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Le microbiote intestinal

» Un écosysteme complexe

» Bactéries, archées, virus, levures, phages et mycetes

» Contient > 1014 cellules bactériennes
(30% de bactéries en plus p/r a nos cellules)

» Contient 10x plus de phages que de bactéries -

k. 3__'.-/'-

>

» Symbiose

Qin J. et al, Nature, 2010

Delzenne NM. et al, Diabetologia, 2015
Sender R. et al, Cell, 2016

Cani PD., Gut, 2018



Le microbiote intestinal

The whole world is reading Neurochemistry of sleeping Halogenated olefins

> U n écosysté me com p I exe pirated papers pp 497 & s0s and waking pp. 527 & 550 via the E train p. 560

» Microbiome

>100x plus de génes que SClenCe ;:As

notre propre génome

» Organe “externe” jouant
un réle important dans
la physiologie de son hote

(" MICROBIOTA
«__AT WORK

» Les archées, le virome, le
phageome et le mycobiome
présentent une dimension
supplémentaire

Qin J. et al, Nature, 2010
Delzenne NM. et al, Diabetologia, 2015 o NS e
Sender R. et al, Cell, 2016 Science’s cover (April 29th, 2016)

Cani PD., Gut, 2018




Communication bidirectionnelle
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Diet Exercise Antibiotics Fasting susceptibility exposure
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Cani PD. et al, Nat Metab, 2019




Le corps humain : plusieurs écosystemes

» Le microbiote intestinal

» Différents phyla
» Firmicutes / Bacteroidetes / Actinobacteria / Proteobacteria /
Verrucomicrobia i [ Firmicutes

. Bacteroidetes
» Firmicutes A8
Bacteroidetes | 90 % du microbiote -
Skin (48)

Actinobacteria

. Actinobacteria
- Proteobacteria

[[] other phyla

Oesophagus (43)

Colon (195)
Stomach (25)

Wagina (5)

Dethlefsen L. et al, Nature, 2007
Donaldson GP. et al, Nat Rev Microbiol, 2016




Micro-organismes semblables... Mais différents

» Le microbiote intestinal

e Lactobacilli

L

Bifidobactéries g

@nobacteria I\\

Cyanobacteria

A\

FI rmicutes ' \;{ " Akkermansia

Lentisphaerae

™7

Eukarya

'
— Bacteroidetes

Euryarchaeota / Fusobacteria

Gammaproteo_bactena Deltaproteobacteria

Epsilonproteobacteria

. Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria

Adapté de Delzenne NM. & Cani PD., Annu Rev Nutr, 2011



Densité et écodistribution

» Le microbiote intestinal

Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia

Predominant families in the:

Small intestine Colon
Lactobacillaceae, Bacteroidaceae, Prevotellaceae,
Enterobacteriaceae Rikenellaceae, Lachnospiraceae, T -
R II'IOCOCCHCOSO nter-to regions - £
. = Lachnospiraceae, ’ La denSIte augmente
Bile _ Ruminococcaceae

au fur et a mesure qu’on s’approche

duct:;":le\: Q
| de la partie distale du TGl

-> 1011 bactéries par gr de selles

M

Caecum

Digesta
Bacteroidaceae,
Prevotellaceae,

Aionion P 7 Diversité et i perméabilité
pacreratiosd 10T intestinale durant I'enfance
PH e
Antimicrobials NNINEGEGNG———
Oxygen [ —

Proximal Distal

Rectum

Donaldson GP. et al, Nat Rev Microbiol, 2016



Composition microbienne tout au long de notre vie

» Faconnage du microbiote de la naissance au déces

A)Pregnancy (B)Development of gut microbiome (C)Resilience (D)Outcome

intestinal lumen

Birth 2 Death
| Life span

» Mode d’accouchement (voie basse vs césarienne)
» Nouveau-nés par césarienne => | Bifidobacteria et Bacteroides, % Cl. Difficile
» Composition « adulte » vers I'age de 3 ans (%)

» Concept de dysbiose et résilience

Kerr CA. et al, Crit Rev Microbiol, 2014
Gronlund MM. et al, J Pediatr Gastroenterol Nutr, 1999
Penders ). et al, Pediatrics, 2006

