » (d'apres Travis et al. 2012). Le score final est la somme de chaque critére.

Description Score Définition
1 : Normal Réseau vasculaire normal, capillaires et arborisation
vasculaire clairement visible ou avec perte légére des

. marges capillaires
Vascularisation 9 P

2 : Partiellement Réseau vasculaire partiellement visible, oblitération
oblitéré irréguliére

3: Oblitéré Oblitération compléte du réseau vasculaire

1: Pasde Pas de sang visible

saighement

2 : Muqueux Quelques taches ou stries de sang coagulé sur la surface de

la muqueuse, qui peut étre lavé
Saignement | 3: Luminal léger Présence de sang liquide dans la lumiére
4 : Luminal modéré Présence franche de sang dans la lumiére devant
ou sévere I’endoscope, suintement visible de la muqueuse apres avoir
lavé le sang intraluminal ou suintement visible d’un
mugueuse hémorragique

1 : Pas d’érosion Mugqueuse normale, pas d’érosion ou d’ulcération visible
2 : Erosions Petites (< 5 mm) Iésions dans la muqueuse, de blanche ou

. jaune, aux bords plats

Erosions et ) PR : 2

P 3 : Ulcération Zones importantes (> 5 mm) lésées dans la muqueuse,

ulcerations . X . L . o
superficielle ulceres discrets couverts de fibrine mais restent superficiels
4 : Ulcération Lésions excavées, profondément creusées dans la
profonde mugqueuse, avec bord légérement étiré
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1.11. Prélevements et préparation des echantillons biologiques

Apres I’examen endoscopique, les animaux sont mis a mort par décapitation. Différents
segments du tube digestif ont ensuite été prélevés : duodénum, jéjunum, iléon, cblon ainsi que
la graisse mésentérique, le foie et le sang. La rate a été prélevée et pesée avant d’étre congelée.
Le colon a été mesuré avant d’étre coupé en fragment. Les fragments intestinaux ont été ouverts
de maniére longitudinale puis lavés au PBS 1X (2,7 mM KCI, 140 mM NaCl, 6,8 mM
Na:HPO4.2H20, 1,5 mM KH2PO4, pH 7,4).

Les tissus destinés a I’extraction protéique ont ét¢ immédiatement congelés dans 1’azote liquide
puis stockés a -80°C. Ceux destinés a I’histochimie (un fragment de co6lon et un fragment de
jéjunum) sont fixés dans du paraformaldéhyde 4 % durant une nuit a 4°C, et un morceau est
conservé dans 1’éthanol dans 1’attente d’étre inclus en paraffine et envoyé en anatomopathologie
au CHRU pour établir un score histologique. L’autre partie est déshydratée dans une solution
de sucrose avant d’étre inclus dans du TissueTEK pour coupes congelées (Richard-Allan
Scientific™ Neg-50™ ThermoFischer Scientific) puis conservées a -80°C avant de réaliser des

coupes au cryostat pour une analyse en immunofluorescence ultérieure.

2. Etude histologique

Apres fixation des échantillons de cdlons dans la paraffine, des coupes ont été réalisées au
microtome. Les lames ont été colorées a I’hématoxyline-éosine-safran (HES) avant lecture « en
aveugle » par deux anatomopathologistes des CHU de Nancy et Reims. Un score est ensuite
établi en s’appuyant sur six parameétres : I'infiltrat des cellules inflammatoires (polynucléés dans
la lamina propria), abcés cryptiques, absence des mucines, l'intégrité de I'épithélium, l'infiltrat
de cellules inflammatoires chroniques (cellules rondes dans la lamina propria) et irrégularités
architecturales des cryptes. Chague parametre est évalué sur une échelle de 4 points (Morson et
al., 2013; Riley et al., 1991)

3. Dosage de la lipocaline fécale

La lipocaline-2 (Lcn-2) est une protéine exprimee par les cellules immunitaires (neutrophiles)
et par les cellules épithéliales du tube digestif. C’est un marqueur présentant une excellente
corrélation avec la sévérité des colites expérimentales chez la souris (Barnich, 2017). En
complément des images endoscopiques, il permet d’objectiver la sévérité¢ de 1’inflammation

intestinale et est couramment utilise (Chassaing et al., 2012).
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Le dosage a été effectué grace a un kit ELISA (Duoset Lcn-2 ELISA kit, R&D Systems,
Minneapolis, MN). Les selles congelées ont été pesées avant d’étre reconstituées dans du PBS
contenant 0,1% de Tween 20 (100mg/mL) puis vortexées durant au moins 20 minutes afin
d’obtenir une suspension homogéne de matiéres fécales. Les échantillons ont ensuite été
centrifugés 10 minutes a 12 000 rpm et a 4°C. Le surnageant est collecté puis congelé a -20°C

jusqu’a I’analyse.

Une plaque 96 puits a été coatée avec 100 pL d’anticorps de capture Len-2 anti-souris dilué
(concentration de travail 4 pg/mL) dans le réactif de coating. Aprés une nuit d’incubation a
température ambiante et trois lavages avec 400 pL de tampon de lavage, la plaque est bloquée
avec 300 uL de réactif diluant dans chaque puit. Aprés minimum une heure d’incubation a

température ambiante, la plaque est lavée trois fois a nouveau.

Les échantillons sont ensuite dilués au 1/100°™ (1% BSA dans PBS, pH 7,2-7,4) puis déposés
dans les puits ainsi que la gamme étalon établie avec le contrdle fourni. La plague est incubée
2 heures avant d’étre lavée. L’anticorps de détection préalablement dilué¢ dans le réactif de

travail (concentration 500 ng/mL.) est ensuite ajouté (100 pL/puit) et la plaque incubée 2 heures.

Apreés lavage, la solution de Strepatavidine-HRP préalablement diluée 40 fois est déposée
(100uL/puit) et la plaque est incubée 20 minutes a 1’abri de la lumieére. Aprés lavage, 100 uL
de substrat (mélange 1 :1 de solution colorante A et B) sont déposés dans chaque puit et incubés
20 minutes a température ambiante et a I’abri de la lumiere. Enfin, la réaction est arrétée par
ajout de 50 puL de solution stop dans chaque puit. Apres agitation de la plaque, 1’absorbance est
mesurée a 450nm (correction a 540/570 nm pour corriger les imperfections optiques de la
plaque selon les recommandations du fabricant) a I’aide d’un lecteur de microplaques
(Spectramax ID3, Molecular Devices, USA). La concentration en lipocaline est déterminée a

I’aide de la courbe étalon et la quantité est rapportée a la masse de selles préalablement pesée.
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4. Etude des cellules immunitaires intestinales et spléniques

4.1. Préparation des échantillons

Les échantillons de cblon et de rate ont été lavés immédiatement apres le prélevement puis
conservés dans du milieu complet Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI, 10%

Sérum de veau feetal SVF, pénicilline/streptomycine ; Gibco™ Sigma Aldrich).

Les échantillons de rate ont été directement triturés dans du PBS froid afin de récupérer une
suspension cellulaire qui est ensuite filtrée (filtre nylon 70 uM) puis centrifugée 5 minutes a

300 xg et a 4°C. Le surnageant est éliminé et les cellules suspendues dans du PBS.

Pour les échantillons de célon, apres différentes mises au point, le protocole de digestion retenu
a été le suivant (Goodyear et al., 2014; Thaiss et al., 2018): le morceau de colon est d’abord
nettoyé au PBS puis dissocié (pour éliminer toute matiére fécale) dans une solution d’EDTA
2 mM a 37°C pendant 20 minutes sous agitation. Apres filtration, les échantillons sont lavés 20
minutes a 37°C dans une solution de DTT 200 mM et EDTA 5 mM dans du tampon Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS), permettant ainsi de retirer le mucus et les cellules épithéliales.
L’échantillon est ensuite filtré sur filtre nylon 70 pm (BD Biosciences, San Jose, CA) et lavé

au PBS dans une boite de pétri avant d’étre découpé en trés petits morceaux.

La digestion du tissu colique est réalisée dans une solution de collagénase (1 mg/mL) + 200
U/mL Dnase durant 45 minutes a 37°C. L’action de la collagénase est arrétée par ajout de milieu
complet (RPMI + 10% SVF). Aprés centrifugation 5 min a 300 xg et a 4°C le surnageant est
retiré et les cellules suspendues dans du PBS.

4.2. Cytometrie en flux

Les suspensions cellulaires ont ensuite été lavées et remises en suspension dans une solution de
PBS additionnée de 2% BSA pour une coloration directe. Les suspensions ont été incubées avec
un cocktail d’anticorps durant 30 min sur glace : B220-BB700, CD11b-PECy7, CD3-FITC et
CD45-APC pour les échantillons coliques et CD45-APC, CD3-BB700, NK.1.1-BVv500, CD19-
PECy7 pour la rate (tous les anticorps ont été obtenus aupres de BD Biosciences, Becton
Dickinson France S.A.S). Pour les mesures de viabilité, les cellules ont été incubées 20 minutes
a 4°C et a I’obscurité avec le marqueur Fixable Viability 700 (BD Biosciences, Becton
Dickinson France S.A.S).
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La stratégie de « gating » des sous-populations de cellules immunitaires est résumée dans la
Figure 42 (Hoving et al., 2018; Thaiss et al., 2018). Les données ont ensuite été acquises par
le Dr Huguette Louis avec un cytomeétre en flux Gallios (Beckman Coulter, Inc, Brea, CA) et

analysees avec le logiciel Kalusa (Beckman Coulter, Inc, Brea, CA).
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Figure 42: Stratégie d’analyse des cellules immunitaires spléniques et coliques. Stratégie
d’identification des cellules immunitaires spléniques (A) d’aprés Hoving et al., 2018. Tout d’abord un
marqueur de viabilité permet d’identifier les cellules vivantes. Puis, parmi ces derniéres sont identifiées
les cellules qui expriment la molécule CD45 correspondants aux cellules lymphoides et myéloides. Les
cellules exprimant a la fois CD45 et CD3 correspondent aux lymphocytes T parmi lesquels les cellules
exprimant CD45et NK1.1 correspondent aux Lymphocytes T « Natural Killer » NKT. Enfin, les cellules
exprimant CD45 et CD19 correspondent aux lymphocytes B. De la méme fagon, [’identification des
cellules de la muqueuse intestinale (B) a été réalisée d’apreés Thaiss et al., 2018.
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5. Analyses par Western blot

5.1. Broyage des tissus et extraction des proteines

Le travail a été effectué sur glace tout au long du protocole afin de limiter la dégradation des
protéines. Les échantillons ont été broyés a I’aide d’un mortier et d’un pilon dans I’azote liquide
afin de ne pas décongeler 1’échantillon biologique. Environ 50 mg de broyat sont prélevés et
suspendus dans 550 pL de tampon RIPA froid (50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl, 0,5 %
deoxycholate de sodium, 0,1 % SDS, 1 % NP-40, PMSF Sigma® 10 pL/mL, orthovanadate
NazVOs 10 uL/mL et PIC Photostop Roche®) ou de tampon Gerdy froid (5 mM Tris-HCI pH
7,6, 2 mM EDTA, 0,5 % SDS).

Pour les échantillons extraits au RIPA : apres une incubation de 10 minutes sur glace, les
¢chantillons ont été homogénéisés en réalisant plusieurs aspirations et refoulements a 1’aide
d’une seringue et d’une aiguille 23G (0,6x16mm). Puis, trois cycles de congélation (azote
liquide) et décongélation (bain marie 37°C) ont éte effectués pour une lyse compléte des cellules
avant une centrifugation a 18 000 xg pendant 30 minutes a 4°C. Le surnageant a été récupéré et
stocké a - 80°C. Concernant les échantillons extraits au Gerdy, ils ont été homogénéisés a

température ambiante par aspirations-refoulement puis passés au sonicateur 3 fois 10 secondes.

Sur les protocoles suivants, nous avons optimisé le broyage afin de limiter la perte et la
décongélation des échantillons : 25 mg de tissu congelé sont placés dans des tubes de lyse
contenant des microbilles de céramique (Precellys Lysing Kit Soft Tissue homogenizing CK14
Bertin Technologies®, France) ainsi que 275 pl de tampon RIPA. Les tubes sont ensuite placés
dans I’homogenéisateur (Precellys Bertin Technologies®) préalablement refroidi, durant deux
cycles de 10 secondes a 4000 xg.
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5.2. Dosage des protéines

Les protéines de chaque échantillon sont ensuite dosees au BCA (kit BCAssay Protein
quantification kit Interchim®). Le BCA est un réactif chromogeéne qui forme un complexe violet
visible a 570 nm par réaction avec les ions cuivreux Cu* formés par la réduction des protéines
en milieu alcalin. Ainsi, le kit permet de réaliser un dosage colorimétrique : la concentration en
protéines est déterminée a partir d’une gamme étalon de BSA (Bovin Serum Albumin) de

concentrations allant de 0 & 2000 pg/mL.

5.3. Electrophorése et immunodétection

Chaque échantillon contenant 20 g de protéines totales est chauffé 5 min a 100°C dans un
tampon de dénaturation Laemmli 2X (Bio-Rad, USA, + 5 % B-Mercaptoéthanol), avant d’étre
déposé dans un gel d’acrylamide dont le pourcentage est adapté a la taille de la protéine d’intérét
(Tableau XII). Aprés migration (Tampon 25 mM Tris, 0.192 M Glycine M, 0.1 % SDS ;
pH = 8,3), les protéines sont transférées sur membranes PVDF ou Nitrocellulose de 0,45 pm
(Amersham Protran, GE Healthcare Life Sciences®) selon la protéine recherchée, par électro-
transfert liquide (tampon Bjerrum Schafer-Nielsen: 48 mM Tris, 39 mM Glycine,
0,0375 % SDS ; pH = 9,2, 20 % éthanol).

La membrane est ensuite saturée avec une solution de lait ou BSA 5% diluée dans du tampon
Tris-Buffered Saline-Tween 20 (1X TBST : 20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,05 % Tween 20 ;
pH = 7,4) sous agitation. Les différentes concentrations d’anticorps primaires et secondaires et

leurs références sont résumées dans le Tableau XI1 ci-dessous.

Les protéines sont ensuite détectées grace au kit ECL PLUS (Bio-Rad Clarity™ Western ECL)
et le signal est mesuré grace a un systéme d’acquisition d’image Fusion Fx7 Thermofisher
Scientific®. Enfin, une analyse densitométrique a 1’aide du logiciel Icy v1.8.6.0 qui est une
évolution d’ImageJ (Image Processing and Analysis Java NIH Image) a permis d’étudier de

facon semi-quantitative les protéines dans chaque lysat protéique.

La quantité de chaque protéine d’intérét a été normalisée par rapport a la quantité de p-actine

utilisée comme protéine de référence.
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Tableau XII : Anticorps et conditions utilisées en Western Blot. PM : poids moléculaire en kilo
Dalton. PVDF : Polyvinylidene Fluoride. BSA : Bovine Serum Albumin.

Anticorps
primaires

Anticorps
couplé a
HRP

Anticorps
Secondaire

la

Protéines

Nom

IL-1B

TNFa

IL-6
IL-10

TGFp

ATG5

LC3 1/l

ATG13

HSP90
ULK1
ATGI16L1
HSPAS
mTOR
B-Actine
Anti-

lapin IgG

couplé
HRP

PM (kDa)

35

25

23
20

45

55

14-16

45

90

130

68

70-72

240

/

Anticorps

Référence
fournisseur

Abcam
Ab9722
Cell
Signaling
3707s
Abcam
Ab208113
Abcam
ADb9969
Abcam
abb66043
Cell
Signaling
12994s
Cell
Signaling
12741s
Cell
Signaling
Cell
Signaling
4877

Cell
Signaling
8054s
Cell
Signaling
8089s
Cell
Signaling
8444s
Cell
Signaling
2983s

Abcam
Ab185067

Jackson
Immuno
Research

Dilution
utilisée
1/1000
1/700

1/1000

1/1000

1/1000

1/1000

1/1000

1/1500

1/700

1/500

1/1000

1/700

1/1500

1/10000

1/1000

Type de
membrane
Nitrocellulose
0,45 um
Nitrocellulose
0,45 um
Nitrocellulose
0,45 pum
PVDF 0,45
pum

PVDF 0,45
um

PVDF 0,45
pm

PVDF 0,45
pm

PVDF 0,45
pm

PVDF 0,45
Vigg!

PVDF 0,45
pm

PVDF 0,45
pm

Nitrocellulose
0,45 pum

Nitrocellulose
0,45 um

Nitrocellulose
ou PVDF

Nitrocellulose
ou PVDF

Conditions
expérimentales
Solution de
blocage et
dilution

Lait5 %

BSA 5 %

BSA 5 %
Lait5 %

BSA 5%

BSA 5%

BSA 5%

BSA 5%

BSA 5 %

BSA 5%

BSA 5 %

Lait5 %

Lait5 %

BSA ou Lait 5
%

BSA ou lait5 %
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6. Analyses sanguines

Aprés la décapitation, le sang de chaque animal a été prélevé dans des tubes héparinés (BD
Vacutainer® PST™). Aprés centrifugation des prélévements pendant 10 minutes a 3000 xg, le
plasma a été récupéré et conservé a -80°C jusqu’a analyse par un laboratoire de biologie
médicale (appareil Cobas® 8000 Roche). Les mesures de la glycémie, de la lipémie, de la
triglycéridémie, de la cholesterolémie, ainsi que de 1’albuminémie, ont ét¢ comparées aux
parametres de référence biochimiques sanguins des souris C57BL/6 fournis par le laboratoire
Janvier Labs (https://www.janvier-labs.com/fiche_produit/souris-c57bl-6jrj/).

Concernant le protocole MICICAL 2018, le sang a été prélevé sous anesthésie dans la veine
sous-mandibulaire afin de limiter I’hémolyse li¢e a la décapitation (Golde et al., 2005). Les
tubes ont également été remplacés par des microtubes pédiatriques adaptés au volume de
prélevement (400 a 600 pL) héparinés avec gel séparateur de plasma et fluorure de
sodium/EDTA Na2 (Microtainer®, BD, USA). Le sang a été ensuite centrifugé et le plasma

récupéré puis congelé a -80°C.

Les glycémies ont été mesurées par méthode enzymatique a la glucose-oxydase a 1’aide du Kit
Glucose GOD-PAP (Biolabo®, Maizy, France) sur une plaque 96 puits : 2 uL de plasma sont
incubés avec 200 uL de réactif durant 20 minutes a température ambiante. Une gamme étalon
est réalisée en paralléle et permet de déterminer la concentration en glucose aprés lecture de
I’absorbance a 500 nm a 1’aide d’un lecteur de microplaque (Spectramax ID3, Molecular

Devices, USA).

7. Dosage des cytokines

7.1. Préparation des échantillons de colon

Les protéines ont été extraites des échantillons coliques par lyse du tissu avec le kit Bio-plex®
cell lysis (Biorat #171304011 Biorad Laboratories Inc, USA). Pour chaque échantillon, un
centimétre de tissu environ a été rincé avec la solution de lavage puis découpé en morceaux
d’environ 3 millimetres puis placés dans des tubes de broyage (Precellys Lysing Kit Soft Tissue
homogenizing CK14 Bertin Technologies®, France) avec 500 pL de solution de lyse
préalablement préparée (80uL de facteur 1, 40uL de facteur 2, 19,8 mL de tampon de lyse).
Les tubes sont ensuite placés dans 1’homogeénéisateur (Precellys Bertin Technologies®)

préalablement refroidi, durant deux cycles de 10 secondes a 4000 xg.
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Le tissu broyé est ensuite transféré dans un microtube propre puis congelé a -80°C. Apres
décongélation et sonication sur glace, les échantillons sont ensuite centrifugés 4 minutes a 4500
Xg. Le surnageant est récupéré puis les protéines de chaque échantillon sont ensuite dosees au
BCA (kit BCAssay Protein quantification kit Interchim®). Tous les échantillons ont ensuite été

normalisés a I’aide du tampon d’analyse a 900 pg/mL puis conservés a -20°C jusqu’a I’analyse.

7.2.  Immunoessai Bio-plex

Les quantités de cytokines dans les échantillons de plasma et de lysats coliques ont été mesurées
a 1’aide du kit cytokines 23-plex (Bio-Rad #M60009RDPD, Bio-Rad Laboratories Inc, USA).
Briévement, la technologie Multiplex (Figure 43) est similaire a I’ELISA mais fondée sur le
principe de la cytométrie en flux en alliant des microsphéres fluorescentes et une double lecture
apres excitation par des lasers permettant ainsi d’analyser simultanément jusqu’a 100 types de

microbilles par puit, chacune des billes étant reconnaissable par un code couleur différent.

Etape 1 Etape 2 Etape 3
) Distribution des billes de capture ) Ajout des échantillons W Ajout des anticorps de détection
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Figure 43 : Représentation schématique d'un immuno-essai Multiplex. Ces essais sont congus selon
le format de test ELISA sandwich. Les billes couplées a [’anticorps de capture sont d’abord incubées
avec des standards d’antigéne ou des échantillons. La plaque est ensuite lavée pour éliminer les
éléments non liés, suivi d’une incubation avec les anticorps de détection biotinylés. Aprés lavage des
anticorps biotinylés non liés, les billes sont incubées avec un conjugué streptavidine-phycoérythrine
(SA-PE). Apres élimination de [’excés de conjugué, les billes passent ensuite a travers le lecteur qui
mesure la fluorescence.
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Apres avoir démarreé et réchauffé le systéeme Bio-Plex et les solutions, les échantillons ont été
dilués a I’aide du diluant Bio-Plex (au ¥ pour les plasmas, au % pour les lysats de c6lons). Une
série de dilution des standards est préparée apres reconstitution de la solution. Les billes diluées
(50 pL) sont ajoutées dans chaque puit. La plaque est ensuite lavée (3 x 100uL de tampon de
lavage) a 1’aide d’un laveur de microplaque magnétique (Bio-Plex Pro™ Wash Station, Bio-
Rad Laboratories Inc, USA). Les échantillons, les standards et le blanc (50pL) sont ajoutés dans
les puits, la plaque recouverte et incubée durant 30 minutes sur I’agitateur a 850 + 50 tr/min.
Apreés trois lavages, 25u L de la solution diluée d’anticorps de détection sont ajoutés et incubés
durant 30 minutes. Apres trois lavages, 50 pL de conjugué SA-PE sont ajoutés et la plaque est
incubée 10 minutes. Apres lavage, les billes sont re-suspendues dans 125 pL de tampon d’essai
puis la plaque est agitée 30 secondes a 850 + 50 rpm. Enfin, la lecture s’effectue grace au

systéme Bio-plex® MAGPIX™,

8. Analyse transcriptomique

8.1. Extraction d’ARN

Environ 20 mg de c6lon sont broyés dans 1mL de Trizol (Invitrogen™, Carlsbad, USA) dans
des tubes de lyse contenant des microbilles de céramique (Precellys Lysing Kit Soft Tissue
homogenizing CK14 Bertin Technologies®, France). Les tubes sont ensuite placés dans
I’homogénéisateur (Precellys Bertin Technologies®) durant deux cycles de 10 secondes a
4000 xg.

