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Résumé A partir de la naissance, chaque étre humain établit une symbiose avec son micro-
biote qui joue un réle clef dans le maintien de sa santé et de son bien-étre. Cette co-existence
symbiotique individuelle est le résultat d’une succession d’enrichissements de la diversité des
microorganismes commensaux par des apports extérieurs. Cette diversité se trouve néanmoins
menacée depuis peu par des changements drastiques dans nos habitudes de vie comme la prise
en charge des naissances, l’environnement extérieur, [’alimentation et les pratiques médicales.
Les deux derniéres générations ont été le cadre de modifications importantes des modes de
vies et d’alimentation, avec une augmentation de la sédentarité, une suralimentation et une
exposition importante aux médicaments et aux polluants. Nous sommes maintenant en mesure
d’évaluer ’impact de ces changements sur la diversité du microbiote intestinal. Parallélement
a ces modifications du mode de vie, on a pu observer une explosion de l’incidence de mala-
dies liées a un dysfonctionnement du systéme immunitaire comme les maladies métaboliques,
les allergies et les maladies inflammatoires et plus étonnamment des maladies neurodégéné-
ratives et des désordres psychiatriques. Le microbiote est devenu un sujet d’actualité dans
la communauté scientifique ainsi que dans les medias grand public. Le nombre de publica-
tions scientifiques a augmenté d’un facteur trois sur les cinqg derniéres années, les domaines
des maladies gastro-intestinales et liées aux dysfonctionnements métaboliques étant les plus
étudiés. D’un point de vue de la propriété intellectuelle, les familles de brevets traitant du
microbiote ont plus que doublé sur la méme période. En paralléle, les financements provenant
soit des organisations étatiques (par exemple du National Institute of Health [NIH] qui finance
les recherches essentiellement dans le domaine des allergies, des anti-infectieux, du cancer et
des maladies cardio-vasculaires, ou de la Maison Blanche qui a lancé Uinitiative nationale sur
le microbiome) soit des entreprises pharmaceutiques ont suivi la méme tendance et reflétent
une poussée des investissements et un soutien important de ce domaine de la recherche sur le
microbiote. Tous les acteurs majeurs de la santé investissent actuellement dans la recherche sur
le microbiome ce qui se traduit par le grand nombre de contrats et de financements signés en
2015. La table ronde des Ateliers de Giens s’est intéressée a envisager comment la médecine de
demain, en considérant [’lhnomme comme un supra-organisme symbiotique homme—microbes,
pourra bénéficier du savoir acquis sur les fonctions du microbiote et sur le microbiome en
tant qu’outil thérapeutique. La réflexion de notre groupe de travail a été structurée autour
de quatre domaines d’innovation qui pourraient bénéficier des efforts réalisés actuellement
afin de déchiffrer les interactions entre cellules humaines et le microbiome intestinal, en tant
qu’élément central de la santé humaine, c’est-a-dire : 1) le développement d’outils de stratifi-
cation et de monitorage ; 2) lidentification de cibles originales et de nouvelles drogues a partir
du microbiome en tant que partie de notre supra-génome ; 3) U’exploitation du microbiote en
tant que cible thérapeutique qui peut étre modulable ; et enfin, 4) comme source de biothé-
rapeutiques vivants ou d’adjuvants. Ces quatre chapitres vont permettre de montrer comment
le microbiote a modifié notre fagon de considérer un grand nombre de maladies chroniques et
incurables comme les conséquences d’une dysbiose établie et durable. L’analyse en profondeur
du microbiote est le point de départ d’un des plus vastes chantiers de recherches qui permettra
’amélioration de la santé humaine et animale et qui deviendra la source d’innovations médi-
cales pour couvrir les gaps thérapeutiques d’aujourd’hui. Nous proposons donc une série de
recommandations que nous adressons aux chercheurs académiques, aux cliniciens ainsi qu’aux
autorités de santé, afin que les analyses du microbiote gagnent en fiabilité et solidité. Ceci
permettra d’accélérer le processus de découvertes et ainsi que leurs applications afin que tous
puissent en bénéficier.

© 2017 Société francaise de pharmacologie et de thérapeutique. Publié par Elsevier Masson
SAS. Tous droits réservés.
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Abréviations

ADDFMS aliments diététiques destinés a des fins médicales

ADN acide désoxyribonucléique

ANR-PIA Agence nationale pour la recherche-programme
investissements avenir

ANSM  Agence nationale de sécurité des médicaments et
des produits de santé

CEPCM Centre européen pour la prévention et le controle
des maladies

DEQM Direction européenne de la qualité des médica-
ments et des soins de santé

EFSA European Food Safety Agency

FDA Food and Drug Administration

HFGB  projet de génomique fonctionnelle

IET Institut européen d’innovation et de technologie
HMS International Human Microbiome Standards

ILSI International Life Sciences Institute

IND investigational new drug

INRA Institut national de la recherche agronomique
MICI maladies inflammatoires chroniques de l’intestin
MWAS  Metagenome Wide association studies

PoC preuve de concept

R&D recherche et développement

Introduction
Qu’est-ce que le microbiote ?

Tous les organismes vivent en interaction étroite avec les
microbes présents dans leur environnement. Les humains
peuvent ainsi étre considérés comme des supra-organismes
composés, d’une part, de leurs cellules humaines et,
d’autre part, d’un grande diversité de micro-organismes
qui colonisent tous les organes du corps en contact avec
le compartiment extérieur. Cette collection de micro-
organismes est appelée le microbiote, et est composée non
seulement de bactéries mais aussi de virus, de phages, de
levures, de vers et d’archaes [1]. Au niveau du génome,
immense diversité du microbiome, qui contient environ
10 millions de génes bactériens [2], doit étre comparée
aux 24 000 genes du génome humain. Le deux kilogrammes
de matiére microbienne que nous avons dans nos intestins
contiennent presque 10 fois plus de microbes que nous avons
de cellules humaines dans notre organisme. Concernant sa
diversité, le microbiote est composé d’environ un millier de
souches différentes et cette diversité évolue tout le long de
I’existence.

A la naissance, Uintestin du nouveau-né est a peu prés
stérile et est immédiatement colonisé par le microbiote
vaginal de la meére ainsi que par les microbes de son envi-
ronnement en contact avec la peau. Cette colonisation est
ensuite enrichie par la nourriture et ceci d’autant mieux
que le nouveau-né est allaité au sein et profite ainsi du
collostrum, du lait maternel et du microbiote cutané de la
meére. L’équilibre dans la diversification du microbiote intes-
tinal se fait, suite au sevrage, autour des deux ans mais
continue a étre enrichi jusqu’a ’age adulte [3]. On percoit
les conséquences de la tendance récente a augmenter le
nombre de naissances par césarienne et de privilégier un

environnement stérile pour les bébés (comme par exemple
par la stérilisation des biberons) sur la colonisation natu-
relle de Uintestin par un microbiote diversifié. Bien sir, la
génétique de ’hote joue aussi un réle dans la sélection des
souches et dans la diversité des micro-organismes commen-
saux qui vont faire partie de cet écosystéme personnalisé
[4]. De plus, chaque partie du corps posséde son propre
microbiote avec une diversité propre qui va dépendre du
micro-environnement local (oxygéne, pH,...) [5]. A la nais-
sance, la colonisation par le microbiote a lieu en méme
temps que la maturation du systéme immunitaire et ainsi,
les micro-organismes symbiotiques fondateurs vont étre
considérés par le systéme immunitaire balbutiant comme
étant une partie du soi [6].

Une fois établi, cet équilibre est plus ou moins modifié
par des facteurs externes et le mode de vie. La nourriture,
’hygiéne, les voyages, les maladies et plus particulierement
les infections, les médicaments et surtout les antibiotiques,
le stress et ’age modulent la composition des différentes
communautés microbiennes tout comme la génétique et
’epigénétique de I’hote. Le microbiote des personnes agées
est moins diversifié et cette perte de la richesse et de la
variété commensale peut étre rapportée a !’apparition de
la sénescence dans un certain nombre de processus physio-
logiques (Fig. 1).

Quels sont les outils pour étudier le
microbiote ?

Le séquencage de nouvelle génération a révolutionné et
accéléré les découvertes dans le domaine du microbiote :
grace au séquencage haut débit, on a pu analyser la diver-
sité microbienne en ayant accés aux séquences des souches
anaérobes, pour lesquelles les protocoles de culture in vitro
ne sont pas encore mis au point. Environ 85 % des souches
ne sont connues que par la séquence de leurs génes [7,8].
La métagénomique a bénéficié de protocoles optimisés
d’extraction de ’acide désoxyribonucléique (ADN) bacté-
rien ainsi que des performances des séquenceurs de nouvelle
génération qui permettent un séquencage en profondeur
donnant accés a des séquences d’ADN peu représentées
[9,10]. Ces expériences ont été principalement réalisées a
partir d’ADN bactérien extrait des selles, le tractus gastro-
intestinal étant le compartiment de U'organisme le plus
densément colonisé. Des études récentes ont montré que
le séquencage a haut débit est faisable a partir de micro-
biote vaginal, cutané, pulmonaire ou nasal, permettant ainsi
de mettre en évidence la grande diversité du microbiome
cutané [11].

