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MICALIS

MiCrobiologie de 'ALImentation au service de la Santé humaine

* 3 POles:

les determinants moléculaires des dangers microbiologiques
associes aux aliments

le fonctionnement intégré de la cellule microbienne

I’écosysteme microbien digestif de ’homme et son role dans la
préservation de la santé.

340 personnes, 110 chercheurs, 40 équipes



A pluridisciplinary laboratory

Crosstalk host-transiting and resident microbiota

Two major objectives:
1. Mechanisms of the beneficial effects of probiotic and commensal bacteria

(particularly anti-inflammatory ones)

Expertise in G+ bact as delivery vehicles © Gnotobiotic rodents and inflammatory
del
Microbiology of commensal bacteria l?m%g clinical trials

Molecular study of microbiota Cell culture

Biochemistry and enzymes Immuno-histochemistry

purification

O

A combination of expertises to analyse essential functions of
A IN% crosstalk host-microbiota

i



L 'intestin, cet Inconnu

Digestion et assimilation
des aliments

Premier organe
Immunitaire
60 a 70% de nos

cellules immunitaires!

i

Deuxieme cerveau
100 millions de
neurones!

Microbiote intestinal
100 000 milliards
de bactéries !



Le Tractus Digestif : une importante
surface disponible pour le « Microbiote »

e La surface dépliee de la muqueuse digestive humaine
correspond a celle de 2 terrains de tennis (400 m?)

Y 10 fois plus de bactéries dans I’intestin que de cellules
composant le corps humain (savage et al., 1977)

1014 bacteéries (tube digestif)

1013 cellules (corps humain)




Le microbiote intestinal
P humain

-Microbiote fécal :
>1011 yorg/g
-1014 bactéries
-~1000 espéces
- Adapté et fonctionnellement
stable
- Nutrition, physiologie,
immunité et protection
- Répertoire génétique :
~100 x génome humain

Section of mouse caecdm
<

Santé —~ Maladie




Clichés du microbiote

Microscopie électronique a balayage sur matiéres fécales humaines

S4580

biversité de la population bactérienne




Clichés du microbiote

Microscopie électronique a balayage sur matiéres fécales humaines

biversité de la population bactérienne




Le Microbiote Intestinal :
Répartition

pH N0,
Estomac

101-108 ufc/g

Duodenum Streptococcus

101-10° ufc/g Lactobacillus

Colon

Jejunum/lleum
gY [L011-1012 ufc/g

104-107 ufc/g
Streptococcus
Lactobacillus
Enterobacteriaceae| }

Bacteroides
Eubacterium
Clostridium
Ruminococcus
Bifidobacterium

(Ouwehand & Vesterlund, 2003) 9



Microbiote intestinal

Intestin gréle Célon
[
O 103/g 108/g 0 10%/g 10"/g
Anaérobies \
facultatifs Anaérobies stricts
Lactobacillus Bacteroides
Streptococcus Eubacterium
E. c_ol_i Clostridium
Clostrld_lum Ruminococcus
Bacteroides Bifidobacterium
Eubacterium Streptococcus
Veillonella Lactobacillus
E. coli

Enterobacteria




Le Microbiote Intestinal :

Hayashi 2002 30%
Tannock 2000 21-37%
Suau 1999 21-32%




Le Microbiote Intestinal :

Composition

_

Hayashi 2002 30%
Tannock 2000 21-37%
Suau 1999 21-32%

;f = Exploration de la
fraction non-
cultivable




Cible moléculaire: ARNr 16S
bacterien

Structure de la molécule d’ARNTr 16S:

8 8 86 8 8 8 8

88 8 8 8888

58 [S)
888 8 8 88 \ ss
Bactéri ] ,
e Ribosome 23S = _/
16S
Intéréts de cette molécule:

v'Ubiquitaire

v'Molécule naturellement amplifiée
v’ Structure primaire mosaique
v'Régions conservées - domaine Bacteria
v'Régions variables 2> groupes bactériens

13
v'Régions hypervariables 2> espéces bactériennes



Le microbiote intestinal est
specifique de chaque individu...

