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Percentage of bacteria in gut habitat
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L'essentiel des bactéries intestinales appartient aux: Proteobacteria

Firmicutes, particulierement les "clusters" XlVa & =
anaérobies a Gram-positif & a bas GC %, EOS,

majoritairement incultivables
Bacteroidetes = anaérobies Gram-négatifs



Microbiote intestinal humain

Le microbiote intestinal humain est dominé par cing phyla (Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria et Verrucomicrobia) et un phylum d'
Archaebactérie (Euryarchaeota). Les groupes bactériens moins prévalents sont
répartis parmi les phyla suivants: Cyanobacteria, Fusobacteria, Lentisphaerae,
Spirochaetes et TM7.

Firmicutes. Ce phylum inclus Ruminococcus, Clostridium, Lactobacillus (plusieurs
sont des probiotiques), des Eubacteries productrices de butyrate: Faecalibacterium,
Roseburia.

Bacteroidetes. Ce phylum inclut les Bacteroides, Prevotella et Xylanibacter qui
degradent une série de glycanes complexes.

Actinobacteria. Ce phylum inclut Collinsella et Bifidobacterium (comprenant des
souches probiotiques).

Proteobacteria. Ce phylum inclut les Escherichia (famille des Entérobactéries) et
Desulfovibrio (bactéries sulfo-réductrices), Verrucomicrobia (récemment découvert)
et Akkermansia (dégradation des mucines).

Euryarchaeota. Ce phylum contient Methanobrevibacter (un genre trés prévalent
impliqué dans la métanogénése intestinale).



Fonctions metaboliqgues du microbiote intestinal

La compréhension des rapports structure—fonction du microbiote
intestinal est un domaine clé de recherche (Robinson CJ et al.
2010. Microbiol Mol Biol Rev).

Les etudes exclusivement centrees sur la structure des
microbiotes (rARN 16S) ne peuvent informer sans ambiguité sur
les fonctions.

Des microbiotes de structure trés difféerente peuvent étre
fonctionnellement proches, certaines espéeces taxonomiqguement
distinctes partageant des fonctions communes (particulierement
meétaboliques).

L'interface structure — fonction des microbiotes nécessite donc un
effort accru sur I'analyse fonctionnelle:

- au niveau genomique (deep sequencing),

- au niveau phénotypique (métabolomique)

- au niveau de l'étude des "cross-talks moléculaires”



Etablissement du microbiote
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Géneéralités
Le systeme immunitaire de I'enfant est négativement régulé

durant la grossesse.

Les premiers mois de la vie représentent une période de
grande sensibilité aux infections.

Apres la naissance, le systeme immunitaire présente un
processus progressif de maturation.

L'exposition a I'environnement microbien est considéré
comme un des parametres majeurs de cette maturation.



Influence prenatale du microbiote intestinal

L'environnement intra-utérin du foetus est "stérile" jusqu'a la
délivrance... et jusqu'a preuve du contraire !

Evidences récentes de la préesence de bactéries dans lI'environnement
intra-utérin. Etablissement d'un microbiote avant le terme ?

(Jimenez E et al. 2008. Res Microbiol)

L'ADN de Lactobacillus et de Bifidobacter a été détecté dans le
placenta de nouveaux-nés accouchés par voie vaginale ou par
césarienne suggerant un transfert de l'intestin maternel (Satokari R et
al. 2008. Lett Appl Microbiol)

Les bactéries dans l'environnement intra-utérin pourraient permettre

une colonisation prénatale du méconium (DiGiulio DB et al. 2008.
PLoSONE; Jimenez E et al 2005. Curr Microbiol).

Chez la souris, gavage avec E. faecium donne lieu a la présence de
bactéries dans le liquide amniotique



Conclusions/hypotheses

Contaminations ?

Impact sur colonisation ? Difficile a évaluer car le méconium
reflete essentiellement des equilibres post-nataux

Impact sur immunité ? CpG DNA/TLR9/activation d'une
réeponse Th-1 7?

Quid des PAMPs susceptibles de traverser la barriere
placentaire ?

Travaux en cours sur microbiote et maturation placentaire
(Pettersson S et al.)



Microbiote et terme

Environ 40% des accouchements avant-terme sont attribués a
des infections vaginales.

Cependant, le traitement antibiotique de ces infections ne ne
reduit pas le risque d'accouchement avant-terme.

Nécessité de revoir le concept ? Infection stricto-sensu ou
modifications d'équilibre de la flore vaginale?

Meres ayant eu au moins un travail declenché avant le terme:
Mobiluncus, Atopobium, Mycoplasma: risque accru
Lactobacillus (flore normale) risque faible. Dépendant de
I'ethnie.

Vaginose bactérienne récente BVAB-3 (Clostridiales): risque
reduit de travail avant-terme ! Indépendant de I'ethnie.

Réeéquilibrage de la flore vaginale ?
Foxman B et al. 2013. Am J Obstet Gynecol



Etablissement squentielle des communautés microbiennes dans
I'intestin: "succession ecologique”

Le microbiote intestinal du nourrisson est tres différent de celui des adultes
avec une grande variabilité interindividuelle.

Tendance a la convergence a un an vers une flore se rapprochant de plus en
plus de la composition adulte (Spor et al. 2011. Nat Rev Microbiol)

Grandes tendances malgré la variabilité:

Colonisation précoce par des espéces anaérobies facultatives (E. coli et autres
Entérobactéries)

Des que ces especes ont consommeé l'oxygene initialement présent dans
l'intestin et créé un environnement largement anaérobie (colon), des bactéries
anaérobies peuvent s'implanter: Bifidobacterium, Clostridium, Bacteroides,
Ruminococcus (Jemenez E et al. 2008. Res Microbiol).