Une fois établi le profil du microbiome, l’analyse de la
composition des compartiments microbiens est réalisée soit
longitudinalement, soit en comparant la diversité du micro-
biome dans de grandes populations de patients par rapport
a une cohorte de donneurs sains.

Les études longitudinales ont pour but de suivre
’évolution de la diversité du microbiome chez un donneur
a des temps différents (comme la composition des féces
d’un enfant a partir de sa naissance ou bien la variation
du microbiote de patients du début et tout le long de la
progression d’une maladie chronique). Ce genre d’études
longitudinales a permis, par exemple, de mettre en évidence



qu’une baisse significative de [’abondance de certaines
souches bactériennes spécifiques précede la séroconversion
chez des enfants a risque pour le diabéte de type 1 [12].
Les comparaisons de la diversité du microbiome dans des
populations a permis d’identifier des signatures associées a
diverses pathologies. Ces analyses décrivent une association
entre la présence/l’absence de certaines souches bacté-
riennes et une maladie ce qui permet de construire des
hypothéses reliant les dysbioses et ’étiologie d’un certain
nombre de pathologies. Ces associations ont permis de relier
un grand nombre de maladies chroniques non transmissibles
majeures et des profils de dysbiose intestinale [13,14]. Pour
les maladies d’étiologie inconnue et sans traitement préven-
tif ou reméde disponibles, on a pu montrer que la symbiose
homme/microbes a été durablement modifiée, ’hote et
le microbiote échangent alors des signaux induisant une
aggravation concomitante de la maladie et de la dysbiose.
Par exemple, un microbiote altéré va promouvoir ’hyper-
perméabilité de Uintestin ainsi que ’inflammation de son
épithélium, cette derniére induit alors un stress oxydatif
qui aura pour conséquence ’aggravation des modifications
du microbiote [15—17].

Les pathologies peuvent étre liées a des perturba-
tions de ’équilibre écologique et de la symbiose globale
qui vont favoriser le risque d’infections opportunistes et
I’occurrence d’inflammations chroniques. Cependant, il faut
maintenant essayer de comprendre les mécanismes sous-
jacents par lesquels les changements de la composition du
microbiote intestinal contribuent a ’apparition et a la pro-
gression de ces maladies. De facon évidente, les signatures
associées a une pathologie donnée devraient étre établies
a partir de populations de taille suffisante pour s’affranchir
de la variabilité individuelle due a la génétique des patients
et a de nombreux autres facteurs perturbant la symbiose du
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Figure 1.  Ecologie du microbiote et étiologie des pathologies chroniques.

microbiote. Enfin, la compréhension de comment un envi-
ronnement pathologique interagissant avec un écosystéme
microbien en évolution permanente peut transformer une
symbiose homme/microbes pour tendre vers un état de dys-
biose stable, va étre la source de nouvelles découvertes dans
le domaine de |’étiologie des maladies.

Le microbiote en tant qu’outil de
stratification

Comment transformer ces progrés technologiques de facon a
améliorer le diagnostic des patients et la prise en charge de
soins ? Nous proposons, dans un premier temps, d’expliquer
comment l’analyse du microbiote est en train de deve-
nir un outil original de stratification. Les campagnes de
séquencage du métagénome a haut débit publiées ces six
derniéres années couvrent un grand nombre d’affections
chroniques, allant de celles liées au métabolisme aux mala-
dies auto-immunes.

L’analyse du métagénome

Les outils utilisés différent entre les études et sont soit le
séquencage de UARNr 16S, soit le séquencage complet du
microbiome associé a la quantification du nombre de génes.
Les études d’associations faites sur le métagénome total ont
été réalisées a partir de protocoles différents et de popu-
lations de tailles trés variables. Etonnamment, les maladies
qui montrent une ségrégation significative entre les patients
et les individus sains sur la base de la diversité du micro-
biome sont tres diverses et sont indiquées dans le Tableau 1
[18—49].
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Tableau 1
a une dysbiose [18—49].

Quelques exemples de pathologies associées

Maladie Systéeme Références
d’analyse
Diabete de type 1 16S rRNA [18—20]
Diabete de type 2 Séquencage [21,22]
haut flux
Obésité et syndrome Séquencage [23,24]
métabolique haut flux
Asthme 165 rRNA [25]
Allergies alimentaires 16S rRNA [26—28]
Eczéma 16S rRNA
Atopie 16S rRNA
(microbiote
cutané)
Maladies inflammatoires 16S rRNA et [29—-33]
intestinales/syndrome séquencage
du c6lon irritable/ haut flux
maladie de Crohn
Colite ulcérative
Maladie coeliaque 16S rRNA [34—-36]
Autisme Séquencage [37,38]
haut flux et
PCR
quantitative
Cirrhose du foie Séquencage [39]
haut flux
Stéatohépatite 16S rRNA [40]
métabolique
Sclérose en plaques 16S rRNA [41]
rémittente/récidivante
Arthrite rhumatoide 16S rRNA [42]
Cancer du céolon 16S rRNA et [43—45]
PCR
quantitative
Entérocolite nécrosante 16S rRNA [46]
Colite a Clostridium 16S rRNA [47]
difficile et diarrhée
associée a la prise
d’antibiotiques
Colonisation par des 16rRNA [48,49]

bactéries résistantes

Un premier exemple de stratification des patients par
’analyse de métagénome consiste en la surveillance de la
maladie ou le suivi de I’état de santé des patients. Bien sir,
la colonisation par des pathobionts (c’est-a-dire les souches
potentiellement pathogénes qui, en temps normal, sont pré-
sentes comme symbionts) pourrait en faire partie mais ceci
ne nécessite pas de séquencer tout le métagénome. De facon
intéressante, la mise en évidence d’une modification de
’écosysteme du microbiote, dans des cohortes de patients
souffrant des pathologies citées dans Tableau 1, pourrait
devenir une facon d’identifier la cause de la maladie et de
prévoir son apparition. Il a été montré par exemple que l’'on
peut prévoir une entérocolite nécrosante chez des nouveau-
nés car la dysbiose précéde !’apparition de la maladie, ce
qui permet de prétraiter rapidement les enfants a risque
avec des probiotiques [46].

Des études d’associations couvrant tout le métagénome
(metagenome wide association studies ou MWAS) ont été
aussi utilisées pour vérifier la résilience du microbiote aprées
une dysbiose induite par des médicaments, comme des anti-
biotiques ou des chimiothérapies anticancéreuses [50—52].

La sévérité et la progression des maladies pourraient
étre controlées par des analyses longitudinales du méta-
génome. Ceci a été le cas par exemple pour l'obésité, la
bronchopneumopathie chronique obstructive, la pancréa-
tite, Uarthrite inflammatoire chronique et stéatohépatite
métabolique [53—57]. Dans cette derniére maladie, la pré-
sence d’ADN bactérien d’une souche spécifique, identifiée
par MWAS, a été mise en évidence dans des échantillons de
sang de patients et peut devenir un biomarqueur de la mala-
die simple et non invasif, qui pourrait remplacer des biopsies
du foie [58]. Toutefois, d’autres techniques échographiques
non invasives permettent maintenant de faire ce diagnostic.

Le suivi longitudinal de personnes a risque a permis
la sélection de souches bactériennes dont la présence ou
’absence, tout comme les modifications de la diversité du
microbiote intestinal, sont des prédicteurs de |’apparition
ou de l’aggravation de maladies chroniques, comme par
exemple dans le diabéte de type 1, la sclérose en plaques,
la maladie de Crohn, certains cancers ou les allergies
alimentaires [59—64]. Ici aussi, le monitoring peut per-
mettre de prendre des mesures comme des soins préventifs,
’adaptation de la prise en charge clinique et de décou-
vrir de nouvelles thérapies qui permettront de modifier le
microbiote.

Un dernier type d’études consiste a exploiter les pro-
fils du microbiome afin de stratifier les répondeurs et les
non-répondeurs a certains traitements. On peut trouver des
exemples dans les publications sur les réponses aux régimes
hypocaloriques chez les patients obéses, aux statines, a la
metformine ou a la digoxine [22,65—67]. Dans ces exemples,
des souches spécifiques du microbiote intestinal jouent un
role fondamental dans le métabolisme des médicaments,
montrant qu’elles doivent étre prises en compte dans les
études pharmacocinétiques. D’autres exemples pour les-
quels la prédiction des conséquences du traitement est
fondamentale ont été, d’une part, la mise en évidence de
Uimpact de la diversité du microbiote du donneur sur le
risque relatif de mort prématurée apres transplantation de
cellules souches hématopoiétiques [68], ou ; d’autre part,
la corrélation entre le microbiome intestinal et le risque
d’infection sanguine aprés traitement de chimiothérapie
[69]. Finalement, cet outil de stratification a été exploité
de facon élégante par le monitoring de la composition du
microbiote intestinal des patients répondant aux traite-
ments avec les inhibiteurs de checkpoints immunologiques
anti-CTLA4 et anti-PD-1 [70,71] ou avec le cycloheximide
[72].