Le lysat est ensuite transféré dans des tubes Safe-Lock et incubés 5 a 10 minutes a température
ambiante. Puis, 200 puL de chloroforme sont ajoutés et le mélange homogénéisé au vortex.
Apreés 15 minutes de centrifugation a 12 000 xg, la phase aqueuse (qui contient les ARNS) est
récupérée et additionnée a 500 pL d’isopropanol (v/v 1:1) afin de précipiter les ARN pendant
10 minutes a température ambiante. Les échantillons sont ensuite centrifugés a nouveau 10
minutes a 12 000 xg. Le surnageant est retiré délicatement pour ne garder que le culot d’ARN

qui est ensuite lavé a 1I’éthanol 70%.

Les culots sont ensuite suspendus dans une solution constituée de 15 pL de tampon 10x +
1 pL de TurboDNAse (2 U/uL ; Ambion Inc, ThermoFischer Scientific) + 1 pL de RNase
Out™ (40 U/uL ; Invitrogen) + gsp 150 uL d’eau Milli-Q. Aprés 30 minutes d’incubation sur
bain sec a 37°C les ARN sont extraits avec 150 uL de phénol-chloroforme. Apres centrifugation

3 minutes a 10 000 xg a température ambiante la phase aqueuse est récupérée.
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Les ARNSs sont ensuite précipités en ajoutant 250 uL d’éthanol absolu et 10 puL d’acétate
d’ammonium avant d’étre congelés durant une heure a -80°C. lls sont ensuite centrifugés
10 minutes a température ambiante et le culot est lavé a 1’éthanol 70 %. Les ARNs sont enfin

re-suspendus dans 20 puL d’eau.

Le dosage est ensuite réalisé en mesurant les densités optiques au spectrophotomeétre (Multiskan
GO, ThermoFischer Scientific) afin d’évaluer la qualité des échantillons. Seuls les échantillons
dont les rapports DO2sonm / DO2gonm €t / DO230nm SONt SUpErieurs & 2 sont conserves pour analyse.

IIs ont été aliquotés puis conserveés a -80°C.

8.2. Puces a ADN

Les analyses ont été réalisées au Luxembourg Institute of Health ou un contréle qualité des
aliquots a été fait en utilisant un Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Massy, France).
Seuls les échantillons d’ARN d’intégrité (RIN pour RNA Integrity Number) supérieure a 8 ont
été sélectionnés. Ils ont été rétrotranscrits en cDNA, qui ont ensuite été biotinylés a 1’aide du
kit Affymetrix GeneChip® WT Plus puis hybridés sur la puce Affymetrix mouse Clariom S
conformément aux instructions du fabricant. Aprés lavage, la puce est scannée selon le
protocole GeneChip®. Les intensités de fluorescence sont lues puis transformées en valeurs
d’expressions brutes qui sont stockées dans des fichiers CEL Affymetrix dédiés (un par

échantillon).

8.3. Analyses transcriptomiques

L’analyse des données a été réalisée par I’ingénieur bioinformaticien du laboratoire Sébastien
Hergalant. Brievement, les données d’expression brutes pour chaque échantillon ont été
extraites des fichiers CEL et manipulées sous R avec la librairie oligo

(https://bioconductor.org/) a 1’aide des annotations de plateforme correspondant a la puce

utilisée (librairie pd.clariom.s.mouse).

Les sondes controles positives et négatives de la puce ont été retirées, et les donnees
correspondant a 21 881 sondes, annotées de fagcon non ambigiie, chacune correspondant a un
gene unique, ont ainsi pu étre exploitées. Les effets non linéaires tels que le bruit de fond ou de
saturation des intensités ont été corrigés par une normalisation de type Lowess (Yang et al.,

2002), par rapport a un profil médian de tous les échantillons (N=37).
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Des corrections pour les effets batchs et variations techniques entre les puces ont été réalisées
avec Combat (librairie R sva de Bioconductor). Les statistiques (moyennes, écart-type, fold-
changes) d’expression différentielles ont été générées pour chaque groupe d’échantillons.
Parallélement, les analyses supervisées ont éte réalisées avec une modélisation linéaire versatile
de type Bayes empirique. Les probabilités résultantes ont été calculées en appliquant un test de
Student modéré (bidirectionnel), puis ajustées pour la FDR (False Discovery Rate ou correction
des faux positifs) suivant la procédure de Benjamini-Hochberg. Les Volcano-plots ont été

réalisés en utilisant la librairie R EnhancedVolcano.

Les analyses non supervisées ont été réalisées en effectuant une classification hiérarchique avec
Cluster 3.0 (de Hoon et al., 2004) sur les données centrées sur la médiane du gene, et avec une

corrélation non centrée comme métrique de similarité.

Enfin, les annotations fonctionnelles ont été réalisées avec la plateforme OpenTargets
(Carvalho-Silva et al., 2019) pour les associations avec les maladies et les calculs
d’enrichissements en catégories GO (Gene Ontology ou familles d’ontologie des génes). La
librairie R ReactomePA (Yu et He, 2016) a été utilisée pour extraire les voies (fonctionnelles,
métaboliques, de signalisation, de régulation) enrichies de la base de données Reactome chez
la souris. Pour toutes les expériences ci-dessus, une statistique p <0,001 ou FDR <0,05 était
considérée comme significative, en fonction de la disponibilité et/ou de la pertinence du test

associé.

9. Etude du microbiote intestinal

9.1. Séquencage ARNY 16s

L’ADN a été extrait pour chaque échantillon fécal de chaque souris a des temps différents (JO,
J5 et J7 ou J9 du traitement au DSS). Briévement, I’ADN est isolé en utilisant le kit DNeasy

PowerSoil (Qiagen, Hilden, Germany) conformément aux recommandations du fabricant.

Puis, une analyse par séquencage MiSeq, du gene de I'ARNTr 16S a été amplifie avec la paire
d'amorces S-D-Bact (plateforme Genoscreen, méthodologie Métabiote® Lille). L. analyse bio-
informatique est ensuite réalisée par I’Institut Pasteur de Lille par le Dr Marie Vallier Unité
INSERM 1019 & Unité CNRS 8204.
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Brievement, les amplicons individuels sont tagués avec des codes identificateur spécifiques
(MID) et regroupés pour la construction de la libraire avant séquencage. La région variable V3-
V4 du géne de I’ARNr 16S est amplifiée et séquencée sur un Illumina MiSeq avec 2x250 pb.
Les séquences brutes ont d’abord été coupées et filtrées par taille en utilisant CUTADAPT
v1.1.4 (Martin, 2011). Puis, USEARCH v10.0.240 (Edgar, 2016; Edgar et Flyvbjerg, 2015) a

été utilisé pour fusionner et corriger les lectures.

Un script R (Team, 2019) a ensuite été utilisé pour transférer les séquences sur MOTHUR
v1.39.5 (Schloss et al., 2009) avec lequel un traitement supplémentaire a éteé effectué selon le
MiSeq SOP (Kozich et al., 2013). Les séquences sont alignées sur la base de données de
référence SILVA v132 (Quast et al., 2012), classées par rapport a la base de données RDP v11
(Cole et al., 2014), regroupées en unités taxonomiques OTU au seuil d’identité 97% au niveau

de I’espéce et raréfiées a 12 000 séquences par échantillon.

La table OTU obtenue de MOTHUR est ensuite importée dans R pour 1’analyse statistique. Les
indices d’a-diversité (Chao et Shannon Index) et de B-diversité (Jaccard et Bray-Curtis) ont été
calculés avec le package vegan v2.5-6 (Oksanen et al., 2019) utilisé également pour construire
les analyses en composante principale (PCoA). Pour les corrélations entre les indices de
diversités a ou les fold-change et les parametres expérimentaux, un test signé des rangs de
Wilcoxon a été utilisé. Pour les indices de B-diversité, les corrélations avec les parametres
expérimentaux ont été évaluées avec une analyse de variance multivariée (MANOVA) en

utilisant le package pairwiseAdonis (Arbizu, 2020).

Des biomarqueurs ont été identifiés en corrélant les OTU individuelles avec les parameétres
expérimentaux a 1’aide de quatre tests complémentaires : le test de la somme des rangs de
Kruskal-Wallis a été effectué sur les abondances d'OTU et les fold-change (1) ou les
abondances d'OTU non nulles (2); Le test du chi carré de Pearson a été réalisé sur la prévalence
des OTU (3); L'analyse des especes indicatrices (4) a été réalisée avec les indicateurs d’especes
du package (Caceres et Legendre, 2009). Le cas echéant, les valeurs p ont été ajustees pour des
tests multiples en utilisant la correction de type FDR.
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9.2. Dosage des métabolites bactériens acides gras a chaines courtes
(AGCCQC)

Les selles et le contenu caecal des souris ont été prélevés et immédiatement congelés dans

I’azote liquide. Les AGCC étant volatils, il est primordial de les conserver au froid.

Ces analyses ont été réalisées a I’institut Micalis (INRA Jouy-en-Josas) dans le cadre d’une
collaboration avec le Dr Muriel Thomas. Brievement, les échantillons sont d’abord pesés (sur
glace) puis suspendus dans I’eau milliQ a raison de 2mL pour 1 gramme de selles. Aprés
agitation au vortex jusqu’a homogénéisation compléte (environ 15 minutes), les échantillons
sont incubés 2 heures a 4°C puis centrifugés 15 minutes a 15 000 xg a 4°C. Le surnageant est

prélevé et transféré dans un tube propre.

Les échantillons sont ensuite déprotéinisés a I’acide phosphotungstique 10% durant une nuit a
4°C (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Aprés centrifugation 15 minutes a 12 000 xg et a 4°C le
surnageant est récolté et pesé. Puis, 800uL de surnageant sont prélevé délicatement et placé
dans une fiole adaptée au chromatographe. Enfin, 200uL de solution intestine sont ajoutés dans
chaque échantillon ainsi que dans les standards.

Les acides gras sont ensuite dosés par chromatographie en phase gazeuse. La quantification se
fait pour chaque AGCC par rapport a 1’étalon interne (EI), sachant que la surface des pics est

proportionnelle a la quantité injectée et donc a la concentration de 1’échantillon.

Avec le chromatogramme des standards on détermine le coefficient de réponse Cr de chaque

AGCC par rapport a I’étalon internet : C, = EE’/S# (S : surface des pics et C : concentration).
AGCC/YEI

Avec le chromatogramme de 1’échantillon, on détermine pour chaque AGCC : la concentration

. S . . , . y s 7
dans la fiole Cypcc = ‘;GCC X Cg; X Cp. Puis la concentration dans I’échantillon est déterminée
El

grice au volume total de surnageant V et du poids de D’échantillon Cyqccfinale =

Cagee X 1,25 X =

Les résultats d’analyses obtenus sont ainsi rapportés a la masse et donc exprimé en pmol/g féces

ou contenus digestif.
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10. Modele ex vivo d’épithélium intestinal

10.1. Culture cellules Caco-2

Les cellules Caco-2 ont été achetées auprés de 1’ American Type Culture Collection (ATCC).
Cette lignée cellulaire tumorale humaine isolée d’un adénocarcinome colique, peut selon les
conditions de culture, former un épithélium mimant une barriére intestinale fonctionnelle. C’est
un modele ancien et largement utilis€ pour évaluer 1’absorption de médicaments ou autres

xenobiotiques par voie orale (Cheng et al., 2008; Hubatsch et al., 2007).

Les cellules ont été cultivées dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO) contenant de la glutamine et a faible teneur en glucose (1 g/L)
complété avec 20 % de SVF (CVFSVF0001, lot : S52751-2262, Eurobio) 1% d’acides aminés
non essentiels (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) et 1 % d’un mélange de pénicilline et
streptomycine (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Les cellules sont incubées a 37°C dans une
atmosphére a 5% de CO> dans des flasques (Corning Falco, Dutscher) et le milieu de culture

est remplacé tous les deux jours.

Afin de pouvoir exposer les cellules a différentes doses de sucre, un milieu sans glucose DMEM
est préparé (DMEM Sigma Aldrich) avec 20% de SVF (CVFSVF0001, lot : S52751-2262,
Eurobio) + L-Glutamine + 1% d’acides aminés non essentiels et 1 % d’un mélange de
pénicilline et streptomycine (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) auxquels sont ajoutés du glucose

ou du fructose a différentes concentrations (Sigma-Aldrich, St Louis, MO).

10.2. Viabilité des cellules selon les conditions de culture

Afin de s’assurer de la tolérance des cellules face a une exposition a différentes doses de sucre,
nous avons d’abord vérifié la viabilité cellulaire dans differentes conditions. Ainsi, les cellules
ont été exposees a des doses croissantes (1, 4, 8 et 12 g/L) de glucose, de fructose ou d’un
mélange glucose et fructose (puisque le saccharose alimentaire est composé d’une molécule de

glucose et d’un fructose).

La toxicité potentielle de fortes doses de sucre a été évaluée par un test au
Methylthiazoltétrazolium (MTT). Briévement, le test MTT est basé sur [Dactivité
mitochondriale, qui est constante pour les cellules viables. Cette derniére est évaluée en utilisant
un sel de térazolium (MTT) qui est réduit en formazan par les enzymes cellulaires et dont la

quantité est proportionnelle a ’activité métabolique des cellules.
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Ce composé insoluble de couleur violette est ensuite solubilisé dans du diméthylsulfoxyde

(DMSO) avant d’étre dosé par spectrophotométrie.

Ainsi, les cellules ont été déposées dans une microplaque de 96 puits & une densité de
10° cellules/mL et incubées durant 24 heures a 37°C. Puis, le milieu est remplacé par un milieu
sans rouge phénol, enrichi en glucose ou en fructose a différentes doses. Aprés 24 heures
d’incubation, 50 pL de MTT a 5 mg/mL dans une solution d’HBSS (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO) sont ajoutés dans chaque puit. Aprés 3 heures d’incubation, le milieu est retiré et les
cristaux dissous avec 50 uL de DMSO avant d’agiter la plaque 5 minutes a 500 rpm.
L’absorbance est mesurée a 570 nm et 630 nm a I’aide d’un lecteur de microplaque (Spectramax

ID3, Molecular Devices, USA).

Parallélement, le nombre de cellules a été mesuré a ’aide d’un Luna™ Automated Cell counter
(Logos Biosystems, Villeneuve d’Ascq, France) en mélangeant 10 pL de suspension cellulaire
a 10 puL de bleu trypan. Le mélange est déposé dans une cellule de comptage avant d’étre
analysé. Aucune surmortalité cellulaire n’a été observée, méme a tres forte dose de sucre durant

24 & 72 heures, ce qui a permis de poursuivre les experimentations.

10.3. Immunofluorescence

Pour les expériences, 70 000 cellules par puits ont été ensemencées sur des plaques 96 puits
screenstar opaques adaptées a I’imagerie cellulaire (Greiner bio-one, Dutscher) ou dans des
plaques préalablement coatées avec 25 pug/mL de fibronectine (Sigma-Aldrich, St Louis, MO).
Apreés 48 heures, les cellules forment une monocouche confluente et sont alors exposées a
différentes doses de glucose ou de fructose ou un mélange des deux durant 24 heures ou 48

heures.

Les cellules sont ensuite perméabilisées avec une solution a 0,5 % de Triton 100x dans du
paraformaldéhyde 3% durant 3 minutes avant d’étre fixées dans du paraformaldéhyde durant
30 minutes a température ambiante. Apreés lavage au PBS, les cellules sont ensuite incubées une
heure dans une solution de BSA 1% puis les protéines de jonction ZO-1 sont marquées grace a
I’anticorps primaire anti-ZO-1 (BD transduction Laboratories™, USA) a 1,25 pg/mL durant
une heure a température ambiante puis 1’anticorps secondaire de chévre anti-souris Alexa Fluor
488 (Invitrogen™, Carlsbad, USA) & 10 pg/mL durant une heure a température ambiante

comme décrit précédemment (Thaiss et al., 2018) .

94



Les marquages sont ensuite observes par microscopie a épifluorescence (BX51WIF, Olympus)
au grossissement 40x/1.3 UPlanFLN (Olympus, Tokyo, Japon) et/ou au microscope confocal
(Nikon Instruments Ti) et les photos prises a I’aide d’une caméra digitale (MF ProgRes,

Jenoptik) grace au logiciel (Soft Imaging System, Olympus).

10.4. Etude de perméabilité

Dans certaines conditions, les cellules Caco-2 sont capables de se différencier en cellules
intestinales polarisées pour former un épithélium mimant une véritable barriere intestinale
(Figure 44). Ce modéle est largement utilis¢é comme modele d’étude de la perméabilité

épithéliale (Hidalgo et al., 1989).

Coté apical

”. H. H. H. H. H. H. H. H. H. H. H. h'“’l Monocouche cellulaire
]

| —— Membrane poreuse

Coté basal

Figure 44 : Etude de I’absorption sur cellules Caco-2 cultivées en monocouche sur Transwell®.

Les cellules intestinales Caco-2 ont été ensemencées sur des plaques Transwell 12 puits (pores
0,4 um, diamétre 12 mm, Corning® Costar Inc, NY, USA) a une densité de 10° cellules/puit et
0,5 mL de milieu dans le compartiment apical, le compartiment basolatéral est rempli avec
1,5 mL de milieu de culture. Ces milieux sont remplacés toutes les 48 heures la premiére
semaine de culture puis tous les jours la 2™ semaine. L’obtention d’une monocouche cellulaire

confluente peut prendre 15 a 20 jours.

La résistance transmembranaire (TEER) est mesurée quotidiennement a I’aide d’un Ohmmeétre
(Millicell® ERS, Merck Millipore, MA, USA) afin de vérifier I’intégrité et la cohésion du tapis
cellulaire. Lorsque la résistance est supérieure a 300 Q.cm? indiquant une monocouche
confluente, le milieu est remplacé par un milieu a plus forte dose en sucre (glucose ou fructose)

et la plague incubée durant 24 heures.

Puis, une solution de FITC a 1 mg/mL est ajoutée dans le compartiment apical. Un prélévement
de 100pL est effectué aprés 1, 12, 24 et 48 heures puis la fluorescence est ensuite mesurée a
I’aide d’un lecteur de plaque (Spectramax ID3, Molecular Devices, USA ; longueurs d’ondes
excitation 485 nm émission 530 nm) et comparé a une courbe standard préparée dans du milieu

DMEM sans rouge phénol.
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11. Analyses statistiques

Pour chaque expérience, les résultats quantitatifs sont présentés sous forme graphique
présentant la moyenne + erreur standard. Pour les comparaisons entre deux groupes, des t-test
(pour les données paramétriques) ou U-test Mann-Whitney (pour les données non
paramétriques) ont eté effectués. Lorsque plus de deux groupes étaient comparés, des analyses
de variance unidirectionnelle (ANOVA) et tests post-hoc de Tukey ou de Fisher (données
paramétriques) ou un test de Kruskal-Wallis avec une correction de Dunn (données non
paramétriques) ont été utilisés. Les détails statistiques et la valeur N des effectifs sont précisés
dans chaque légende des figures. Les analyses statistiques ont été réalisees a 1’aide du logiciel
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA).
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Partie 4

RESULTATS
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1. Protocole préliminaire effet différentiel des régimes
hypercaloriques

Dans un premier temps nous nous sommes intéressés a 1’effet différentiel de régimes enrichis
en sucre (30 % de saccharose) ou en graisses (60% de lipides) consommeés durant 8 semaines
par des souris males et femelles comparativement a un régime contrdle qui correspond au

régime d’entretien des souris.

1.1. Conséquences de la consommation des regimes hypercaloriques

e Suivi de la consommation alimentaire

Pour chacun des trois régimes alimentaires, la prise alimentaire des animaux a été suivie tout
au long du protocole pour chaque cage, et une moyenne estimée par animal a été calculée
(Figure 45). Avec le régime controle, la consommation moyenne de nourriture était en accord
avec les recommandations nutritionnelles du fabricant chez les méles et les femelles
(4 grammes / jour ; recommandations Safe Diets). La consommation du régime hyperlipidique
est apparue légerement inférieure (3 g/j en moyenne) de facon non significative. En revanche,
les souris semblent avoir une tres forte appétence pour le régime hyperglucidique, puisque
qu’une surconsommation alimentaire (allant jusqu’a 8 voire 10 g/j) est observable aprés 4

semaines chez les femelles, 6 semaines chez les males.

| A | Consommation alimentaire moyenne males B j Consommation ali ire moyenne fi
15m 189
- Régime Contréle -k Régime Controle
: Régime Hyperlipidique 1 Régime Hyperlipidique
| 1R Reégime Hyperglucidique : i Régime Hyperglucidique

104 10

g/ jour / souris
g/ jour / souris

5=

Semaines Semaines

Figure 45 : Suivi de la prise alimentaire chez les males (A) et les femelles (B). La consommation
alimentaire des animaux a été suivie chaque semaine au cours des 8 semaines de régime controle (-e-),
hyperlipidique (—A—) et hyperglucidique (-=). Les résultats présentés correspondent a la moyenne
estimée par jour par souris  erreur standard (N = 8 pour chacun des groupes). La significativité des
différences observées entre le régime étudié et le régime contréle a été établie par un test ANOVA
(*p <0,05;**p<0,01;***p<0,001).
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e Suivi de la prise de poids

L’étude des régimes alimentaires hypercaloriques a été initiée lorsque les souris étaient agées
de 8 & 9 semaines, soit juste apres leur maturité sexuelle. Au début du protocole, les méles
pesaient 24 grammes en moyenne, les femelles 18 grammes. Pour chacun des régimes
alimentaires, une prise de poids réguliere a été observée tout au long des 8 semaines du

protocole in vivo (Figure 46).

Avec le régime controle, le poids moyen des souris a augmenté de fagon similaire aux
précédents protocoles réalisés au laboratoire (+ 25 % chez les males et + 22% chez les femelles
par rapport au poids initial). En revanche, la consommation des régimes hypercaloriques a
provoqué une prise de poids plus importante et significative chez les males par rapport au
régime controle. Ainsi, a la fin du protocole in vivo, la prise de poids moyenne des males était
de + 56 % avec le régime hyperlipidique et de + 44 % avec le régime hyperglucidique. Aucune

différence significative n’a été observée entre les deux régimes hypercaloriques.

Contrairement aux souris males, la prise de poids liée a la consommation des régimes
hypercaloriques par les souris femelles ne differe pas significativement de celle observée
avec le régime contréle (+ 25 % pour le régime hyperlipidique et + 28 % pour le régime

hyperglucidique).