14 sujets sains 2§ujets saiEr;s
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1 quelques
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conservées
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...et stable au cours du temps

Zoetendahl et al. 1998 ; Sutren et al. 2000 Seksik et al.12003

Vanhoutte et al. 2004



Arbre phylogénique du microbiote humain

adulte

Gram-negatives 10-30%

Enterobacteriacaea
0.1-0.2%

i Atopobium group

High GC 3.1-11.9%
Gram-positives
8-17% Bifidobacterium
4.4-48%
Eubacterium cylindroides group
1.1-1.4%
0.10

Bacteroides-Prevotella gD
8.5-28% —

Akkermansia group

Laciobacillus-Enterococcus group

“Groupes les plus abondants

!

Clostridium leptum group
21.1-25.2%

Clastridium coccoides-
Eubacterium rectale group

Phascolarctobacterium group
0.6%

Veillonella group

<.1-1.3 %

<0.1-1.8%

Low GC Gram-positives 46-58%

Zoetendal et al. Mol.Microbiology (2006)



Colonisation du Microbiote Intestinal

Lk

Naissance : tube digestif stérile ackie et al., 1999)

r
Maternelle :
Origines<Environnement l
|

|

Alimentation

: Implantations
|
|
- (Perez et al., 2007) ~ 1
7’

successives d’especes
bactériennes

Acquisition du microbiote d’adulte (2 ans)
Biodiversite
Stabilité

16
UE épithélium digestif, Paris, le 3 décembre 2012
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Microbiote fécal d’enfants a 6 semaines
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Le microbiote fécal de I'enfant dgé de 6 semaines difféere de celui de

I'adulte.
Le genre Bifidobacterium est le plus représenté:

Infabio QLRT-2001-00394 M. Fallani et al., 2006



Microbiote fécal d’enfants Européensa 6 semaines

Score Plot

]
B 4 Centre
& [Dosseldorf
D A B Slazgow
Granada
& Modena
Stockhalm
(n=484)

PCA 2

-3 | N Bifidobacteriu

=3 =2 -1 0 1 2 M3 4
PCA 1
Le pays de naissance a une incidence notable sur

la composition précoce du microbiote fécal.

Gradient Nord-Sud de la Suéde a I'Espagne :
plus de bifides au nord ; une diversification plus précoce au sud

Infabio QLRT-2001-00394 M. Fallani et al., 2006



LniFrac distan e betwean children and adults

Ce phénomeéne est vrai aussi bien dans les pays industrialisés que ruraux.
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les populations.

La diversité de composition du microbiote augmente avec I’age dans toutes
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12 sondes d'hybridation reconnaissent 76% des bactéries détectables
5 groupes phylogénétiques sont dominants et hautement prévalents
Chez l'adulte, pas de différence significative entre les pays d'Europe

étudiés. C. Lay et al., AEM, 2005



LS
Malxwiars « &
Amenndians -
& & -
. &
* . .
W
i =
Y
‘+ - .III E

PC2 6.6%) from UnFmo distanon )

PC1 (25%:) from UniFraao distance

On peut voir des différences significatives si on regarde des populations
plus éloignées.
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A I'age adulte la diversité varie selon les populations.



i 1.t

a-ammylase EC32.0.1

Glutamate synthase (WADH) EC1.4.1.14

Glhtamnate syrthisse (MADPH] EC1.4.1.13

Gltaminase ECAL6.1.2

Glutamate decarbooylass EC4.1.1.16

1-pymoline-f-carbaxylate debydrogenase EC15.1.12

Hspartate 4-decarbawcylase EC4.1.1.12

Proline dehydrogenase EC1.5.984

COrnithire: aminotransierases EC2E1.13

Lysine 2 3-aminomuiase ECHL4.2.2

L -ickbol 2-dehydrogenose EC1.1.1.14

f-phosphofructoldnass EC2.7.1.11

Glucos=-f-phosphate dehydrogenase EC1.1.1.49

a-mannosidase EC32 1,24

Frmarmosidese ECA.2.1.26

a-L-fucosidese ECA.2.1.51
Adencsyimethionine-8-amino-7-ooononancats transaminass ECLE1 682
Lipoyljoctancyl] transfermse ECZ2.3.1.181