Ceci est en train de rentrer dans la pratique clinique de
facon a administrer des traitements, certes efficaces mais
toxiques, uniquement aux patients qui ont des profils répon-
deurs, et ouvre aussi la perspective de pouvoir améliorer
les réponses a ces traitements en donnant aux patients des
compléments sous forme des biothérapeutiques vivants (voir
ci-dessous).

Ainsi, nous avons passé briévement en revue comment
le MWAS est en train de devenir un outil extrémement
précis de stratification des patients par l’identification
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de biomarqueurs non invasifs et bon marché mais aussi
comment il va permettre une nouvelle approche de la prise
en charge et du suivi des malades.

Un nouveau degré de complexité s’ajoute avec les
nouvelles études de méta-transcriptomique, de méta-
protéomique et de métabolomique, qui complétent la
méta-analyse du microbiote et vont probablement per-
mettre aussi de générer des hypothéses mécanistiques ainsi
que de découvrir des nouveaux biomarqueurs de stratifica-
tion potentiels [73].

Recommandations

Pour la recherche fondamentale et clinique

Il faut promouvoir le partage des bases de données et de
modes opératoires standardisés pour créer un espace pré-
compétitif public/privé qui favorisera des progres rapides de
’analyse de microbiome et favorisera les collaborations. Les
publications actuelles sont difficilement comparables parce
que la collecte des échantillons, la qualité de I’extraction de
’ADN, la profondeur du séquencage et les outils de bioana-
lyse différent énormément entre les laboratoires. En raison
de ce manque de standardisation, il est méme probable que
beaucoup de résultats obtenus a ce jour ne puissent pas
étre reproduits. Heureusement, des procédures opératoires
standardisées sont maintenant proposées et seront indispen-
sables pour les études a venir. C’est le cas pour procédures
opératoires standardisées fournies par le consortium Inter-
national Human Microbiome Standards (IHMS) financé par
la Commission européenne [74]. Une facon de réduire ces
limitations serait de standardiser les échantillons de réfé-
rence. Par exemple, un set minimal de souches de référence
pourra étre déterminé et leur mélange sera distribué de
facon a permettre de comparer deux études MWAS ou deux
protocoles suivis par des expérimentateurs indépendants.
On peut prévoir différents échantillons de références sous
la forme de mélanges de souches adaptés aux différentes
utilisations selon les populations ou les pathologies étu-
diées. La recherche pour concevoir ces sets standardisés,
leur production et leur distribution pourrait étre financée
par des partenariats public/privé ou par des consortiums
de recherche internationaux. On pourrait aussi proposer la
construction de puces dédiées a |’étude de la diversité de
microbiote.

Pour les autorités de santé

Les études les plus pertinentes publiées a ce jour consistent
en celles présentant un suivi longitudinal de donneurs.
Ces outils permettent de déterminer comment le profil
du microbiome varie avec la robustesse conférée par le
fait que chaque patient est sa propre référence. Nous
devrions, grace a ces suivis de longue durée, pouvoir donner
une définition consensuelle d’une dysbiose comme étant,
par exemple, le pourcentage de réduction de la diversité
microbienne au fil du temps, ou l’absence ou la moindre
abondance de symbiontes sélectionnés ou de métabolites
spécifiques. Le financement de ces études devrait étre
assuré par des consortiums internationaux ou par des ini-
tiatives nationales.

Les résultats consisteront en des signatures génériques
et prédictives, dans un ensemble restreint de pathologies

d’intérét, pour lesquelles le profil du microbiote devrait
avoir un impact sur des résultats des traitements. Celles-
ci peuvent étre choisies par exemple parmi 'autisme, le
diabete de type 2, la sclérose en plaques, le colon inflam-
matoire, la stéatose hépatique métabolique, la greffe de
cellules souches hématopoiétiques, le Guillain-Barré, les
différentes formes de neurodégénerescence, ou la résilience
du microbiote suite aux traitements antibiotiques ou de
chimiothérapie antitumorale. Ces études devraient abou-
tir a la validation de Uenregistrement de biomarqueurs
dérivés du microbiote et de diagnostics compagnons par
France Génomique et d’autres autorités d’enregistrement,
une fois leur fiabilité, leur spécificité et leur sensibilité
validées par des essais cliniques. Afin d’atteindre ce but,
nous recommandons d’élargir les collections d’échantillons
en incitant les sponsors d’essais cliniques a stocker et
a analyser les prélevements de selles avant et apres les
traitements dans un grand nombre d’études cliniques, et
plus particulierement dans des études de premiere ligne.
Pour ce faire, il faut anticiper que ces études exigent
d’informer médecins et patients et d’obtenir le consente-
ment éclairé du patient étendu a « Uutilisation de données
produites par [’analyse d’échantillons collectés dans le but
de concevoir des outils diagnostiques, pronostiques et de
surveillance générique dans des affections chroniques non
transmissibles ».

Nous devrions aussi prévoir les outils pour intégrer ces
ensembles de données tres complexes dans la pratique cli-
nique. Finalement, ces recommandations devraient aboutir
a la référence de l’analyse du microbiote comme outil de
diagnostic, de pronostic et de stratification dans la nomen-
clature pour en faciliter ’adoption par les laboratoires
d’analyse. Les goulots d’étranglement que ’on peut anti-
ciper dans ce contexte englobent :
¢ le développement d’outils de gestion de données confi-

dentielles et de comparaison avec des données -omics

disponibles pour la population générale (base de données
partagées nationale) ;

e le développement d’algorithmes d’analyse automatisée
de données -omics brutes ;

¢ la présence d’équipes techniques a ’hopital pour assu-
rer le lien entre la génération (sous-traitée) de données

-omics, l’analyse et la génération de résultats formatés

de facon convenable et leur communication aux cliniciens

sous format électronique ;
e la formation des cliniciens a interprétation de profils
métagenomiques des patients.

Le microbiote comme source de nouveaux
médicaments, d’adjuvants et de cibles
thérapeutiques

Une fois qu’un lien clair est établi entre un phénotype
pathologique et une forme de dysbiose, il faut essayer
de Uexploiter pour mettre au point des stratégies théra-
peutiques originales. Que pouvons-nous apprendre de ces
modifications de profils du microbiome sur les interactions
réciproques entre microbes et hote ? Comment pouvons-
nous transformer le décodage de ces interactions entre
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’hote, la nourriture et les micro-organismes en de nouvelles
solutions thérapeutiques ?

Un outil, récemment mis au point pour déchiffrer des
interactions entre bactéries et les cellules humaines, est
la métagénomique fonctionnelle [75]. L'ADN bactérien est
extrait d’une population microbienne puis débarrassé des
séquences d’ADN du donneur humain, de grands fragments
sont clonés dans des phagemides pour étre exprimés par
des souches bactériennes Gram négatif et Gram positif,
transformées par ces phagemides recombinants. Les clones
sont répartis dans des plaques de criblage, cultivés dans
des conditions adaptées puis lysés. Les surnageants peuvent
alors étre testés pour une activité spécifique dans des tests
phénotypiques. Ces bibliotheques métagénomiques peuvent
étre obtenues a partir du contenu intestinal de donneurs
sains et de patients [76].

Une telle plateforme a été mise en place pour la pre-
miere fois dans le cadre du consortium MetaHit, financé
par "Union européenne, et élargie ensuite au sein 'unité
métagénopolis de U'Institut national de la recherche agro-
nomique (INRA ; financement Agence nationale pour la
recherche-programme des investissements d’avenir [ANR-
PIA]) [77]. Les mécanismes de dialogue entre symbiontes et
cellules humaines sont alors déterminés par ’identification,
par mutagenése insertionelle, du ou des gene(s) impli-
qué(s) dans l’activation du phénotype étudié, suivie par
la déconvolution de son mécanisme d’action. Plusieurs cri-
blages phénotypiques ont été déja été réalisés comme, par
exemple, dans des modeéles de cellules épithéliales intesti-
nales sur lesquelles ont été étudiées l’intégrité de la couche
épithéliale, ’inflammation, sur la maturation de cellules
immunitaires et 'immuno-modulation, la différenciation et
la prolifération cellulaires, ou bien encore, certaines régu-
lations métaboliques et la sécrétion d’hormones. Ceux-ci
ont permis l’identification de mécanismes d’action originaux
et ont donné lieu a la publication de nombreux articles et
brevets [76,78—88].

Evidemment, cette approche ne peut pas reproduire
toute la complexité du milieu intestinal et pourrait passer a
coté d’un certain nombre de modulateurs en raison du pH,
de la pression d’oxygene, de la coopération microbienne
et des interactions entre micro-organismes. Les améliora-
tions des modéles translationnels, comme le développement
récents de puces d’organoides, fourniront des outils supplé-
mentaires pour surmonter une partie les défis qui relévent
de la complexité de ’hdte et des problémes de différen-
ciation cellulaire des cellules humaines afin de disposer de
systemes de culture in vitro pertinents [89].