Induction de modifications secondaires des polyosides des mucines et du
glycocalyx des cellules épithéliales (Bry et al. 1996. Science)

De cette faible diversité / complexité, la flore va progressivement s'enrichir et
construire ses équilibres vers la flore "adulte" (26me-3¢me année)



Etablissement seéquentiel des communautés microbiennes dans
I'intestin

Pionnier colonisateur Colonisateur secondaire Colonisateur tertiaire
Bacteroides thetaiotaomicron Espéce microbienne (’)dependant du
fucose comme source de carbone (ou adhésine)
@ L-fucose

ex., asialyl fucosyl GM1
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Une lignée murine incapable d’utiliser le L-fucose
est incapable d’initier le processus de colonisation

Modification et complexification croissante du milieu via des modifications secondaires (ex., fucosylation)
des domaines polyosidiques des protéoglycanes de la surface épithéliale qui favorisent I'implantation
d’'une nouvelle espéce bactérienne, etc...

Il est donc probable que la nature et I'ordre de constitution du microbiote intestinal ne soit absolument pas
aléatoire.

Bry et coll., Science, 1996




Bifidobacterium " o

Bifidobacterium rhamnosus

Bifidobacterium (Actinobactérie) est le genre bactérien )\l
dominant de l'intestin du nourrisson

Au moins 6 espéces différentes: B. longum, B. adolescentis,
B. pseudocatenulatum, B. bifidum, B. dentium, B. breve, 2
B. longum (Harmsen HJ, 2012, J Pediatr Gastroenterol Nutr;
Turroni et al. 2012. PLoSONE).

{Ace;yl-P] 2 [ Acelyl-P | 2
Bacille Gram positif, immobile & morphologie ramifiée t”’” F“"" };‘m'"
Proche des Actinomycetes - - e
Anaérobie strict, nitrate reductase +, croissance nécessite
des concentrations élevées de CO2.
Fermentation hétérolactique = fermentation d'acide lactique associé a de l'acétate,
sans degagement gazeux.
6-phosphocétolase permet la transformation directe du glucose en frucrose-6-phosphate,
palliant a I'absence de glucose-6-phosphate déshydrogénase. Utilisent ensuite la voie
des pentoses phosphates pour transformer le glucose en lactate et acetate.
Effet bénéfique ?
Meilleure absorption du lactose chez les adultes déficients en lactase intestinale.
Assure I'équilibre lors de la diminution de I'expression de la lactase chez le nourrisson ?
Autres effets ?

[Lactate ] 2[Lactate | 2[Acetate]




Parametres de variabilité du microbiote intestinal humain

La colonisation dépend de la voie d’accouchement:

- L'accouchement vaginal favorise I'établissement d’une flore intestinale
reflétant la flore vaginale de la mére (Lactobacillus, Prevotella, Sneathia)

- L’accouchement par césarienne favorise ['établissement d'une flore
reflétant la flore  cutanée  (Propionibacterium,  Staphylococcus,
Corynebacterium)

La colonisation dépend du mode d'alimentation du nourrisson:

- Différences significatives entre flores des nourrissons nourris au sein et
nourris au biberon.

- Réle important de 'alimentation au sein dans l'apport de Bifidobacterium et
Lactobacillus (Fernandez L et al. 2013. Pharmacol Res).

La colonisation dépend aussi du niveau d'hygiéne maternel, d'une
hospitalisation et de la prématurite.

La convergence vers une flore adulte survient en fin de premiére année.

Dominguez-Bello MG et al. 2010. PNAS
Penders J et al. 2006. Pediatrics
Palmer C et al. 2007. PLoS Biol



Parametres de variabilité du microbiote intestinal humain

Le temps de gestation est un parametre important de la composition de la
flore du nouveau né/nourrisson.

Enfants nés a terme:

Diversité importante, présence des genres bactériens communs:
Bifidobacterium,

Lactobacillus, Streptococcus (Arboleya S et al. 2012. Anaerobe)

Prématurés: Diversité restreinte

Présence plus fréquente et en plus grande abondance d'Entérobactéries,
voire d'espéces a potentiel pathogéne comme Clostridium difficile, Klebsiella
pneumoniae (Schwiertz A et al. 2003. Pediatr Res) +rw TP e
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis):

diversité trés restreinte reflétant I'acquisition d'une

flore hospitaliere (nosocomiale ?) avec prévalence & | =
d'E. coli, Enterococcus spp. et K. pneumoniae = =TT
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(Fanaro S et al. 2003. Acta Paediatr Suppl. 91:48-55)



Parametres de variabilité du microbiote intestinal humain

Importance du lait maternel

Le lait humain est une source importante d'oligosides jouant un puissant réle
prébiotique dans I'établissement du microbiote du nouveau né/nourrisson (Bode L.
2009. Nutr Rev).

Bifidobacterium longum ssp infantis posséde plusieurs genes/opérons dédiés au
métabolisme de ces oligosides ou HMO (human milk oligosaccharides) (Sela DA,
Mills DA. 2010. Trends Microbiol)

Les HMO induisent I'expression de génes impliqués dans la dégradation des
carbohydrates et I'adhérence bactérienne (Gonzalez R. 2008. Appl Environment
Microbiol).