@ Poids Males Poids Femelles

40+ 24 =

35

Poids (grammes)
Poids (grammes)

-« Contréle =& Controle
Hyperlipidique Hyperlipidique
4 Hyperglucidique 4 Hyperglucidique
20 1 1 I I 1 16 1 1 L] ] 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Semaines Semaines

Figure 46 : Etude de la prise de poids chez les males (A) et les femelles (B). Le poids des animaux a
été suivi chague semaine au cours des 8 semaines de régime contrdle (—s-), hyperlipidique (—A-) et
hyperglucidique (-=). Les résultats présentés correspondent au poids moyen + erreur standard (N = 8
pour chacun des groupes). La significativité des différences observées entre le régime étudié et le régime
contrble a été établie par ANOVA avec correction de Tukey (* p < 0,05 ; ** p< 0,01 ; *** p< 0,001).
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e Analyse de marqueurs biochimique sanguins

Un dosage des marqueurs biologiques sanguins a permis d’étudier les conséquences
métaboliques des régimes alimentaires hypercaloriques (Figure 47). Ces analyses n’ont pu étre
effectuées que chez les souris méales en raison du trop faible volume préleve chez les femelles

et une forte hémolyse liée aux conditions de prélévement par décapitation.
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Figure 47 : Analyses sanguines des souris. Les résultats des analyses biochimiques sanguines en
fonction des régimes alimentaires contr6le (m), hyperlipidique (m), et hyperglucidique (m)
correspondent aux moyennes calculées + erreur standard pour chacun des groupes (N = 4). La
significativité des différences observées a été établie par ANOVA ou un test de Kruskal-Wallis selon que
les données étaient paramétriques ou non (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001).

La consommation des régimes hyperglucidique et hyperlipidique n’a pas entrainé de

modification de I’albuminémie, ni de la glycémie qui est restée conforme a la normale des souris

(3,3 +/- 0,7 g/L a jeun ; Données Janviers Labs 2017).

En revanche, la consommation des deux types de régimes hypercaloriques a provoqué une
hausse significative du cholestérol (normale 1,1 + 0,1 g/L) et des triglycérides (normale 2,1
+ 0,5 g/L) dans le sang, suggérant ainsi I’effet des régimes hypercaloriques sur le métabolisme

qui privilégie I’augmentation de la masse grasse.
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1.2. Conséquences sur la colite chimio-induite

Pour chaque régime alimentaire étudié, 4 animaux ont été traités avec le DSS pour induire une
colite et 4 animaux n’ont pas regu le traitement. Les signes cliniques et endoscopiques ont été
observés afin d’évaluer la sévérit¢ de I’inflammation en fonction des régimes alimentaires

consommeés par les animaux.

e Score clinique Disease Activity Index (DAI)

Les signes cliniques d’inflammation (perte de poids, aspects des selles et saignement) ont été

analysés quotidiennement afin d’établir le score DAI évaluant la sévérité de la colite.

Comme attendu, aucune manifestation caractéristique d’une inflammation n’a été observée en
I’absence de traitement colitogéne. Le DSS a provoqué une perte de poids chez les méles et les
femelles nourris avec le régime contrdle & partir du 6™ jour. La sévérité de la colite a augmenté
significativement chez ces souris (p = 0,02) a J6, les males et femelles présentaient une perte
de poids importante, des selles molles voire liquides et certains présentaient des rectorragies

(Figure 48, le graphigue ne présente pas les analyses statistiques entre les groupes DSS et
DSSY).
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Figure 48 : Etude des signes cliniques de la colite expérimentale. La perte de poids, la consistance des
selles et la présence de sang ont été suivies quotidiennement pour chaque souris en fonction des régimes
contréle C (-»), hyperlipidique HL (-A-) et hyperglucidique HG (-=)et en présence ou non du traitement
colitogéne (en pointillés). Ces critéres permettent de calculer le score DAI. Certains animaux ont dd
étre euthanasiés plus précocement, pour ceux-ci le dernier score connu a été gardé les jours suivants.
Les résultats présentés correspondent aux moyennes calculées + erreur standard pour chaque groupe
de souris (N = 4). La significativité des différences observees entre les groupes traités avec le DSS
nourris avec les régimes hypercaloriques et le groupe nourri avec le régime controle a été établie par
ANOVA avec correction de Tukey pour les comparaisons multiples (* p <0,05; **p < 0,01 ; ***p <
0,001).
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De facon remarquable, les manifestations de la colite sont apparues plus t6t (J3 chez les
femelles J4 chez les males) et ont été plus séveres (DAI > 3 dés J7) chez les animaux males et
femelles ayant consommé les régimes hypercaloriques que chez ceux ayant consommé le
régime controle (DAI = 3 a J10) (Figure 48).

Ainsi, nous avons observé que chez les males (Figure 48 A), la consommation du régime
hyperglucidique a provoqué une apparition plus précoce et une aggravation de la colite par
rapport au régime contrdle et au régime hyperlipidique. Ainsi, au 5°™ jour le score est
significativement plus élevé chez les males ayant consommé le régime hyperglucidique

comparativement a ceux soumis au régime hyperlipidique (p = 0,02).

En revanche, chez les femelles (Figure 48 B), les conséquences du régime hyperlipidique
sur ’effet colitogéne sont apparues plus graves que chez les méles : I’augmentation du DAI
a été plus précoce (J3, p = 0,01) et le score de sévérité a atteint des niveaux supérieurs chez les

femelles que chez les males.

1.3. Etude du score endoscopique

Un examen coloscopique a été réalisé a J10 pour chaque animal avant la mise a mort afin de

scorer la sévérité de I’inflammation et confirmer le score clinique DAL,

Contrairement a ce que pouvait laisser penser le score clinique, 1’étude endoscopique a révelée
des Iésions au niveau de la muqueuse intestinale des animaux ayant consommeé les régimes
hypercaloriques et pourtant non soumis au traitement colitogene (Figure 49 A). En effet, les
images endoscopiques ont montré de trés nombreux saignements diffus dans la lumiere

intestinale mais également des ulcérations creusantes (Figure 49 A).

L’examen coloscopique montre que les Iésions sont d’autant plus prononcées et atypiques chez
les souris méles et femelles traitées avec le DSS (Figure 49 A2, 4, 6, 8, 10 et 12) lorsqu’elles
ont consommé les régimes hypercaloriques et le score endoscopique est significativement
augmente quel que soit le régime alimentaire consommé (Figure 49 B-C). Ainsi, les images
endoscopiques montraient de trés nombreux dépo6ts de fibrine (Figure 49 A4 et A6), témoignant
de la cicatrisation de lésions dans la muqueuse. De plus, des ulcérations particuliérement

profondes ainsi que de nombreux saignements ont été observes.
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Cela se traduit par une hausse significative du score endoscopique pour les deux régimes
hypercaloriques par rapport au score observé avec le régime contrdle (qui est conforme a ce
qui est observé en général dans ces conditions) (Figure 49). En revanche, contrairement a ce
que pouvait laisser penser le DAI, il n’y a pas de différence significative entre les males et les

femelles concernant le score endoscopique.
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Figure 49 : Visualisation des images endoscopiques (A-B) et étude des scores endoscopiques de la
colite chimio-induite (C-D). Le score établi s ’appuie sur la vascularisation de la paroi, les saignements
et la présence d’érosions ou d’ulcérations de la muqueuse. Il a été établi par deux expérimentateurs en
double aveugle pour chaque souris en fonction des régimes alimentaires contrdle (C), hyperlipidique
(HL) ou hyperglucidique (HG) traitée ou non au DSS. Les résultats présentés correspondent aux
moyennes calculées + erreur standard pour chacun des groupes. La significativité des différences
observées entre les groupes a été établie par ANOVA et un test de Fisher (* p<0,05 ; ** p <0,01 ; ***
p < 0,001).
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1.4.  Analyse protéique par Western-Blot dans la muqueuse colique

e Etude des marqueurs de I’inflammation

L’expression de marqueurs de I’inflammation a été étudiée dans la muqueuse colique de toutes
les souris inclues dans le protocole in vivo afin d’évaluer I’activation du processus

inflammatoire au niveau local.

Chez les méles, en I’absence de traitement colitogéne, aucune modification de la quantité des
cytokines inflammatoires n’a été observée avec les régimes hypercaloriques. Chez ceux ayant
consommeé le régime hyperlipidique, I’expression de TNF-a est augmenté d’un facteur 2 Sous
I’effet du DSS mais pas de maniére significative (Figure 50 C). Curieusement, chez ceux ayant
consommé le régime hyperglucidique, nous observons une légére diminution de la quantité de
TNF-a dans le colon apres traitement au DSS par rapport auX souris non traitées nourries avec

le régime hyperglucidique.

La quantification de I’IL-1p dans la muqueuse colique des males traités avec le DSS a montré
une augmentation par rapport a ceux non traitées (Figure 50 B). L’expression de cette cytokine

ne semble en revanche pas affectée par la consommation des régimes hypercaloriques.

Nous avons également étudié deux marqueurs anti-inflammatoires. L expression de TGF-f ne
semble pas modifiée dans aucun des groupes (Figure 50 F). En revanche, la quantité
d’IL-10 est nettement diminuée par le DSS et d’autant plus chez les males ayant consommé

le régime enrichi en sucre (Figure 50 E).

Chez les femelles, nous n’avons réalisé les analyses que dans les groupes controle et
hyperglucidique car deux animaux sont décédés dans le groupe hyperlipidique. (Figure 50 G).
En I’absence de DSS, on observe une hausse importante du niveau d’expression d’IL-10 chez
les femelles ayant consommé le régime hyperglucidique. Aprés traitement par le DSS, la
quantité d’1L-10 semble diminuer lorsque les animaux ont consommeé le régime enrichi en
sucre, toutefois cette baisse n’est pas vérifiée statistiquement (p = 0,07) (Figure 50 1I).
Concernant la quantité de TGF-p, elle semble augmenter dans la muqueuse des femelles ayant

consomme le régime hyperglucidique, mais cette hausse n’est pas significative (Figure 50 H).
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différences observées entre les animaux traités avec le DSS et les animaux non traités a été établie par
un test t de Student (* p < 0,05; **p < 0,01 ; *** p <0,001).
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e Etude de I’expression des marqueurs de I’autophagie

L’expression de marqueurs de la macro-autophagie (ATG13, ATG5, LC3 Il / LC3 1), de la
CMA (HSPAS8) et HSP 90 (impliqué dans les 2 voies considérées) a été étudiée dans les cblons
de toutes les souris inclues dans le protocole in vivo afin de vérifier I’implication du processus
autophagique dans la réponse au DSS et I'impact des régimes hypercaloriques sur ce

mécanisme cellulaire.

En P’absence de traitement colitogeéne, aucune variation significative des marqueurs de la
macro-autophagie n’a ét¢ mise en évidence en fonction des régimes alimentaires. De méme, la
consommation du régime hyperglucidique ne semble pas provoquer de changement dans
I’expression des marqueurs de la CMA. En revanche, la consommation du régime
hyperlipidique entraine une modification de la quantité de HSP90 (- 21 %) et de HSPAS8
(+42 % ; Figure 51 B et C).

Contrairement a nos attentes, nous n’avons pas observé de modification significative de la
quantité des marqueurs de 1’autophagie pour les animaux ayant consommés le régime controle
lorsqu’ils ont été traités avec le DSS (Figure 51). Le régime hyperlipidique ne modifie pas
sensiblement ’effet du DSS observé avec le régime de référence sauf au niveau de I’expression
du marqueur ATG13 (Figure 51 E). En revanche, la quantité de HSP90, ATG5 et ATG13 est
apparue comme étant diminuée chez les animaux traités avec le DSS qui ont consommeé le

régime hyperglucidique par rapport aux animaux sains (Figure 51 B, E, F).

En raison d’un probléme d’anticorps, les protéines ATG13 et HSP90 n’ont pas pu étre répliqués.
En revanche, concernant ATG5, HSPAS8 et LC3 nous obtenons des résultats discordants : tout
d’abord on observe une augmentation de la quantité d’ATGS chez les animaux ayant consommé
le régime normal et traités au DSS (Figure 51 M) que nous n’avions pas observé précédemment
et nous ne retrouvons pas la diminution observee chez les animaux ayant consommé le régime
hyperglucidique. Concernant HSPAS8 et LC3 (Figure 51 K et L), comme précédemment nous
n’avons pas observé de modification significative. Deux autres marqueurs de I’autophagie ont
été étudiés. La consommation des régimes ne semble pas modifier 1’expression d’ULKI
(Figure 51 J), par contre nous observons une diminution d’ATG16L1 chez les animaux traités

au DSS ayant consommé le régime hyperglucidique (Figure 51 1).
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Figure 51 : Etude de ’effet des régimes et du DSS sur ’expression des protéines de ’autophagie dans
la muqueuse colique des males. La quantité des protéines d’intérét a été rapportée a celle de la f-actine
utilisée comme protéine de référence. Les résultats concernent les males traités ou non au DSS ayant
été soumis au régime normal (C), hyperlipidique (HL), et hyperglucidique (HG). Les résultats présentés
correspondent aux moyennes des mesures densitométriques normalisées + erreur standard. Pour
chaque régime, la significativité des différences observées entre les animaux traités avec le DSS et les
animaux non traités a été établie par un test t de Student (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001).

Chez les femelles, aucun effet significatif n’a été observé quel que soit le marqueur étudié
(Figure 52). Cependant les expériences n’ont été réalisées qu’une seule fois, des répliquas

seront nécessaires pour confirmer ou non ces résultats.
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Figure 52 : Etude de ’effet des régimes et du DSS sur ’expression des protéines de ’autophagie dans
la muqueuse colique des femelles. La quantité des protéines d’intérét a été rapportée a celle de la f5-
actine utilisée comme protéine de référence. Les résultats concernent les femelles traités ou non au DSS
ayant été soumises au régime normal (C), hyperlipidique (HL), et hyperglucidique (HG). Les résultats
présentés correspondent aux moyennes des mesures densitométriques normalisées + erreur standard.
Pour chaque régime, la significativité des différences observées entre les animaux traités avec le DSS
et les animaux non traités a été établie par un test t de Student.

1.5. Etude du microbiote fécal

En raison du co(t des analyses, les analyses ont été effectuées sur les selles prélevées chez les
males dans chaque groupe de régime a JO, J5 et J7 ou J9 du traitement colitogéne (certains
animaux n’avaient plus suffisamment de selles en fin de protocole c’est dont le dernier
préléevement qui a été analysé). Ces selles ont été prélevées chez I’ensemble des animaux du

protocole, ayant recus ou non le traitement colitogene.

e Alpha-diversité

L’o-diversité explore la diversité taxonomique des communautés bactériennes de chaque
animal. Sur la Figure 53, différents indices sont utilisés : le nombre de taxa, I’indice de Chao
(qui quantifie la biodiversité spécifique par échantillon), de Shannon (qui mesure la diversité

spécifique) ou de Simpson (qui estime la diversité de I’abondance dans chaque échantillon).

Chez les souris non traitées au DSS (Figure 53 A), on observe une nette différence entre les
animaux ayant consommé le régime contrle et ceux ayant consommé les régimes
hypercaloriques. Quel que soit I’indice utilis¢, il y a une diminution de la diversité

microbienne liée a la consommation des régimes hypercalorigues.
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Comme attendu, le traitement DSS (Figure 53 B) provoque une baisse de la diversité
microbienne chez les animaux ayant consommé le régime contréle. Chez ceux ayant consommé
les régimes hypercaloriques, la diversité est massivement réduite dés J5 pour se stabiliser

jusqu’aJ7.
e Beta-diversité

La B-diversité est une analyse en composante principale (PCA) qui explore les différences de
composition entre les microbiotes de quatre échantillons distincts. La composition globale
des communautés microbiennes est comparée ici en tenant compte de ’abondance de chaque
espéce bactérienne dans ces communautés. Deux analyses sont effectuées : Bray-Curtis
analyse le nombre d’espéces en tenant compte de I’aspect quantitatif et est donc plus influencé
par les taxons les plus abondants et Jaccard ne prend plus en compte 1’aspect quantitatif mais
uniquement les données présence/absence et est donc plus influencé par les especes rares

(Figure 54).
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Figure 54 : Effet du temps, du traitement colitogéne et des régimes alimentaires sur la Beta-diversité
du microbiote fécal des souris males. Représentation des differences de composition des microbiotes
des souris ayant consommé le régime contrdle (en vert), le régime hyperlipidique (en rose) le régime
hyperglucidigue (en bleu). Effet du temps et des régimes alimentaires chez les souris soumises ou non

au traitement colitogene.

Avant traitement colitogéne on observe des différences liées aux régimes hypercaloriques : a
JO, quel que soit I’indice utilisé (Figure 54), les deux régimes (hyperglucidique et

hyperlipidique) sont similaires entre eux mais se distinguent nettement du régime controle.
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Puis apres 5 jours de traitement, on constate toujours 1’effet des régimes alimentaires et chez
les animaux traités au DSS, les deux groupes hypercaloriques se rapprochent d’avantage
du régime contrdle, ceci indique une baisse de la diversité microbienne au cours du traitement
colitogéne. La plus grande distance observée pour les régimes hypercaloriques entre JO et J9
que celle observée pour le régime contrdle suggere que ces regimes amplifient plus rapidement

I’effet appauvrissant du DSS.

Apres stratification en fonction de la présence ou non de traitement avec le DSS, on observe
tout d’abord qu’en I’absence de DSS (Figure 55) il y a une forte influence du régime
alimentaire sur la composition du microbiote : le régime normal se distingue nettement des

régimes hypercaloriques qui sont similaires avec I’indice de Bray-Curtis.

En revanche apres traitement avec le DSS (Figure 55) le régime hyperglucidique devient

complétement indiscernable de I’hyperlipidique : les échantillons a J7-9 sont quasi-superposés.
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Figure 55 : Effet du temps et des régimes alimentaires sur la f-diversité du microbiote des souris.
Représentation des différences de composition des microbiotes des souris ayant consommé le régime
controle (en vert), le régime hyperlipidique (en rose) le régime hyperglucidique (en bleu).
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2. Conséquences de la consommation du régime hyperglucidique

Dans un second temps, nous avons choisi de nous focaliser sur les conséquences du régime
hyperglucidique chez les males. Ainsi, nous avons étudié I’influence de ce régime lorsqu’il était
consommé a long terme (16 semaines) et comparé a une consommation plus courte (8 semaines)

comme lors du protocole préliminaire.

2.1. Conséquences de la consommation d’un régime enrichi en sucre

La consommation alimentaire quotidienne pour les animaux soumis au régime contréle était de
4,1 g/jour en moyenne, ce qui correspond aux recommandations de Safe Diets (2 a 4 g/jour).
Comme lors du protocole préliminaire, le régime hyperglucidique s’est avéré beaucoup plus
appétant d’ou une augmentation de la consommation moyenne quotidienne

(7,3 g/jour, Figure 56 A).

La consommation moyenne d’eau est classiquement de 3 a 4 mL/jour pour une souris de
laboratoire. De maniére globale la consommation de nos souris était 1égérement plus élevée (en
moyenne 5 mL/jour par souris). Cependant la consommation du régime hyperglucidique n’a

pas modifié la prise hydrique de maniéere significative (Figure 56 B).
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Figure 56 : Consommation alimentaire (A) et hydrique (B) des animaux au cours du protocole
experimental. Les résultats présentés correspondent a la moyenne estimée par cage (N > 10 dans
chaque groupe) de régime contrdle (C) ou hyperglucidique (HG) consommé durant 8 et 16 semaines.
La significativité des différences observées entre le régime étudié et le régime contrdle a été établie par
un test de Kruskal-Wallis (* p < 0,05 ; ** p< 0,01 ; *** p< 0,001).
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Au début du protocole, les souris étaient agées de 8 semaines et pesaient 27 grammes en
moyenne. Les animaux ont été pesés de facon hebdomadaire tout au long du protocole in vivo.
Aprés 8 semaines de suivi, la prise de poids des animaux ayant consommeé le régime contrdle a
été en moyenne de 11 %. Les souris nourries avec le régime hyperglucidigue ont eu une prise

de poids plus importante (+20 % par rapport au poids initial, p = 0,003 ; Figure 57).

Apres les 16 semaines de régime, le poids des animaux a augmenté de 20 % par rapport au
poids initial aprés consommation du régime controle et de + 36 % apres consommation du
régime hyperglucidique, soit une prise poids plus importante avec le régime enrichi en sucre
(p =0,0007 ; Figure 57).

Ainsi, le régime enrichi en sucre provoque une prise de poids d’autant plus importante lorsqu’il

est consommé sur le long terme.
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Figure 57 : Poids des souris au terme des 8 ou 16 semaines de régime alimentaire. Les resultats
présentés correspondent au poids moyen +/- erreur standard (N > 10 dans chaque groupe) de régime
contréle (C) ou hyperglucidique (HG) consommé durant 8 et 16 semaines. La significativité des
différences observées a été établie par ANOVA avec correction de Tukey pour les comparaisons
multiples (* p < 0,05 ; ** p< 0,01 ; *** p< 0,001).
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Le sang des souris a été prélevé dans la veine sous mandibulaire. Les parametres biochimiques
sanguins des souris & 10 semaines nous ont été fournis par le laboratoire Janvier-Labs pour cette

souche C57BL-6J : la valeur normale du glucose sanguin est de 3,3 + 0,7 g/L.
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Figure 58 : Etude de la glycémie sanguine des animaux aprés 8 semaines de régime. Les résultats
présentés correspondent a la glycémie mesurée dans le plasma des souris (N > 8 dans chaque groupe)
apres 8 semaines de consommation du régime contréle (C) ou du régime hyperglucidique (HG). La
significativité des différences observées entre le régime étudié et le régime normal a été par un test de
Mann-Whitney (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001).

Malgré la consommation du régime hyperglucidique, nous n’avons pas observé
d’hyperglycémie chez ces souris par rapport a la valeur de référence. Cependant leur taux de
glucose sanguin était tout de méme significativement supérieur a celui des souris témoins (p
=0,004 ; Figure 58). En effet, les souris soumises au régime hyperglucidique durant 8 semaines
avaient une glycémie moyenne de 3,5 g/L tandis que les souris contrdles avaient une glycémie
a28gllL.
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2.2. Preédisposition et aggravation de la colite

e Score clinique

Quel que soit le régime alimentaire, les animaux n’ont présenté aucun signe clinique
d’inflammation en 1’absence de traitement colitogene. Comme attendu, le traitement avec le
DSS augmente significativement le score DAI chez tous les groupes d’animaux. Conformément
au protocole préliminaire, les animaux ayant consommé le régime hyperglucidique durant 8
semaines et traités au DSS ont présenté des signes d’inflammation plus précocement (3°™

jour) par rapport & ceux ayant consommeé le régime normal (5°™ jour ; Figure 59 A).