PERMEABILITE INTESTINALE




Concept de dysbiose

» Tout changement inadéquat dans la composition du microbiote
commensal de I’'hote

5 Génétique , Expansion de pathogéne

Facteurs
psychologiques

Ant/b/othues %
/ Malbouffe »

Diminution de la diversité

Diminution des bactéries bénéfiques

\_ /

Petersen C. and Round JL., Cell Microbiol, 2014
Nagpal R., Front Med, 2014



Concept de dysbiose

Obésité
Gut microbiota
« Altered composition

» Altered fermentation
= Increased energy harvest

Tremaroli V. et al, Nature, 2012

Brain
1 Satiety

Liver
T Short-chain fatty acids
T Inflammation

Adipose tissue
T Triglyceride incorporation
T Inflammation

Muscle
1 Fatty-acid oxidation

———

Epithelium

T Permeability of the
epithelium

1 PYY/GLP-1 from L-cells




Concept de dysbiose

Transfert de microbiote intestinal (souris > souris)

Souris Donneuses Souris receveuses

Souris axéniques — germ-free

/\

A

Alimentation
standard

Alimentation
standard

Transfert de
microbiote intestinal

Alimentation
standard

Obeése /
diabétique

Turnbaugh PJ. et al, Nature, 2006 Vijay-Kumar M. et al, Science, 2010
Everard A. et al, Nat Com, 2014 Geurts L. et al, Nat Com, 2015



Concept de résilience

RESILIENCE ECHEC RESILIENCE

| 3 e o P
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5 - |Recovery phase £ G
3 . ) ] |
E - ATB i % Distance to threshold | % /" | ! ' o Stable state D
g Stable state A et | Stable state A © |(pmeariousaess) | v 13l (for example, E———
O L' i D S -l _:, . _dysbiosis) no return

Pulsed perturbation (for example, | ATB : . (latitude)

an infection or treatment with antibiotics)

: ; T . Time
Time Period of perturbation

» Propriété d’'une communauté microbienne qui définit sa capacité a retrouver
sa fonction et/ou sa composition taxonomique initiale aprés une perturbation

» Perturbation = ATB, FMT, ...
» Echec de la résilience = dysbiose, ...

Sommer F. et al, Nat Rev Microbiol, 2017



Modification de la composition microbienne

» « Outil » pour prévenir et/ou traiter la dysbiose associée aux troubles
métaboliques ou aux infections

A flourishing Devastation Left alone, weed-like
gut ecosystem by antibiotics species run wild

5

Lozupone CA. et al, Nature, 2012 A Hill C. et al, Nat Rev Gastroentero Hepatol, 2014
Delzenne NM. et al, Nat Rev Endocrinol, 2011 Restored ecosystem Gibson GR. et al, Nat Rev Gastroentero Hepatol, 2017



Modification de la composition microbienne

» « Outil » pour prévenir et/ou traiter la dysbiose associée aux troubles
métaboliques ou aux infections

A flourishing Devastation Left alone, weed-like
gut ecosystem by antibiotics species run wild

e

2

Microorganismes vivants qui,
lorsqu'ils sont administrés en quantités suffisantes,

conferent un avantage pour la santé a I'hote

~> ~>

Bactéries Levures

g

Lactobacillus acidophilus Lactobacillus casei Bifidobacterium breve Saccharomyces boulardii

Hill C. et al, Nat Rev Gastroentero Hepatol, 2014



Modification de la composition microbienne

» « Outil » pour prévenir et/ou traiter la dysbiose associée aux troubles
métaboliques ou aux infections

A flourishing Devastation Left alone, weed-like
gut ecosystem by antibiotics species run wild

i i
i+ LT

U

Substrat sélectivement utilisé
par les microorganismes de I'hote
ayant un effet bénéfique
sur la santé

Gibson GR. et al, Nat Rev Gastroentero Hepatol, 2017



Prébiotiques — Qui ? Ou ?

