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Plan de la présentation

Le microbiote grand contrbleur de I'immunité
Les microbiotes en transplantation d’organe

Microbiote intestinal et troubles métaboliques chez les sujets transplantés



Microbiote : les acteurs bactériens

/ N m Bacteroidetes B Firmicutes
/ ® Proteobacteria  m Others
! m Actinobacteria ® Fusobacteria

. ) | (
N 101-103 CFU/qg:
- Lactobacillus
: - Streptococcus

10°-1012CFU/qg:
-Bacteroides
-Faecalibacterium
- Eubacterium

- Clostridium

- Ruminococcus

- Bifidobacterium

Colon (large
intestine)

Small
intestine

103-108 CFU/qg:

- Lactobacillus

- Streptococcus

- Enterobacteriaceae

D’apres Dave et al. Translational research 2012



Microbiote : les acteurs bactériens

i Genetics
Mode of nutritional provision Ervvkinmnerital Antibiotics e

Microbiota stability

Prenatal

Dynamique et résilience :

« Acquisition a la naissance

« Enrichissement (diversité) pendant I'enfance et I'adolescence
* Le plus divers a I'age adulte

* Facteurs perturbateurs mais résilience

«  Diminution de la diversité chez les séniors



Microbiote et immunité : immunomodulation

a Gutlumen Commensal bacteria

Local IgA

Local/systemic
tolerance

Commensal antigen

Peyer's patch or =L " or MLN
lamina propria ~ Costimulation +/~

Mowat, Nat Rev Immunol. 2003:331:341



Microbiote et immunité : immunomodulation

b Invasive organisms
Local IgA
A
Local/systemic
immunity
IFN
# TGF-p
IL-4, IL-5

Costimulation +++

Mowat, Nat Rev Immunol. 2003:331:341



Microbiote et immunité : immunomodulation

Le microbiote : un réservoir d’antigenes jouant un réle immunomodulateur

Antibiotics
:-Il_yg-erimmunity Immunodeficiency
3 | noD2
IL-12 IL-10
TME
Tyl : L. cellulaire / \ @ Treg : TOl€rance
TH2 : I humorale Chronic *——— Metabolic —
inflammation dysfunction
. . & £ . .
Microbiote Microbiote
pro-inflammatoire tolérogene
t AN

Sommer. Nat Rev Microbiol. 2013 : 227-38



80 échantillons de selles

37 échantillons urinaires

87 échantillons buccaux
Avant la transplantation

M1

M6

Extraction ADN bactérien
Amplifications gene ARN 16 S

Séquencage par 454 (technique a haut débit)

Fricke. Am J Transplant. 2014 : 416-427



Microbiote et immunité : en transplantation rénale

Données brutes a I'échelle du phylum
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Urine Oral swabs Rectal swabs
M Firmicutes [7 Actinobacteria B TM7 | Tenericutes
|| Bacteroidetes M Proteobacteria M Fusobactena H Other

Fricke. Am J Transplant. 2014 : 416-427




Analyse en coordonnées principales
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Ecouvillon rectal

® Echantillon d’urine

® Ecouvillon buccal

Fricke. Am J Transplant. 2014 : 416-427



Analyse en coordonnées principales
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'-_I i H= PG T 1%]
*  Nombreuses modifications en fonction du temps pour un
® Pré-transplantation individu, mais pas de consensus trouvé inter-individus
M1 * Pas de corrélation claire avec le rejet mais temps de
® M6 collection inappropriés

Fricke. Am J Transplant. 2014 : 416-427



Modele de transplantation orthotopique du foie chez le rat (n=3 dans chague groupe)
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Ren. Transplantation. 2014.98:844-852



Microbiote et immunité : en transplantation hépatique

*  Modele de transplantation orthotopique du foie chez le rat (n=3 dans chaque groupe)

- Etude du microbiote par électrophorése sur gel en gradient dénaturant

13, )7 des rejets

13,7 des compatibles 11 :ischémie Ren. Transplantation. 2014.98:844-852



Shannon's diversity index

Modele de transplantation orthotopique du foie chez le rat (n=3 dans chague groupe)

Etude du microbiote par électrophorése sur gel en gradient dénaturant

3.5 1 T
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-
L
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2.5 1
1d

Species richness

ek
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% & [ NC
¥ T NR
B AR

3 7

Moins de diversité et moins de richesses en especes dans le microbiote de rejets a J7

Ren. Transplantation. 2014.98:844-852



Faccalibacterivm prauswitzi (logl0 copies/gh

Modele de transplantation orthotopique du foie chez le rat (n=3 dans chague groupe)

Etude du microbiote par électrophorése sur gel en gradient dénaturant
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Moins de Faecalibacterium Prausnitsii (comme dans le Crohnn)
Moins de Lactobacili