De méme, aprés 16 semaines de régime, on retrouve une augmentation plus précoce et plus
rapide du DAI (au 3°™ jour) chez les animaux soumis au régime hyperglucidique par rapport
a ceux ayant recu le régime controle. Toutefois, cet effet est moins marqué et ne différe pas
significativement de celui observé lorsque ces régimes sont consommés durant 8 semaines
(Figure 59 B).
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Figure 59 : Etude des signes cliniques de la colite expérimentale. La perte de poids, la consistance des
selles et la présence de sang ont été suivi quotidiennement pour chaque souris en fonction des régimes
contrdle (C) ou hyperglucidique (HG) consommés durant 8 semaines (A) et 16 semaines (B) et soumises
(DSS™) ou non (DSS) au traitement colitogene. Les résultats présentés correspondent aux moyennes
calculées + erreur standard pour chacun des groupes (N > 4). La significativité des différences
observées a été établie par un test ANOVA avec correction de Tukey pour les comparaisons multiples
entre les groupes DSS et DSS*(* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001), et un test de Fisher entre le
régime contrdle et le régime hyperglucidique (#p < 0,05 ; ## p < 0,01 ; ### p < 0,001).
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e Score endoscopique

Un examen coloscopique a été réalisé a J10 pour chaque animal avant la mise a mort afin

d’évaluer la sévérité de I’inflammation et compléter le score clinique DAI.

Le traitement au DSS augmente le score endoscopique (Figure 60 B-C). Aussi, comme lors du
protocole préliminaire, des lésions au niveau de la muqueuse intestinale des animaux ayant
consommeé le régime hyperglucidique et pourtant non soumis au traitement colitogene ont été
observées (Figure 60 A) ce qui se traduit par une hausse significative du score endoscopique
(+1,3; p=0,0089 ; Figure 60 B) ce que nous avons qualifié¢ d’état « prée-MICI ». En revanche
cet effet s’est avéré plus discret lorsque le régime enrichi en sucre est consommé durant 16

semaines (Figure 60 C).

Qu’il soit consommé durant 8 ou 16 semaines, le régime enrichi en sucre provoque une
aggravation de la colite, bien que la différence ne soit significative que lorsque le régime est
consommé au long court (+2,5 ; p = 0,0221 ; Figure 60 A et C).
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Figure 60 : Visualisation des images endoscopiques (A) et Score endoscopique (B-C). Le score établi
par trois expérimentateurs en double aveugle pour chaque souris en fonction des régimes alimentaires
contrdle (C) ou hyperglucidique (HG) consommé durant 8 et 16 semaines chez les souris soumises
(DSS™) ou non (DSS") au traitement colitogéne. Les résultats présentés correspondent aux moyennes
calculées + erreur standard pour chacun des groupes (N > 4). La significativité des différences
observées entre les groupes a été établie par ANOVA et avec correction de Tukey pour les comparaisons
multiples (*p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***p < 0,001).
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e Score histologique

Aprés coloration HES (Hématoxyline Eosine Safran), les coupes de clon ont été analysées par
deux anatomopathologistes des CHU de Nancy et de Reims qui ont établi un score

inflammatoire en aveugle.

Le score histologique apparait l1égérement plus élevé chez les animaux ayant consomme le
régime hyperglucidique sans étre traités au DSS mais sans significativité statistique (Figure
61). Les lésions sont plus discréetes et plus rares que celles observées a la coloscopie cependant
la présence de signes d’inflammation chronique (Tableau XI11) confirme 1’état prédisposant a

la colite que nous avons qualifié de « pré-MICI » observé a I’endoscopie.

Tableau X111 : Sous-scores histologiques. Le score est établi selon [’échelle de Riley et al., 1991.

C DSS HG DSS C DSSs* HG DSS*

(N =13) (N =13) (N =13) (N =12)
M SEM M SEM M SEM M SEM
Inflammation aigue 0.0 00 0.0 0.0 1.000 # 0.277 | 1.833 | 0.207
Inflammation chronique 0.0 0.0 0.231 0.122 1538 0.291 2917 0.313
Abces cryptique 0.0 00 00 0.0 0.154 | 0.104 A 0.000 | 0.000
Déplétion en mucines 0.0 0.0 0.0 0.0 1.308 0.263 | 1.333  0.225

Ulcération de I’épithélium 0000 00 0.0 0.769 | 0.323 | 2.667 | 0.414
Distorsion cytoarchitecturale | 0.0 0.0 0.0 0.0 1.154  0.249 | 2.000 0.213
TOTAL 00|00 | 0.231 0122|5923 1.118 | 9.833 0.976

En revanche, on observe que le score histologique est significativement plus élevé chez les
souris ayant consommé le régime hyperglucidique et traités au DSS que chez les souris
ayant consomme le régime témoin (9,8 vs 5,9 ; p = 0,003 ; Figure 61 B). L’anatomopathologiste
a notamment observée des dystrophies épithéliales séveres et des dysplasies (anomalie de
différenciation et multiplication cellulaire caractérisée par une modification architecturale de
1’épithélium) chez la majorité des animaux ayant consommé le régime hyperglucidique durant

8 semaines puis traités au DSS (Figure 61 A).

La colite semble néanmoins plus discréte chez les souris controle plus agées puisque celles
ayant consommé le régime de référence durant 16 semaines n’ont plus un score
significativement éleve (+3,8 ; p = 0,07 ; Figure 61 D). De méme, la différence entre les souris
nourries avec le régime enrichi en sucre traitées au DSS et les souris controles traitées au DSS
n’est plus significative lorsque ces régimes sont consommés au long court (+4,9 ; p = 0,1;

Figure 61 D).
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Résultats
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Figure 61 : Visualisation des coupes histologiques de célon (A-C) et scores histologiques dans la
muqueuse colique des souris (B-D). Les échantillons de cblons ont été inclus en paraffine puis les
coupes ont été colorées a [’hématoxyline-éosine-safran. Les fleches montrent les dystrophies
épithéliales. Le score histologique selon [’échelle de Riley et al., par un anatomopathologiste pour
chaque animal en fonction des régimes alimentaires contrdle (C) ou hyperglucidique (HG) consommés
durant 8 et 16 semaines chez les souris soumises (DSS*) ou non (DSS") au traitement colitogéne. Les
résultats présentés correspondent au score total moyen + erreur standard pour chacun des groupes
(N > 3). La significativité des différences observées entre les groupes a été établie par ANOVA avec
correction de Tukey pour les comparaisons multiples ou un test de Kruskal-Wallis avec correction de
Dunn selon que les données étaient paramétriques ou non (*p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***p < 0,001).
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e Lipocaline fécale

Afin d’objectiver les résultats observés a I’endoscopie nous avons souhaité évaluer la sévérité des

lésions par un dosage de la lipocaline dans les selles des souris au 6°™ jour de traitement colitogéne.

Comme attendu, la quantité de lipocaline fécale est augmentée chez les souris traitées avec le
DSS quel que soit le régime alimentaire (Figure 62). En revanche, contrairement a ce que pouvait
laisser penser les scores clinique, endoscopique et histologique les taux de lipocaline ne reflétent
pas I’aggravation de la colite puisque la différence entre les deux groupes de souris traitées au DSS
n’est pas significative (14,3 vs 16,3 pg/mg ; p = 0,65). De méme, aucune différence significative
n’a été observée en ’absence de DSS contrairement aux observations faites a 1’endoscopie (5,7 vs

7,0 pg/mg ; p =0,70).
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Figure 62 : Dosage de la lipocaline-2 sur selles de souris. Les selles des souris nourries 8 semaines
avec les régimes contréle (C) ou hyperglucidique (HG) ont été prélevées au 6°™ jour du traitement
colitogene chez les souris traitées (DSS™) ou non (DSS) puis un dosage ELISA de la protéine Lcn-2 a
été réalisé. Les résultats présentés correspondent aux moyennes calculées + erreur standard pour
chacun des groupes (N > 3). La significativité des différences observées entre les groupes a été établie
par un test de Kruskal-Wallis (*p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***p < 0,001).
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Résultats

e Longueur des cblons

La sévériteé de la colite peut également étre appréciée par la mesure de la longueur du célon. Au
cours des préeléevements, tous les cdlons ont été mesures pour comparer leur longueur moyenne

dans chacun des groupes d’animaux (Figure 63 A-C).

En P’absence de DSS, le colon des animaux ayant consommé le régime hyperglucidique
pendant 8 semaines est raccourci par rapport aux souris ayant consommé le régime contréle
(-10,97 mm; p = 0,012) et ce raccourcissement persiste apres traitement colitogéne
(-9,17 mm; p=0,06 ; Figure 63 A-B).

De la méme facon, aprés 16 semaines de régime, un raccourcissement similaire a été observé
chez les souris nourries avec le régime enrichi en sucre comparativement au régime témoin,
avec ou sans traitement colitogéne (respectivement - 9,60 mm et - 10,35 mm ; p < 0,003 ; Figure
63 C-D).
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Figure 63 : Visualisation de ’aspect et de la taille des colons (A-C). Longueur moyenne des c6lons
en fonction des régimes alimentaires (B-D). Mesure a [’aveugle pour chaque souris en fonction des
régimes alimentaires contrdle (C) ou hyperglucidique (HG) consommé durant 8 et 16 semaines chez les
souris soumises (DSS™) ou non (DSS") au traitement colitogene. Les résultats présentés correspondent
aux moyennes calculées * erreur standard pour chacun des groupes (N > 4). La significativité des
différences observées entre les groupes a été établie par ANOVA avec correction de Tukey pour les
comparaisons multiples (*p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***p < 0,001).
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e Perméabilité intestinale

La perméabilité intestinale a été évaluée par un test au FITC-Dextran au 5°™ jour du traitement
colitogéne afin de pouvoir prélever suffisamment de sang tout en évitant d’étre trop invasif pour

[’animal.

Seules les souris ayant consommeé le régime hyperglucidique durant 8 semaines avaient une
hyperperméabilité intestinale comparativement aux souris ayant consommé le régime
contrdle et traitées au DSS (0,7 vs 1,7 pg/mL ; p = 0,016 ; Figure 64). De fagon surprenante,
les souris nourries avec le régime hyperglucidique non traitées au DSS ne montrent pas
d’hyperperméabilité (0,4 vs 0,6 pg/mL ; p = 0,5) contrairement a ce que pouvait laisser penser

les expériences précédentes (Figure 64).
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Figure 64 : Etude de la perméabilité intestinale in-vivo. La quantité de marqueur fluorescent a été
dosée dans le plasma apreés gavage per os d 'une solution de FITC-Dextran chez les souris soumises aux
régimes alimentaires contréle (C) et hyperglucidique (HG) durant 8 semaines, traitées ou non au DSS.
Les résultats présentés correspondent aux moyennes calculées * erreur standard pour chacun des
groupes (N >4). La significativité des différences observées entre les groupes a été établie par ANOVA
et avec un test de Fisher (*p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***p < 0,001).
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2.3. Transcriptome colique

Afin d’explorer les événements moléculaires modulés par la consommation du régime
hyperglucidique durant la colite expérimentale nous avons étudié le transcriptome colique des
souris. Dans un premier temps, en comparant les genes dont 1I’expression est dérégulée par la
colite dans chaque groupe de régime alimentaire (contréle et HG) consommés durant 8
semaines. Nous avons pu observer que peu de genes sont communs entre ces deux groupes,

suggérant que la colite impacte ainsi les animaux de fagon différente selon le régime alimentaire
consommé (Figure 65).
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Figure 65 : Volcano plot représentant les génes dérégulés au cours de la colite expérimentale. Les
différences entre les souris soumises au régime hyperglucidique (HG, N = 10) ou contréle (C, N = 9)
traitées ou non au DSS ont d’abord été étudié séparément 177 genes ont été identifiés chez les souris

témoins et 106 chez les souris nourries avec le régime enrichis en sucre (seuil de FC £ 1,5 fois et FDR
< 0,05).

Dans un second temps, nous avons compare les groupes de régime au cours de la colite (HG
DSS* vs C DSS™") et avons pu observer que, de fagon générale, beaucoup de genes sont sous-
exprimés chez les souris ayant consommeé le régime hyperglucidique durant 8 semaines par
rapport au régime controle. Au total, nous avons sélectionné 44 genes (8 sur-exprimés et 36
sous-exprimés) qui étaient différentiellement exprimés de fagon significative entre les souris

nourries avec le régime enrichi en sucre et les souris contrdle (Figure 66).
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Figure 66 : Volcano plot représentant les genes dérégulés chez les souris soumises au traitement
colitogéne apres 8 semaines de régime hyperglucidique vs régime contrdle. Les différences entre les
souris soumises au régime HG (N = 5) ou contrdle (N = 4) ont permis de mettre en évidence un total de
44 genes les plus significativement dérégulés. Seuil de FC (Fold Change) + 1,5 fois et FDR : False
Discovery Rate < 0,05.

Parmi ces génes, les annotations fonctionnelles et calculs d’enrichissements en catégories GO
(Gene ontology) et voies de la base de données Reactome ont permis de démontrer que le régime
hyperglucidique perturbait les voies de I’autophagie, les jonctions cellulaires et la

communication intra-cellulaire (Figure 67).

Puis, nous avons réalisé des annotations fonctionnelles avec la plateforme OpenTargets et nous
avons pu observer que ces génes étaient associés aux MICI (24 cibles), a la RCH (19 cibles)
ou a la MC (16 cibles; Tableau XIV). D’autres associations évoquaient des troubles du
métabolisme glucidique, des maladies mitochondriales ou encore certaines maladies

infectieuses (infections virales, bactériennes et parasitaires).
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Parmi les genes surexprimés chez les souris traitées au DSS et nourries avec un régime enrichi
en sucre nous avons notamment identifié le gene Sell qui code pour une molécule d’adhésion
cellulaire retrouvée notamment a la surface des leucocytes (+3,6-x ; FDR = 0,046 ; Figure 68).
De méme pour le géne Arhgapl15 qui code pour la « Rho GTPase Activating protein » et dont
la surexpression entraine une augmentation de la contraction cellulaire par le biais des fibres
d’actine. Enfin, le gene Gliprl impliqué dans la réponse immunitaire innée et dans la régulation
du métabolisme des lipides par le récepteur PPAR-a (Peroxisome Proliferator Activated
Receptor) est également augmenté chez les souris soumises au regime hyperglucidique durant
la colite (Figure 66 et Figure 68 A).

Parmi les génes sous-exprimés chez les souris nourries avec le régime hyperglucidique on
retrouve Dpagtl, qui code pour une enzyme qui catalyse la premiére étape de la biosynthese
des glycoprotéines (-2x; FDR = 0,01), le gene Wdfy3 nécessaire au processus de la macro-
autophagie (-1,8x ; FDR = 0,03) tout comme le géne Uspl0 intervenant également dans la

régulation du processus de l'autophagie (-1,8x ; FDR = 0,03 ; Figure 66 et Figure 68 B).
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Figure 68 : Principaux génes sur- ou sous-exprimes dans la muqueuse colique des souris durant la
colite. Les diagrammes en baton montrent [’expression moyenne (logl0) + déviation standard pour les
génes surexprimés (A) chez les souris traitées au DSS et nourries avec le régime hyperglucidique (HG,
N = 5) ou avec le régime contrdle (C, N = 4). Toutes les expressions différentielles sont significatives
FDR < 0,05.

Nous avons procédé aux mémes analyses chez les souris en ’absence de traitement colitogéne
afin de mieux comprendre I’effet propre du régime hyperglucidique en dehors du contexte de
la colite expérimentale.
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Il est important de noter que dans un contexte non pathologique, le régime hyperglucidique
provoque sous-expression des génes coliques, plus profonde que celle observée précédemment
chez les souris traitées au DSS. Ainsi, les analyses statistiques nous ont permis d’identifier 154
genes différentiellement exprimés parmi lesquels 132 étaient sous-exprimes chez les souris
soumises au régime enrichi en sucre comparativement aux souris contréle (FDR < 0,0,5 ; FC
+1,5-fois ; Figure 69).
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Figure 69 : Volcano plot représentant les genes dérégulés chez les souris ayant consommé 8 semaines
de régime hyperglucidique vs régime contréle. Les différences entre les souris soumises au régime
hyperglucidique (HG, N = 5) ou contréle (C, N = 5) ont permis de mettre en évidence un total de 154
génes les plus significativement dérégulés. Seuils de FC (Fold Change) + 1,5 fois et FDR : False
Discovery Rate < 0,05.

Ces genes sont principalement impliqués dans les voies relatives au stress dont le stress du
réticulum endoplasmique (unfolded protein stress) et dans une moindre mesure dans la

présentation antigénique et la régulation de la transcription (Figure 70).
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Parmi les genes surexprimeés chez les souris nourries avec le régime enrichi en sucre, on observe
les genes Shisa 5 qui code pour une protéine du réticulum endoplasmique impliquée dans
I’apoptose (+1,5x ; FDR = 0,029) et Slamf7, qui code pour une glycoprotéine des cellules
immunitaires (telles que les lymphocytes NK) (+1,6x ; FDR = 0,046 ; Figure 71 A).

A I’inverse, parmi les génes sous-exprimés chez les souris ayant consommeé le régime enrichi
en sucre (Figure 71 B), on retrouve le géne Rgsl qui code pour une protéine inhibant le
chimiotactisme des cellules immunitaires telles que les lymphocytes B et les macrophages (-
2,22x ; FDR =0,033).

De nombreux genes relatifs au stress sont sous-exprimés chez ces souris, notamment plusieurs
génes codant pour des « Heat Shok Protein » HSP, impliqués notamment dans le processus de
I’autophagie et le stress du réticulum endoplasmique comme Hsp70 (-3x ; FDR =0,036), Hspa8
(-2,5x ; FDR = 0,024), Hspa5 (-2,1x ; FDR = 0,013) ou encore Rblcc qui est indirectement
impliqué dans I’autophagie de par ses interactions avec Atgl6L1 (-1,9x ; FDR = 0,025 ; Figure
71 B).

De plus, les protéines chaperonnes associés a ces HSP ont également leur génes sous-exprimeés
chez les souris nourries avec le régime hyperglucidique. C’est le cas de Dnajbl et Dnajal
(respectivement -1,8x et -2,1x ; FDR < 0,0005) qui codent pour des chaperonnes impliquées
dans la régulation des HSP tout comme Chordcl et Ahsa2 (-2,2x ; FDR = 0,003) qui codent
pour des protéines co-chaperones de HSP90 ( Figure 71 B).

Finalement, les annotations fonctionnelles avec OpenTargets ont confirmé une association entre
les génes différentiellement exprimés et les maladies nutritionnelles et métaboliques telles que
le diabete (62 cibles), les anomalies du systeme immunitaire (75 cibles) et les maladies
infectieuses (104 cibles). De fagon intéressante, nous avons également mis en évidence une
association avec la colite (37 cibles) et les MICI (47 cibles) malgré I'absence de traitement DSS,
ce qui est cohérent avec I'état « pré-MICI » observé précédemment notamment a 1’endoscopie
(Tableau XV).
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Figure 71: Principaux génes sur/sous-exprimés dans la muqueuse colique des souris. Les
diagrammes (A-B) montrent [’expression moyenne (logl0) + déviation standard pour les genes
surexprimés chez les souris non traitées au DSS et nourries avec le régime hyperglucidique (HG, N =
5) ou avec le régime controle (C, N = 5). Les annotations fonctionnelles des 20 principales voies sont
représentées en (C) avec les genes différentiellement exprimés ainsi que leurs interactions. Nb sig
genes : Nombre de génes significatifs dans chaque voie, FC : Fold Change. Toutes les différences sont
significatives avec FDR < 0,05.
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2.4. Altération de la réponse immunitaire

e Cytokines circulantes

En raison des expeériences de Western-blot précédentes nous avons choisi d’étudier la quantité
de cytokines circulantes et tissulaire par une technique plus sensible faisant appel a la
technologie Bio-plex. Ces analyses ont été réalisés chez les animaux ayant consomme les

régimes durant 8 semaines seulement.

Dans le plasma, les niveaux des principales cytokines pro-inflammatoires sont augmentés
chez les souris contrdle au cours de la colite (C DSS™) comparativement aux souris témoins
non traités au DSS (C DSS). C’est le cas de I’'IL-1p (30,4 vs 5,0 pg/mL ; p = 0,0035), de I’'IL-
6 (79,2 vs 1,9 pg/mL ; p = 0,0005) et du TNF-a (139,9 vs 30,2 pg/mL ; p = 0,035) ce qui
confirme la mise en place d’une inflammation durant la colite expérimentale chez les souris
témoins (Figure 72 B, G et N).

En revanche et de fagon surprenante, chez les souris nourries avec le régime hyperglucidique,
la colite expérimentale n’augmente pas significativement le niveau de ces cytokines a
I’exception de I’IL-6 (HG DSS™ 2,4 vs HG DSS* 77,96 pg/mL ; p = 0,002 ; Figure 72 G).

Cependant il est intéressant de noter que dans un contexte de colite, nous avons observé que
la plupart des cytokines pro-inflammatoire ont le méme profil diminué chez les souris nourries
avec le régime enrichi en sucre (HG DSS*) comparativement aux souris controles (C DSS™).
La différence n’est significative statistiquement que pour I’IL-1B, I'IL-9, P’IL-13 et
I’IL-17 (Figure 72 B, H, J, M) mais une différence numérique est tout de méme observable
pour le TNF-a, I’IL-4, I'TL-5, 'IL-10 et I'IL-12 (Figure 72 N, E, F, H, I, K et L).

Enfin, en dehors du contexte de colite, on observe une diminution des cytokines chez les
souris ayant consommeé le régime hyperglucidique (HG DSS") et en particulier I’'TL-9 qui est
significativement plus basse comparativement aux souris contréles (C DSS; 10,75 vs 4,10
pg/mL ; p = 0,049 ; Figure 72 H).
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Figure 72 : Dosages des cytokines circulantes dans le plasma des souris. Les résultats présentés

correspondent au taux moyen +/- erreur standard pour chaque groupe de souris (N > 4) en fonction du

limentaire hyperglucidique (HG) ou contréle (C) chez les souris soumises (DSS™) ou non

7

regime a

(DSSY) au traitement colitogéne. La significativité des différences observées a été établie par ANOVA

avec correction de Tukey ou un test de Kruskal-Wallis avec correction de Dunn selon que les données

étaient paramétriques ou non (* p<0,05; **p < 0,01 ; *** p <0,001).
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Les mémes analyses ont été realisees sur des extraits protéiques de cdlon afin d’évaluer
I’inflammation localement. De fagon générale, le niveau de la plupart des cytokines n’est pas
significativement différent dans la muqueuse colique des souris aprés traitement colitogene
(Figure 73). Certaines cytokines comme I’IL-1a, I’IL-17 et le TNF-a. (Figure 73 A, M et N)
suggerent néanmoins une inflammation chez les souris nourries avec le regime hyperglucidique

au cours de la colite (HG DSS™) comparativement a celles non traitées au DSS (HG DSS").