Les colonisateurs pionniers comme les Actinobactéries et les Firmicutes sont bien
adaptés a ['utilisation du lait humain. lls possédent aussi des genes/opérons
permettant la digestion/assimilation de polyosides de plantes non digestibles avant
méme le sevrage et l'introduction des aliments solides. Ceci constitue une capacité

pour ce "protomicrobiote" de digérer des aliments végétaux simples comme le riz
(Koenig JE et al. 2011. PNAS)

Avec l'introduction d'une alimentation solide et diversifiée, le microbiote va lui méme
se diversifier avec en particulier I'apparition de Bacteroides colonisateurs qui vont
accroitre les capacité d'hydrolyse des carbohydrates, de détoxification des
xénobiotiques et de biosynthése des vitamines (Koenig JE et al. 2011. PNAS)



Parametres de variabilité du microbiote intestinal humain

Antibiotiques et "états stables alternatifs” du microbiote

Changements majeurs dans le microbiote d'enfants recevant
des antibiotiques.

Glissements spectaculaires pouvant méme rendre la flore
indétectable (Palmer C et al. 2007. PLoS Biology).

L'antibiotherapie chez le nourrisson est associee a une plus
forte proportion d'Entérobactéries et d'Enterococcus et a une

plus faible proportion de Bifidobacterium. Rémanence = 1
mois ! (Tanaka S et al. 2009. FEMS Immunol Med Microbiol)

L'administration d'un traitement antibiotique a des nouveaux-
nés/nourrissons de faible poids entraine une diminution
drastique du microbiote intestinal en densite et diversité.

Un désequilibre est aussi observé en cas de traitement
antibiotique de la mere



Parametres de variabilité du microbiote intestinal humain

La diminution de la diversité phylogenique du microbiote
intestinal du nouveau-né / nourrisson ayant subi un
traitement antibiotique a pu étre corréelée a une plus grande
frequence de survenue d'un sepsis néonatal chez les
enfants prématurés (Madan JC. 2012. Arch Child Dis Fetal

Neonatal)



Vers une microbiologie cellulaire de la symbiose

Les grandes études géenomiques et métagénomiques ont masque les
efforts jusqu'a présent insuffisants d'identification des facteurs bactériens
nécessaires a l'établissement dans I'environnement intestinal, a Ia
colonisation prolongée, a 'adaptation a des conditions variables liees au
microbiote ambiant et a I'h6éte. Notion de "fitness"

Comment ces déterminants sont-ils reliés a la disponibilité en nutriments ?

Quel recouvrement existe entre le pool de génes nécessaire a optimiser la
croissance in vivo et in vitro ?

Jusqu'a quel point la structure du microbiote influence-t-elle la
colonisation ? S'agit-il d'un phénomeéne propre a chaque espece ?

Quel est le role véritable de I'immunité de I'hote dans la colonisation ?

Autres questions......



Mutagenese du genome de Lactobacillus casei, construction
d'une librairie "genome-wide", assemblage et criblage

phénotypique: génomique fonctionnelle d'un symbionte

Héléne LICANDRO-SERAUT, Hélene SCORNEC,
Jean-Francois CAVIN, Thierry PEDRON, Philippe

. _ SANSONETTI
Génome de L. casei ATCC 334 Institut Past Paris. F
- 2,9 Mb, 2900 genes (10 — 20% essential ?) nstitut Fasteur, Faris, France.
* 26% des génes sans prédiction de UMRA, AgroSup Dijon, Université de Bourgogne

fonction.

° un plasmide: pLSEIA (29 kbp) Limites d'une analyse génétique (génétique

réverse):

* Trés bas taux de transformation

* Fréquence de la résistance naturelle ayux
antibiotiques

 Incompatibilité avec des plasmides résidents

ATCC 334

2,895,264 bp

Développement d'outils pour la mutagénese:
Piunc-TPaselS,,; system

Cai H et al. Genome Biol Evol 2009;1:239-257

Licandro-Seraut et al. 2012. Appl Environ Microbiol.



Outils developpes pour la mutagenese de L. casei

(collaboration avec Pascale Serror, Unité BLPO, INRA, Jouy-en-Josas, France)

Transposase + IRs spécifiques = transposon fonctionnel (L. johnsonii)

" 151223
IRL™ transposase IRR

tnp

> pVI129:
Gram(-)/Gram(+) vecteur navette.
Unstable in Gram(+).

> pVIM10:

Pas de géne tnp (stable chez E.
coli).

Suicide chez Gram(+)

=> integration seulement avec
pVI129.

Chromosome with a
disrupted gene

&= o = - - —
v - & - v - & - | -

Transformation / pVI129 Transformation / pVI110 Croissance pendant 30 generations
Expression de la transposase Environ 10.000 integrants aléatoires => perte de pVI129.
(tous transformants = integrants) Vérification de la diversité des mutants

—a




"Signature Tagged Mutagenesis" (STM) chez L. casei

Librairie STM DNA "tags" (Chris Tang, CMMI, Imp. Coll. London)
@ (Hensel et al., 1995)
96 "tagS" sans Cross-hybridation @ Invariable arm Variable region Invariable arm
. T n n " Primer P1 ] ]

(C. Tang and coll.) [GATCCATGGATATTC] ‘ﬁr N: ATGorC, K:GorT
@ l CTAGGTACCTACAACCTJRAGCTT| - [NK],, - [RAGCTTGGTTAGAATGGGTACCATG
Clonage de chaque "tag" in pVI110 un parun e lTCTTApCr&cﬁi?f.c.l

Ori
@ Gram- ery
IRL

IRR

pVI110 Al pVI110 A2

8. &
W~ . m;m_. & - (223 . ..... .

Transformation / pVvI129  Transformation / pVI110 "tag" Assemblage de I"'input pool" STM in vivo




Construction & assemblage d'une librairie "genome-wide"
de mutants par transposition de of Lactobacillus casei

et analyse fonctionnelle in vivo Hélene Licandro-Séraut T
o Séquencage de  Sélection of Challenge des pools de Quantification Sélection de
Librairie de 9250mutants . oo 'jes cibles ; 1110 unique mutants, anse iléale ligaturée ‘des mutants . mutants dont la

taggés" aléatoires . g
duTn mutants in ORFs 1 par gPCR quantité diminue
‘ —/ 1/ 6h -~ d'au moins trois fois
Plate 1 durant l'incubation

Plate 2 de 16 h dans I'anse
iléale

TTALCGC G C !