Threonine-phosphate decarbaylass EC4.1.1.81
HAdencsyicobinamide-phosphate synthass ECE.2.1.10

Hydrogenalyrinic oo o,o-diamide synthase (gulamine-tydrolysing) ECEA 52
Adenceylocolyric acid syrthase (ghramine-fydrohysing] ECE2.6.10
Micofinate-nudentide—dimetyihenzimidanls phosphorbosydtransierse EC2 4.2 1
Choloyigiyoine hydrolass EC2.5.7 .24

Mercury{ll) reductess EC1.16.1.1

Fhenylacetmb=--Coll igase ECE.21.30

Cette différence de composition du microbiote se traduit aussi dans une
différence de fonctions.



Gastrointestinal

PC2 (4.4%)

PC1 (13%)

La composition du microbiote est fonction de I’écologie du systéme.



Les Aliments Fermentés contiennent de
tres nombreux Micro-Organismes Vivants

Compléments
alimentaires

Vin Produits laitiers
Choucroute - Yaourt
Saucisson - Laits fermenteés

- Fromages

26



Quantitative PCR :
Microbiota all along life

29
$~ | HS |
1 _ _ . .
o 33 = | o,
Ratio ¢ 7
. . B 25
Firmicutes / . ,
. R |
Bacteroidetes 3 "
:— 15 < .
< 10+
N I =k E
| |
Infants Adults Elders

From D. Mariat et al, 2009



Microbiota and age

w*c[2]

Adults vs Newborn vs Elders

&>E. coli bd&acteroidetes
Elders

0,20t
T &<C.coccoides
0,10 1

T Newborn
-0,10 T
- &<C. leptum
0.20¢t &< All Bacteria

A

0,307 Adults

0,40 -0,30 -0,20 -0,10 0,00 0,10 0,20 0,30 0,40
w e[l From D. Mariat et al, 2009



Le métagénome : un « challenge » mondial

259
THE PRDL|FERHTIC!N OF HUMAN MICROBIOME PROJECTS
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Les données du métagénome

Ley et al, science 2008

Carnivoras Dmniveres Herivores
- 0,1
Fa H]
Diet (B) E o
) Herbivore -
) O B2
. Carnivore o

o, 3

. Omnivore :




Recherche d’un noyau phylogenetique
du microbiote intestinal humain

Bacteries/g

1011 ________________________________________

Microbiote Especes séquencées
dominant actuellement
108-- ——————————————————————————————————————

Microbiote \ Noyau
sous-dominant phylogéneétique
fonctionnel
106-- _________________________________________
Détecter les espéces a la fois
conserveées et dominantes




Bacteroides wnifomrmis . LR = sm am—T 1
Alistipes putredinis . —_— 11—
Parahacteroides mardae D I R
Dores longicatens nn w8 —f T }—
Auminococcus bromi L2-63 S NN —
Bacioroides caccas —_— 7}
Clostridiem sp. 3521 T —_— T 1
Bacteroiges thataiotaomicron VPI-5482 — T
Euwhactarnium hallil 1 nam ' — T
Ruminococcus torgues L2-14 I —— e, o TR
Unknown sp. 553 4 re s o mme — T}
Auminococcus sp. SA1 5 woea—T T}
Faecalibactenum prausnitzy SL3 3 . " — T+
Ruminococcus lactans [ I —
Collinsalla ssrofaciens . = T e e W
Dores formicigenarans . ' e Y e e N
Bacieroides vulgatus ATCC B482 e mr—— T+
Rosebhura intestinalis M50 1 s I N
Bactaroiges sp. 2_1_7 TITT T — L, . I Ry | |
Ewbactsrium simsum 70 3 1 omE ma T
Parshacteroides distasoniz ATCC 8503 samimEr — [T}
Bacteroides sp. 9_1_42FAA — T}
Bacteroigses ovatus . — T
Baciaroides sp. 4_3_4A7FAA woor w1
Bacteroiges sp. 2_2_4 . T 1
Ewbacternum rectale M104 1 s r o amaa—{T}—1 =
Bactanodses xylanisaivens XB1A — T
Coprmcoccus comes SLT 1 ] o — T
Bacteroiges sp. D1 N —_—{ 1
Baciaroides sp. D4 —_—T1 T
Euwhactanum vanirioswm N I
Baciaroides doral PR —— T
Ruminococcus obeum AZ2—162 I e M—
Subdoligmamuiium varabils . . — T}
Bacteroides capiliosus — [T} =
Strepfococcus thermmophilus LMD-9 _— 7
Clostridivm leptum aw I am
Holdeymania fitiformis ' T
Bacisroides stercors — T}
Coprococcus sulacius — 1T}
Clostrigiwm sp. ME2 1 [ — L, SE— TR N
Bacteroides eggerthir I E— — ]
Butynvibro crassotus T I —
Baciaroides finegoldii — T ==
Parshactsroides johnsonii — T} timmm
Clostrigivm sp. L2-50 e s I E— ]
Chostrgiuwm nexils s—It— s [T .
Bacteroiges pectinophilus PT— e, o, B " mmmms
Anasrotriincus collflominiz P T }——== s
AuUminococcus gnavus —ET 1+ —— = 5 ® muima
Bacteroides intestinals I — Inmm R
Baciercides fragilis 3_1_12 B I s
Clostidiuwm asparagiforme —— 1 1
Enterococcus faecalis THO104 o —f T }F—n s
Chostrigiuwm scindans P —, e W oo
Blautia hansanii — T s . -
I I I I
—4 -3 -2 -1