» Fructo-oligosaccharides (FOS)
» Galacto-oligosaccharides (GOS)
» Fructanes de type inuline (ITF)

» Candidats prébiotiques:

ail

Amidon résistant banane

Pectine asperges @ chicorée
Arabinoxylan ﬁ salsifis
Polyphénols i

froment % & .
topinambour
poireau @ 2

artichaut oignon

Gibson GR. et al, Nat Rev Gastroentero Hepatol, 2017



Modification de la composition microbienne

» « Outil » pour prévenir et/ou traiter la dysbiose associée aux troubles
métaboliques ou aux infections

A flourishing Devastation Left alone, weed-like
gut ecosystem by antibiotics species run wild

i i

Infusion de selles d'un donneur en bonne santé
dans le TGl d'un patient receveur afin de traiter
une maladie spécifique associée a une dysbiose

~ >

Une seule indication reconnue :

DONATE YOUR STOOL.

Infection récurrente au Cl. Difficile

Cammarota G. et al, Gut, 2017
Hoffmann D. et al, Science, 2017




Le microbiote intestinal et les pathologies

Metabolic Cardiovascular diseases

syndrome

Endotoxemia/ / arthritis NAFLD/ NASH/ HS

septicemia N

Rheumatoid &

Hypertension

Endocrinal imbalance

_"-.-

Systemic /
inflammation \
f - Colorectal cancers
Diabetes/

Diarrhea/ constipation/
Celiac disease/
Gastroenteritis

Insulin resistance
)
IBD/ I1BS/ UC/
Crohn’s disease

Obesity/ Adiposity

Gut Microbiota

Nagpal R., Front Med, 2014



Axe cardio-vasculaire et microbiote intestinal ?

P Inflammation de bas grade (= endotoxémie métabolique)
> Dysbiose
> T Perméabilité intestinale
> 7 LPS

Bactéries retrouvées dans les plaques

P Progression de 'athérosclérose d’athérosclérose se retrouvent
également dans la cavité buccale

(ex Streptococcus sp., Veillonella sp., ...)

Souris Apoe”
SANS microbiote intestinal
« stérile »

Crosse aortique

Wright SD. et al, J Exp Med, 2000
Stepankova R. et al, ATVB, 2010
KasaharaK. et al, J Lip Res, 2017



Cardio-vasculaire : Microbiote et alimentation

P Alimentation riche en graisse

En fonction de I'alimentation

P Métabolites bactériens
> Choline, phosphatidylcholine et L-carnitine
> Viandes rouges +++
> Triméthylamine (TMA)

Atherosclerosis

Wright SD. et al, J Exp Med, 2000 Ott SJ. et al, Circulation, 2006
Stepankova R. et al, ATVB, 2010 Tang WH. et al, NEJM, 2013
KasaharaK. et al, J Lip Res, 2017 Ettinger G. et al, Gut microbes, 2014



Cardio-vasculaire : Modulation du microbiote

» Probiotiques
P Akkermansia muciniphila négativement corrélé avec la taille des plaques

P Mixture de 8 probiotiques VSL#3 (Lactobacilles et bifidobactéries)
> Endotoxémie métabolique
> | Taille des lésions athérosclérotiques
> Activation de la voie de la NO synthase

P Transplantation fécale

/\a</
+ transplant fécal .
de patients hypertendus Hypertension

T

Li J. et al, Circulation, 2016

Li J. et al, Microbiome, 2017

Rashid SK.et al, Plos ONE, 2014

Gomez-Guzman M. et al, Mol Nutr and Food Res, 2015



Cardio-vasculaire : Modulation du microbiote

» Prébiotiques

P Supplémentation en inuline chez Apoe 7
- i de 25 3 35% de la taille des Iésions athérosclérotiques

P Supplémentation en Resveratrol (effet « prébiotique »)
- { Formation du TMA
via la modification de la composition du microbiote

- 7 Activité Bile Salt Hydrolase
et T excrétion des acides biliaires dans les feces

Rault-Nania MH. et al, Brit J nutr, 2006
Chen ML. et al, mBio, 2016



Décours des maladies cardio-vasculaires

Marqueur clé et précoce de I'athérosclérose
et des maladies cardio-vasculaires

Endothelial Endothelial
P
e dysfunction activation Inflammation proteolysis Apoptosis Thrombosis
Thrombus
Fibrous cap
~ =) | =
Monocyte > : -
recruitment 3
e Q - 2
) e