En revanche, les chimiokines telles que les éotaxines (CCL11, 24 et 26) et KC (CXCL1)
montrent une augmentation significative au cours de la colite chez les souris soumises au
régime contréle (C DSS™) comparativement aux souris non traitées au DSS (C DSS) confirmant

I’effet de la colite chez les souris témoins (Figure 73 Q et T).

De méme, chez les souris soumises au régime hyperglucidique (HG DSS*) on observe une
augmentation de KC, RANTES (CCL5) ainsi que MIP1la et MIP1B (CCL3) comparativement

aux souris non traitées au DSS (HG DSS") (Figure 73 T-W). Il est intéressant de noter que dans

le plasma de ces souris, la seule chimiokine significativement augmentée était KC.
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Figure 73 : Dosages des cytokines dans la muqueuse colique des souris. Les résultats présentés
correspondent au taux moyen +/- erreur standard pour chaque groupe de souris (N > 4) en fonction du
régime alimentaire hyperglucidique (HG) ou contréle (C) chez les souris soumises (DSS*) ou non
(DSSY) au traitement colitogéne. La significativité des différences observées a été établie par ANOVA
avec correction de Tukey ou un test de Kruskal-Wallis avec correction de Dunn selon que les données
étaient paramétriques ou non (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001).
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e Poids de la rate

La rate est un organe appartement au systéme immunitaire en produisant certaines cellules de
I’immunité (globules blancs). En cas d’inflammation, on observe une splénomégalie
(augmentation du volume de la rate) notamment en cas d’infection. Ainsi, dans le mode¢le de
colite au DSS, certaines publications mettent en évidence une augmentation du volume de la
rate (Chassaing et al., 2014).

Ainsi, nous avons observé une augmentation du poids de la rate au cours de la colite dans
chacun des groupes et de facon significative uniquement chez les souris ayant consommeé le

régime hyperglucidique durant 8 semaines (Figure 74 B).

Sans traitement colitogene, nous avons observe une augmentation significative de la rate chez
les animaux ayant consommeé le régime hyperglucidique durant 16 semaines (Figure 74 C). En
effet, en I’absence de traitement colitogene, les rates représentaient 0,5 % du poids des animaux
(contre 0,3 % chez les témoins ayant recu le régime normal) ce qui signifie qu’une légere

splénomégalie est présente chez ces souris.
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Figure 74 : Visualisation de la taille des rates (A) et étude du poids de la rate (B-C). Chaque rate a
été prélevée et pesée puis rapportée au poids de chaque animal en fonction des régimes alimentaires
contrdle (C) ou hyperglucidique (HG) consommé durant 8 et 16 semaines chez les souris soumises
(DSS™) ou non (DSS') au traitement colitogene. L échelle sur les photographies représente 10 mm. Les
résultats présentés correspondent aux moyennes calculées + erreur standard pour chacun des groupes
(N > 4). La significativité des différences observées entre les groupes a été établie par ANOVA avec
correction de Tukey pour les comparaisons multiples (*p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***p < 0,001).
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e Population de cellules immunitaires

Les cellules immunitaires ont été étudiées par cytométrie en flux dans la rate et dans la
mugqueuse colique de toutes les souris. Nous avons observé une augmentation des cellules NK
(Figure 75 A et D) chez les souris nourries avec le regime hyperglucidique apres traitement
colitogéne bien que la différence ne soit pas significative (p = 0,07) par rapport aux souris

nourries avec le régime contrble dans ce méme contexte inflammatoire.

Concernant les cellules immunitaires dans le cblon (Figure 75 G-H), une augmentation
numérique, mais non significative des lymphocytes B semble confirmer I’inflammation
provoquée par le traitement colitogene chez les souris nourries avec les deux régimes
(Figure 75 1). En revanche, la quantité de cellules dendritiques dans le cblon des souris traitées

au DSS est significativement augmentée avec les deux régimes alimentaires (Figure 75 J).
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Figure 75 : Etude des cellules immunitaires dans la rate (A-F) et le cdlon (G-1) des souris. Les
quantités relatives des populations de cellules immunitaires indiquées (NKT, NK, dendritiques,
lymphocytes T et B) ont été quantifiées par cytométrie en flux dans les échantillons de rate des souris
nourries avec le régime hyperglucidique (HG) ou le régime contréle (C) et soumises (DSS™) ou non
(DSSY) au traitement colitogéne. Les résultats présentés correspondent aux moyennes calculées + erreur
standard pour chacun des groupes (N > 4). La significativité des différences observées entre les groupes
a été établie par ANOVA avec correction de Tukey pour les comparaisons multiples ou un test de
Kruskal-Wallis selon que les données étaient paramétriques ou non (*p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***p <

0,001).
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2.5. Dysbiose du microbiote intestinal

e Effet de la colite expérimentale sur le microbiote intestinal

Afin d’étudier I’impact de la colite sur le microbiote intestinal, les selles des souris ont été
analysees avant et apres le traitement colitogene. Avant traitement colitogéne (& JO) les souris
nourries avec le régime hyperglucidique pendant 8 semaines avaient une a-diversité
significativement plus faible que celle des souris nourries avec le régime contrdle a la fois
pour les indices de Chao (Figure 76 A) et de Shannon (Figure 76 C). Cet effet persiste au 5™
jour de traitement colitogene, cependant nous avons observé que pour les deux groupes de
régime, les animaux traités au DSS présentaient une moindre diversité a J5 en termes de richesse
spécifique (indice de Chao, Figure 76 B) mais pas en termes de régularité (indice de Shannon,
Figure 76 D).
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Figure 76 : Influence de la colite expérimentale sur ’alpha-diversité du microbiote fécal des souris.
La diversité alpha mesurée par les indices de Chao (A) et de Shannon (C) chez les souris ayant
consommé le régime contréle (C, N = 10) ou le régime hyperglucidique (HG, N = 9) a J0. L évolution
de la richesse des espéces bactériennes (C et D) est mesurée par la variation (fold change) des indices
a J5 par rapport a JO pour les souris soumises (DSS™, N > 4) ou non (DSS, N = 5) au traitement
colitogéne. Les analyses statistiques sont résumées dans le Tableau XVI.
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Aiinsi, ces résultats indiquent que le traitement par le DSS réduit la diversité a et a un impact
sur les espéces présentes en faible abondance sans perturber les bactéries les plus abondantes

de la communauté microbienne.

Concernant la B-diversité, une forte différence de composition microbienne entre les groupes
de régime a été observée a JO et J5, avec une variance supérieure a 49 % pour I’indice de Jaccard
(Figure 77 A) et a 46 % pour I’indice de Bray-Curtis (Figure 77 B). Pour les deux groupes de
régime, la communauté microbienne des animaux apres traitement colitogéne était plus

éloignée de la méme communauté a JO (avant traitement au DSS).

Tout comme I’a-diversité, ces résultats révelent que le traitement au DSS a une forte
influence sur la composition du microbiote intestinal et que cet effet n’était pas conditionné

par I’alimentation avant I’exposition au traitement au traitement colitogéne.
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Figure 77 : Influence de la colite expérimentale sur la beta-diversité du microbiote fécal des souris.
Analyse en composante principale représentant I ’évolution des indices de Jaccard (A) et de Bray-Curtis
(B) chez les souris ayant consomme le régime contréle (C, N = 10) ou le régime hyperglucidique (HG
N =9) a JO et a J5 selon le traitement au DSS ou non. Les analyses statistiques sont résumées dans le
Tableau XVI.
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Tableau XVI : Dyshiose intestinale au cours de la colite expérimentale. Pour les corrélations entre les
indices de diversités o. (Chao et Shannon) et les paramétres expérimentaux, un test signé des rangs de
Wilcoxon a été utilisé. Pour les indices de f-diversité (Bray-Curtis et Jaccard), les corrélations avec les

parameétres expérimentaux ont été évaluées avec une analyse de variance multivariee (MANOVA).

o - diversité p-value indice p-value variation (fold-change)
Chao Shannon Chao Shannon
Jo 0,0042 0,0207 NA NA
Cvs HG J5 DSS- 0,0149 0,0397 0,1333 0,3889
J5 DSS+ 0,0210 0,0397 0,5556 0,7302
C DSS- 0,5812 0,5059 0,0603 0,1518
J0vs J5 HG DSS- 0,4959 0,7972 0,1817 0,1518
C DSS+ 0,0210 0,7823 0,0029 0,6233
HG DSS+ 0,0144 0,3902 0,0034 0,2183
B - diversité p-value indice Variance
Bray-Curtis Jaccard Bray-Curtis Jaccard
Jo 0,0001 0,0001 46,5% 49,7%
Cvs HG J5 DSS- 0,0088 0,0099 61,3% 59,1%
J5 DSS+ 0,0077 0,0080 51,1% 56,0%
C DSS- 0,0458 0,0339 17,4% 12,3%
J0vs J5 HG DSS- 0,1165 0,3669 14,2% 8,2%
C DSS+ 0,0003 0,0003 38,8% 33,0%
HG DSS+ 0,0023 0,0015 37,6% 34,2%

Nous n’avons pas pu identifier d’indicateurs d’especes (OTU pour unité taxonomique

opeérationnelle) qui soit spécifiquement conditionné par le régime alimentaire durant la colite

expérimentale (défini par les OTU dont ’abondance ou la prévalence est associée de fagon

significative au régime et au traitement DSS a J5 mais pas a JO et dont la variation entre J5 et

JO est associé significativement au régime alimentaire durant la colite) (Figure 78).

Indépendamment du régime alimentaire nous avons pu identifier 51 OTU impactés par le

traitement colitogene (défini par les OTU significativement associés au traitement DSS a J5

mais pas a J0). Ces OTU appartiennent en majorité aux Firmicutes (~ 70%) et aux

Gammaproteobacteria (~ 20%), alors que la communauté entiere est composée de Firmicutes

(~ 40%), Bacteroidetes (~ 20%) et Gammaproteobacteria (~ 40%), suggérant ainsi que le

traitement DSS n'affecte pas ces phylums de la méme maniére (Figure 78).
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e Effet du régime alimentaire sur le microbiote intestinal

Nous avons étudié I’effet d’une alimentation enrichie en sucre sur le microbiote intestinal en
dehors du contexte de colite. Pour cela, nous avons analysé les selles des animaux avant
I’induction des régime (microbiote de base noté B) et aprés 8 semaines de régime contrdle ou

hyperglucidique (noté JO).

Nous avons observé que les souris du groupe hyperglucidique présentaient une a-diversité
significativement plus faible au départ pour les indices de Chao et Shannon (Figure 79 A et C)
alors que les animaux devraient étre identiques a ce stade. Cela peut étre expliqué par un « effet
cage » lié au fait que les souris sont coprophages et ne présentent donc pas le méme microbiote
d’une cage a I’autre. Cet effet persistant a JO, pour évaluer I’impact du régime au-dela de la
différence initiale, nous avons calculé la variation (fold change) des indices d’a-diversité a JO
par rapport au microbiote de base (Figure 79 B et D) mais nous n’avons pas observé de
différence significative indiquant donc que la consommation du régime hyperglucidique n’a

pas influencé spécifiquement la diversité o du microbiote intestinal des souris.
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Figure 79 : Influence du régime alimentaire sur /’alpha-diversité du microbiote fécal des souris. La
diversité alpha mesurée par les indices de Chao (A) et de Shannon (C) chez les souris non traitées au
DSS dans les groupes régime contréle (C, N = 10) ou régime hyperglucidique (HG N = 9) avant
I’induction des régimes alimentaires (microbiote de base noté B). L évolution de la richesse des espéces
bactériennes (C et D) est mesurée par la variation (fold change) des indices a JO (aprés 8 semaines de
régimes) par rapport au microbiote de base. Les analyses statistiques sont résumées dans le Tableau
XVII.

En revanche, concernant la diversité f§, nous avons observé une tres forte corrélation avec le
régime alimentaire pour les indices de Jaccard et de Bray-Curtis avec une variance supérieure
a 42 %. Au sein des groupes de régime, une différence significative entre les points dans le
temps (B et JO) n’est observée que pour les souris nourries avec le régime hyperglucidique

(Figure 80 A-B).
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Figure 80 : Influence du régime alimentaire sur la beta-diversité du microbiote fécal des souris.
Analyse en composante principale représentant [ 'évolution des indices de Jaccard (A) et de Bray-Curtis
(B) chez les souris ayant consommeé le régime contréle (C, N = 10) ou le régime hyperglucidique (HG
N = 9) avant et aprés la consommation des régimes alimentaires. Les analyses statistiques sont résumées

dans le Tableau XVII.

Ces résultats indiquent que malgré la différence initiale entre les animaux issus des différents
groupes, le régime hyperglucidique modifie fortement la composition du microbiote
intestinal des souris et affecte principalement les bactéries les plus abondantes du

microbiote et dans une moindre mesure la prévalence des espéces moins abondantes.
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Tableau XVII : Dysbiose intestinale provoquée par le régime hyperglucidique. Pour les corrélations
entre les indices de diversités a (Chao et Shannon) et les paramétres expérimentaux, un test des rangs
signé de Wilcoxon a été utilisé. Pour les indices de f-diversité (Bray-Curtis et Jaccard), les corrélations
avec les paramétres expérimentaux ont été évaluées avec une analyse de variance multivariée
(MANOVA).

. s -value indice -value variation (fold change
Diversité a Chao i Shannon i Chao ( Shannong )
Cvs B 0,0006 0,0348 NA NA
HG JO 0,0005 0,0063 0,1051 0,1153
B vs C 0,0639 0,2969 0,0018 0,1153
JO HG 0,0005 0,0003 0,0002 0,0002
Diversité B p,vglue indice . Variance
Bray-Curtis Jaccard Bray-Curtis Jaccard
Cvs B 0,0001 0,0001 52,5% 42,2%
HG JO 0,0001 0,0002 47,5% 49,0%
B vs C 0,0242 0,0056 14,2% 13,0%
JO HG 0,0001 0,0001 71,1% 25,8%
Biomarqueurs Otu036 Otu044 Otu052 Otul46 Otul94
p-value test (1) 0,8404 0,3855 0,2918 0,2918 1,0000
o p-value test (2) 1,0000 1,0000 0,8412 0,8412 1,0000
0 p-value test (3) 1,0000 1,0000 0,8592 0,8592 1,0000
IS p-value test (4) 0,7545 0,4103 0,3363 0,3363 1,0000
K force corrélation test (1) 0,3% 4,9% 7,7% 7,7% 0,0%
o force corrélation test (2) 0,0% 0,0% 45,0% 45,0% 0,0%
S force corrélation test (3) 0,0% 0,0% 25,0% 25,0% 0,0%
'5 force corrélation test (4) 74,3% 80,6% 53,7% 50,5% 0,0%
9 test (4) spécificité 55,2% 65,0% 96,3% 85,0% 0,0%
= test (4) sensibilité 100,0% 100,0% 30,0% 30,0% 0,0%
test (4) groupe associé C HG C HG
p-value test (1) 0,0015 0,0018 0,0015 0,0014 0,0010
@ p-value test (2) 0,1021 0,1021 1,0000 0,2258 0,7482
g p-value test (3) 0,1255 0,4157 0,0031 0,0258 0,0031
g ° p-value test (4) 0,0008 0,0018 0,0028 0,0008 0,0008
'g g | force corrélation test (1) 72,5% 66,2% 69,3% 74,6% 78,6%
© £ | force corrélation test (2) 62,5% 61,3% 0,0% 49,6% 22,9%
£ & | force corrélation test (3) 57, 7% 42,0% 90,5% 73,4% 90,5%
4 = | force corrélation test (4) 98,0% 94,1% 94,9% 98,3% 99,1%
S test (4) spécificité 96,0% 88,5% 100,0% 96,5% 98,2%
< test (4) sensibilité 100,0% 100,0% 90,0% 100,0% 100,0%
test (4) groupe associé C C HG HG C
Fold p-value test (1) 0,0132 0,0426 0,0150 0,0426 0,0091
Ch:" force corrélation test (1) | 68,6% 50,4% 65,9% 49,3% 78,6%
Phylum Firmicutes Firmicutes Firmicutes Firmicutes Bacteroidetes
Classe Clostridia Clostridia Clostridia Clostridia Bacteroidia
Ordre Clostridiales  Clostridiales  Clostridiales  Clostridiales Bacteroidales
Famille unclassified Lachnospira Lachnospirac Lachnospirac Porphyromonadac
ceae eae eae eae
Genre unclassified unclassified unclassified unclassified Barnesiella
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Nous avons identifi¢ 5 indicateurs d’espéces modulés par le régime alimentaire, définis
statistiquement comme les OTU dont 1’abondance et/ou la prévalence est significativement
associée au régime aprés 8 semaines de consommation (a JO) mais pas dans le microbiote de
base (B) et dont la variation entre JO et B est significativement associée au régime alimentaire
(Figure 81 A et Figure 82) .

Précisément, deux OTUs appartenant a l'ordre des Clostridiales (Otu036, Otu044) ont
montrées une nette diminution de leur abondance relative chez les souris nourries avec le
régime hyperglucidique, tout en restant a une abondance similaire chez les souris nourries

avec le régime contréle (Figure 82)

Deux OTUs appartenant a la famille des Lachnospiracées (Otu052, Otul46) ont montré une
forte augmentation de leur abondance relative et de leur prévalence chez les souris

nourries avec le régime enrichi en sucre (Tableau XVI1).

De facon trés intéressante, une bactérie appartenant au genre Barnesiella (Otu194) n'a pas
été trouvée au départ, mais était omniprésente a JO chez les souris contrdle, alors qu'elle n’était
présente que chez un seul animal nourri avec le régime hyperglucidique, en plus faible

abondance (Figure 82).

Ces résultats suggérent que le régime enrichi en sucre a un impact considérable sur
certaines especes bactériennes, la plupart appartenant a des Firmicutes connus pour produire
des acides gras a chaine courte. En effet, les biomarqueurs correspondants représentent
ensemble plus de 90% des OTU, tandis que les Firmicutes représentent ~ 50% de I'ensemble de
la communauté, indiquant que les bactéries appartenant a ce phylum semblent étre

particulierement impactées par le régime hyperglucidique (Figure 81).
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Figure 82 : Unités Taxonomiques Opérationnelles (OTU) significativement modifiées par le régime
alimentaire. Abondance, prévalence correspondante et variation de I’abondance des OTUs avant la

consommation des régimes alimentaires (microbiote de base noté B) et aprés 8 semaines de régime

alimentaire (a JO) chez les souris non traitées au DSS (N = 10 par groupe). Les analyses statistiques

dans le Tableau XVII.
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e Dosage des métabolites bactériens

Certaines bactéries du microbiote intestinal produisent des métabolites aux propriétés anti-
inflammatoires notamment les acides gras a chaines courtes (AGCC) dont les proportions
relatives dans les feces ou contenus digestifs sont le reflet de I’activité enzymatique du

microbiote et donc du statut bactérien de 1’animal.

Ainsi, nous avons dosés ces AGCC dans les selles et le contenu caecal des souris nourries avec
le régime hyperglucidique ou le régime contrdle durant 8 semaines et traitées ou non au DSS.
Cette analyse a été réalisée au 10°™ jour du traitement colitogéne sur le caecum et au 6°™ jour

sur les selles car au-dela les selles n’étaient pas suffisantes chez les animaux souffrant de colite.

Ainsi, en dehors du contexte de colite, la quantité d’acétate est significativement plus faible
chez les animaux nourris avec le régime hyperglucidique aussi bien dans les selles et dans
le caecum (Figure 83 A-B) tandis que la quantité de butyrate ne varie que dans le contenu
caecal (Figure 83 A). Ces acides gras sont encore plus fortement diminués apreés traitement au

DSS dans le contenu caecal quel que soit le régime alimentaire consommé (Figure 83 A-B).

A Hl caproate El caproate
Caecum isocaproate Selles isocaproate

| |
50 = % % %k % Hl valerate 30 = El valerate
I ] isovalerate - isovalerate
3k 3k ok %k ) i )
I 1 Bl isobutyrate | Bl isobutyrate
% Xk k mm butyrate J . butyrate
I * % 1 Bl propionate - Bl propionate
40+ I 1 Bl acetate h Bl acetate
] *
20 = kkkk ]
30+ -
2 *ok K K o ]
z Moxokx ! g ]
= I_I = ]
I
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10—
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0- 0-
CDSS HGDSS CDSS" HGDSS’ CDSS HGDSS CDSS" HGDSS'

Figure 83 : Dosage des acides gras a chaines courtes dans les selles et le contenu caecal des souris.
Les résultats présentés correspondent a la quantité moyenne +/- erreur standard pour chaque groupe
de souris (N > 4) en fonction du régime alimentaire hyperglucidique (HG) ou contréle (C) chez les
souris soumises (DSS™) ou non (DSS’) au traitement colitogene. La significativité des différences
observées a été établie par ANOVA avec correction de Tukey pour les comparaisons multiples (* p <
0,05; **p<0,01;***p<0,001).
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3. Réversibilité partielle des effets d’une surconsommation de
sucre chez la souris

Nous avons ensuite souhaité vérifier si les changements provoqués par la consommation du
régime hyperglucidique pouvaient étre corrigés par un retour a un régime normal aprés 8
semaines de consommation du régime enrichi en sucre ou en alternant les régimes

(hyperglucidique et controle) toutes les 4 semaines.

3.1. Consequences de la consommation des régimes

e Consommation alimentaire

La consommation alimentaire quotidienne pour les animaux soumis au régime contréle était de
4,1 g/jour en moyenne, ce qui correspond aux recommandations de Safe Diets (3 a 4 g/jour).
Comme lors des protocoles précédents, le régime hyperglucidique s’est avéré beaucoup plus

appétant d’ou une augmentation de la consommation moyenne (7,3 g/jour, Figure 84 A).