Néanmoins, cet outil de métagénomique fonctionnelle
va permettre d’exploiter les 99 % du génome du supra-
organisme humain pour la découverte de nouvelles cibles
et de nouvelles molécules en tenant compte de ’immense
diversité du microbiome jusqu’ici inexploité en raison de
impossibilité de cultiver la plupart des souches qui le
composent. De plus, des approches de métabolomique
non biaisées peuvent compléter cette démarche et mener
a lidentification rapide de substances potentiellement
actives ou, au contraire, toxiques. Plus récemment, il a
été montré que des différences dans la composition et
la fonction des communautés microbiennes intestinales
peuvent expliquer les variations entre individus dans les
réponses cytokiniques aux stimulations microbiennes chez

les personnes saines dans le cadre du Projet de génomique
fonctionnelle humaine (HFGP) [90].

De plus, ces études de métagénomique fonctionnelle ont
été précédées par le séquencage a haut débit du micro-
biome intestinal et cutané qui a permis de séquencer environ
10 millions de génes bactériens. Une vaste méta-analyse,
adaptée a la complexité du microbiote, a permis la recons-
titution de Uintégralité du génome de souches inconnues.
La bioanalyse des séquences a permis ensuite d’identifier
de nouvelles enzymes et de représenter leurs structures
3D. Une fois leur réle physiologique déterminé, celles-ci
peuvent devenir une nouvelle source de cibles a valider et
qui pourront faire ’objet de nouveaux criblages de petites
molécules, gérés par les processus de découverte de médi-
caments classiques [91—95].

Recommandations

La qualité des outils va permettre de comprendre comment
les microbes et les cellules humaines interagissent afin
de découvrir de nouveaux métabolites et des cibles
moléculaires originales. Des protocoles standardisés pour
I’extraction d’ADN microbien et le clonage permettront une
bonne représentativité des souches aérobies et anaérobies.
Des procédures opératoires standardisées seront néces-
saires pour obtenir des banques de travail exploitables,
qui pourraient étre partagées dans le cadre de consortiums
public/privé. Il faudrait prioriser les indications cliniques
les plus pertinentes, pour lesquelles la solidité et la fiabi-
lité des stratifications des patients ainsi que les résultats
d’expériences de transplantation dans des modéles animaux
axéniques ont montré que la dysbiose est causale dans la
maladie. Un autre pré-requis est la disponibilité de banques
de microbiome, produites, par exemple, a partir de pools de
donneurs, qui diminueront les sources de variations interin-
dividuelles (comme par exemple la génétique, la nourriture
et le style de vie).

Nous voudrions aussi suggérer de retenir les lecons de
ce qui s’est passé autour du séquencage et de la protec-
tion intellectuelle du génome humain et, de ne pas bloquer
’accés aux outils, en trouvant un moyen de laisser les
chercheurs accéder librement aux banques et aux bases de
données partagées. Ce contexte accélérera a coup sir le
progrés des connaissances et les découvertes de qualité a
partir de matériel et de moyens de grande qualité. Afin
d’atteindre ce but, nous proposons de construire ces outils
dans le cadre d’un projet de groupe de gouvernance stra-
tégique IMI2, ou d’un Institut européen d’innovation et de
technologie (IET)/le financement de produits de santé cor-
respondant a un TLR>3 ou enfin par une action conjointe
de création de biobanques financée par les ministeres de la
Santé et de la Recherche des pays européens.

Le microbiote comme cible de modulation
fonctionnelle

Nutrition fonctionnelle a visée préventive ou
curative

Le concept de préservation de la santé, voire de prévention
du risque de maladie, par le biais d’aliments fonctionnels a
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promu le développement d’une premiére génération de pro-
biotiques et de prébiotiques. Les probiotiques sont abordés
en détail dans cet article (paragraphe ci-dessous) en paral-
léle de produits innovants contenant des microorganismes
vivants. Pour ce qui concerne les prébiotiques, le concept
initial suggérait qu’une structure moléculaire définie soit
capable de promouvoir un nombre limité de microorga-
nismes « bénéfiques » d’une maniére spécifique. De plus
en plus d’observations invitent a concevoir un nouveau
paradigme dans la modulation par les fibres et prébio-
tiques du microbiote intestinal et ce faisant de la symbiose
microbiotes—hote. Parmi les paramétres majeurs, cibles de
modulation, on peut citer la robustesse écologique globale
et plus précisément la diversité du microbiote et sa rési-
lience.

Une faible richesse en génes ou une faible diversité
d’especes serait l’une des conséquences des changements
d’habitudes alimentaires typiques de la transition nutri-
tionnelle opérée durant les 2 a 3 générations passées. La
réduction drastique de ’apport en fibres laissant place aux
sucres rapides, aux protéines et graisses animales, qui carac-
térisent cette transition nutritionnelle, est effectivement
vouée a impacter le microbiote de facon marquée. Plus
de la moitié de ’apport en carbone et de l’énergie que
recoit le microbiote intestinal est effectivement apportée
par les fibres alimentaires, tandis que ’autre partie vient
des secrétions endogeénes, notamment des mucines. Pour le
genre Homo, pendant plus de 100 000 générations, 60 % de
’apport énergétique quotidien venait de sources végétales
(W. Wahly, communication personnelle). La transition nutri-
tionnelle a amené, initialement dans les pays occidentaux
et aujourd’hui dans le monde entier, cette part de fibres
a comme étant moins de 15¢ par jour. Bien que cela n’en
apporte pas la démonstration d’un lien de causalité, ceci
est a relié avec les observations faites lors de comparai-
sons de microbiotes montrant que les populations rurales
plutot isolées ont toujours un microbiote d’une plus grande
richesse que les populations urbaines modernes d’Europe
ou d’Amérique du nord (on peut ici citer les comparaisons
entre Burkina Fasso et Italie, Malawy ou Venezuela et Etats-
Unis, Indiens Yanomami d’ Amérique du sud, tribus Hadza de
chasseurs-cueilleurs et européens [96—99]) (Fig. 2).

Un travail préclinique utilisant des rongeurs gnotobio-
tiques a microbiote humain [100] montre méme que le
retrait des fibres de ’alimentation peut induire des pertes
définitives de bactéries commensales qui pourraient expli-
quer les constats ci-dessus bien que de nombreux facteurs
confondants ne peuvent étre exclus.

Un travail descriptif a permis de relier |’apport de fibres
dans les habitudes alimentaires et des parametres tels que
diversité/richesse et entérotypes [101,102]. Les entéro-
types sont ces trois arrangements écologiques qui stratifient
les microbiotes intestinaux humains. Ils se distinguent cha-
cun par un genre microbien dominant, qui leur donne leur
nom respectif : Bacteroides, Prevotella et Ruminococcus
[103]. La richesse en génes du microbiote et les entérotypes
sont connectés de sorte que U’entérotype Bacteroides est
associé a une faible richesse en génes du microbiote tandis
que les deux autres sont associés a une grande richesse en
genes. L’entérotype Bacteroides est aussi celui que Wu et al.
[101] observent comme étant associé a une prise alimentaire
pauvre en fibres et au contraire riche en protéines et graisses

animales. L’intégration de la prise alimentaire habituelle a
méme montré qu’un index de fibres alimentaires calculé sur
la base de l’ingestion de fruits et légumes sur une rétros-
pective de 3 jours est prédictif de la richesse en genes et
espece chez le jeune adulte en bonne santé [104].

Dans le méme temps, quelques études suggéerent le
potentiel des fibres alimentaires a favoriser une grande
richesse du microbiote. Lors d’une intervention chez des
sujets en surpoids ou légerement obeses [23], un régime
peu calorique, enrichi en protéines et apportant une diver-
sité de fibres alimentaires a permis l’augmentation de
25 % de la richesse en géne du métagénome des indi-
vidus ayant initialement un microbiote particuliérement
appauvri. Dans le cadre d’un essai randomisé en cross-over
avec un apport de 10 ou 40g de fibres par jour [104],
les volontaires ayant ’entérotype Bacteroides au départ,
typiquement associé aux microbiotes peu riches, ont eu ten-
dance a changer d’entérotype plus fréquemment que les
individus d’entérotype Prevotella au départ.