Plus de clostridium bolteae
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Ren. Transplantation. 2014.98:844-852



Microbiote du LBA de 57 patients comparés a 8 controles (pyroséquencage)

Transplant Patients (n = 57)

Sex
Age
Age at transplant
Months post-transplant
Type of transplant
Bilateral
Heart-lung
Single
Retransplant
Pretransplant condition
Cystic fibrosis
Chronic obstructive pulmonary disease
Idiopathic pulmonary fibrosis
g -Antitrypsin
Other
History of A/B rejection
Positive Pseudomonas aeruginosa culture
Positive Aspergillus culture
Positive viral polymerase chain reaction
BO5S
Time to BOS in months, median (1Q range)

30 (52.6%) male
15-63 (42.3 = 13.5) yrs
20-64 (39.7 + 13.7) yrs

0.23-130 (31.9 = 39.2)

50 (87.7%)
2 (3.5%)
3 (5.3%)
2 (3.5%)

29 (50.99%)
7 (12.3%)
7 (12.3%)
6 (10.5%)
8 (14.0%)

20 (35.1%)

31 (54.4%)

10 (17.5%)
4 (7.01%)

17 (30.0%)

34.9 (18.9-50.5)

Willner, Am J Respir Crit Care Med. 2013:640-647



M1-10%
10-25%

D Reported in pre-transplant sputum culture

L igusine
. 25-50% - Suggested by pre-transplant sputum culture (NRF)

50-75%
B>75%

LF

Actinobacteria

Bacteroidetes =l

oooo
E
Firmicutes

EEEE = =

.- [}

Fusobacteria

Proteobacteria

| [l

.

Ml M On
o HEE B Actinomyces
Corynebacterium
Rothia
Paludibacter
Parabacteroides
Porphyromonas

...... Prevotella
l III:Q HEEEE Cemella
=

Staphylococcs

W W Cranulicatella

Enterococcs

Lactobacillus

mE e I Streptococcus
Lachnospira

EE= Moryella
m o Oribacterium
EEE = | Veillonella
| B | Fusobacterium
= B B Leptotrichia
| B | Ochrobactrum
‘j ] [ Achromobacter
Burkholderia
B j=) Neisseria
= Escherichia
(&) Proteus
Pseudomonas
Actinobacillus
&) = B Haemophilus
Acinetobacter
Moraxella
~ Stenotrophomona

BOS

H . N
R

107 - *

Patients avec mucoviscidosiques
BOS : beaucoup de non pathogenes
(Strepto., Lactob., Enteroc., Neisseria,

Haemophilus)

Sans BOS : beaucoup de pathogenes
(Pseudomonas, Burkholderia,

Staphylococcus)

Faible risque de BOS si pseudomonas domine OR = 0,37 [0,10-0,83]

Willner, Am J Respir Crit Care Med. 2013:640-647



Microbiote et régulation du glucose en transplantation rénale

© Traitement immunosuppresseur et dysbiose
- Dysbiose et troubles métaboliques

- Dysbiose, troubles métaboliques en transplantation rénale

Dysbiose

Diabete




Troubles métaboliques et microbiote

Germ-free recipient
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Turnbaugh, Cell host & Microbe. 2008.213-23
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Troubles métaboliques et microbiote

Effet du microbiote modifié sur la sensibilité a I'insuline
HGP intrapéritonéale chez souris axénique recevant le microbiote de sujets avant ou apres
traitement par metformine

Glucose (mM)

2,500 -

*
—
o5 - 1,500 - I'
500 -

**

AUC
(min x mM)

0 15 30 60 90 120
Time (min)

Wu, Nat Med. 2018



Souris : gavage quotidien avec: Eau (contrbles)
Prednisolone
Tacrolimus
Everolimus
MMEF
Trithérapie : CS + Tac + MMF

Collection de selles et d’'organes apres 14 jours de traitement

Tourret et al. Transplantation. 2017



Coordinate 2

Coordinate 2

Souris traités par IS ou eau (contréle)

Analyse de la distance entre les échantillons (selles)

A-Prednisolone
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Coordinate 1

C-Everolimus

0.36
0.309
0.244
0.184
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0.064
0.00
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-0.184

° o

o 00 Oa
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Coordinate 1

Coordinate 2

Coordinate 2

-0.08
-0.16+

-0.244

B-Tacrolimus

0.151
0.10
0.054
0.004
-0.054
-0.104
-0.154
-0.204
-0.254

Stress=0.1

R2=0.4336

562
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-0.25-0.20 -
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0.15-0.10-0.05 0.00 0.05 0.1¢ 0.15
Coordinate 1