Identification de
genes impliqués
dans |'établissement

............

0 5 10 15 20 25 30 35 40

< k\“&‘k L‘k L‘\ L‘L‘t t )
COECEEEE e PCR cycle de L. casei dans
I'intestin
] [o] [q]
o1} vl [o] [ul
[0]5, 1% 15, [N] [1] 3%_1% 1% 14, [N
Hl I 1%;7°1% [H] 3% 1%
[3\;]’ [29/: 2[;’\ o) 0% b 2%\ [ % 0%

1]

[F] 4%

4%

P]

4% )

[Cl—
5%

(M]
5% 7%

Genome STM library

Librairie de 1110 ORFs mutants:
- La distribution des fonctions inactivées est similaire au

génome (except for translation functions [J]).
Couverture de ~50% des génes non essentiels

- Tn sites identifiés

1400000

Distribution des sites d'insertion des transposons
dans les 9250 mutants de L. casei



Fonctions essentielles nécessaires a
I'établissement de L. casei dans l'intestin

Modifications physicochimiques

Faibles concentrations de fer, acides Contréle des échanges Maturation du mur
amines, suere avec I'néte bactérien (PGN, LTA)
Peptides antimicrobiens
,’ D-alanyl carrier protein
ABC-type Mn/Zn Multidrug ABC Amino acid / \ ligase (Dlt)

transport system transport system transporter

D-alanyl-D-alanine
carboxypeptidase (PBP)

\ Z

"Sensing" A riptionnal , Fonctions de —
Regulation e - "housekeeping" < Cys, Met, Asn synthése
Coordination , ' \ //:{ ysS, ) y

Optimales ; Homocys
N g S-methyltransferasCeD
Asparagine
L J o Pe

—) & L 3
\ Fructose PN synthase -
system

>

Two-compon

kinase :
Cysteine synthase
P-ketolase, P-glycerate mutase, L- ¥ v

@ ‘ @ctate DH gi‘ @
Production d'énergie "8
a partir des carbohydrates T

Mannose: transport . :
T rt/d dat
et utilisation P o ransporvdegraaation

Fructose/mannose PTS Peptide ABC transporter des peptides

* 64 genes essentiels pour I'établissement dans l'intestin (mutants "perte de fonction")
3 genes limitant I'établissement dans l'intestin (mutants "gain de fonction")

Licandro-Séraut et al. manuscript soumis



Bacteroides fraqgilis
Bacteroides = un des genres Gram les plus abondants dans le
microbiote intestinal des mammiferes (Eckburg PB et al. 2005.
Science)
Au sein du genre Bacteroides, plusieurs especes sont
engagees dans des activites mutualistes avec I'héte:
- Glycosylation de I'épithélium intestinal (Bry L et al. 1996.
Science)
- Production d'hydrolases qui digerent les carbohydrates
complexes assurant un apport nutritionnel a I'néte (Xu J et al.
2003. Science)
- Maturation du systeme immunitaire = PSA (Mazmanian SK et
al. 2005. Cell)
- Protection contre linflammation dans des modeles de
maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI)
et de sclérose en plaques (Mazmanian SK et al. 2008. Nature;
Round JL & Mazmanian SK. 2010. PNAS; Ochoa-Reparaz J et
al. 2010. J Immunol)



|dentification d'un facteur de colonisation chez
B. fraqgilis

On connait peu les mécanismes moléculaires qui permettent aux bactéries
symbiotiques de coloniser I'h6te de fagon stable.

Modéle : monocolonisation de l'intestin murin axénique par B. fragilis.

|dentification d'un géne (ccf = commensal colonization factor)

La délétion de ccf diminue la capacité de colonisation et de transmission chez
B. fragilis.

L'expresion de ccf est augmentée lorsque la bactérie est présente dans
l'intestin, en particulier a proximité de la surface épithéliale.

B. fragilis dans des conditions gnotoxéniques traverse la barriere de mucus et
occupe le canal central des cryptes coliques.

Le mutant ccf est absent des cryptes.

Le systétme CCF est essentiel pour une colonisation efficace de B. fragilis
suite a une rupture du microbiome suite a une infection par Citrobacter
rodentium.

Crypte = niche pour une colonisation prolongée ?

Lee SM et al. 2013. Nature



Role du regime alimentaire dans la structure
et la fonction du microbiote

Les souris gnotobiotiques colonisées avec une flore humaine établissent une
flore complexe permettant d'étudier l'effet de changements de régimes
alimentaires (Turnbaugh et al. 2009. Sci Transl Med)

Le passage d'un régime pauvre en graisses (végetal) a un régime riche en
graisses et en carbohydrates entraine un changement rapide dans la
composition du microbiote.

Ces modifications s'accompagnent de changements fonctionnels permettant
de répondre aux modifications métaboliques imposées par le nouveau
régime.

La présence de certains polyosides du lait maternel a aussi un impact sur
I'équilibre du microbiote (Zivkovic AM et al. 2011. PNAS).

Validité chez I'nomme ou le microbiote semble plus résilient aux
changements alimentaires, méme drastiques ?



Un exemple d'adaptation a la necessité
d'extraction energétique

Enfants africains, mode de vie rural, consommant un
regime riche en polyosides vegetaux: diminution de Ia
représentation des Firmicutes et niveau augmenté des
Bacteroidetes dans leur microbiote fécal (surtout Prevotella
et Xylanibacter)

Enfants italiens: plus haut niveau d'Entérobactéries,
principalement Escherichia (De Filippo C et al. 2010. PNAS).