La consommation moyenne d’eau est classiquement de 3 a 4 mL/jour pour une souris de
laboratoire. De maniére globale la consommation de nos souris était 1égérement plus élevée (en
moyenne SmL / jour par souris). Cependant la consommation du régime hyperglucidique n’a

pas modifié la prise hydrique de facon significative (Figure 84 B).
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Figure 84 : Consommation alimentaire (A) et hydrique (B) des animaux au cours du protocole
expérimental. Les résultats présentés correspondent a la moyenne estimée par cage (N > 10 dans
chaque groupe) de régime contréle (C) ou hyperglucidique (HG) consommés durant 16 semaines, ou
de facon discontinue durant 8 semaines avant un retour au régime C, ou toutes les 4 semaines. La
significativité des différences observées entre le régime étudié et le régime controle a été établie par un
test de Kruskal-Wallis (* p < 0,05 ; ** p< 0,01 ; *** p< 0,001).
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e Prise de poids

Le poids des animaux a augmenté de 30 % chez les animaux qui ont consomme le régime
enrichi en sucre durant 8 semaines avant de revenir a un régime normal alors que le poids n’a
augmenté que de + 20 % chez ceux qui ont consommé le régime hyperglucidique de fagon
discontinue (deux fois 4 semaines). De facon surprenante, les animaux ayant consomme le
régime hyperglucidique durant 8 semaines ont vu leur poids augmenter plus rapidement alors

que la prise de poids est moindre lorsqu’ils alternent les régimes toutes les 4 semaines (Figure

85).
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Figure 85 : Suivi de la prise de poids des souris au cours des 16 semaines de régime. Les résultats
présentés correspondent au poids moyen +/- erreur standard (N > 10 dans chaque groupe) de régime
contréle (C) ou hyperglucidique (HG) consommé de fagcon continue ou non durant 16 semaines. La
significativité des différences observées a été établie par ANOVA avec correction de Tukey pour les
comparaisons multiples (* p < 0,05 ; ** p< 0,01 ; *** p< 0,001).
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3.2. Consequences sur la colite expérimentale

e Score clinique (DAI)

Nous avions observé précédemment une aggravation de la colite expérimentale chez les souris
nourries avec le régime hyperglucidique. Il semble cependant que le retour a un régime
normal apres consommation du régime enrichi en sucre durant 8 semaines permette de
minimiser la sévériteé de la colite : ainsi, I’aggravation de la colite est plus lente et moins sévére
que chez les animaux ayant consommeé le régime hyperglucidique en continu (Figure 86). Cet
effet est significatif au 10°™ jour pour les souris ayant consommé 8 semaines de régime enrichi
en sucre avant un retour au régime normal. Ces dernieres souffrent d’une colite moins severe

que celles ayant consommeé le régime hyperglucidique en continu (p = 0,018 ; Figure 86).

En revanche, les animaux qui ont consommeé le régime hyperglucidique de fagon alternée toutes
les 4 semaines souffrent d’une colite proche de celles des t¢émoins mais pas significativement

moins importante que les souris ayant consommeé le régime en continu.
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Figure 86 : Etude des signes cliniques de la colite expérimentale. La perte de poids, la consistance des
selles et la présence de sang ont été suivi quotidiennement pour chaque souris en fonction des régimes
contréle (C) ou hyperglucidique (HG) consommés durant 16 semaines de fagon continue ou discontinue
et soumises (DSS™) ou non (DSS") au traitement colitogéne. Les résultats présentés correspondent aux
moyennes calculées + erreur standard pour chacun des groupes (N > 4). La significativité des
différences observées a été établie par un test ANOVA avec correction de Tukey pour les comparaisons
multiples entre les groupes DSS et DSS™(* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001), et un test de Fisher
entre le régime contrdle et le régime hyperglucidique (# p < 0,05 ; ## p < 0,01 ; ### p < 0,001).
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e Score endoscopique (UCEIS)

Concernant les lésions endoscopiques, les souris nourries avec le régime hyperglucidique de
fagon continue ou discontinue avaient montré des lésions plus discretes que celles retrouvées
chez les animaux soumis au régime durant 8 semaines (Figure 87 A). En conséquence, le score

endoscopique n’est pas significativement plus élevé chez ces souris en 1’absence de traitement

colitogene (Figure 87 B).

L’aggravation de la colite en revanche avait été retrouvée chez les souris soumises au régime
hyperglucidique durant 16 semaines. De facon intéressante, lorsque le régime enrichi en sucre
est consommeé de facon discontinue, le score endoscopique est significativement abaissé
comparativement aux souris ayant consomme le régime hyperglucidique en continu durant 16
semaines (-3,4 ; p = 0,006 ; Figure 87 B). Ainsi, les observations endoscopiques confirment
I’effet réversible du régime hyperglucidique lorsque les souris retournent a un régime normal
aprées 8 semaines de consommation du régime enrichi en sucre, ce que nous avions
précédemment observé avec le score DAL
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Figure 87 : Visualisation des images endoscopiques (A) et Score endoscopique moyen (B). Le score
établi par trois expérimentateurs en double aveugle pour chaque souris en fonction des régimes controle
(C) ou hyperglucidique (HG) consommés durant 16 semaines de facon continue ou discontinue et
soumises (DSS™) ou non (DSS’) au traitement colitogene. Les résultats présentés correspondent aux
moyennes calculées + erreur standard pour chacun des groupes (N > 4). La significativité des
différences observées entre les groupes a été établie par ANOVA et avec correction de Tukey pour les
comparaisons multiples (*p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***p < 0,001).
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Résultats

e Score histologique

De la méme facon, le score histologique confirme les observations cliniques et endoscopiques
puisqu’il semble que la consommation discontinue du régime enrichi en sucre permette de
corriger I’effet aggravant sur la colite. En effet, les souris ayant consommé les deux régimes
ont un score histologique pratiqguement nul pour celles nourries avec les deux régimes toutes
les 4 semaines, et significativement inférieur a celui des souris ayant consommé le régime en

continu (Figure 88 B).
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Figure 88 : Visualisation des coupes histologiques de cblon (A-C) et étude des scores histologiques
dans la muqueuse colique des souris (B-D). Les échantillons de c6lons ont été inclus en paraffine puis
les coupes ont été colorées a [’hématoxyline-éosine-safran. Les fleches montrent les dystrophies
épithéliales. Le score histologique selon [’échelle de Riley et al., par un anatomopathologiste pour
chaque animal en fonction des régimes alimentaires contrdle (C) ou hyperglucidique (HG) consommes
durant 16 semaines de fagon continue ou discontinue et soumises (DSS*) ou non (DSS) au traitement
colitogéne. Les résultats présentés correspondent au score total moyen + erreur standard pour chacun
des groupes (N > 3). La significativité des différences observées entre les groupes a été établie par un
test de Kruskal-Wallis (*p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***p < 0,001).
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Résultats

e Raccourcissement des cblons

De la méme fagon, un raccourcissement du c6lon avait été observé chez les souris nourries avec
le régime enrichi en sucre sans traitement colitogene. Dans ce protocole, les animaux qui ont
repris un régime normal apres 8 semaines de consommation du régime hyperglucidique ont un
cdlon raccourci en I’absence de DSS (-11 % ; p < 0,05) alors que les animaux ayant consommé
ces régimes de fagon alternée toutes les 4 semaines ne présentent pas de raccourcissement

colique (Figure 89 B).

De plus, apres traitement colitogéne, les animaux ayant consommeé le réegime hyperglucidique
de facon discontinue ont un cdlon plus long que ceux I’ayant consommeé le en continu durant
16 semaines ce qui confirme les observations précédentes (+ 10 % ; p < 0,01 ; Figure 89 A et
B).
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Figure 89 : Visualisation de Paspect et de la taille des colons (A-C). Longueur moyenne des c6lons
en fonction des régimes alimentaires (B-D). Mesure a [’aveugle pour chaque souris en fonction des
regimes alimentaires contréle (C) ou hyperglucidique (HG) consommés durant 16 semaines de fagon
continue ou discontinue et soumises (DSS*) ou non (DSS) au traitement colitogéne. Les résultats
présentés correspondent aux moyennes calculées + erreur standard pour chacun des groupes (N > 4).
La significativité des différences observées entre les groupes a été établie par ANOVA avec correction
de Tukey pour les comparaisons multiples (*p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***p < 0,001).
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e Splénomegalie

Chez les animaux ayant consommeé le régime enrichi en sucre de fagon discontinue durant 4 ou
8 semaines, les rates semblent moins impactées qu’aprés la consommation du régime en
continu. Ainsi, la splénomégalie semble pouvoir étre significativement corrigée lorsque les
souris reprennent un régime normal apres 8 semaines de consommation du régime
hyperglucidique (-43% ; p = 0,041 ; Figure 90).
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Figure 90 : Etude du poids de la rate au cours de la colite expérimentale. Chaque rate a été prélevée
et pesée puis rapportée au poids de chaque animal en fonction des régimes alimentaires controle (C)
ou hyperglucidique (HG) consommés durant 16 semaines de fagon continue ou discontinue et soumises
(DSS™) ou non (DSS) au traitement colitogene. Les résultats présentés correspondent aux moyennes
calculées * erreur standard pour chacun des groupes (N > 4). La significativité des différences
observées entre les groupes a été établie par un test de Krusal-Wallis (*p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***p
< 0,001).
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3.3. Transcriptome colique

Comme nous avons pu le constater précédemment, une reprogrammation du transcriptome
colique a été observée chez les souris nourries avec le régime hyperglucidique durant 8 ou 16
semaines. Ici, nous nous focalisons sur I’effet du régime en dehors du contexte de la colite
experimentale. De méme, puisque 1’effet semblait plus significatif au niveau clinique (score
DAI et endoscopique) chez les souris ayant consommé le régime hyperglucidique durant 8
semaines avant un retour a un régime normal, les souris ayant consommé les deux régimes

toutes les 4 semaines n’ont pas été analysées.

Nous avons donc comparé les données des 3 groupes de régime (contrdle, hyperglucidique et
hyperglucidique + contrdle) avec une analyse non supervisée, afin d’ouvrir le champ sur la
découverte et 1’exploration dans ce contexte bien particulier. Apres extraction d’un total de
426 genes les plus variants dans le jeu de données (genes dont la variance inter-échantillons
est > 10% de la variance maximale observée dans le transcriptome, apres avoir exclu les valeurs
aberrantes ou outliers), la premiére observation a été que ceux-ci étaient composés des
principaux génes dérégulés entre les souris HG vs C. Parmi ces 426 génes, 349 genes etaient

sous-exprimés et 77 surexprimés.

Une classification hiérarchique avec ces 426 genes et 15 échantillons a permis de séparer
parfaitement les 3 groupes et d’identifier 6 signatures de génes aux profils d’expression
fortement corrélés, ou clusters, notés C[1-6], principalement impliqués dans les voies de la
réponse au stress du réticulum endoplasmique (réponse UPR), I’autophagie, les protéines

HSP et des voies métaboliques comme la néoglucogénese (Figure 91 et Tableau XVIII).
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En particulier, lorsqu’on s’intéresse aux genes impliqués dans la réponse UPR ou dans la
néoglucogénese (clusters C1 et C6), qui étaient respectivement surexprimés et sous-exprimés
chez les souris nourries avec le régime enrichi en sucre, nous pouvons observer que ces genes
recouvrent leurs niveaux d’expression « normaux » (ceux des souris nourries avec le régime
contréle) chez les souris ayant consommeé les deux régimes (Figure 91). Ainsi, il semble que le
retour a un régime normal apreés 8 semaines de consommation du régime enrichi en sucre

permette de corriger les perturbations transcriptomiques concernant ces deux ensembles.

A P’inverse, les génes impliqués dans ’autophagie (cluster C2) restent surexprimés chez les
souris ayant consommé les deux régimes, tout comme les génes liés aux protéines HSP (cluster
C4) qui étaient sous-exprimés chez les souris nourries avec le régime sucré et ne restaurent pas
totalement leur expression basale (Figure 91). 1l semble donc que le retour a un régime normal

ne permette qu’une correction partielle des effets du réegime hyperglucidique pour ces genes.

Parmi les génes surexprimés chez les souris nourries avec le régime hyperglucidique, on
observe le gene Sgkl, qui code pour une protéine kinase impliqué dans la réponse au stress
cellulaire, ou encore le géne Txndrl, qui joue un réle clef dans I’homéostasie redox et qui est
impliqué dans la régulation de la voie PPAR-a (Figure 92). Ces deux génes qui étaient sur-
exprimés chez les souris nourries avec le régime enrichi en sucre sont maintenant sous-
exprimes, respectivement 2,4 fois et 1,5 fois chez les souris ayant consommeé les deux régimes
(groupe HG+C).

De nombreux génes impliqués dans I’apoptose, comme Shisa5 ou Cdknla récupérent, chez
les souris nourries avec les deux régimes, sensiblement le méme niveau d’expression que les
souris nourries avec le régime controle en continu, alors qu’ils étaient surexprimés dans le

groupe hyperglucidique (Figure 92).

La plupart des genes impliqués dans I’immunité comme le géne Jchain, codant pour un peptide
permettant de lier les anticorps IgM ou IgA et qui était surexprimé dans le groupe
hyperglucidique, ne restaure pas totalement leur niveau basal d’expression. C’est le cas
également de Slamf7, codant pour une glycoprotéine exprimée par les lymphocytes NK, et du
géne Bcl9, associé aux leucémies, ou encore le géne Rgsl impliqué dans I’inhibition du

chimiotactisme des lymphocytes B.
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Aussi, nous avions précedemment observé de nombreux genes liés aux proteines HSP, elles-
mémes impliquées dans les processus de réponse au stress et de I’autophagie. Ces génes étaient
sous-exprimés en cas de régime hyperglucidique, et visiblement ne recouvrent pas totalement
leur niveau d’expression apres un retour a un régime normal. C’est le cas entre autres des genes

Hsphl, Hspa8, Hspa5, Chordcl et Ahsa2 (Figure 92).

Enfin, concernant le gene Clgaltl codant pour une enzyme appelée Corel synthase et qui
module la glycosylation de nombreuses protéines dont les mucines (MUC-1) ou le récepteur
NOD2, son expression était diminuée pratiquement de moitié (1,8 fois) chez les souris nourries
avec le régime enrichi en sucre. Aprés retour a un régime normal, ’expression de ce gene

semble partiellement corrigée (Figure 92).

Concernant les annotations fonctionnelles obtenues avec OpenTargets, nous avons pu
démontrer que les génes des clusters 2 et 5 restaient associés a des maladies immunitaires (75
cibles) et maladies gastro-intestinales (60 cibles) ou I’on retrouve notamment les MICI (27
cibles). Ces résultats suggeérent que les effets délétéres de la surconsommation en sucre
peuvent étre partiellement corrigés en réduisant I’apport en saccharose mais certaines

empreintes transcriptomiques persistent (Tableau X1X).
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3.4. Correction partielle de la dysbiose intestinale

Le microbiote fécal des souris a été analysé comme précédemment avant 1’induction des
régimes puis aprés 16 semaines de consommation des régimes. Au départ, nous avons observé
que les souris contrdles avaient une plus grande diversité o que celles du groupe
hyperglucidique ou du groupe des deux régimes. Ces différences se retrouvent en termes de
richesse spécifique avec I’indice de Chao (Figure 93 A), mais pas dans l'uniformité des especes
avec I’indice de Shannon, (Figure 93 C) alors que les souris sont normalement identiques a ce

stade, on retrouve cet effet « cage » comme précédemment.

En comparant la variation des indices entre JO (aprés 16 semaines de régime) et le microbiote
de départ (B), nous avons observe que les souris contrbles ne variaient pas en diversité, tandis
que les souris nourries avec le régime hyperglucidique avaient une diversité
significativement plus faible a JO par rapport au microbiote de base (Figure 93 B). Quant aux
souris nourries avec les deux régimes avaient une diversité plus élevée a JO par rapport au
microbiote de base pour l'indice de Chao (Figure 93 A), mais pas pour l'indice de Shannon
(Figure 93 B).
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Figure 93 : Influence des régimes alimentaires sur ’alpha-diversité du microbiote fécal. La diversité
alpha est mesurée par les indices de Chao (A) et de Shannon (C) chez les souris ayant consommé le
régime contrdle (C, N = 10) ou le régime hyperglucidique (HG N = 10) ou les deux régimes (HG+CD,
N=10) avant !’induction des régimes alimentaires (microbiote de base noté B). L’évolution de la
richesse des espéeces bactériennes (C et D) est mesurée par la variation (fold change) des indices a JO
(aprés 8 semaines de régimes) par rapport au microbiote de base. Les analyses statistiques sont
présentées dans le Tableau XX.

De méme, nous avons observé une forte corrélation entre le régime alimentaire et la B-diversite
du microbiote de base (« effet cage »), les souris contrbles présentant des différences majeures
par rapport aux deux autres groupes, avec une variance supérieure a 36% pour l'indice de

Jaccard (Figure 94 A) et supérieure a 30% pour l'indice de Bray-Curtis (Figure 94 B).
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Fait intéressant, a JO, les trois groupes étaient significativement différents les uns des autres,
mais les souris nourries avec le régime enrichi en sucre ont montré la distance la plus
élevée par rapport aux deux autres. De plus, au sein des groupes de régime, nous avons
observé que les souris nourries avec les deux régimes avaient le changement le plus profond,
avec une variance supérieure a 44%, tandis que pour les souris nourries uniquement avec le
régime controle avaient une variance inférieure a 27%, et celles nourries avec le régime

hyperglucidique inférieure a 23% (Figure 94).
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Figure 94 : Influence des régimes alimentaires sur la beta-diversité du microbiote fécal. Analyse en
composante principale représentant ’évolution des indices de Jaccard (A) et de Bray-Curtis (B) chez
les souris chez les souris ayant consommé le régime controle (C, N = 10) ou le régime hyperglucidique
(HG N = 10) ou les deux régimes (HG+CD, N=10) avant et aprés la consommation des régimes
alimentaires. Les analyses statistiques sont présentées dans le Tableau XX.

Ces résultats indiquent que la consommation au long court (16 semaines) réduit la biodiversité
du microbiote intestinal mais également que le retour a un régime alimentaire normal
apreés une exposition au sucre peut améliorer la diversité a et B, proche de celles des souris

nourries uniguement avec le régime controle.

De maniére cohérente, nous avons pu identifier 35 indicateurs d’espéces, définis comme des
OTUs dont I'abondance / prévalence était significativement associée au régime alimentaire a JO
mais pas au départ (B), et dont la variation (fold change) était également associée au régime de
facon significative (Figure 95 A).
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Tableau XX : Correction partielle de la dysbiose intestinale provoquée par le régime hyperglucidique.
Pour les corrélations entre les indices de diversit¢é a (Chao et Shannon) et les parametres
expérimentaux, un test des rangs signé de Wilcoxon a été utilisé. Pour les indices de p-diversité (Bray-
Curtis et Jaccard), les corrélations avec les paramétres expérimentaux ont été évaluées avec une

analyse de variance multivariée (MANOVA).

_value indice p-value of variation
Diversité a P (fold change)
Chao Shannon Chao Shannon
B 0,0290 0,3374 NA NA
Cvs HG+C J0 0,0010 0,0083 0,0786 0,1729
Cvs HG B 0,0253 0,4913 NA NA
JO 0,0000 0,0001 0,4429 0,4200
B 0,8534 0,6102 NA NA
HG+Cvs HG JO 0,0000 0,0001 0,0025 0,0009
C 0,4670 0,7959 0,4429 1,0000
B vs JO HG+C 0,0134 0,0001 0,0295 0,0043
HG 0,0028 0,3374 0,0043 0,1729
p.value indice Variance
Diversité B Bray-Curtis Jaccard (E:Sray- Jaccard
urtis
B 0,0001 0,0001 30,8% 38,4%
Cvs HG+C J0 0,0004 0,0001 37,9% 29,2%
Cvs HG B 0,0003 0,0002 30,4% 36,0%
JO 0,0001 0,0002 69,4% 53,6%
B 0,3427 0,1889 5,4% 6,2%
HG+C vs HG J0 0,0001 0,0001 57,7% 47,3%
C 0,0001 0,0002 26,8% 21,8%
B vs JO HG+C 0,0001 0,0001 54,9% 44,5%
HG 0,0154 0,0001 17,9% 22,3%
Biomarkers Otu036 Otu044 Otu052 Otul46 Otul194
p-value test (1) 0,2943 0,8073 0,0497 0,4579 0,0005
) p-value test (2) 0,8863 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
o p-value test (3) 0,5009 0,5077 0,0446 0,4928 0,0003
IS p-value test (4) 0,0764 1,0000 0,8742 0,6875 0,0011
2 force corrélation test (1) 11,0% 2,0% 26,2% 7,4% 68,2%
o force corrélation test (2) 8,5% 2,9% 0,2% 15,0% 0,0%
g force corrélation test (3) 27,2% 26,3% 53,5% 27,7% 85,3%
o force corrélation test (4) 75,0% 59,6% 45,8% 38,4% 89,4%
© test (4) spécificité 56,2% 35,5% 35,0% 73,9% 100,0%
= test (4) sensibilité 100,0% 100,0% 60,0% 20,0% 80,0%
test (4) groupe associé C HG+C HG+C HG+C C
p-value test (1) 0,0001 0,0003 0,0001 0,1086 0,0005
® p-value test (2) 0,0205 0,0375 1,0000 0,2456 0,8265
g p-value test (3) 0,0002 0,0089 0,0000 0,1221 0,0001
8 ° p-value test (4) 0,0006 0,0317 0,0006 0,1701 0,0039
'g D | force corrélation test (1) 82,5% 66,8% 91,6% 17,7% 62,1%
@ £ | force corrélation test (2) 66,8% 49,5% 0,0% 51,0% 4,6%
£ & | force corrélation test (3) 85,3% 63,2% 100,0% 42,6% 88,2%
b = | force corrélation test (4) 89,3% 75,1% 100,0% 59,6% 78,0%
S test (4) spécificité 79,8% 56,4% 100,0% 88,9% 60,9%
= test (4) sensibilité 100,0% 100,0% 100,0% 40,0% 100,0%
test (4) groupe associé C C HG HG C
Fold p-value test (1) 0,0142 0,0031 0,0008 0,3545 0,0158
Chg” force corrélation test (1) |  39,4% 53,7% 69,8% 9,5% 37,6%
Phylum Firmicutes Firmicutes Firmicutes Firmicutes Bacteroidetes
Classe Clostridia Clostridia Clostridia Clostridia Bacteroidia
Ordre Clostridiales Clostridiales Clostridiales Clostridiales Bacteroidales
. . Lachnospiracea Lachnospirac . Porphyromonada
Famille unclassified ep eaep Lachnospiraceae P )(/:eae
Genre unclassified unclassified unclassified unclassified Barnesiella
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Figure 96 : Unités Taxonomiques Opérationnelles (OTU) identifiées comme modifiés par le régime
alimentaire. Abondance, prévalence correspondante et variation de I’abondance des OTUs avant la
consommation des régimes alimentaires (microbiote de base noté B) et aprés 16 semaines de régime
alimentaire (& JO) chez les souris nourries avec le régime contréle (C, N = 10) ou le régime
hyperglucidique (HG N = 10) ou les deux régimes (HG+CD, N=10).
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Parmi ces 35 biomarqueurs, 1’0Otu044 avait été précédemment identifié comme fortement
impacté apres 8 semaines de consommation du régime hyperglucidique. Ce biomarqueur n'a
pas montré de corrélation avec le régime au départ, alors que son abondance et sa prévalence
ont significativement diminué a JO chez les souris nourries avec le réegime hyperglucidique

durant 16 semaines, et sont restées stables chez les souris qui ont consommeés les deux régimes.

Lors du protocole précédent, les indicateurs Otu036, Otu052 et Otu194 ont montré un profil
intéressant chez les souris ayant consommeé le régime hyperglucidique durant 8 semaines avant
de revenir a un régime normal : ils sont proches des souris témoins (et opposées aux souris
ayant consommé uniquement le régime enrichi en sucre durant 16 semaines), malgré la

différence initiale des groupes entres les différents régimes (Figure 96).