D-MMF

0.324
0.244
0.164
0.08

0.004

Stress=0.1502

R?=0.5239

T T T T T T T T T
-0.30-0.24-0.18 -0.12 -0.06 0.00 0.06 0.12 0.18 0.24

Coordinate 1

Coordinate 2

-0.08 .
-0.16 ©
024
032+
040
048+

O Eau avant traitement
@ Eau apres traitement
O IS avant traitement
@ IS apres traitement

E-Combined

0.16 L

0.08
0.004

Stress=0.1497
R2=0.5503 *

T T T T T T T T L]
-040-032-0.24 -0.16 -0.08 0.00 0.08 0.16 0.24 032

Coordinate 1

Tourret et al. Transplantation, 2017.



Balance Firmicutes Bacteroidetes dans les selles

100% -
90% -
80% A

70% *

60% -

50% -

40% A OFirmicutes

@ Bacteroidetes
30% A

20% - *

10% -

O% T T T T T

Tourret et al. Transplantation. 2017
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Ruminococcaceae

Experiment 1

Experiment 2

Lachnospiraceae

Experiment 1



des modifications non robustes

Microbiote ileal a I’échelle de la famille
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Ruminococcaceae

Experiment 1
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Experiment 1



Microbiote ileal a I'échelle du genre

Turicibacter Lactobacillus
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Log,;, (CFU/g feces)

Log,q (CFU/g ileum)

IS et colonisation par des pathogenes opportunistes
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100%

Survival free of diabetes

60%

Steroids

Allograft
dysfunction/
uremia

*Physical
inactivity

Troubles métaboliques en transplantation d’organe

95%
90% -
85%-
80% +
75%-
70% ~

65% -

— MNo tacrolimus (n=8874)
mm Tacrolimus (n=2785)

Facteurs de risque :

P < 0.0001 - Tacrolimus, stéroides > ciclsoporine

- Noirs, hispaniques > blancs, asiatiques
- Age

- Surcharge pondérale

- Antécédents familiaux

- Antécédent personnel d’intolérance

6119 5260 4440 3681 -
1375 1049 800 577 HCV

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36

Months post-transplant

CNI
~Steroids

Insulin Insulin ' *Perioperative

resistance secretion stress

*Unhealthy
dietary habits

Kasiske et al. Am J Transplant. 2003. 3:178-185
Hecking et al. Nephrol Dial Transplant. 2013. 0:1-15



Troubles métaboliques en transplantation d’organe

Protocole Métabiote-TR : Prélevement de selles avant TR et 3-9 mois apres :

Controéles : patients indemnes sans diabéete ni obésité, ni avant ni apres la

transplantation.

Diabétiques avant la greffe (« diabétiques préTR ») : ATCD diabéete avant Ia

transplantation.

Diabétiques apres la greffe (« NODAT ») : patients qui développent un diabéte

apres la transplantation.

Lecronier. Soumis



Troubles métaboliques en transplantation d’organe

Extraction de I’ADN bactérien

PCR guantitative en temps réel de bactéries ou groupes bactériens

Phylum Genre Espéce
Clostridium coccoides

Clostridium leptum
Firmicutes _ _ -
Faecalibacterium prausnitzii

Lactobacillus
Bacteroides

Bacteroidetes

Prevotella
Protéobactéries Escherichia coli
Actinobacteria Bifidobacterium

\errucomicrobia Akkermansia muciniphila

Lecronier. Soumis



Troubles métaboliques en transplantation d’organe
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Troubles métaboliques en transplantation d’organe

A 10 : Corrélation entre statut diabétique et portage de Lactobacillus

B Percentage of Lactobacillus carriers

%
100+

80+

60+

40-

20+

0

C Percentage of Lactobacillus carriers

%
100+

80+

60+

40-

20+

p=0.03

Lecronier. Soumis



Troubles métaboliques en transplantation d’organe

A 10 : Faecalibacterium prausnitzii est diminué chez les patients qui développeront un diabéte

=>» Notion de pré-dysbiose ?

D  Proportion of F. prausnitzii

Logo(F. prausnitziilEubacteria)

Lecronier. Soumis



Troubles métaboliques en transplantation d’organe

A M6 : Majoration des anomalies de répartition de Lactobacillus

Diminution de Akkermansia muciniphila

A Percentage of Lactobacillus carriers

100+

(o]
o
1

% with Lactobacillus
N
o

7

o
S
Q.

Log4o(A. muciniphila/Eubacteria)

(7,
G

- dysbiose

B Proportion of Lactobacillus

Logqg(Lactobacillus/Eubacteria)

C Proportion of A. muciniphila

Lecronier. Soumis



Troubles métaboliques en transplantation d’organe

Diabete
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