Prevotella et Xylanibacter degradent la cellulose et les
xylanes, et sont associés a une concentration fecale plus
élevée de SCFAs, suggérant que le microbiote des enfants
africains vivant en milieu rural s'est adapté pour optimiser
I'extraction d'énergie d'un régime riche en fibres vegetales.



2o \ ‘
CHO s dlgestlves et-métaboliqu
! 5 - "l'organe mlcroblote)
e "

i ' hyn" , es wtammes‘@e couvre pa ‘ é esoins):
LK late . Cobalamine, '

e

Thlamlne (Vit BT)

\Fermentati

%gulation du




Substrats potentiels pour la fermentation
par le microbiote colique

Hydrates de carbone

Amidon

Fibres (polyosides végétaux: cellulose, pectine, hémi-cellulose)
Sucres non absorbés

Raffinose, stachyose

Polydextrose

Protéines
Alimentaires
Endogenes (enzymes pancreatiques)

Autres
Glycoprotéines intestinales

Mucopolyosides | |
Cummings JH & Englyst HN. 1987. Am J Clin Nutr



Fermentation lactique

2 ADP + 2P,

P2
o

oO—C—0—
s |
e

2 NAD* 2 NADH

o- \j 2 Ac.ide
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2 Acide lactique




Digestion des hydrates de carbone non digéeres
dans l'intestin gréle

La cellulose est un composant de l'alimentation (végétaux)
Plusieurs especes du microbiote expriment des cellulases qui
digerent le cellulose

Les sucres issus de la degradation de la cellulose et des autres
hydrates de carbone — y compris les glycanes des mucines —
sont fermentés par les enzymes de la flore anaérobie et des
archébactéries, donnant lieu a la formation de produits finaux:

acides gras volatils: SCFA (Acide aceétique, propionique,
butyrique) et lactate absorbés par I'épithélium intestinal

M |h N I
gaz' ‘e ane, H-C-C( H - C C C/ H - C C C C
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Acetic acid Propionic acid Butyric acid
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Carbohydrates

Simple sugars

Short-chain fatty acids
60% acetate

20% propionate
20% butyrate

Absorbed and utilised Breath and flatus

@ 2007 - 2011 The University of Waikato | www.scencelearn.org.nz



Arbre phylogénétique de la vie Archébactéries
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La méthanogénése est assurée par des microorganismes anaeérobies stricts
appartenant au domaine des Archea. Cette derniere étape aboutit a la
production de méthane. Elle est réalisée par deux voies possibles:

a partir de I'nydrogéne et du CO2 par les especes hydrogénotrophes

CO2 +4H2 = CH4 + 2 H20

a partir de l'acétate par les especes acétotrophes:

CH3COOH = CH4 + CO2
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Microbiote et metabolisme colique

C'est au niveau de l'intestin, en particulier du colon, que l'interface hoéte-
microbiote est la plus importante, donc l'effet sur le métabolisme le plus
notable.

Le microbiote exerce un effet spectaculaire sur le métabolisme du tissus
colique en comparaison d'autres organes

Cette spécificité métabolique tissulaire est largement due a la production
d'acides gras a chaines courtes, en particulier le butyrate, par le
microbiote, en particulier de butyrate qui représente l'essentiel de la
source de carbone/d'énergie des colonocytes.

Les colonocytes des souris axéniques sont dans un état d'insuffisance
énergetique. Cette déprivation énergétique s'accompagne d'une
augmentation nette de 'autophagie dans ces cellules.

Short chain fatty acids (SCFA) are main
source of energy for colonic epithelial cells

Acide butyrique H H H O H

HCCCC

H H H fe

odlP s
OTHER FUELS
SUPPLY "iGlucose, %namme. Ketones)

—— Donohoe DR et al. 2011. Cell Metab

VASCULAR




Effet du microbiote sur le metabolisme systémique de I'héte

Le microbiote intestinal métabolise des aliments ingérés par I'nGte et des

éeléments de I'néte. Inversement, des produits du métabolisme microbien peuvent
étre convertis par I'héte.

Le profil des métabolites présents dans l'intestin dépend donc de la combinaison du
meétabolisme eucaryote de I'hote et du métabolisme procaryote du microbiote.

Des différences importantes sont observées au niveau des produits du
métabolisme intestinal des souris axéniques en comparaison de souris
conventionnelles.

L'administration d'antibiotiques peut aussi exercer un effet sur le profil métabolique
de l'intestin, mais aussi sur le profil métabolique systémique de I'animal traité.

Le traitement de souris par la Streptomycine affecte les niveaux de 87% des
métabolites identifiés dans les selles (Antunes LC et al. 2011. Antimicrob Agents
Chemother). Des voies métaboliques importantes comme le métabolisme des sels
biliaires, des lipides pro-inflammatoires, et des hormones stéroides sont affectés.

Ces effets ne sont pas confinés aux selles.

Le traitement de rats par une combinaison de Pénicilline et Streptomycine donne lieu
a un changement des profils des métabolites dans les selles, mais aussi dans les
urines, signant un effet systémique (Swann JR et al. J. Proteome Res)



Souris axéniques
Poids inféerieur de 30 % en comparaison des souris
conventionnelles

Nécessitent une ration alimentaire supérieure (Backhed F et
al. 2004)

Présentent un developpement vasculaire insuffisant
Présentent une activité enzymatique digestive reduite

Préesentent une diminution de ['épaisseur de la paroi
Intestinale



Une observation pionniere... peu citee

Des rats Wistar, avéniques excretent 87 % plus de
calories dans leurs feces que des rats
conventionnels.

