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Description de la problématique de recherche - Project description
Bien que le microbiote colonise l'intestin dés la naissance, la maturation fonctionnelle du systéme immunitaire

intestinal survient majoritairement aprés le sevrage (Wagner et al., 2021). La transition vers une alimentation
solide s’accompagne, chez le nourrisson, d’une profonde reconfiguration du microbiote et des métabolites
intestinaux. Ces changements déclenchent une « réaction immunitaire de sevrage » nécessaire a I'établissement
d’une immunité intestinale protectrice a I'age adulte (Al Nabhani et al., 2019). En I'absence de cette réponse,
I'individu s’expose a un risque accru de dysfonctionnements immunitaires et de pathologies inflammatoires. Si
les cellules effectrices et cytokines impliquées dans cette réaction de sevrage ont été bien décrites, les
mécanismes précoces qui en assurent |'initiation restent a élucider.

Les plagues de Peyer (PPs) sont les principaux organes lymphoides secondaires de I'intestin gréle responsables
de l'initiation des réponses immunitaires intestinales (Luciani et al., 2022). Il est donc essentiel de caractériser,
au sein des PPs, la nature, la cinétique et les acteurs cellulaires de la réaction immunitaire induite par le sevrage.
Nous avons précédemment identifié une population de cellules dendritiques dérivées de monocytes, les LysoDCs,
qui se distinguent par une forte expression du lysozyme, un puissant agent antibactérien, et par une excellente
capacité a capturer les antigénes particulaires de la lumiéere intestinale ainsi que les bactéries entéropathogénes
(Lelouard et al., 2010 ; Lelouard et al., 2012 ; Bonnardel et al., 2015 ; Wagner et al., 2020). Absentes des villosités
et localisées essentiellement dans la région sous-épithéliale des PPs, les LysoDCs sont capables d’émettre des
prolongements dendritiques leur permettant d’échantillonner directement le contenu luminal a travers des pores
transcellulaires spécifiquement formés par les cellules M (Lelouard et al, 2012). Aprés activation, les LysoDCs
migrent vers les zones T, ou elles activent les lymphocytes T naifs et initient des réponses immunitaires de type
Th1 et Th17 ainsi que des réponses T cytotoxiques (Bonnardel et al., 2015 ; Martinez-Lopez et al., 2019 ; Wagner
et al., 2020 ; Kim et al., 2021 ; Kim et al., 2023).

Nous avons montré que la réaction immunitaire de sevrage dans les PPs s"accompagne d’un recrutement accru
de LysoDCs, en particulier sous une forme immature. Cependant, leur role précis dans cette réponse demeure
inconnu, notamment en raison de I'absence, jusqu’a présent, de modeles permettant leur déplétion efficace et
spécifique. Afin de lever cette limitation, nous avons mis au point plusieurs modeles de déplétion, transitoires ou
permanents, des LysoDCs. Ces outils permettront au cours de ce projet doctoral, d’évaluer leur contribution a la
réaction immunitaire de sevrage et a I’établissement durable de I'immunité intestinale.
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Although the intestinal microbiota is established at birth, the functional maturation of the intestinal immune
system occurs predominantly after weaning (Wagner et al., 2021). The transition to solid food is accompanied, in
infants, by a profound reshaping of the microbiota and of the intestinal metabolic landscape. These changes
trigger a “weaning reaction,” which is essential for the establishment of protective intestinal immunity in
adulthood (Al Nabhani et al., 2019). In the absence of this response, individuals face an increased risk of immune
dysregulation and inflammatory diseases. While the effector cells and cytokines involved in this weaning reaction
have been well characterized, the early mechanisms that initiate this response remain unknown.

Peyer’s patches (PPs) are the main secondary lymphoid organs of the small intestine responsible for initiating
intestinal immune responses. It is therefore crucial to characterize, within PPs, the nature, kinetics, and cellular
actors of the immune reaction induced by weaning. We previously identified a population of monocyte-derived
dendritic cells, termed LysoDCs, characterized by high expression of the antibacterial enzyme lysozyme and a
strong capacity to capture particulate antigens from the intestinal lumen as well as enteropathogenic bacteria
(Lelouard et al., 2010; Bonnardel et al., 2015; Wagner et al., 2020). Absent from the villi and primarily localized
in the subepithelial dome region of PPs, LysoDCs extend dendrites that allow them to directly sample luminal
content through transcellular pores specifically formed by M cells (Lelouard et al., 2012). Upon activation,
LysoDCs migrate to T-cell zones, where they activate naive T lymphocytes and initiate Thl, Th17, and cytotoxic
T-cell responses (Bonnardel et al., 2015; Martinez-Lopez et al., 2019; Wagner et al., 2020; Kim et al., 2021; Kim
et al., 2023).