Relative abundance (log,g)

Existence d’un core génome : 57 espéces partagées par plus de 90% des
individus.



REVIEW

doi:10.1038/nature11550

Diversity, stability and resilience
of the human gut microbiota

Catherine A. Lozupone', Jesse I. Stombaugh', Jeffrey [. Gordon?, Janet K. Jansson** & Rob Knight"**

represent less than 0.5% of the microbes present™. As the data set Despite the highly divergent compositions of gut microbiota across
expands to include developing countries and a broader age range**, individuals, the functional gene profiles are quite similar (Fig. 4). This
the concept that there is a core set of species in the microbiota is

becoming more unlikely.

Although taxonomic composition is far more variable than func-
tional gene composition, at a general process level at least, several
studies have shown a correlation between the two*'**., Functional
gene composition variation that is not well explained by taxonomic
variation can indicate that phylogenetically unrelated taxa hawve
converged on similar functions and may be crucial for identifyving
and understanding functional components associated with altered
physiological states (Fig. 2).



Peut-on vivre sans bactéries 7




Quelles différences chez ces
animaux sans germes “?

vascularisation

activités enzymatiques digestives
epaisseur muscles

production de cytokines

niveau lg seriques

plaques de Peyer

nombre de lymphocytes intra-épithéliaux

o L L L

» susceptibilite aux infections
/ couche de mucus
/" besoin calorique (20 a 30 %)


http://www.no-rats.com/images/rat_head_sights_sweat.gif

L'obésité : I'épidémie du 21¢™e sjécle

Ce nest pas
de ma faute !

Allessandro del Borro, par Charles Mellin



[} V 4

Définition - Epidémiologie de I'obésité

Poids
(Taille)?

IMC (BMI) =

Chez un adulte :

* 18,5 a 25 : normal
« 25 a 30 : surpoids
« > 30 : obésité
* 35 240 : obésité séveére
* > 40 : obésité morbide

- Progression rapide mondiale
- Notamment chez les jeunes

== Touche également les PVD

Source OCDE 2005

';.i!;i!ilillt IN%



Déterminants et physiopathologie de I'obésité

Tout facteur contribuant au déséquilibre du bilan énergétique

Entrées
énergétiques

Alimentation Métabolisme de base (60%)
Activité physique (30%)
Thermogénése adaptative (10%)

Balance énergétique



Déterminants et physiopathologie de I'obésité

Le déséquilibre de I'alimentation

Apports recommandés Consommation constatée

Glucides _ Graisses

Glucides Graisses

Protéines

Glucides _ Graisses

15 %

" Protémmes .
Protéines

HoOMMES




Quel lien entre microbiote et obésité ?