Perte calorigue compensee par une augmentation
de 18 % des apports alimentaires.

Les rats axeniques consomment 71,9 % de leur

ration alimentaire contre 80 % pour les rats
conventionnels.

Wostmann BS et al. 1983. Lab Anim Sci
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New therapeutic targets for noncognitive reductions In energy
intake, absorption, or storage are cudal given the worldwide
epidemic of obesity. The gut microblal community (microblota) s
essential for processing dietary polysaccharides. We found that
corventionalization of adult germ-free (GF) CS7BL/6 mice with a
normal microbiota harvested from the distal Intestine (cecum) of
comeentionally ratsed animals produces a 60% Increase In body fat
content and Insulin resistance within 14 days despite reduced food
Intake. Studles of GF and conventionalized mice revealed that the
microblota promotes absorption of monosaccharides from the gut
lumen, with resulting Induction of de novo hepatic lipogenesis.
Fasting-induced adipocyte factor (Flaf), a member of the anglopol-
etin-like family of proteins, Is selectively suppressed in the intes-
tinal epithelium of normal mice by conventionalization. Analysis of
GF and conventionalized, normal and Fiaf knockout mice estab-
lished that Aaf Is a drculating Bpoprotein lipase inhibitor and that
Its suppression Is essentlal for the microblota-induced deposition
of trighycerides In adipocytes. Studies of Rag?— /— animals Indicate
that these host responses do not require mature lymphocytes. Our
findings suggest that the gut microblota s an Important environ-
mental factor that affects energy harvest from the diet and energy
storage In the host.

promoting health. In the current study, we use normal and
genetically engineered gnotobiotic mice to address the hypoth-
esis that the microbsota acts through an integrated host signaling
pathway to regulate energy storage in the host.

Materials and Methods

Animals. C5TBL/6J (B6) WT and Rag/ — / — mice were purchased
from The Jackson Laboratory. B6 peroxisome proliferator-
activator receptor-a (Ppara ) —/— mice were kindly provided by
F. 1. Gonzales (National Institutes of Health, Bethesda) (7).
Fasting-induced adipocyte factor (Fiaf) +/— heterozygotes on
a mixed B&6:120/Sv background were generated as described
below, and Fiaf+ /+, Fiaf+/—. and Fiaf—/— littermates, ob-
tained from crosses of Fiaf+/ — heterozygotes were compared.
Animals were genotyped by using PCR protocols outlined in
Supporiing Marerials and Methods, which is published as sup-
porting information on the PNAS web site.

Conventionally raised (CONV-R) WT and knockout mice were
rederived as germ-free (GF) as described (2). GF animak were
maintained in gnotobsotic solators (8), under a strict 12-h light cycle
(lights on at 0600 hours). and fed an autoclaved chow diet (B & K
Universal, East Yorkshire, UK.) ad libitum. All manipulations of

J_mice were performed by using protocols approved by the Wash- |




Microbiote et régulation du stockage de graisses

Les souris axéniques ont une adiposité reduite et requierent un régime
alimentaire accru pour atteindre le méme poids que des souris
conventionnelles.

Capacité réduite d'extraction d'énergie a partir d'un régime riche en
hydrates de carbone (Backhed F et al. 2004. PNAS).

Les souris axéniques sont résistantes a un régime alimentaire de "type
occidental”, riche en graisses et en sucrose et quasiment sans hydrates de
carbone (Backhed F et al. 2007. PNAS)

Le microbiote intestinal apparait donc capable de moduler directement le
metabolisme de 'hote, en particulier lipidique.
En comparaison des souris conventionnelles, l'intestin gréle de souris
axeniques montre une expression plus élevée de "angiopoietine-like protein
4 (ANGPTL4) ou Fasting-induced adipose factor (FIAF) qui induit I'oxydation
des acides gras dans le muscle squelettique.



Acides gras volatils et metabolisme péeriphérique

Les SCFAs sont un substrat énergétique pour I'épithélium
colique (butyrate) et les tissus périphériques, surtout le foie
(acétate, propionate) (Bergman EN et al. 1990. Physiol Rev)
Les profils de fermentation intestinale, les types et quantités
de SCFAs produits sont déterminés par la quantité d'hydrates
de carbone consommes et la composition du microbiote.

La fermentation des fructanes alimentaires augmente lorsque
des souris gnotobiotiques colonisées par Bacteroides
thetaiotamicron et sont co-colonisees par Methanobrevibacter
smithii. B. thetaiotamicron produit plus d'acétate et de formate
et M. smithii utilise cet exces de formate pour la
methanogénese. Cette interaction entraine un accroissement
de Ila fermentation des hydrates de carbone, un
accroissement de l'absorption d'énergie au niveau intestinal
qui résulte en une augmentation de I'adiposité ("energy
harvesting") (Samuel BS & Gordon JI. 2006. PNAS)



Conséquences metaboliques de la fermentation des polyosides
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An obesity-associated gut microbiome
with increased capacity for energy harvest

Peter J. Turnbaugh’, Ruth E. Ley’, Michael A. Mahowald?, Vincent Magrini?, Elaine R. Mardis"? & Jeffrey |. Gordon®

The worldwide obesity epidemic is stimulating efforts to identify host and environmental factors that affect energy balance.
Comparisons of the distal gut microbiota of genetically obese mice and their lean littermates, as well as those of obese and
lean human volunteers have revealed that obesity is associated with changes in the relative abundance of the two dominant
bacterial divisions, the Bacteroidetes and the Firmicutes. Here we demonstrate through metagenomic and biochemical
analyses that these changes affect the metabolic potential of the mouse gut microbiota. Our results indicate that the obese
microbiome has anincreased capacity to harvest energy from the diet. Furthermore, this trait is transmissible: colonization of
germ-free mice with an ‘obese microbiota’ results in a significantly greater increase in total body fat than colonization with a
‘lean microbiota’. These results identify the gut microbiota as an additional contributing factor to the pathophysiology of
obesity.

|

Bien que les généticiens continuent a chercher des traits chez I'héte
pouvant rendre compte de risques de survenue de l'obésite, des données
s'accumulent sur un réle significatif du microbiote.