Ces résultats confirment tout d’abord que le régime hyperglucidique a bien un impact fort et
constant sur le microbiote intestinal qu’il soit consommé durant 8 ou 16 semaines étant donné
que 4 des 5 biomarqueurs ont un schéma similaire. De plus, le retour a un régime normal permet

de restaurer partiellement la dysbiose intestinale provoquée par le régime hyperglucidique.
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4. Effet différentiel du glucose et du fructose in cellulo

Nous avons étudié 'effet du sucre sur les cellules intestinales Caco-2 afin d’évaluer I’effet
différentiel du glucose et du fructose, deux molécules composant le saccharose que 1’on

retrouve dans I’alimentation hyperglucidique des souris.

4.1. Architecture cellulaire

La proteine ZO-1 est I’une des nombreuses proteines des jonctions cellulaires liant les protéines
transmembranaires (occludine et claudine) des cellules épithéliales et garantissant 1’intégrité de
la barriére intestinale. Nous avons ainsi pu observer que les jonctions étaient fortement altérées
aprés 24 heures d’exposition a un milieu contenant 1 g/L de fructose (Figure 97 B).
L’architecture cellulaire est perturbée et les cellules ont un aspect plus sinueux
comparativement au témoin (glucose 1g/L correspondant aux conditions de culture classique
des cellules ; Figure 97 A). Cet effet est moins visible lorsque les cellules sont exposées a un

mélange équimolaire de glucose et de fructose (Figure 97 C).

Fructose Glucose + Fructose
Figure 97 : Marquage de la protéine ZO-1 apreés exposition 24 heures a différents sucres. Les cellules
ont été exposées durant 24 heures a un milieu contenant 1 g/L de glucose (condition normale de culture

utilisée comme témoin), de fructose ou a un mélange des deux avant de réaliser un marquage
immunofluorescent des protéines ZO-1 puis observées au microscope a confocal.
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Puis, nous avons exposé les cellules a des doses croissantes (1, 4, 8 et 12 g/L) de glucose,
fructose ou un melange des deux. Conformément a la littérature, de fortes doses de glucose (8
g/L) provoquent des altérations importantes des jonctions cellulaires, reflétées par 1’apparence
tortueuse des cellules. De fagon intéressante, de faibles doses de fructose sont nécessaires pour

observer des altérations similaires (Figure 98).

4.2. Permeéabilité

Nous avons ensuite étudié la perméabilité a I’aide de plaques transwell®. Aprés 24 heures, la
quantité de FITC dans le compartiment basolatéral était significativement plus importante dans
les puits ou le milieu était enrichi en fructose (Figure 99). Ainsi, la perméabilité paracellulaire
est augmentée apres exposition a une forte dose de fructose confirmant 1’altération de la barriére

observée précédemment.

8000
~ B Glucose 1 g/L
£ “o00- W= Fructose 1 g/L
(o)
. Bl Glucose 8 g/L
§ 4000 * BE Fructose 8 g/L
3
o
¢ 2000~
=
LL
0—

1 12 24 48 72
Temps (heures)

Figure 99 : Effet de la concentration en sucre (glucose ou fructose) sur la perméabilité du tapis
cellulaire. Aprés avoir obtenu un tapis confluent (TEER > 300 Q au 15°™ jour environ) les cellules sont
exposées 24 heures a des milieux enrichis en glucose ou en fructose puis la perméabilité est mesurée a
['aide d’un marqueur fluorescent. Les résultats présentés correspondent aux moyennes calculées +
erreur standard pour chacun des groupes (N=3). La significativité des différences observées entre les
groupes a été établie par ANOVA avec correction de Tukey pour les comparaisons multiples (*p <
0,05; **p<0,01;***p<0,001).
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Partie 5

DISCUSSION
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Alors que I’alimentation joue un role important dans la pathogénie des MICI depuis plusieurs
années, aucun facteur nutritionnel précis avec un rdle clairement établi n’a pu étre identifié
(Ananthakrishnan et al., 2018; Racine et al., 2016). Ainsi, ’ensemble des recommandations
nationales et internationales n’ont pu identifier de régime d’exclusion spécifique (Hébuterne,
2019).

En 2019, la Haute Autorité de Santé stipulait que « I’alimentation n’influe pas sur le cours de
la maladie, il n’est donc pas nécessaire d’imposer un régime particulier » (HAS, 2019). De
méme, le CREGG (Club de réflexion des cabinets et groupes d’hépato-gastroentérologie), la
Société Européenne de Nutrition Clinique et Métabolisme (ESPEN), tout comme la Société
Francophone de Nutrition Clinique et Métabolisme (SFNCM), rappellent qu’il n’existe pas de
« régime MICI » et recommandent & ce jour de veiller a prendre en charge la dénutrition et les

carences en micronutriments (Schneider, 2018).

Plus récemment encore, I’IOIBD (International Organization for the study of Inflammatory
Bowel Disease) publiait des recommandations diététiques concernant la consommation de
graisses, d’alcool, de viande ou de fruits et Iégumes mais soulignait le manque de preuves
concernant les sucres raffinés en raison de I’absence d’essai contr6lé randomisé (Levine et al.,
2020).

La surconsommation de sucre dans I’alimentation occidentale est pourtant liée a une
augmentation de nombreuses maladies non transmissibles (Cordain et al., 2005; Evans, 2017,
Geneva : World Health Organization, 2015; Lustig et al., 2012). Malgré 1’intérét croissant de
la communauté scientifique et médicale sur le sujet, les effets directs du sucre sur I’homéostasie

intestinale restent peu décrits.

C’est la raison pour laquelle mon travail a été d’étudier les liens entre apport alimentaire
excessif en sucre et inflammation intestinale. Les effets déléteres du sucre tant sur le plan des
pathologies humaines que son effet délétére sur I’intestin sain restant mal connu nous avons

choisi un modele murin et une lignée cellulaire humaine.
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1. Effet sexe-dépendant de la consommation des régimes
hypercaloriques

1.1. Effets différentiels des regimes hyperlipidique et hyperglucidique

Des souris males et femelles ont été soumises a deux types de régimes hypercaloriques (enrichi

en graisse ou en sucre) durant 8 semaines.

La consommation du régime enrichi en sucre a été suivie chez les males d’une prise de poids
plus rapide qu’avec le régime contrdle, ayant permis de constater visuellement le surpoids des
5 semaines de régime. La mesure des parametres biologiques sanguins a montré chez ces
animaux une hyperlipémie (lipides totaux, cholestérol et triglycérides), confirmant 1I’impact
métabolique de I’exces calorique. Cette hausse de la lipémie peut s’expliquer par une hausse de
la quantité d’acétyl-coA produit par la glycolyse, 1’activation de la lipogenése produisant des
triglycérides et de la voie du mévalonate et des dérivés isoprénigues, precurseurs du cholestérol
(Mahmood et al., 2016).

En revanche, aucune modification de la glycémie n’a été mise en évidence chez ces animaux.
Dans la littérature, les études in vivo décrivent généralement des hyperglycémies aprés 16
semaines de régimes (Williams et al., 2014; Wilson et al., 2018). De plus, le préléevement de
sang n’a pas été réalisé sur un tube contenant un anti-glycolytique (fluorure de sodium ou
monoiodoacétate de sodium) mais seulement sur tube hépariné. Or le délai entre le prélévement
et I’analyse aurait nécessité ces conservateurs (Foucher et al., 2004). Nous expliquons
cependant la possible constance de la glycémie dans nos modeles animaux par une durée de
régime trop courte pour provoquer une incapacité de 1I’organisme a réguler la glycémie. I serait
par ailleurs intéressant de réaliser un test de résistance a I’insuline pour définir comment la

sécrétion de cette hormone est impactée par nos régimes (Jgrgensen et al., 2017).

La consommation du régime enrichi en graisses est apparue inférieure a celle du régime de
référence chez les males. L apport excessif de lipides pourrait avoir un effet anorexigéne et
expliquer cette baisse de la prise alimentaire (Romano et al., 2014). Une analyse des peptides
tels que la cholécystokinine (CCK), le peptide YY (PYY) et/oule glucagon like peptide-1
(GLP-1) serait intéressante pour évaluer les effets anorexigenes de ce régime. Quoi qu’il en
soit, chez les males, ce régime a eu les mémes effets que le régime hyperglucidique au niveau

de la prise de poids, des modifications morphologiques et des marqueurs biologiques sanguins.
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En revanche, la consommation par les femelles des régimes hypercaloriques n’a pas été suivie
d’une prise de poids significative. Les parameétres biochimiques sanguins n’ont pas encore été
quantifiés et leurs mesures pourraient apporter une explication a ce résultat. Toutefois, ces
premiers résultats confortent les résultats de 1’étude de Dobner et al. ou les méles ont été plus
sensibles que les femelles aux effets delétéres de régimes riches en graisses. De plus, le
caractere juvénile des souris semble jouer un réle dans la « protection » des femelles face a la
prise de poids (Dobner et al., 2017; Salinero et al., 2018; Saqui-Salces et al., 2017).

1.2. Effets différentiels des régimes sur la colite chimio-induite

Alors qu’en I’absence d’agent colitogene, la consommation des régimes hypercaloriques n’a
pas entrainé¢ de modification du score clinique d’inflammation (DAI), I’examen endoscopique
amis en évidence I’existence de 1ésions de la muqueuse intestinale des souris males et femelles
quel que soit le régime hypercalorique. En revanche, la quantification des marqueurs pro-
inflammatoires dans la muqueuse colique n’a pas permis de mettre en évidence d’augmentation
significative chez les méales. Ces cytokines inflammatoires étant destinées a la circulation
générale, elles ne sont présentes qu’en petite quantité dans les tissus, le western blot n’est pas
la méthode la plus sensible pour les étudier. Des etudes par immunodosage multiplex sur plasma
et sur tissus seront réalisés sur le protocole suivant, cette méthode étant plus performante que

le Western Blot pour 1’analyse des cytokines (Erkens et al., 2018).

Conformément a nos travaux antérieurs, I’administration de DSS aux souris ayant consommeé
le régime contrdle a conduit & une hausse du score inflammatoire & partir du 6°™ jour, cet effet
a été confirmé a J10 par I’examen coloscopique et la hausse du score histologique, ce qui est

conforme a la littérature (Chassaing et al., 2014; Kdkten et al., 2018).

Chez les méles comme les femelles, la consommation du régime hyperglucidique a permis
I’observation de signes cliniques de la colite chimio-induite de fagon plus précoce qu’avec le
régime de réference, ce qui avait été décrit mais avec des régimes riches en graisses dont la
teneur en saccharose est de 1’ordre de 10 a 15% (Ma et al., 2007).

En revanche, la consommation du régime hyperlipidique a eu des conséquences plus séveres
chez les femelles que le régime hyperglucidique (apparition plus précoce des signes cliniques

et sévérite de la colite plus importante) alors que nous avons observé I’inverse chez les males.
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De méme, alors qu’aucun marqueur inflammatoire n’a montré de différence significative chez
les males, nous avons pu observer une augmentation de I’'IL-10 chez les femelles apres

consommation du régime hyperglucidique.

Cette différence de réponse au traitement colitogéne aprés consommation du régime enrichi en
graisses entre males et femelles suggere que le mécanisme inflammatoire pourrait différer selon
le sexe, d’autant que la prise de poids a été faible chez ces derniéres aprés consommation des
régimes hypercaloriques. Cela peut s’expliquer par I’effet anorexigéne genre-dépendant des
interleukines et des LPS (Sefaris et al., 2011).

Il est Iégitime également d’envisager un impact hormonal sur ’activation des mécanismes pro-
inflammatoires distincts, d’autant qu’il est décrit que certains polyphénols, ayant des effets

protecteurs vis-a-vis des MICI, ont un effet sexe-dépendant (Wagnerova et al., 2017).

Finalement, ces travaux montrent clairement que nous ne pouvons pas étudier I’effet de I’apport
alimentaire sans considérer séparément les males et les femelles. L’cestradiol est en effet décrit
comme un facteur préventif de I’accumulation des graisses et retardant la résistance a la leptine
chez les femelles (Litwak et al., 2014). De méme concernant le diabete de type 1, il existe un
dimorphisme sexuel qui peut s’expliquer en partie par le microbiote intestinal : chez des souris
prédisposées (modele NOD diabétique non obese) la fréquence du diabéte est identique chez
les males et les femelles lorsque les souris sont maintenues en conditions axéniques (exempt de

tous germes) (Yurkovetskiy et al., 2013).

1.3. Implication de I’autophagie

L’autophagie étant un mécanisme important dans le processus pathologique des MICI (Pott et
Maloy, 2018; Wang et al., 2018), nous avons étudié 1’expression de marqueurs clefs dans la
muqueuse colique des souris. L’impact des régimes hypercaloriques sur I’effet du DSS a été
observé au niveau de plusieurs protéines de 1’autophagie, suggérant que la macro-autophagie
puisse étre un élément important a prendre en considération. La baisse de 1’activité
autophagique (diminution de ATG5, ATG13 et ATG16L1) pourrait limiter 1’élimination des
épitopes microbiens et entretenir ’activation du mécanisme immunitaire. Une étude suggéere
par exemple le role protecteur de ATG16L1 (nécessaire a la formation de 1’autophagosome)

dans les cellules dendritiques dans un modele de colite au DSS (Zhang et al., 2017).
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Cependant nos resultats sont discordants puisque nous avions observé une diminution des
marqueurs ATG13 et ATG5 et HSP90 qui n’a pas pu étre répliqué. Nous retrouvons ensuite
une augmentation du marqueur ATGS5 lorsque nous répliquons les expériences ce qui semble
cohérent puisque 1I’augmentation d’expression de certaines protéines comme HSPAS8 et ATG5
marquerait une hausse de 1’activité autophagique qui pourrait conduire a une sur-représentation

antigénique et exacerber I’inflammation (Pott et Maloy, 2018).

De méme, chez les femelles, aucune différence significative n’a été observée mais les
expériences n’ont pu étre réalisées qu’une seule fois, et uniquement chez les animaux soumis
au régime hyperglucidique et contréle puisque deux animaux sont décédés avec le régime
hyperlipidique. Nous avons choisi de poursuivre la suite des expériences chez les méles étant
donné le temps imparti mais nos conclusions seront vérifiées dans un second temps chez les

femelles pour étudier plus précisément 1’effet différentiel observé chez les males et les femelles.

1.4. Perte de diversité du microbiote intestinal

La dysbiose intestinale est I'un des facteurs clés de la pathogénie des MICI. Cette derniere a été
trés étudiée ces dernieres années puisqu’elle est elle-méme modulée par de nombreux facteurs
environnementaux (Miyoshi et Chang, 2017; Miyoshi et al., 2018; Nell et al., 2010; Rajca et
al., 2014; Sokol et al., 2006). Nous avons souhaité étudier 1’influence du sucre et du gras
séparément sur le microbiote intestinal. En effet, la plupart des études liant alimentation et le
microbiote chez la souris étudient des régimes dits « Western Diet » riches en gras et en sucre
mais sans connaitre le r6le précis de chacun de ces nutriments (Statovci et al., 2017).

Nous avons observé une baisse de la biodiversité du microbiote avec les différents régimes,
conformément a la littérature, bien que la plupart des régimes utilisés chez la souris aient une
teneur moindre en sucre (15 a 25%) mais ont demontré une diminution significative des

métabolites microbiens comme le butyrate et le propionate (Liu et al., 2017a).

Les selles des femelles n’ont pas encore été étudiées mais nous attendons également des
différences par rapport aux males puisque des données suggeérent que des différences
immunitaires contribuent a la sélection d’un microbiote intestinal spécifique genre-dépendante
qui, a son tour provoque des différences de réponse immunitaire entre les sexes (Fransen et al.,
2017).
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2. Effet du sucre sur ’'inflammation intestinale

Le protocole préliminaire ayant montré un effet aggravant et précoce des régimes
hypercaloriques (enrichis en sucre et en graisses), nous avons décidé de nous focaliser
uniquement sur le régime hyperglucidique, afin de comprendre 1’impact spécifique du sucre
dans les régimes occidentaux. En effet, les études s’intéressant au réle du sucre dans un contexte
de MICI chez ’Homme sont peu nombreuses, anciennes (Jarnerot et al., 1983; Porro et Panza,
1985; Silkoff et al., 1980) et avec des résultats contradictoires (Khalili et al., 2019; Riordan et
al., 1998).

Chez la souris, les études sont plus nombreuses mais la teneur en sucre des régimes, le mode
d’administration des sucres ou le mod¢le transgénique utilisé rends les conclusions délicates
(Tableau XXI). Récemment, une étude a démontré que 1’hyperglycémie chez la souris
augmentait le risque d’infection en perturbant la barriere intestinale (Thaiss et al., 2018) mais
les auteurs ont travaillé sur des modéles de diabete en utilisant des souris transgéniques obeses
ou via I’injection de streptozotocine provoquant des hyperglycémies tres importantes. Les
auteurs précisaient d’ailleurs en discussion que leurs résultats devaient étre vérifiés dans un
contexte d’hyperglycémie induite par I’alimentation en suggérant que des résultats similaires

pourraient étre observés.

Tableau XXI : Etudes liant le métabolisme glucidique a Uinflammation intestinale chez la souris

Etude Modele Glycémie Conclusions
(Thaiss et Diabéte par injection de streptozotocine | 6 g/L Hyperglycémie altere la barriere
al., 2018) intestinale et augmente le risque
d’infection entérique
(Laffinetal., | Régime 50 % de saccharose (15,5 % Non précisée | Surconsommation de sucre
2019) lipides) durant 2 jours augmente tres rapidement la
susceptibilité a la colite via
I’épuisement des AGCC
(Wang etal., | Modéle de cancérogénése intestinale 199g/L Favorise la cancérogénese en
2009a) (souris APC) + régime 52 % de augmentant les niveaux
saccharose (15 % de lipides) durant 10 d’insuline
semaines
(Yassin et Développement de tumeur lié & la colite | Non précisée | Instillation rectale d’insuline
al., 2018) chez des souris dont le géne du récepteur | mais inhibe I’inflammation
a I’insuline a été inactivé (INSR™) intolérance
au glucose
(Goncalves Régime enrichi en sirop de glucose 2 g/L Augmentation de la croissance
etal., 2019) (45mg) et de fructose (55mg) dans tumorale

différents modéles génétiquement
modifiés de tumorigénése intestinale
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Une autre étude tres récente a démontré qu’un régime enrichi en saccharose augmentait la
susceptibilité des souris a la colite expérimentale et ce aprés consommation d’un régime a 50%
de saccharose consommé durant quelques jours seulement (Laffin et al., 2019). De fagon
cohérente, de récents travaux ont permis de démontrer que I’instillation rectale d’insuline
permettait de réduire la perte de poids et les scores endoscopiques induite par I’inflammation
dans un modele de cancer colorectal associé a la colite chimioinduite & 1’azoxyméthane et au

DSS (Yassin et al., 2018).

Cependant I’impact d’un régime hyperglucidique a des doses physiologiques (30 % de
saccharose) sur la colite expérimentale reste a déterminer ainsi que les mécanismes cellulaires
et moléculaires sous-jacents car malgré les trés nombreuses études s’intéressant aux régimes
alimentaires dans ce contexte de colite chez la souris il reste des questions a clarifier (LIewellyn
et al., 2018).

2.1. Surconsommation de sucre et état « pré-MICI »

Comme lors du protocole préliminaire, les animaux ayant consommeé le régime hyperglucidique
durant 8 ou 16 semaines ont vu leur poids augmenter et présentaient une glycémie augmentée
par rapport aux souris témoins. Celle-ci reste cependant normale (3 g/L) malgré le prélévement
sur un tube au fluorure de sodium. Les souris n’ont pas montré de signes cliniques associés
(polydipsie), méme avec un régime plus long (16 semaines), ce qui est en accord avec la
littérature (Sasso et al., 2019). Il aurait été intéressant de faire un test de tolérance au glucose,
bien que les résultats déja publiés sur les souris C57BI/6 soient apres 20 semaines de régime

riche en gras et en sucre (Saqui-Salces et al., 2017).

Nous avons tout d’abord confirmé 1’effet aggravant d’un régime enrichi en sucre sur la colite
expérimentale (Laffin et al., 2019). Le modeéle de colite au DSS induit de profonds dommages
intestinaux (Jones et al., 2018) ce qui rend assez difficile 1’observation des changements
provoqués par le régime chez les animaux traités au DSS. C’est pourquoi nous nous sommes

rapidement focalisés sur I’effet du régime chez les souris saines.
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De facon tres intéressante et inattendue, nous avons observé des lésions endoscopiques chez les
souris nourries avec le régime enrichi en sucre sans traitement colitogéne. Thaiss et al. ont
démontreé dans leur étude que le glucose provoquait des altérations de la barriére intestinale, se
manifestant visuellement par une tortuosité accrue de ’architecture cellulaire in cellulo et
confirmée in vivo par une perméabilité accrue chez les souris obeses diabétiques (modeles db/db

ou injection de streptozotocine) (Thaiss et al., 2018).

Dans notre modele, nous pouvons expliquer 1’absence d’impact du régime sur la perméabilité
intestinale des souris (évaluée au FITC-Dextran) par une hyperglycémie modérée (3,5 g/L au
maximum). Ceci est conforme a la glycémie observée chez cette souche de souris méme en
surpoids, alors que la glycémie des souris diabétiques dépasse largement 4,5 g/L (Surwit et al.,
1988).

D’autre part, le dosage de la lipocaline fécale et la perméabilité intestinale ont été évaluée aux
5¢Me et 6°™ jour de traitement colitogéne afin de pouvoir prélever suffisamment de selles et
conserver les derni¢res selles pour I’analyse du microbiote intestinal et le dosage des
métabolites microbiens ce qui peut expliquer le manque de significativité statistique concernant

I’effet du DSS sur ces parametres.

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a 1’effet différentiel du glucose et du fructose
(composant le saccharose) sur les cellules intestinales Caco-2, un modeéle cellulaire
d’épithélium intestinal. Apres avoir confirmé qu’une forte dose de glucose perturbait
I’architecture cellulaire par un marquage de la protéine ZO-1 (conformément aux observations
de Thaiss et al.,) nous avons pu démontrer qu’une faible dose de fructose pouvait provoquer
des altérations similaires. Cependant, nos analyses in vitro mériteraient d’étre répliquées et un
suivi de la résistance transepithéliale devrait confirmer cette hyperperméabilité provoquée par

les sucres.