We have shown that the weaning reaction in PPs is associated with increased recruitment of LysoDCs, particularly
in an immature state. However, their precise role in this response remains unknown, largely due to the lack of
efficient and specific depletion models. To overcome this limitation, we have developed several transient and
permanent LysoDC depletion models. These tools will enable, throughout this doctoral project, the assessment
of LysoDC contribution to the weaning reaction and to the long-term establishment of intestinal immunity.

Mots clés — Keywords
Immunité intestinale, Sevrage, Plaques de Peyer, Phagocytes, Cellules dendritiques, Macrophages
Intestinal immunity, weaning, Peyer’s patch, Phagocytes, Dendritic cells, Macrophages
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Thématique / Domaine / Contexte - Theme / Field / Context
Bien que le microbiote colonise l'intestin dées la naissance, la maturation fonctionnelle du systeme immunitaire

intestinal survient majoritairement apres le sevrage. La transition vers une alimentation solide s’accompagne, chez
le nourrisson, d’'une profonde reconfiguration du microbiote et des métabolites intestinaux. Ces changements
déclenchent une « réaction immunitaire de sevrage » nécessaire a |'établissement d’'une immunité intestinale
protectrice a I’age adulte. En I'absence de cette réponse, I'individu s’expose a un risque accru de dysfonctionnements
immunitaires et de pathologies inflammatoires. Si les cellules effectrices et cytokines impliquées dans cette réaction
de sevrage ont été bien décrites, les mécanismes précoces qui en assurent l'initiation restent a élucider. Les plaques
de Peyer (PPs) sont les principaux organes lymphoides secondaires de I'intestin gréle responsables de I'initiation des
réponses immunitaires intestinales. Il est donc essentiel de caractériser, au sein des PPs, la nature, la cinétique et les
acteurs cellulaires de la réaction immunitaire induite par le sevrage.

Although the intestinal microbiota is established at birth, the functional maturation of the intestinal immune system
occurs predominantly after weaning. The transition to solid food is accompanied, in infants, by a profound reshaping
of the microbiota and of the intestinal metabolic landscape. These changes trigger a “weaning reaction,” which is
essential for the establishment of protective intestinal immunity in adulthood. In the absence of this response,
individuals face an increased risk of immune dysregulation and inflammatory diseases. While the effector cells and
cytokines involved in this weaning reaction have been well characterized, the early mechanisms that initiate this
response remain unknown. Peyer’s patches (PPs) are the main secondary lymphoid organs of the small intestine
responsible for initiating intestinal immune responses. It is therefore crucial to characterize, within PPs, the nature,
kinetics, and cellular actors of the immune reaction induced by weaning.
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Objectifs

1/ caractériser, au sein des PPs, la nature, la cinétique et les acteurs cellulaires de la réaction immunitaire induite
par le sevrage.

2/ Définir le réle des LysoDCs dans cette réaction immunitaire.

1/ Characterize, within PPs, the nature, kinetics, and cellular actors of the immune reaction induced by weaning.
2/ Define the role of LysoDCs in the weaning reaction.

Méthode — Method

Suivi de toutes les populations immunitaires dans les plaques de Peyer (sites inducteurs) et les villosités (sites
effecteurs) de souris déficientes ou non en LysoDCs entre le jour de sevrage (jour 21) et I’dge adulte (jour 42).
Analyse des populations cellulaires effectuée par microscopie confocale spectrale et cytométrie en flux spectrale.

Longitudinal monitoring of all immune cell populations in Peyer’s patches (inductive sites) and villi (effector sites) of
LysoDC-deficient and control mice from weaning (day 21) to adulthood (day 42).
Cellular population analysis performed using spectral confocal microscopy and spectral flow cytometry.
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Conditions scientifiques matérielles et financieres du projet de recherche - Scientific, material, and financial
conditions of the research project

L’étudiant bénéficiera des ressources matérielles et financieres de I’équipe ainsi que des équipements
technologiques de pointe du CIML.

The student will benefit from the team’s material and financial resources, as well as access to the state-of-the-art
technological platforms of the CIML.

Profil et compétences recherchées - Profile and skills required

Master 2 avec un niveau de connaissance élevé en immunologie
Expérimentation animale sur modéles murins
Connaissances en cytométrie en flux

Master’s degree (M2) with a strong background in immunology
Experience in animal experimentation using murine models
Knowledge of flow cytometry
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