FIGURE 1 : LE TRANSFERT DU MICROBIOTE DE SOURIS OBESES INDUIT UNE OBESITE
CHEZ LES SOURIS “MINCES”

Microbiote Souris
de souris “) obése
obéses -
Souris
receveuses
“minces”

Microbiote

de souris

“minces”

Les souris receveuses ne possédent pas de bactéries et sont maintenues dans des isolateurs stériles. Elles recoivent
le microbiote de souris obéses ou minces. En deux semaines, elles prennent du poids comme indiqué sur le dessin




Microbiote et obésite

Les souris axéniques ont une adiposité réduite en comparaison de souris
conventionnelles.

Leur adiposité est restaurée lorsqu'elles sont recolonisées pendant au moins 14
jours par une flore conventionnelle (Caesar R et al. 2012. Gut)

La "collecte" excessive d'énergie par le microbiote au cours de l'obésité a été
etudiée/démontrée chez des souris conventionnelles génétiqguement obeses ob/ob
qui présentent une augmentation de SCFAs dans leur caecum et une diminution
de la quantité d'‘énergie dans leurs selles en comparaison de souris
conventionnelles wild type.

L'analyse métagénomique du microbiote caecal a montré un enrichissement en
genes/fonctions en rapport avec la dégradation des polyosides alimentaires chez
les souris ob/ob.

Le phénotype "obéese" a pu étre transmis par la transplantation de microbiote. Les
souris axéniques transplantées avec le microbiote de donneuses "obéses"
gagnent deux fois plus de poids que celles colonisées avec le microbiote de souris
minces ("lean") (Turnbaugh et al. 2006. Nature)

Chez I'nomme, le microbiote fécal d'individus obéses montre une capacité accrue
d'extraire I'énergie (Turnbaugh PJ et al. 2009. Nature)



Microbiote et obésite

- Observation princeps: souris obeses, etc...

- Les souris TIr5-/- développent un tableau de syndrome
metabolique(adiposité, résistance a linsuline, hypertension,
hyperlipidémie) et leur microbiote est altéré par rapport a des
animaux wt. Le microbiote de souris Tlr5-/-, lorsque transféré a
des souris wt axéniqgues recapitule chez ces animaux les

symptomes du syndrome meétabolique (Vijay-Kumar M et al.
2010. Science).

- Le microbiote des sujets obéses est significativement différent
du microbiote des sujets de poids normal et présente une

capacité d'extraction eénergeéetique supérieure (Turnbaugh PJ et
al. 2006. Nature)



Microbiote et extraction energetique

AMPK-dependent fatty
acid oxidation

=

"~ »~ Lipogenesis

AChREBP
A SREBP-1
AACC
AFAS

Les altérations de la composition et de l'activité métaboligue du microbiote
intestinal dans l'obésité stimulent I'adiposité et influencent les processus
metaboliques dans les organes périphériques: contrle de la satiété dans le
cerveau, libération d'hormones intestinales (PYY & GLP1), synthése,
stockage et métabolisme des lipides dans le tissue adipeux, le foie et les
muscles.

Adapté de Cani et al. 2011. Pharmacol Therap



Microbiote, nutrition et métabolisme:
des souris ET des hommes ?

Le role du microbiote intestinal dans I'extraction d'énergie a partir de I'alimentation et
dans l'augmentation de I'adiposité a été clairement démontré chez la souris.

Chez I'hnomme, les évidences demeurent généralement indirectes et corrélatives.

Les individus obéses présentent un niveau supérieur d'éthanol dans leur perspiration
par rapport aux individus de poids normal (Nair S et al. 2001. Am J Gastroenterol),
refléetant une augmentation des activités de fermentation par le microbiote (Schwiertz
A et al. 2010. Obesity)

Etudes métagénomiques: différence de composition entre le microbiote des sujets
obéses et des sujets de poids normal, mais les résultats demeurent dans I'ensemble
relativement coonflictuels (Ley RE. 2010. Curr Opin Gastroenterol)

Les individus obeses ont un microbiote altéré avec une nette reduction de la diversite
des espéces présentes, sans que la signification précise de cette observation soit
comprise (Ley RE et al. 2005. PNAS; Turnbaugh PJ. 2008. Nature; Ley RE et al.
2006. Nature)

Le microbiote intestinal est altéré chez des individus chinois obéses. Sur une cohorte
de taille limitée, la composition du microbiote est prédictive de la survenue d'un
diabéte de type Il (Qin J et al. 2012. Nature)



Obeésite, maladie inflammatoire chronique ?
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Syndrome meétabolique

Obesité

Désordres majeurs de 'nomeostasie du glucose

- Augmentation de la glycemie a jeun

- Intolérance au glucose

- Résistance a l'insuline

- Diabete de type 2

Désordres de I'homéostasie des lipides/dyslipidémies
Augmentation des risques de maladie cardiovasculaire
- Hypertension artérielle

- Aggravation des lésions d'atherosclerose, anomalies
de la fibrinolyse

Everard A & Cani PD. 2013. Best Pract & Res Clin Gastroenterol



Endotoxinemie, resistance a l'insuline, obesite, diabete
Le microbiote intestinal est un facteur environnemental qui régule 'adiposité.