Le mode d’action des fibres peut étre modélisé. Le début
de la chaine trophique microbienne de dégradation des
polymeéres d’origine végétale (Fig. 3.) est occupé par des
spécialistes au plan métabolique. Leur activité hydrolytique
nourrit d’oligomeéres et de sucres simples le reste du micro-
biote allant des microorganismes fermentaires jusqu’aux
utilisateurs finaux des gaz de fermentation H, et CO,. Si
les hydrolytiques sont vus comme des spécialistes, cela fait
référence a ’exigence d’un répertoire enzymatique dédié
et large. Ainsi, méme pour dégrader un polymére aussi
simple que la cellulose, chaine de glucoses liés par des
liaisons beta-1,4, plus de 20 enzymes sont communément
nécessaires. Cela suggere que les acteurs dominants d’une
telle niche auront acquis et maintenu au fil de [’évolution
un réel avantage écologique. Une exploration métagéno-
mique a documenté cela [105]. Cela suggere également que
retirer de ’alimentation un apport donné de fibres pour-
rait entrainer la perte des micro-organismes spécialistes
correspondant, soit par un relais en sous-dominance, soit
par une perte définitive. C’est ce qu’ont suggéré les tra-
vaux récent sur souris gnotobiotiques associées a une flore
humaine, montrant cette perte définitive aprés quelques
générations [100]. Les travaux montrant un gain de richesse
lors d’interventions nutritionnelles suggérent la possibilité
de récupérer des populations actives en dominance alors
qu’un faible apport en fibres avait pu les reléguer a des
niveaux sous-dominants. Cela invite enfin a un changement
de paradigme allant du concept de prébiotique qui préconise
’apport d’une structure moléculaire unique pour stimuler
un taxon bactérien particulier a une approche globale pré-
conisant U'apport d’un mélange complexe de fibres pour
augmenter la diversité globale de |’écosystéme intestinal.

Il n’est pas exclu que |’écologie, la composition ou les
fonctions du microbiote conditionnent son comportement
en réponse a des modulateurs nutritionnels. Des travaux
récents ont montré que la réponse a un mélange de bacté-
ries lactiques apportées comme probiotique est modulée par
la configuration initiale du microbiote, qui en détermine-
rait la permissivité [106,107]. De méme les travaux de Flint
et al. indiquent qu’en ’absence de certaines espéces bac-
tériennes spécialistes, le microbiote peut étre totalement
non impacté par des apports particuliers en fibres [108].
La possibilité de personnaliser des stratégies nutritionnelles
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Figure 2.

Comparaison de la diversité microbienne (en nombre d’espéces, a gauche) et de la répartition des populations en fonction de

la diversité du microbiote (a droite) entre deux cohortes d’individus : citadins italiens et chasseurs-cueilleurs tanzaniens. Communication
de Julien Tap, basée sur une nouvelle analyse des données obtenues par Schnorr et al. [99] (Italiens versus Hazda — 2014).
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exigera que ces paramétres soient plus largement documen-
tés. Dans un travail pionnier, Elinav et Segal ont mis en place
une approche globale inter-connectant la prise alimentaire,
le taux de glucose sanguin et le profil du microbiote chez
des patients diabétiques pour aboutir a des recommanda-
tions nutritionnelles individualisées améliorant le contréle
de la glycémie [109].

Dans le domaine du cancer colorectal, des données épi-
démiologiques et des études cliniques indiquent que le
risque de cancer est augmenté par la consommation de
viande non transformée ou de plats préparés tandis qu’il
est réduit par apport de fibres, et que la composition des
aliments peut affecter la santé et le risque de cancer via
ses effets sur le métabolisme du microbiote colique. Le
butyrate qui est l’un des produits de la fermentation micro-
bienne exerce un ensemble de propriétés anti-néoplastiques
et anti-inflammatoires, favorisant la santé intestinale. C’est
la source d’énergie privilégiée des colonocytes ; il maintien
U’intégrité mucosale, réprime ’inflammation et la carcino-
genése par ses effets sur 'immunité, I’expression de genes
et les modulations épigénétiques. A U'inverse, les protéines
et acides biliaires favorisés par U’apport de graisses sont

métabolisés par le microbiote en composés inflammatoires
et/ou carcinogénes, accroissant le risque de développe-
ments néoplasiques. Ces effets de métabolites microbiens
peuvent étre modifiés par le régime alimentaire dans un
but préventif contre le cancer colorectal avec une per-
tinence toute particuliere dans les sociétés occidentales
[110].

Il y a bien une forte suspicion que le régime alimen-
taire pourrait influencer l’inflammation intestinale via une
altération du microbiote gastro-intestinal induisant une per-
méabilité et un tonus inflammatoire. Des données robustes
qui documenteraient une altération via I’aliment des mala-
dies inflammatoires de U’intestin font cependant défaut. De
ce fait, des recommandations basées sur des preuves scien-
tifiques manquent toujours [111]. Alors que le microbiote de
patients atteints de maladies inflammatoires chroniques de
Uintestin (MICI) est altéré par rapport a celui du sujet sain, il
n’y a pas d’évidence que changer le microbiote des patients
par l’alimentation puisse étre a méme de promouvoir la
guérison. Néanmoins, dés lors que le régime occidental post-
transition nutritionnelle (riche en protéines et gras saturés
et pauvre en fibres végétales) augmente le risque d’IBD,
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une approche alternative basée sur un régime plus équilibré
serait envisageable [112].

Modification globale du microbiote

Nous avons vu ci-dessus qu’un faible nombre de genes
bactériens peut étre considéré comme un marqueur de
I’état de santé, et en cela une cible pour la modula-
tion du microbiote. C’est aussi une signature pertinente
des répondeurs/non-répondeurs aux traitements ou un bio-
marqueur de la sévérité ou de la progression de maladies
chroniques vers les stades les plus graves.

Dans les MICI, ce serait une signature de fréquence des
récidives de phases aigués de maladies : un faible compte
de génes serait associé a des récidives plus fréquentes (plus
d’une par an ; Guarner et al., communication personnelle).
Dans la cirrhose, le nombre de génes est inversement lié
a la sévérité de la maladie sur la base des scores de MELD
et CTP [113]. Ces observations suggerent un potentiel de
monitoring au fil du temps représentant une aide pour le
clinicien dans le processus de décision et de prise en charge
clinique. Les outils diagnostics appropriés qui instruiraient
de facon sensible, spécifique et rapide sur la richesse du
microbiote a un colit raisonnable (quelques euros tout au
plus) répondraient a un réel besoin de la clinique.

Le paramétre global qu’est le nombre de génes est
associé a des signatures basées sur quelques especes.
Quatre especes métagénomiques permettent de construire
un modele trés discriminant. Cela suggére qu’au-dela d’une
valeur diagnostique, des symbiontes pourraient avoir une
bioactivité pertinente pour la préservation de ’homéostasie
intestinale. Ce point sera développé au chapitre suivant.
L’un des messages de ces travaux est que la modulation de
symbiontes bioactifs nouvellement identifiés pourraient étre
des cibles spécifiques d’une nutrition fonctionnelle inno-
vante.

La dysbiose a longtemps été documentée et vue comme
une altération strictement circonscrite au microbiote.
Comme indiqué précédemment, la dysbiose a été décrite
dans nombre de maladies immunes. Aprés plus de 20 ans
de travaux descriptifs, des caractéristiques récurrentes de
la dysbiose structurent une vision qui ouvre la voie a de
réelles innovations. Cela souligne 'importance des inter-
actions fines entre le microbiote et I’hote en symbiose. Du
coté du microbiote, la dysbiose se caractérise par une faible
richesse, la réduction de symbiontes typiques du micro-
biote du sujet sain — souvent des Firmicutes dominants — et
la prolifération de pathobiontes — entérobactéries notam-
ment. En paralléle du coté de U’hote, les caractéristiques
récurrentes de la dysbiose comprennent l’altération de la
perméabilité intestinale — on parle d’hyper-perméabilité et
de « leaky gut » —, ’inflammation de bas grade ou aigué et
le stress oxydatif.

Bien que cela n’ait pas encore été développé chez
I’Homme, une approche holistique et combinatoire ciblant
les diverses caractéristiques de la symbiose altérée semble-
rait pertinente. Cela consisterait a :

e promouvoir la richesse du microbiote ;
e réduire la perméabilité intestinale ;

e modérer l’inflammation ;

e éliminer les signaux de stress oxydant.

Un symbiotique de nouvelle génération pourrait pro-
mouvoir la symbiose par la combinaison d’effets syner-
giques d’ingrédients bioactifs alimentaires et d’ingrédients
ou d’activités microbiennes ciblant les altérations de
’homéostasie intestinale. Quelques possibilités basées sur
les bioactifs alimentaires sont discutées ci-dessous.

Gestion de facteurs de stress abiotiques

Les facteurs de stress abiotiques peuvent comprendre une
variété de molécules d’origine endogéne ou environnemen-
tale qui sont autant de perturbateurs de ’homéostasie
intestinale.