(ol of == =l =l=l=f=
o © o B
Foam cell

c
Proteolysw Apoptosts Lipid-r?ch
necrotic core
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}35“

V

Internal elastic lamina

& Apoptotic cell /—Collagen fibril
{3 Platelet <> Smooth muscle cell

() Endothelial cell
ONYy Cell-adhesion molecules o LDL

D Macrophage

- (Cholesterol crystals

S Fibrin

Juonala M. et al, Circulation, 2005
Watkins H and Farrall M., Nat Rev Genet, 2006



Prébiotiques et dysfonction endothéliale

ORIGINAL ARTICLE ‘
Targeting the gut microbiota with inulin-type -
<. . OPEN ACCESS Diete DEF

fructans: preclinical demonstration of a novel "> wr er
approach in the management of endothelial \WT DEF ITF
dysfunction

KO DEF
Emilie Catry,1 Laure B Bindels,” Anne Tailleux,>>*> Sophie Lestavel, 234>
Audrey M Neyrinck,' Jean-Francois Goossens,®” Irina Lobysheva,® Hubert Plovier, - : KO DEF ITF
Ahmed Essaghir,10 Jean-Baptiste Demoulin,'® Caroline Bouzin,'"
Barbara D Pachikian,' Patrice D Cani,"® Bart Staels,”**® Chantal Dessy,® T T T
Nathalie M Delzenne' ? 10 v

QUI ? Souris saines (WT) et souris Apoe™ (KO)

QUOI ? Diete déficiente en oméga 3 (DEF)
- Accélere le dvlpmt de la dysfonction endothéliale

DUREE ? 12 semaines (T, a T,,)

TRAITEMENT ?
Supplémentées ou non avec des fructanes de type inuline (ITF)
- Prébiotiques
Pendant les 15 derniers jours (T,,a T,,)

Catry E. et al, Gut, 2018
Catry E. et al, Mol Nutr Food Res, 2016




Prébiotiques et dysfonction endothéliale

%
2 10C@-—
% '\\\i\i KO DEF
T TE Sso
3 # g
D 50 # \i\i
RSl #
S WT DEF
o
=

C ey
S o 10+ 107 10°

Ach (M)

3 WTDEF
B WTDEFITF
» Amélioration de la dysfonction endothéliale (artéres mésentériques et carotides)

P Via activation de la voie de synthése du NO
- 7 Phosphorylation de la NO synthase endothéliale (eNOS)
- Confirmée par western blot et courbes de réponse

P Restauration du taux de NO lié a I’'Hb (mesuré par RPE)

Data are expressed as mean == SEM. Data were analyzed by two-way ANOVA followed by multiple comparison tests:
Catry E. et al, Gut, 2018 * vs WT DEF, $ vs WT DEF PRE, # vs KO DEF.



Modification de la composition microbienne

Catry E. et al, Gut, 2018

AVEC prébiotiques
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0.001, n = 1000 // Adonis : R =0.35, p = 0.000999, n = 1000 // nis the number of permutations



Changements taxonomiques (+)

Catry E. et al, Gut, 2018

Modulation de la composition
du microbiote intestinal

T

15+

104 *

Abondance relative (%)
T
Abondance relative (%)
Abondance relative (%)

# %
154 #
104
]
0
Bactéries produisant du NO via des réductases
ou via une NO synthase « bactérienne »

J Taille des plaques
d’athérosclérose en
J, inflammalon

Data are expressed as mean + SEM and analysed by one-way ANOVA followed by Tukey’s post tests: * vs WT DEF, $ vs WT DEF ITF, # vs KO DEF



Changements taxonomiques (-)

Modulation de la composition
du microbiote intestinal

154

104 —1—

Abondance relative (%)
N
o
1

Abondance relative (%)

Bactéries impliquées dans la synthése de métabolites bioactifs (7a-déhydroxylase)

=» ACIDES BILIAIRES SECONDAIRES
1 WTDEF

Data are expressed as mean + SEM and analysed by one-way ANOVA followed by Tukey’s post tests: * vs WT DEF, $ vs WT DEF ITF, # vs KO DEF
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M Acides biliaires

primaires et déconjugués
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Catry E. et al, Gut, 2018




M Acides biliaires

primaires et déconjugués
I Synthese des acides biliaires

Confirmées par RT-qPCR
et HLPC

Indirecte ?