L'hypothese dominante et celle de I'augmentation de |'énergie extraite de
I'alimentation.

Le microbiote intestinal entraine aussi la résistance a l'insuline et le diabete de
type 2 en causant une inflammation de faible niveau (Cani PD et al. 2007.
Diabetes)

L'inflammation de faible niveau doit maintenant étre incluse dans le syndrome
meétabolique (Burcelin R et al. 2012. Semin Immunol).

LPS (PGN ?) et translocation bactérienne = deux paramétres clés liant
microbiote intestinal, inflammation de faible niveau et syndrome métabolique
(Cani PD et al. 2007. Diabetologia; Amar J et al. 2011. EMBO Mol Med)

Modele murin: une alimentation riche en graisse entraine une augmentation de
2-5 fois de I'endotoxinémie métabolique (Cani PD et al. 2007. Diabetes)



Endotoxinémie, résistance a l'insuline, obésite, diabete

Dans une cohorte de 3280 sujets, la concentration serique
d'’ADN codant I'ARNr 16S et la concentration d'endotoxine
metabolique sont plus elevées chez les individus ayant debute
un diabete de type 2

Endotoxine metabolique = biomarqueur d'anticipation de la
survenue d'un diabéte ?

Corrélation inverse avec la présence d'especes bactériennes
"antiinflammatoires” comme Faecalibacterium prauznitzii

Amar J et al. 2011. Diabetologia



Gut microbiota
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Blood

CBIR

Inflammation  Glucose homeostasis  Lipid homeostasis
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Conditions physiologiques, composition/activité du microbiote intestinal stable.
Fonction/continence de la barriere épithéliale intestinale maintenue: localisation/
organisation appropriées des protéines jonctionnelles(Claudine, Occludine, ZO-1).
Systéme endocannabinoide normal

Détoxification de l'endotoxine (LPS) luminale par la phosphatase alcaline apicale de
I'épithélium. Maintien des conditions assurant I'hnoméostasie du niveau énergétique, du
métabolisme des lipides et de l'inflammation.
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Obésité et diabete de type 2: altérations de la barriére épithéliale intestinale avec
rupture de I'équilibre symbiotique entre microbiote intestinal et héte.

Causes de l'augmentation de la perméabilité intestinale:

Altérations de composition du microbiote et de son activité, altération de I'expression/
localisation/assemblage des protéines jonctionnelles entrainant une augmentation de
la perméabilité paracellulaire de I'épithélium suractivation du récepteur CB1,
diminution de l'activité phosphatase alcaline avec déficit de détoxification du LPS
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Microbiote, barriére épithéliale, inflammation, ~ mCD14
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Adapté de Burcelin R et al.

Amar et al. 2011.EMBO Mol. Med., 2011 croPhages
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Obeésite, maladie inflammatoire chronique ?
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Khandekar MJ et al. 2011. Nat Rev Cancer



Microbiote et transport transepithelial des lipides:
une nouvelle frontiere ?

Emulsification des triglycérides
(TG) par les acides biliaires

Enterocyte

_____________
- - - -
-
-

Gl Lumen

Cytoplasm

Digestion par la lipase
pancréatique en acides gras,
mono- et di-glycérides

MG, FA
Capture/endocytose apicale par

la bordure en brosse (diffusion
passive, CD36/FAT, NCP1L1)

Transfert polarisé et
modification chimique dans le
RE et Golgi (réestérification en
TG)

Sécrétion basale sous forme de
chylomicrons



Microbiota Regqulate Intestinal Absorption
and Metabolism of Fatty Acids in the Zebrafish
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Semova | et al. 2012. Cell Host Microbe

- Le microbiote stimule I'accumulation d'acides A [_BooPrrLc. |[Tgctsaspz08m)
gras dans |'épithélium intestinal et accroit les
gouttellettes lipidiques dans le tissus intestinal
et le foie.

GF

* Monoassociation:
 Les Firmicutes entrainent une
augmentation des goutteletttes lipidique et
leur transport vers le foie
* Des populations n'appartenant pas aux
Firmicutes entrainent une augmentation de

la taille des gouttelettes lipidiques dans les L
entérocytes
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Faible diversité du microbiome comme biomarqueur
d'états pathologiques: obésite

Faible nombre de génes/diversité = mauvaise évolution/pronostic

Cohorte de sujets Danois obeses (OB Pederson, Copenhague)
Faible diversité du microbiote indicatrice de:
* Plus fort gain de poids avec la temps

» Contexte inflammatoire plus marqué et nombre plus €levé de facteurs de
comorbidité

Cohorte de sujets Francais obeses (K Cléement, Paris)
Faible diversité du microbiote indicatrice de:

» Contexte inflammatoire plus marqué et nombre plus €levé de facteurs de
comorbidite

* Plus mauvaise réponse a la restriction calorique en termes de perte de
poids, de diminution d'adiposité, d'amélioration du degré d'inflammation et
des parametres biologiques.
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Lactobacillus plantarum promotes Drosophile systemic growth by modulating
hormonal signals through TOR-dependent nutrient sensing
Storelli G, Defaye A, Erkosar B, Hols P, Royet J, Leulier F. 2001. Cell Metab

1st instar larva
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prepupa
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3rd instar larva

Chez Drosophila melanogaster le microbiote stimule
la croissance larvaire dans des conditions d'apports
alimentaires insuffisants, en particulier en protides.
Lactobacillus plantarum seul agit sur la croissance
larvaire via TOR, une voie de signalisation
impliquant la perception du niveau nutritionnel.
Cette voie contréle la signalisation hormonale
(ectysone) qui stimule la croissance larvaire.
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