Gestion du stress oxydant

Dérivant de ’inflammation au niveau tissulaire, des radicaux
libres liés a I’oxygéne ou le monoxide d’azote sont des agres-
seurs vis-a-vis des cellules. Des enzymes bactériennes sont
connues pour leur pouvoir de détoxification des radicaux.
Bien que cela soit moins bien documenté, de telles activi-
tés peuvent aussi étre portées par des molécules produites
par les tissus humains, avec un role potentiel de modula-
teur de signaux microbiens comme illustré précédemment.
A ce jour, les activités les mieux documentées sont quelques
activités catalase et super-oxyde dismutase exprimées par
quelques bactéries lactiques. Le potentiel anti-oxydant
de polyphénols et autres phénoliques d’origine végétale
est pour sa part bien connu. Cependant, le potentiel de
bioactivation et de renforcement de cette activité antioxy-
dante par des enzymes microbiennes (par exemple U’activité
rhamnosidase) mériterait d’étre documenté davantage. Le
domaine de gestion du stress oxydant est globalement peu
documenté et ceci pointe clairement vers un potentiel
d’innovation.

Gestion de la résistance aux antibiotiques

La gestion de l'expansion, dans l’environnement hos-
pitalier notamment, de la charge en microorganismes
multi-résistants aux antibiotiques est devenue un besoin cli-
nique majeur. Des solutions innovantes sont attendues et
dans ce contexte, ’écosystéme des startups francaises de
la biotech santé montre le chemin. Par exemple, Da Vol-
terra [114] développe une solution permettant le piégeage
des résidus d’antibiotiques a ’aide de bioactifs libérés dans
Uintestin. Cela permet d’éviter [’exposition du microbiote
colique normal aux antibiotiques a un site ou leur action
n’est pas souhaitée, voire délétere puisque la rupture de la
fonction de barriére peut s’accompagner d’un risque infec-
tieux majeur (colite a Clostridium difficile). Eligo Bioscience
est une autre startup du domaine [115] qui exploite la tech-
nologie CrispR-Cas9 d’extinction de génes vers ce qui serait
la premiere approche de knock-out écologique dirigé jamais
proposée. De son coté MaaT Pharma a mis en place la pre-
miére plateforme GMP européenne de conditionnement de
contenus intestinaux humains, en appui a son essai clinique
en cours visant, entre autres, le contréle du portage de
bactéries multi-résistantes par transfert de microbiote auto-
logue suite a un traitement combinant chimiothérapie et
antibiothérapie. Le profiling métagénomique sera le moyen
idéal pour apporter la reconnaissance fine de la dynamique
et de la plasticité génétique associées dans l’environnement
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intestinal. Cela devrait a terme aider au design de nouveaux
antibiotiques et traitements associés, répondant a un besoin
majeur de santé publique.

Recommandations

Changement de paradigme en nutrition
fonctionnelle : management écologique du
microbiote

Au-dela de stratégies visant a promouvoir de facon spéci-
fique des microorganismes commensaux « bénéfiques », des
efforts doivent étre déployés pour :

e documenter le lien entre richesse en genes et especes,
robustesse écologique et statut de santé (risque de
déclenchement ou d’aggravation de conditions chro-
niques ; réponse a un régime ou une thérapie) ;

e appliquer de nouveaux outils de génomique fonctionnelle,
de métagénomique, de métabolomique et de modélisa-
tion pour documenter des approches de modulation du
microbiote ;

e évaluer les possibilités de (et bénéfices a) moduler les
parameétres de l’écologie intestinale.

Outils de monitoring des paramétres de
[’écologie intestinale ayant une pertinence en
santé

L’écologie du microbiote apparait de plus en plus comme
un indicateur solide de ’état de santé et de résistance a un
ensemble de facteurs de stress environnementaux, et méme
dans certains cas comme un prédicteur de réponse/non-
réponse ou d’aggravation de conditions chroniques. La
diffusion a U’hopital de tels indicateurs l’état de santé va
exiger le design et la validation d’outils basés sur des signa-
tures qui pourront aussi étre considérées comme des cibles

a moduler grace a des bioactifs alimentaires ou des molé-

cules spécifiques. Des « devices » et des kits peu onéreux

devront étre développés et validés pour permettre un suivi

a la fois facile, sensible et spécifique de ces parametres.

Idéalement des outils numériques d’acquisition cumulée de

données massives devraient étre mis en place pour un par-

tage de ces informations. Les cibles privilégiées pourraient
étre :

e la richesse/diversité (a travers des modeles brevetés
combinant quelques espéces signatures ou a travers des
biomarqueurs alternatifs plus globaux) ;

¢ larobustesse =résistance et résilience (paramétres qui ne
seront bien appréciés qu’a l'aide d’études prospectives
longitudinales).

Définition de la preuve de concept (PoC)
minimale requise pour un développement
translationnel

Le besoin de produits industriels standardisés est tres clair,
mais au plan réglementaire, il est essentiel de fournir les
recommandations sur l’approche a mettre en ceuvre et la
démonstration minimale de preuve de concept a apporter
pour que de tels outils et dispositifs soient mis a disposi-
tion de la clinique avec un espoir de remboursement s’ils
s’accompagnent de bénéfices avérés.

Traitements personnalisés : ou
commence-t-on et jusqu’ou va-t-on ?

Dans quelles indications ? Le groupe de travail de cet ate-
lier considéere que les efforts devraient porter en premier
lieu sur les conditions chroniques les plus séveres et des
contextes considérés comme incurables (diabéte de type
1, oncologie,...), ainsi que des situations dans lesquelles
[’équation médico-économique invite a ’action (c’est le cas
des désordres psychiatriques sévéres dont |’augmentation
exponentielle et incontrolée de ’incidence est particulie-
rement alarmante). Les biomarqueurs directs ou substitutifs
peuvent cependant étre encore manquants (voir point pré-
cédent).

Applications a la population générale ; ou
commence-t-on et jusqu’ou va-t-on ?

L'utilisation de la connaissance du microbiome pour défi-
nir des stratégies préventives devrait étre dédiée a
’augmentation de U’espérance de vie en bonne santé. Il
est tout a fait possible de capitaliser sur les découvertes
actuelles avec comme visée de servir des groupes de popu-
lations spécifiques, par exemple a travers la restauration
collective pour les personnes agées ou les scolaires.

Le microbiote comme source de produits
biothérapeutiques vivants

Au premier abord, ce chapitre pourrait faire référence a
des applications bien établies, répondant au concept de
probiotiques pour lesquels la définition acceptée au niveau
international est « micro-organismes vivants qui, adminis-
trés en quantité adéquate, conférent un bénéfice santé a
I’individu ». Comme nous U’illustrerons, il y a une perspec-
tive trés large pour des innovations dans ce domaine qui
dérive des connaissances émergentes sur les probiotiques de
nouvelle génération, mais aussi des applications empiriques
en clinique allant jusqu’a la transplantation de microbiote
fécal.

Probiotiques de premiére génération

Dans ’ensemble, les probiotiques représentent un marché
en forte croissance pour les fabricants et fournisseurs. Le
marché mondial des ingrédients probiotiques, les supplé-
ments et les aliments a augmenté de € 10,2 millions en
2003 a € 12,6 milliards en 2008. Le marché francais des
probiotiques utilisés comme ingrédients alimentaires indus-
triels représente 21 % du marché en Europe de |’Ouest.
Dans ce contexte, Bioprox reste la seule société exclusi-
vement francaise fournisseur de ferments lactiques et de
souches de probiotiques et doit faire face a une concur-
rence considérable de grands groupes multinationaux. Un
certain nombre de souches probiotiques ont été introduites
sur le marché dans des formes alimentaires et pharmaceu-
tiques. Les lactobacilles et les bifidobactéries constituent le
principal groupe de souches probiotiques commercialisées
pour la consommation humaine sous forme de produits ali-
mentaires traditionnels, mais un certain nombre de souches
probiotiques sont également proposées dans des formes
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pharmaceutiques. Si ’on étend le marché des probiotiques
pour inclure des applications purement pharmaceutiques,
le potentiel de croissance augmente considérablement et
pourrait doubler a long terme. Cela signifie une extension
considérable des essais cliniques, mais aussi de ’emploi
dans la recherche et développement (R & D). La législation
des aliments fonctionnels évolue dans le monde entier en
prenant en considération les deux domaines d’applications
des probiotiques en alimentation et en médecine.

Plusieurs années de recherche ont permis de bien
démontrer que les effets des probiotiques sont totalement
dépendants de la souche. Dans le cadre d’applications
nutritionnelles, on a beaucoup exploité les bactéries lac-
tiques et bifidobactéries qui posaient peu de préoccupations
en termes de sécurité du fait de leur longue histoire
d’utilisation par ’'Homme. Le nombre de souches « sur le
marché » est resté assez limité en Europe et les bioactivi-
tés et bénéfices conférés par certaines souches probiotiques
ont été bien documentées. Néanmoins, avec le transfert des
compétences des agences de sécurité alimentaire des états
membres au niveau européen avec la création de l’European
Food Safety Agency (EFSA) en 2002, toutes les allégations
santé acceptées jusqu’alors ont été retirées et les demandes
devaient étre soumises a nouveau. Depuis lors, aucune allé-
gation n’a recu d’agrément, ce qui aurait attesté de la
mise en place d’un processus de validation opérationnel,
a U'exception de la revendication générique que la sym-
biose du yaourt comme aide a la gestion de ’intolérance
au lactose [116].