Cellule endothéliale

hosphorylallon de I'eN
ivation de la voie du

™ HormOones
Vasodilatation 61 OO
</ Cellule

Cellule musculaire lisse entéroendocrine

l de type L

AMELIORATION DE LA FONCTION ENDOTHELIALE

Catry E. et al, Gut, 2018 KO DEF ITF



Prébiotiques et dysfonction endothéliale

Athérosclérose Dysfonction endothéliale

J Taille des lésions Amélioration de la fonction
endothéliale en 15 jours !

J Formaon TMAO
(par un effet prébiotique) Activation de la voie du NO

P Modulation de la composition du microbiote intestinal
P Augmentation des bactéries avec des effets bénéfiques au niveau cardiovasculaires
P Diminution des bactéries impliquées dans la synthése des acides biliaires

P> Véritable coopération entre I’hdte et son microbiote intestinal

P Acides biliaires secondaires
» Production de GLP-1

Catry E. et al, Gut, 2018



Take home messages

Le microbiote intestinal est un organe a part entiere
qui joue un réle majeur dans :

* la physiologie de I'h6te

e le développement des désordres métaboliques
(tels que I'obésité, le diabete de type Il et les CVD)

Les prébiotiques et probiotiques sont associés a des effets bénéfiques sur la
santé (notamment dans le contexte CVD)

La meilleure « solution » (quels prébiotiques, probiotiques ou donneur sain ?)
est probablement patient-spécifique

D’autres études clinigues sont a poursuivre pour établir le lien de causalité
entre I’'hOte et son microbiote — Voies mécanistiques réellement impliquées ?
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Concept de dysbiose

Western countries ﬂ

Immunes diseases

Crohn’s Disease
Ulcerative Colitis

Type 1 Diabetes mellitus
Celiac Disease

Allergy

Multiple sclerosis®

> Metabolic diseases

Obesity
Type 2 Diabetes mellitus®

Loss Of Colorectal Cancer
Microbiota

Diversity

Autism

Mosca A. et al, Front Microbiol, 2016



Concept de dysbiose

NO lié a I’lhémoglobine

1501

125+

Amélioration de la dysfonction
endothéliale suite a la
supplémentation en ITF
via l'activation de la voie de
synthese du NO

100

Hb-NO (% of WT DEF)
g

. , , . 3- #
Western blot (artéres mésentériques) -
. T a
. ! a |8 | peNOSsertT? 8. O 2-
o
== S -B88 =] .nos 5 S
g5 T
[ ] - pactin o
2F
WTI DEF WIDEF KODEF  KODEF o
ITF ITF 0

Data are expressed as mean = SEM. Data were analyzed by one-way ANOVA followed by multiple comparison tests:

Catry E. et al, GUT, 2018 * vs WT DEF, $ vs WT DEF PRE, # vs KO DEF.



Concept de dysbiose

Bl KO DEF E KO DEF ITF

—
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J' Ruminococcaceae et Lachnospiraceae
suite aux prébiotiques
=» J  Acides biliaires secondaires

Caecal BA (mM)
 E—
 —
—
<

o
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)
H*
H*
H*
H*

o
T
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bactérienne i
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Catry E. et al, GUT, 2018 Data are expressed as mean = SEM. Data were analyzed by Student unpaired t test: # vs KO DEF



Concept de dysbiose

101 Bl KO DEF HE KO DEF ITF
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Data are expressed as mean = SEM. Data were analyzed by Student unpaired t test: # vs KO DEF
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Catry E. et al, GUT, 2018



Concept de dysbiose

80+
| y Augmentation de l'expression de genes :
5o - Précurseur du GLP-1
o -
3 40 (proglucagon)
ST Ll - Maturation du GLP-1
(prohormone convertase 1/3)
0
Il KO DEF

I KO DEF ITF

Densité de cellules
enteroendocrines L

KO DEF ITF

Catry E. et al, GUT, 2018 Data are expressed as mean = SEM. Data were analyzed by Student unpaired t test: # vs KO DEF