Hypothése suggérée par les travaux de Jl Gordon (USA):
Le microbiote des individus obéses est
plus efficace a extraire I’énergie a partir d’'un régime nutritionnel
donné que celui d’individus maigres

The gut microbiota as an environmental factor that
regulates fat storage

Fredrik Backhed***, Hao Ding*s1, Ting Wang', Lora V. Hoopert™*, Gou Young Koh'™, Andras Nagy$,
Clay F. Semenkovich5s, and Jeffrey I. Gordon*™ PNAS, 2004
]
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Colonisation de souris sans germe par un microbiote de souris conventionnelle:
augmentation de 60% de la masse grasse en 10-14 jours, malgré une diminution de
la consommation d’aliments
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Incidence du transfert du microbiote

de souris obeses ?

c
B0 = *
| |
=
o 404
-
L=
-
L
=
@ 204
4y
D
L
=
0

Donor: +/+ oblob

=-t-'li!i!ile IN%

Fig 3c Colonization de souris GF WT C57BL/6J avec un
microbiote caecal de souris minces (+/+) ou obéses (ob/ob) .
Taux de graisse totale mesurée avant et aprés 2 semaines de

colonisation.

NATURE|Vol 444|21/28 December 2006

Les souris colonisées par un microbiote de
souris ob/ob ont une augmentation
significative de la graisse totale=>le

microbiote des souris ob/ob a une plus grande
efficacité a récupérer de I’énergie des résidus
alimentaires




Incidence de régime « surgras » chez des souris
avec ou sans microbiote ?

A 71 —e— GF Westem .
o 64 — Conventionalized Western — xx 4,
sl k%
| S 51
(]
3 4
S
HE
£
£ 2
=,
g 1
£
S 0
-1I L] L] L] L]
0 2 4 6 8

Weeks after switch to Western diet

Les souris sans germes sont protégées contre
I’obésité induite par I’'alimentation

T INRA Bickhed et al. PNAS 2007



Equilibre du microbiote et obésité ?

Analyse de 5088 séquences de génes de 16S rRNA du microbiote
de souris mince, mince ob et ob/ob

Firmicutes
100 £
Bacteroidetes

O

12
C

-
5
-

-9
1
—

Percentage of total sequences
h
Q

=
(=

+/+ ob/+ ob/ob
Lean Lean Obese

11070-11075 | PNAS | August2, 2005 | vol.102 | no. 31

Le ratio Firmicutes / Bacteroidetes serait-il la clef ?




Incidence du régime sur I’équilibre du microbiote
Intestinal humain ?

€ 30r eCARBR .
% | WFATR
U -
E.ﬁ"'\
gim' R=08
@ 5l 2
33
c 8 o
Q =
o 5t
Eﬂ
o Of
21

-5 10 15 20 25
Change in body weight (%)

o

MICROBIAL ECOLOGY

Human gut microbes associated with obesity

MATURE| Vol 444\ 21/28 December 2006

A partir de 6% de perte de poids chez les obéses, on observe
une modification du ratio Firmicutes / Bacteroidetes



Incidence du regime sur I’équilibre du microbiote
Intestinal humain ?

. Firmicutes [} Bacteroidetes

100

Percentage of total
sequences
2 8 & 8

0 12 26 52 |Lean

Weeks on diet

MICROBIAL ECOLOGY o

Human gut microbes associated with obesity
MATURE| Vol 444|21/28 December 2006

La mise au régime d’individus obéses rééequilibre leur ratio
Firmicutes / Bacteroidetes

-Ii!;|!|!i!|!ll- IN%



Human gut microbes associated with obesity Ruth £ Ley, Peter . Tumbaugh, Samuel Klein,
Jeffrey . Gardon

MAT URE| Vol 444|21/28 December 2006 —‘
[

30 ®CARBR
| EFAT-R 7 B Firmicutes [ Bacteroidetes

[4

Pudi
]

=08

Change in Bacteroidetes ™
abundance (%)
= &

= Lm
Percentage of total

0 -5 10 B -0 -5
Change in body weight (%) D 1'|Eﬁl'eekfﬁ-:ln .::Ih-_:-jtz Lean

A partir de 6% de perte de poids chez
les individus obéses, on observe une modification
de I’équilibre du microbiote :
Firmicutes / Bacteroidetes