Il serait également intéressant de réaliser des co-cultures de cellules intestinales et immunitaires
afin d’étudier I’impact des sucres sur un modele d’inflammation intestinale. En effet, I’impact
de différents composés alimentaires (anti-oxydants notamment) est frequemment étudié dans
un modele d’absorption intestinale in vitro couplant cellules Caco-2 et cellules mononuclées du
sang périphérique (PMBC) ou Caco-2 et macrophages (THP-1) (Kleiveland, 2015) permettant
ainsi d’obtenir un modéle plus complet de barriére intestinale au cours d’une inflammation par

stimulation au LPS.
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Ainsi, D’effet délétere de sucre alimentaire (composé de glucose et de fructose) pourrait étre
principalement di au fructose. L’effet délétére d’un excés de fructose a eté démontré dans de
nombreuses pathologies inflammatoires chroniques comme la NASH ou le cancer colorectal
(DiNicolantonio et al., 2018; Goncalves et al., 2019; Todoric et al., 2020).

2.2. Surconsommation de sucre et immunodépression

Chez I’Homme, I’hyperglycémie associée au surpoids ou a 1’obésité provoque une altération
des défenses immunitaires comme I’illustre notamment la sensibilité aux infections des patients
diabétiques de type 1 et 2 (Joshi et al., 1999; Foss et al., 2007).

Bien que le lien entre I’inflammation et I’hyperglycémie soit largement étudié (Hu et al., 2018),
les mécanismes qui conduisent a ces processus inflammatoires passent par des processus tres
différents parmi lesquels la formation de produits de glycations (AGESs) résultant a la fois de
I’hyperglycémie mais pouvant étre également apportés par I’alimentation (ExoAGEs ; Prasad
et al., 2017). Les récepteurs aux AGEs sont surexprimés dans 1’épithélium intestinal et la

lamina propria de patients souffrants de maladie de Crohn active (Ciccocioppo et al., 2013).

Aussi, nous avons observé un profil de cytokines tres largement diminué chez les souris
nourries avec le régime hyperglucidique, qui suggére une diminution des cellules immunitaires
dans ce contexte et qui peut ainsi expliquer la sensibilité aux infections précédemment décrite
(Martinez-Medina et al., 2014; Thaiss et al., 2018). En dehors du diabéte, I’hyperglycémie peut
a court terme provoquer une glycosylation directe des protéines et altérer ainsi la structure des
protéines du complément conduisant a 1’inhibition de I’opsonisation bactérienne médiée par
I’immunoglobuline, diminuant la phagocytose (Jafar et al., 2016). Etant donné que les défenses
immunitaires sont altérées aussi bien en cas de diabéte qu’en cas de MICI, cela renforce le lien

entre inflammation intestinale et régime enrichi en sucre (Jurjus et al., 2016).

Spécifiquement, 1’IL-9, une cytokine produite par diverses cellules immunitaires du groupe Th2
et agissant comme un regulateur de nombreuses cellules hématopoiétiques (Hammad et
Lambrecht, 2015) était totalement effondrée chez les souris nourries avec le régime enrichi en
sucre et de fagon similaire 1’IL-4 et I’'IL-5 également. Ces résultats suggérent que ’excés de
sucre provoque un desequilibre de I'immunité Th2, conduisant a une altération de la fonction
de barriere. Ainsi, au cours de la colite expérimentale, les souris nourries avec le régime
hyperglucidique sont incapables de produire une réponse systémique a des stimuli tels que le
DSS, tandis que le sucre aggrave localement la colite.
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D’autre part, nous avons observé une sur-représentation des lymphocytes B dans le c6lon des
souris apres consommation du régime sucré. Ces derniers sont connus pour favoriser la
résistance a I’insuline chez la souris (Winer et al., 2011). 1l aurait été intéressant de réaliser un
test de tolérance a I’insuline pour vérifier 1’état de prédiabete puisque nos souris ne souffraient

pas clairement d’hyperglycémie.

De plus, la répartition des cellules immunitaires dans I’intestin des souris est proportionnelle au
contenu antigenique potentiel (Figure 100). Ainsi, il serait intéressant de cibler les analyses de
cytométrie en flux sur les cellules que I’on retrouve le plus dans le cdlon, ou d’étudier le

jéjunum, plus riche en populations leucocytaires que le colon.
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Figure 100 : Répartition intestinale des cellules immunitaires chez la souris (d'aprés Mowat et Agace,
2014). Les différents composants sont divisés en plusieurs groupes : contenus antigéniques (en rouge),
tissus lymphoides (en vert), épithélium (en violet) et cellules immunitaires de la lamina propria (en bleu
et orange). La répartition entre les différents segments montre la spécialisation en fonction du contenu
antigénique potentiel. Les sous-ensembles de cellules immunitaires similaires sont observés chez
I’Homme mais leurs proportions relatives dans les différents segments intestinaux sont moins bien
documentées.
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2.3. Altération du transcriptome colique

Les analyses transcriptomiques dans la muqueuse colique des souris ont révélés que la majorité
des génes différentiellement exprimés étaient sous-exprimés chez les souris nourries avec le
régime hyperglucidique par rapport aux souris témoins, ce qui est en accord avec 1’étude de
Wang et al., dans laquelle la surconsommation de sucre dans un modele de cancer est lié a une

sous-expression de nombreux genes dans 1’intestin gréle des souris (Wang et al., 2009b).

Cet effet était d’autant plus prononcé sans traitement colitogene. Fait important, les annotations
fonctionnelles étaient significativement associées aux MICI (MC, RCH et « colite ») chez les
souris pourtant non traitées au DSS confirmant donc nettement 1’état « pré-MICI » que nous

avions observé a I’endoscopie.

Notamment, de nombreux genes relatifs aux protéines HSP étaient dérégulés chez nos souris or
il existe un lien étroit entre la réponse immunitaire et les HSP (Van Eden et al., 2007). La sous-
expression des genes relatifs aux HSP pourrait donc expliquer la défaillance immunitaire

observée chez les souris nourries avec le régime hyperglucidique.

Les génes Hsphl, Hspa8 et Hspab étaient fortement sous-exprimés dans la muqueuse colique
des souris aprés surconsommation de sucre. Les protéines pour lesquelles codent ces genes sont
impliquées dans deux processus majeurs de la physiopathologie des MICI : I’autophagie et le

stress du réticulum endoplasmique.

Le méme constat a été fait pour les génes codant pour les chaperonnes impliquées dans la
régulation des HSP, tels que les génes Dnajbl, Chordcl et Ahsa2. Ces protéines sont également
impliquées dans le maintien de I’homéostasie cellulaire dans des conditions de stress (hydrolyse
de I'ATP, repliement des protéines...). Cependant des analyses par Western Blot, ELISA ou
RT-gPCR seront necessaires pour vérifier que les proteéines codées par ces genes sont bien sous-

exprimees.

Puis, nous avons exploré la réversibilité des effets délétéres causés par le régime enrichi en
sucre en ramenant les souris a un régime normal apres 8 semaines de consommation du régime
enrichi en sucre. La colite a été significativement moins sévére (score clinique, endoscopique
et histologique) chez ces animaux que chez ceux nourris durant 16 semaines avec le regime

sucré.
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Nous avons observé qu’une partie seulement du transcriptome colique pouvait étre corrigé,
laissant une part importante de génes dérégulés qui pourrait encore prédisposer la muqueuse
intestinale a 1’inflammation, puisque les annotations fonctionnelles montraient toujours une
association avec les MICI et la colite chez ces souris. En outre, des petits clusters de génes
étaient enrichis avec des genes cibles de C/EBP (CCAAT-enhancer-binding proteins) un facteur
de transcription de nombreuses protéines essentielles a la lipogénese et a la gluconéogenése
hautement exprimée dans le tissu adipeux. Ces genes régulent également les principales
fonctions de la réponse inflammatoire, liant intrinsequement la réponse au stress a

I’homéostasie glucidique (Inoue et al., 2004).

En effet, puisque la surconsommation de sucre diminue les besoins énergétiques,
I’augmentation du stress endoplasmique pourrait étre considérée comme « le prix a payer » qui
contrebalance la diminution d’expression des facteurs de transcription liés aux HSP

(Sharma et al., 2015) contribuant ainsi a 1’état « pré-MICI ».

2.4. Dysbiose intestinale

Enfin, compte tenu du nombre croissant d’études liant la dysbiose du microbiote intestinal & un
certain nombre de pathologies humaines, nous avons étudié le microbiote intestinal des souris.
Dans un premier temps, dans un contexte de colite, nous avons pu observer que le sucre
provoquait une diminution de la biodiversité bactérienne en termes de richesse spécifique
(indice de Chao) mais pas en termes d’uniformité (indice de Shannon) contrairement aux
observations de Laffin et al. probablement en raison de la durée trés courte (2 jours) de
consommation de leur régime (Laffin et al., 2019). Ceci suggere donc que la surconsommation
de sucre a long terme ne conditionne pas les perturbations liées au DSS en termes de
diversité a. Cependant, nous avons pu démontrer une forte différence dans la composition des
communautés bactériennes entre les régimes alimentaires et qui était encore plus prononcée

chez les animaux traités au DSS.

Comme prévu, le régime hyperglucidique a provoqué des changements majeurs dans la
composition du microbiote des animaux en dehors de la colite (Di Rienzi et Britton, 2020).
Ainsi, la surconsommation de sucre a perturbé le microbiote de fagon quantitative et qualitative
chez nos souris conformement aux précédentes études dans un contexte de Western Diet (Agus
etal., 2016; Kim et al., 2012; Li et al., 2018Db).
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Cette perte de biodiversité est suivie, aprés I’induction de la colite, par un effondrement d’autant
plus important de la diversité microbienne dans tous les groupes (contrdle et hyperglucidique),
ce qui est également conforme a la littérature (Desai et al., 2016; Llewellyn et al., 2018).

De facon remarquable, 1’indice de Jaccard, plus fortement influencé par les especes rares du
microbiote intestinal, a montré une nette différence entre les animaux soumis au régime
hyperglucidique (qu’il soit consommé durant 8 ou 16 semaines) et les témoins. Ceci suggére,
conformément a la littérature (Magnusson et al., 2015; Rosas-Villegas et al., 2017) que seules
quelques bactéries, appartenant aux Firmicutes sont perturbées par la consommation du régime

riche en sucre or les bactéries de ce phylum sont décrites pour produire des AGCC.

Le dosage de ces derniers a confirmé une diminution importante d’acétate chez les animaux
nourris avec le régime hyperglucidique, et davantage encore apres traitement colitogéne. Ceci
confirme les résultats de Laffin et al. qui avaient montré une déplétion des AGCC et en
particulier de 1’acétate aprés 2 jours de régime fortement enrichi en sucre (Laffin et al., 2019).
De plus, une trés récente étude a démontré que ces AGCC induisait la production d’une cytokine
anti-inflammatoire de la famille de I’'TL-10 (I’TL-22) par les lymphocytes T, protégeant ainsi de

I’inflammation intestinale (Yang et al., 2020).

Aussi, ce phylum est composé de bactéries a Gram positif dont les bactéries commensales
Clostridia qui jouent un réle clef dans I’homéostasie intestinale (Lopetuso et al., 2013). En effet,
certaines bactéries de la famille des Clostridiales étaient présentes en plus faible abondance
chez nos souris nourries avec le régime enrichi en sucre tandis que certaines especes de
Lachnospiraceae (phylum dont le réle est encore controverse (Vacca et al., 2020)) avaient une
plus forte abondance. Ces changements n’avaient pas été observés avec une exposition a court

terme a une plus forte dose de sucre (Laffin et al., 2019).

Nous avons notamment observé qu’une bactérie appartenant au genre Barnesiella (Otul194)
était totalement absente chez les souris aprés consommation de sucre, alors qu’elle était
pratiquement omniprésente chez les animaux témoins. Ceci pourrait contribuer a la fois a 1’état
« pré-MICI » observé, ainsi qu’a 1’aggravation de la colite. En effet, puisqu’il a été démontré
qu’une augmentation de Barnesiella spp. induit par un traitement avec un oligosaccharide
permettait de réduire la sensibilité a la colite au DSS chez la souris (Weiss et al., 2014), la
déplétion de cette bactérie par le régime enrichi en sucre peut expliquer I’aggravation de la

colite chez les souris ayant consommé ce régime.
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Finalement, nos résultats révélent qu’aussi bien au niveau du transcriptome colique que du
microbiote intestinal, la dyshiose n’a pas été totalement corrigée par I’arrét du régime
hyperglucidique. Barnesiella ainsi que 1’augmentation des Lachnospiraceae ne semble que
partiellement réversible. Ainsi, Laffin et al. ont démontré que la surconsommation de sucre
induisait des changements tres rapides dans la composition du microbiote intestinal, alors que
nos résultats suggerent que ces modifications sont persistantes et difficiles a corriger, méme

apres un retour a une alimentation normale pendant plusieurs semaines (Laffin et al., 2019).
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Partie 6

CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Conclusion

Nous avons étudié I’impact a long terme de la consommation d’un régime enrichi en sucre a
une dose plus « physiologique » (30%) que les études précédentes. En résumé, nous avons pu
démontrer que la surconsommation de sucre aggravait la colite en altérant 1’expression de génes
impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques et 1’organisation des jonctions
cellulaires, augmentant ainsi la perméabilité intestinale ce qui, conjointement a la dysbiose
intestinale altere la réponse immunitaire (Figure 101).

Sur un intestin sain, la surconsommation de sucre provoque une prédisposition a I’inflammation
que nous avons qualifié d’état « pré-MICI », associé a une immunodépression, une dérégulation
du transcriptome colique et une dysbiose intestinale conduisant a des Iésions endoscopiques
spontanées. Ces altérations semblent partiellement réversibles lorsque la consommation en

sucre est réduite.

Aussi, les expériences menées in vitro sur les cellules Caco-2 nous ont amenés a pousser nos
expérimentations et un nouveau protocole animal a été mis en place en utilisant des régimes
dont les teneurs en graisses et en sucre sont au plus proche de la réalité. En effet, comme la
plupart des régimes enrichis en sucre utilisés en laboratoire (Agus et al., 2016; Do et al., 2018;
Dunn et Das, 2017; Eudave et al., 2018), notre régime enrichi en sucre contient également une

part de graisses (25 %) dont nous aimerions Vérifier I’impact.
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Figure 101 : Bilan des principales conclusions démontreées.
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Toujours pour conforter nos observations sur cellules, des marquages immunofluorescents des
protéines des jonctions cellulaires sur les coupes de c6lon de souris seront réalisés et les
expériences de perméabilité sur Transwell® seront répliquées avec des durées d’exposition aux
différentes doses de sucre plus longues. De plus, nous étudierons le potentiel effet correcteur
de I’acétate sur la perméabilité, puisque nous avons observé que ce métabolite bactérien était

diminué apres consommation de sucre par les souris.

Il a été mis en évidence qu’une O-glycosylation par un carbohydrate du récepteur NOD2
provoquait une instabilité de cette protéine (Hou et al., 2015). Ce récepteur intracellulaire est
exprimé dans les macrophages, les cellules dendritiques, épithéliales et les cellules de Paneth
et capable de reconnaitre les PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern) spécifiques du
monde microbien et induit la production de cytokines et chimiokines (Figure 102). Nous
souhaitons donc étudier 1’effet du régime hyperglucidique dans un modéle de souris invalidées

NOD2 afin d’évaluer le role de ce géne dans le processus inflammatoire.
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Figure 102 : Réle de NOD2 dans I’homéostasie et la physiopathologie des MICI (Philpott et al., 2014).
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Afin d’affiner le mécanisme par lequel les cellules intestinales sont impactées par le sucre, nous
étudierons le r6le de NOD2 en utilisant un agoniste de ce récepteur : Muramyldipeptide (MDP)
(ce peptidoglycane commun a toutes les bactéries, est reconnu de maniére spécifique par le

récepteur NOD?2) sur les cellules Caco-2 apres exposition au sucre.

Enfin, afin de confirmer le lien de causalité du microbiote intestinal, nous réaliserons des
expériences de transfert de flore sur des souris axéniques (exempts de tout microorganisme
commensal ou pathogene). Notre hypothése est que les regimes hypercaloriques favorisent la
mise en place d’une flore délétére qui aggraverait donc la colite et a I’inverse que la flore des
animaux soumis a un je(ne (autre protocole en cours au laboratoire) permettrait de réduire ou

prévenir celle-ci (Figure 103).
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Figure 103 : Schéma expérimental du protocole de transfert de flore. Briévement les selles prélevées
seront congelées dans une solution de PBS stérile contenant 40% de glycérol et envoyées dans un

laboratoire allemand avec lequel nous collaborons, disposant des autorisations pour ['utilisation de
souris axeniques.
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Dans I'ensemble, nos résultats soutiennent les données observées chez les patients atteints de
MICI suggérant un effet bénéfique d'une consommation réduite de sucre, (Britto et
Kellermayer, 2019; Chan et al., 2014; Halmos et Gibson, 2015; Lee et al., 2015) mais la seule
facon de soutenir nos résultats avec des données humaines sera de procéder a des éetudes
cliniques interventionnelles qui nécessiteront quelques années pour étre achevées. Mon
intégration récente au sein de I’équipe du CHRU de Nancy sous la direction du Pr Peyrin-
Biroulet, permettra d’explorer ces données, étant donné I’expertise clinique expérimentale et

translationnelle de cette équipe.

En plus des dommages décrits dans cette étude, nous avons observé la dérégulation de génes
liés a la carcinogenese dans la muqueuse colique des souris nourries avec le régime
hyperglucidique. Cette observation concorde avec les preuves croissantes que le sucre est
impliqué dans la carcinogenese colorectale, a la fois chez la souris et chez I'Homme
(Benninghoff et al., 2020; Goncalves et al., 2019; Jurjus et al., 2016). Cependant, cela sort du
cadre de notre étude et les liens entre sucre, colite et cancer colorectal nécessiteront une étude

plus approfondie.

Enfin, le saccharose ne constitue pas la seule source de glucides dans 1’alimentation humaine,
et de nombreuses études ont démontré que les régimes sans glucides provoquaient une
diminution des métabolites de type AGCC susceptibles de nuire a I’homéostasie intestinale
(Dahl et al., 2020; Russell et al., 2011). A cet égard, il est préférable de réduire la consommation
de produits transformés riches en sucres ajoutés, dont l'augmentation dans la population
générale est alarmante (Louie et Tapsell, 2015) plutdt que de recourir aux régimes zéro sucres.
Cependant, la régulation de la consommation de sucre ne sera pas facile malgré I'urgence de
suivre les recommandations de I'OMS (Evans, 2017; Geneva: World Health Organization,
2015; Lustig et al., 2012).

Nous espérons que ce travail contribuera a établir de veéritables recommandations
nutritionnelles dans le cadre de la prise en charge des patients souffrant de MICI et pourquoi
pas, réussir & développer un traitement personnalisé par transplantation fécale comme c’est

d’ores et déja le cas dans le cadre des infections a Clostridium difficile (Cammarota et al., 2019).
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Résumé : Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) se caractérisent par une
inflammation de la muqueuse liée a une altération du microbiote intestinal et une hyperactivité du
systétme immunitaire. La prévalence de ces pathologies ne cesse d’augmenter dans les pays
occidentaux ou le régime « Western Diet » est mis en cause dans de nombreuses pathologies telles
que ’obésité, le diabéte ou certains cancers. La nutrition est un facteur environnement important
impliqué dans les MICI par le biais de mécanismes biologiques encore mal compris. Nous nous
sommes intéresses a la consommation en sucre (saccharose) car ce dernier représente jusqu’a 25 %
de I’apport énergétique total dans les pays industrialisés alors que I’OMS recommande de le réduire
a moins de 5 %. Nous avons étudié les effets d’un régime enrichi en saccharose sur I’homéostasie
intestinale et sur la colite expérimentale chez la souris. Chez les sujets sains, ce régime a provoqué
des lésions endoscopiques prédisposant ainsi les animaux a la colite. L’aggravation de la colite était
précédée d’une dysbiose du microbiote intestinal, avec une déplétion totale de bactéries appartenant
au genre Barnesiella et une reprogrammation transcriptionnelle des genes coliques, associés aux
MICI selon les annotations fonctionnelles. In cellulo, une faible dose de fructose a provoqué une
altération des jonctions cellulaires tandis qu’une forte dose de glucose a €té nécessaire pour induire
des dommages similaires. Apres traitement colitogene, le régime hypersucré aggrave la sévérité des
signes cliniques, endoscopiques et histologiques en perturbant 1’organisation des jonctions
cellulaires et le processus d’autophagie dans les cellules intestinales. Les effets in vivo sur le
microbiome et le transcriptome des souris se sont avérés partiellement réversibles apres retour des
animaux au régime controle. Finalement, la surconsommation de sucre a provoqué un état « pre-
MICI » caractérisé par une régulation a la baisse du transcriptome colique des souris ainsi qu’une
immunodépression, des altérations importantes de 1’architecture cellulaire et une dysbiose du
microbiote intestinal. Ainsi, nos travaux soutiennent les recommandations internationales
concernant la réduction de la consommation de sucre, ce qui pourrait limiter le risque de développer
et/ou d’aggraver I’inflammation intestinale.

Mots clefs : Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI), régime occidental, nutrition,
sucre, colite expérimentale, microbiote intestinal, transcriptome, perméabilité intestinale, Caco-2

Summary: Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic diseases characterized by inflammation
of the mucosa associated with gut microbiota dysbiosis and overreaction of the immune system.
IBD prevalence is increasing in industrialized countries where the western dietary pattern is
involved in many pathologies such as obesity, diabetes, and cancers. Nutrition appears to be an
important environmental factor involved in IBD onset through poorly understood biological
mechanisms. Here we focused on the early consequences of a diet enriched in sugar (sucrose)
because it represents up to 25% of total energy intake within industrialized countries, while the
WHO recommends reducing it to less than 5%. We studied the effects of high sucrose diet on
intestinal homeostasis and experimental colitis in mice. In healthy subjects, this diet caused
endoscopic lesions, thus predisposing to colitis. The worsening of colitis was preceded by gut
microbiota dysbiosis with complete depletion of bacteria belonging to Barnesiella and
transcriptional reprogramming of colonic genes, associated with IBD according to functional
annotations. In cellulo, a low dose of fructose induced cell junctions’ alterations, while a high dose
of glucose was needed to induce similar damage. After colitogenic treatment, the high sugar diet
worsens the severity of clinical and endoscopic signs by disrupting the organization of cell-cell
junctions and the autophagy process in intestinal cells. Such in-vivo effects on mice microbiome
and transcriptome were partially reversible upon mice return to control diet. Finally, sugar
overconsumption induces a "pre-IBD" state characterized by an overall downregulation of the
colonic transcriptome in mice together with immunodepression, significant alterations in cellular
architecture, and gut microbiota dysbiosis. Our findings support international recommendations
about reducing sugar consumption to reduce the risk of developing or worsening intestinal
inflammation.

Key words: Inflammatory Bowel Disease, Western Diet, nutrition, sugar, colitis, gut microbiota,
transcriptome, animal model, mouse, gut permeability, Caco-2.
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