La Food and Drug Administration (FDA) américaine
applique le méme niveau d’exigence de qualité dans la
production qu’elle le ferait pour n’importe quel autre traite-
ment médical. Par exemple, un probiotique utilisé comme
un médicament doit non seulement remplir les conditions
générales de la FDA stipulées plus haut, mais doit aussi étre
en accord avec les réglementations nationales existantes
et les lignes directrices sur les bonnes pratiques cliniques.
En revanche, la « Directive 2000/13/CE du Conseil euro-
péen sur l’étiquetage, la présentation et la publicité sur
les denrées alimentaires » interdit de relier ces aliments
a une quelconque propriété pouvant évoquer la préven-
tion, le traitement ou la guérison des maladies humaines.
L’International Life Sciences Institute (ILSl) a également
défini certains principes généraux et exigences associées
[117]. Ce document a servi de base a la réglementation
actuelle de UEFSA. En conclusion, les défis actuels dans
le domaine des probiotiques nécessitent une amélioration
des connaissances fondamentales, y compris les critéres de
sélection et d’identification des modes d’action, par le biais
de partenariats public-privé afin de fournir des souches pro-
biotiques efficaces et slres.

Un défaut d’identification de la souche, un manque
d’études répétées chez des sujets sains correspondant a
la population cible, un manque de preuves en appui ont
été les principales limitations avancées. L’inconvénient de
la situation actuelle est que, en [’absence d’un processus
de validation opérationnel, les consommateurs sont livrés a
eux-mémes pour effectuer leurs propres essais et erreurs a
titre individuel. . .

Malgré cela, de nombreux essais controlés, randomi-
sés, en double insu ont été réalisés et compilés dans plus
de 60 méta-analyses jusqu’en 2015. Pour donner quelques

exemples, les effets ont été documentés et validés par des
méta-analyses pour les diarrhées associées aux antibiotiques
[118], les gastro-entérites [119,120], les troubles fonction-
nels intestinaux et le confort intestinal [121], la digestion
du lactose [122], U'IBD (UC et la pouchite [123]), la colite a
C. difficile (un seul essai randomisé controlé [124]).

Pour ce qui est du statut de médicament, il n’y a a
’heure actuelle que trés peu de produits (Ultralevure®,
Bacilor®, Enterogermina®). Cette situation peut provenir de
’absence de lignes directrices standardisées réglementaires
afin d’obtenir une d’AMM. Par extension, bien que quelques
essais cliniques aient été réalisés, il n’y a aussi aucun sta-
tut pour les bactéries lactiques génétiquement modifiées.
En Europe, la réglementation est donc en retard et il y a un
réel besoin de mise en place d’instructions dédiées.

Biothérapeutiques vivants avec souches pures
ou cocktails

L’une des raisons pour cet intérét renouvelé et intense dans
le domaine du microbiote est la mise en évidence de la dys-
biose dans de nombreux états pathologiques chroniques qui
présentent une incidence croissante assez alarmante depuis
les années 1950.

Les descriptions initiales de dysbiose avaient souligné
la sous-représentation fréquente de symbiontes, contestant
les principes de Koch qui veut qu’une seule souche de patho-
géne soit associée a une maladie et capable d’induire la
maladie lorsqu’elle est administrée de facon appropriée.
Dans certains cas, l’altération du microbiote peut étre
soupconnée comme élément causal, surtout lorsque le trans-
fert du microbiote de patients a des animaux axéniques peut
promouvoir un contexte pathologique apparenté dans les
modeéles appropriés par rapport au microbiote controle de
sujets sains. Dans cette logique, certaines espéces de bacté-
ries commensales trés fréquemment sous-représentées dans
les maladies immunes ont été mises en évidence et fina-
lement bien documentées pour leur bioactivité in vitro sur
cellules humaines et in vivo dans des modéles animaux. C’est
le cas pour les especes présentées dans le Tableau 2.

Pour ces espéces, il existe des souches cultivées qui
ont permis de documenter leurs bioactivités. Parfois, de
nouvelles souches ont été isolées, ce qui a pu confir-
mer leur potentiel fonctionnel assez conservé au sein
de Uespéce. Méme si le cadre réglementaire n’est pas
entierement décrit, certaines sont proposées comme
produits biothérapeutiques avec souche unique sous le
statut d’aliments diététiques destinés a des fins médicales
spéciales (ADDFMS). Pour certains, le mode d’action ou
des molécules bioactives ont été identifiés. C’est le cas
pour des petites molécules candidates et une protéine de
F. prausnitzii [125,126] et du PSA pour B. fragilis. Enfin les
souches des espéces précitées sont aujourd’hui cultivées
en masse et incluses en gélules ou sachets permettant
I’administration par voie orale pour la mise en ceuvre
d’essais cliniques devant apporter une preuve de concept
de leur bioactivité chez I’Homme. Cela signifie que dans
les 4 a 5 années a venir, cette nouvelle génération de
probiotiques va émerger et ainsi offrir des outils permet-
tant de mieux gérer les parameétres clés de I’homéostasie
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Tableau 2 Especes associées a une dysbiose dans un contexte pathologique.

Espéces bactériennes

Association initiale

Autres conditions

Modeles in vivo

Faecalibacterium prausnitzii

Akkermansia muciniphila

Bacteroides fragilis

Blautia hydrogenotrophica

Roseburia intestinalis

Christensenella minuta

Eubacterium hallii

Sous-représentées dans
les maladies
inflammatoires de
l’intestin

Sous-représentées dans
la prise de poids

Dans des modeles
animaux souffrant
d’inflammation
Sous-représentées dans
les troubles
fonctionnels avec
ballonnements
Sous-représentées dans
l’inflammation
Sous-représentées dans
le syndrome
métabolique
Surreprésentées dans la
sensibilité a I’insuline
normale et
sous-représentées dans
’insulino-résistance

Egalement
cancer, diabete,
obésité extréme,
troubles
fonctionnels
Leaky gut et
insulino-
résistance

Modification de
comportement en
modeles animaux

Protection contre
une inflammation
induite

Protection contre
’endotoxémie
sous régime
obésogene
Modeéles animaux
de
’autisme/anxiété
Corrige les
symptomes du
syndrome de
colon irritable

Associées a la
sensibilité a
’insuline
améliorée dans la
transplantation

fécale

intestinale humaine mentionnés ci-dessus (par exemple la
perméabilité intestinale ou l’inflammation de bas grade).

Il est évident qu’aucune de ces souches ne bénéficiera de
la reconnaissance d’une « longue histoire d’utilisation siire »
comme aliment ou médicament, sauf a dire qu’ils ont été
dans le microbiote intestinal humain dominant sans doute
pour la plus grande partie de l’évolution humaine. . .

A coté de ces especes devenues candidats probiotiques
de nouvelle génération du fait de leur observation systé-
matique comme différentiellement représentées chez les
patients par rapport aux individus sains, certains mélanges
de souches ont émergé de la simplification des communau-
tés complexes utilisées dans les transferts de microbiote.
Le processus est ancien, utilisé dans les années 1960 pour
identifier les cocktails de souches exercant une activité de
barriéere contre la colonisation par des agents pathogénes.
Il a néanmoins récemment conduit a des observations a
trés haut potentiel d’innovation. Parmi ces observations
Uorientation d’une réponse immunitaire T régulatrice par
spores mixtes du microbiote total (brevet sur les travaux du
Honda et al. [127]) est tout a fait marquante. La bioactivité
initialement observée chez la souris avec des bactéries spo-
rulées du microbiote de souris a été documentée par la suite
pour des sporulées d’origine humaine, toujours chez la sou-
ris, et est présentée comme une formulation thérapeutique
par Vedanta Biosciences [128].

Ces observations étant encore trés récentes, le statut
réglementaire de la formule reste non défini. Il est fort
probable qu’elle soit considérée comme un médicament,

car les agences en Europe et la FDA aux Etats-Unis consi-

dérent le contenu intestinal pour le transfert de microbiote

fécal comme un médicament dans le contexte des infections
récurrentes a C. difficile.

Le contexte réglementaire n’est cependant pas du tout
structuré pour permettre la validation des allégations médi-
cales :

e les standards pour évaluer U'efficacité et l’innocuité ne
sont pas totalement définis ;

¢ la question du dosage est difficile a gérer : aucune phar-
macocinétique possible ; et les dosages en conditions
précliniques ne sont pas corrélés avec les doses utilisées
chez ’Homme ;

¢ la question de la sécurité pose également probléme :
Comment faire face a la résistance aux antibiotiques, aux
facteurs de virulence, mais aussi aux éventuelles réponses
immunitaires induites (événement perturbateur ?) ;

e avec les mélanges de souches, les autorités pourraient
exiger un rationnel quant au mode de sélection des dif-
férentes souches et une démonstration de leur effet
synergique et de leur innocuité.

Transfert microbiote

La longue histoire de la diarrhée et de C. difficile.