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'

MNATURE| W ol 444|21/28 December 2006

L’augmentation des graisses est « transférable »
par le microbiote des souris obeses

Le microbiote permettrait de « réecupeérer »
de I’énergie des résidus alimentaires



Microbiote et obésité a ’TUEPSD (INRA, Jouy)

Evolution du ratio Firmicutes / Bacteroidetes
chez des obéses morbides avant et apres « bypass »
(collaboration avec K. Clément, La Pitié-Salpétriere, Paris)

| Microbiote et obésité
Firmicutes / Bacteroidetes
Before gastric bypass 121+ 28 (A)
3 months after* 12+ 6 (B)
6 months after* 21+8 (B)
- ":*"‘“—- Lean persons 111204 (B)

(*: with loss of weight)

Data not sharing the same letter are significantly different
to the human population, at P<0.05.

Aussi le programme MicObes coordonne par J. Dore
= Evolution de la nature du microbiote chez 50 personnes
durant régime et stabilisation.




Beaucoup de questions posées sur les liens
Microbiote/obésité/inflammation

Obésité Inflammation

Microbiote




Conclusions-perspectives

- L’alimentation ou des probiotiques et/ou des prébiotiques
peuvent ils changer le ratio Firm./Bact. ?

- La réduction des Firmicutes chez les obeses
est-elle suffisante pour les faire maigrir ?

Im Paris, le 30 avril 2009






Le microbiote humain dominant est composeé de
3 phyla majeurs

Baclsroicet Epsilonprateabacteria (2, 1, 0)

(5640, 85, 42) ,'r Fusobacteria (9, 1, 0)
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Une dysbiose dans Ies MICI

*._ Oeltaproteabacteria
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| Bacteroidetes
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Firmicutes
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Il existe bien une différence de composition du microbiote entre les sains et
les patients atteint de MICI.
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Faecalibacterium prausnitzii is an anti-
inflammatory commensal bacterium identified by
gut microbiota analysis of Crohn's disease

patients

Harry Sokol, B?n?dicte Pigneur, Laurie Watterlot, Omar Lakbhdari, Luis Berm ?dez-Humar?n, Jean Gratadoux, 5?bastien
Blugeon, Chantal Bridonneau, Jean-Pienre Furef, Gerard Corthier, Corinne Grangette, Nadia Vasquez, Philippe Pochart,
Germain Trugnan, Ginette Thomas, Herv? Blotti?re, Jo?l Dore, Philippe Marteau, Philippe Seksik, and Philippe Langella
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disease

Reduced diversi

3 f faecal microbiota in Crohn's
revealed by a metagenomic approach

40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0

% of bacteria by FISH

10,0
5,0

Firmicutes

6 « sains » / 6 « Crohn »

—t—

O« sains »
BE« Crohn »

60% -
40% -
20% -

0%

13/13

Clostridium coccoides Clostridium leptum
group group

Groups of Bacteria

Bacteroides group

C.

Sokol et al. IBD 2006

Manichanh et
al. Gut 2006

La proportion relative de C. leptum parmi les Firmicutes
fecaux est plus élevée chez les sujets sains que chez
les malades atteints de Crohn.



20 patients avec MC active, necessitant
une resection ileo-caecale

Seksik et al. DDW-2007 ERTATA. - R

Mo M6
Résection chirurgicale coloscopie Enremission
= ou
l' l Rechute endoscopique

analyse des biopsies par FISH

* Eub338 (Eubacteria)

» Bac303 (Bacteroides-Prevotella)

* Ent1458 (Enterobacteria)

* Erec482 (Clostridium coccoides)

» Lab158 (Lactobacillus-Enterococcus)
» Bif164 (Bifidobacterium)

* Fprau645 (F. prausnitzii)




20 patients avec MC active, necessitant
une resection ileo-caecale

Seksik et al. DDW-2007 ERTATA. - R

MO M6
Résection chirurgicale coloscopie Enremission
= ou
l' l Rechute endoscopique

analyse des biopsies par FISH

* Eub338 (Eubacteria)
« Bac303 (Bacteroides-Prevotella)

* Ent1458 (Enterobacteria) F. prausnitzii a M0

- Erec482 (Clostridium coccoides) 3.3%%3.4 > Rémission at
« Lab158 (Lactobacillus-Enterococcus) M6

» Bif164 (Bifidobacterium) VS

DI (2. prELEntED) 0.3%0.5 > Rechute 2 M6"



Firmicutes / F. prausnitzil

1. Diminution de Firmicutes et de F. prausnitzii
en particulier dans le microbiote de patients
ayant une inflammation intestinale

2. Diminution de Faecalibacterium prausnitzii,
un membre majeur des Firmicutes, associee
avec un risque eleve de récidive
postopératoire de MC iléale

F. prausnitzii semble important pour
I’lhomeéostasie intestinale:
A-t-il des proprietés anti-
inflammatoires?




Evaluation des effets anti-
inflammatoires de F. prausnitzii

. Expériences in vitro:

Mesure de la secrétion de cytokines par les cellules
mononuclées du sang périphérique (PBMC)

Mesure de la sécrétion d’IL-8 induite par I'lL-10 sur
cellules Caco-2

Mesure de l'induction de NFK-B sur cellules Caco-2
(exprirr;ant de maniere stable un gene rapporteur pour
NFK-B

. Expériences in vivo:
Colite induite au TNBS (souris Balb/c)

— Histologie
— Cytokines coliques (ELISA)
— Composition du microbiote par PCR temps réél
59



Resultats
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. prausnitzii induit une tres faible sécrétion d’IL-12 et d’IFN-y et une
forte sécrétion d’IL-10 61



Sécretion d’IL-8 induite par I'lL-1[3 sur
cellules Caco-2

350 .
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F. prausnitzii n’a pas d’effet sur la sécrétion d’ IL-8 induite par
I'IL-1B alors que le surnageant la réduit 62



Induction de NF-KB sur cellules
Caco-2
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Sur cellules Caco-2 transfectées avec un gene rapporteur pour
NFkB, F. prausnitzii n’a pas d’effet sur I’activation de NFkB
induite par I'IL-1B alors que le surnageant la bloque



Colite induite au TNBS :
Protocole d’administration de F. prausnitzii

sacrifice *

F. prausnitzii | 100mg/kg
F. !

>
5.5 prausnitzii 50 J2
le coli |
Controéle colite PBS ‘
H
Contréle non colite z
PBS <&~ |
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Score macroscopique de Wallace
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Wallace score
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TNBS

Score histologique d’Ameho

*%*

6- *%
5-
[}]
S 4 T
(7]
O 34
=
[}]
£ 2-
<
1-
0- KN
0 NI X2 X
S & 2 &S
> > W e’ o
%® & e
< &
°

Normal

Ameho 3-4

Ameho 1-2

Ameho 5-6 66



TNBS

Cytokines coliques

IL-12
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Colite au TNBS:
Administration intraperitoneal de F. prausnitzii

STNBS -

100mg/kg
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Colite au TNBS:
Administration intraperitoneal de F. prausnitzii

120%
Taux de survie




Colite au TNBS:
Administration intraperitoneal de F. prausnitzii

120%
Taux de survie
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Colite au TNBS:
Administration intraperitoneal de F. prausnitzii

120%
Taux de survie




Colite au TNBS:
Administration intraperitonéale de F. prausnitzii

120%
Taux de survie




Conclusion

* F. prausnitzii a des propriéetés anti-
inflammatoires in vitro et in vivo

» Ces effets sont en partie due a des
metabolites secrétés dans le
surnageant bloquant I’activation de
NFkB et la sécréetion d’IL-8

73



Conclusion

F. prausnitzil a ete identifie par une
approche rationnelle basee sur
I'analyse comparative du microbiote
de patients et de sujets sains
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Perspectives

 Reéquilibrer Ila dysbiose en
utilisant F. prausnitzii dans le
traitement des MICI

* ldentifier et isoler les métabolites
actifs

t oraulsiuitiziie



Un peu de pub pour terminer...

On estla!
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