De Ge Hong en Chine au IVe siécle a la premiére publica-
tion officielle sur le transfert de la microflore fécale [129],
il semble que U'application empirique de la gestion écolo-
gique du microbiote intestinal ait acquis une reconnaissance
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parmi les praticiens eux-mémes. Elle aura été progressi-
vement transformée en une pratique médicale reconnue
sous le terme de FMT pour le transfert de microbiote fécal.
C’est essentiellement une tentative trés basique, brute et
efficace de déplacer un agent pathogene via le remplace-
ment d’une écologie intestinale malade par une saine. Cette
pratique a apparemment été utilisée pendant des décen-
nies dans le contexte d’infections récurrentes a C difficile
aujourd’hui connues pour causer 14 000 décés par an aux
Etats-Unis. Un essai clinique publié en 2013 [130] a démon-
tré la supériorité de cette approche, le taux de guérison
d’infections récurrentes a C. difficile étant de 93 % par
transfert de microbiote contre 30 % pour la vancomycine,
antibiotique de dernier recours.

Cette observation d’efficacité a favorisé la reconnais-
sance par les agences réglementaires de cette approche
comme une thérapie valable. La FDA aux Etats-Unis
demande le recours au statut d’investigational new drug
(IND) pour les essais cliniques avec transfert de micro-
biote fécal en dehors des infections a C. difficile alors que
utilisation du TMF est acceptée (sous certaines conditions)
pour les malades ne répondant pas aux thérapies standard
de traitement du C. difficile. En France, |’Agence natio-
nal de sécurité des médicaments et des produits de santé
(ANSM) considére également les matiéres fécales comme
un médicament. En ’absence d’un rapport bénéfice/risque
clairement établi, cette approche devrait étre réservée a
des situations rares ou graves ou le traitement convention-
nel échoue et a des impasses thérapeutiques. L’ Allemagne et
le Royaume-Uni ont également attribué le statut de médi-
cament au TMF tandis que U’ltalie et ’Espagne attribuent
le statut de produit de transplantation (comme un organe).
La démonstration d’efficacité par les études initiales et la
clarification du cadre réglementaire ont permis le dévelop-
pement d’entreprises exploitant les promesses du TMF. Il est
notable pour ne pas dire inquiétant que des pratiques moins
formalisées soient mises en ceuvre, notamment le « brico-
lage » extréme du « do-it-yourself » explicité sur Internet.

Un autre développement qui a été promu par les pre-
miéres observations dans les infections de C. difficile
est le potentiel d’application de la FMT dans les mala-
dies chroniques, d’ou les tentatives actuelles d’application
du concept au-dela de la stricte indication clinique des
infections résistantes a C. difficile. Il s’agit d’indications
telles que les troubles fonctionnels intestinaux, les mala-
dies inflammatoires de Uintestin, les maladies métaboliques
et 'autisme. Les essais cliniques en cours instruiront sur
la pertinence d’élargir le concept. Ils pourront également
éclairer sur la durabilité de la modulation du microbiote,
la capacité de modifier le microbiote a long terme restant
mal appréciée. Ils renseigneront sur |’éventuelle importance
d’une compatibilité écologique entre le microbiote du don-
neur et celui du receveur. Enfin, la sécurité restera un aspect
crucial du TMF allogénique pour lequel le risque a court
terme d’infection, mais aussi le potentiel de modulation
a long terme de la symbiose hote—microbes doivent étre
considérés.

La derniére application, qu’il faut mentionner est le
TMF autologue. Dans cette approche, le patient recoit son
propre microbiote pour restaurer son écologie intestinale
aprés un stress (hopital/communauté) altérant considéra-
blement la symbiose héte—microbiote. Des interventions

programmeées, telles que la chimiothérapie, les traitements
antibiotiques a long terme ou méme certaines interventions
chirurgicales sont des exemples de situations réclamant la
préservation d’un microbiote sain et sa ré-administration
pour la restauration de la symbiose. Dans ce contexte ou
le donneur et le receveur sont la méme personne, les
préoccupations de sécurité ne sont pas aussi aigués que
dans le TMF allogénique. Le transfert de microbiote auto-
logue est le cceur de métier de la startup francaise MaaT
Pharma.

De nombreux aspects de la pratique clinique elle-
méme ne sont toujours pas standardisés. Parmi ceux-ci,
I’administration par voie haute (tube naso-gastrique ou
naso-duodénal) ou par voie basse (par lavement ou via un
coloscope) sont pratiquées. De méme, ’homogénéisation
des selles dans un mixeur ménager, dans une solution
saline oxique, est une pratique encore courante alors
qu’on peut suspecter que cela affecte gravement la sur-
vie des bactéries anaérobies strictes qui représentent la
composante dominante du microbiote fécal. La logique est
d’anticiper une standardisation et une industrialisation des
pratiques qui garantiront un processus slr et reproduc-
tible. Il restera important d’approfondir les connaissances
sur 'impact précis du transfert de microbiote et ses modes
d’action.

D’un point de vue réglementaire, il est évident que rien
n’est vraiment réglé. Jusqu’a présent, les autorités compé-
tentes au niveau européen pour les tissus et les cellules et
la Direction européenne de la qualité des médicaments et
des soins de santé (DEQM) ainsi que le Centre européen pour
la prévention et le controle des maladies (CEPCM) n’ont pas
retenu l’application de la directive 2004/23/CE sur les tissus
et cellules pour le TMF, si bien que les Etats membres sont
libres de décider du cadre qui leur semble le plus approprié.

Recommandations

Pour les recherches fondamentales et
cliniques

Le temps est venu de recommander un changement de para-
digme important proposant |’ utilisation des mélanges définis
ou indéfinis de produits biothérapeutiques vivants (live bio-
therapeutic products ou LBPs). Cette approche nouvelle
qui propose de tirer les bénéfices fonctionnels de sym-
biontes s’appuie sur la possibilité de combiner des avantages
complémentaires/synergiques (occuper l’espace, moduler
la perméabilité intestinale, ’inflammation et le stress oxy-
dant). Néanmoins, il y a un besoin d’une substanciation
solide de ces options thérapeutiques nouvelles a travers des
essais cliniques controlés pour les LBPs et le TMF dans la rup-
ture de symbiose associée a des maladies chroniques séveres
ou suite a des traitements lourds impliquant antibiothéra-
pie, chimiothérapie,. ..

Enfin, des travaux exploratoires avec les meilleurs outils
moléculaires disponibles devront documenter les modes
d’action (durabilité, résilience, impact de microbiote avant
traitement, compatibilité. . .).

A coté de ces points cruciaux des outils pour sélec-
tionner et trier des groupes bactériens spécifiques ou des
isolats d’intérét provenant d’échantillons de microbiotes
complexes sont également nécessaires. Ils permettront
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d’étoffer les collections de souches actuelles avec des
bioactifs sélectionnés (potentiellement de facon moins
empirique) pour le design de produits biothérapeutiques
innovants [131].

Pour les autorités de santé

Processus industrialisés/normalisés

Des processus industrialisés devraient étre favori-
sés pour L’élaboration des préparations microbiennes
mixtes/indéfinies. Cela peut étre un moyen d’éviter les
pratiques a haut risque de TMF « maison » et de permettre
I’accumulation de connaissances sur la sécurité, les doses
optimales, etc. Cela permettra également de contribuer a
définir un processus réglementaire adapté.

Aspects réglementaires

Une réflexion poussée sur les standards d’évaluation de la
sécurité doit étre mise en place au niveau européen. Un
archivage systématique des échantillons pourrait étre pro-
posé pour permettre les évaluations rétrospectives.

Linnocuité et Uefficacité des produits devraient étre
évaluées chez ’Homme plutét qu’en modeles précliniques
qui renseignent assez mal sur les attendus pour les humains.

Sur une perspective plus large, pour que ’ANSM et 'EMA
fassent évoluer le contexte réglementaire concernant les
LBPs et le TMF, la recommandation serait d’unir les forces et
de partager la dynamique initiée de facon hétérogéne a tra-
vers ’Europe. En effet, il y a des aspects génériques pour les
LBPs et le TMF, répondant a un statut de médicament pour
des thérapeutiques faisant appel a des micro-organismes
vivants.

La reconnaissance de l'importance de la symbiose
Homme—microbes va conduire a redessiner le paysage de
la prévention et de la médecine. Des modifications de nos
modes de vie et de notre environnement (mode de nais-
sance, nourriture, soins, pollution, sédentarité, stress...)
peuvent étre envisagées comme des causes majeures de la
plupart des maladies chroniques non transmissibles qui sont
a la base de besoins cliniques non couverts. Au siécle der-
nier, la cause de ces maladies a été recherchée dans le profil
génétique du patient. Aujourd’hui, nous ouvrons le domaine
de la recherche a ce deuxiéme génome de I’Homme, modi-
fiable celui-ci : le métagenome. Ce domaine de recherche
n’en est encore qu’a ses débuts et il est légitime d’en
attendre des innovations. Il favorisera une autre facon de
considérer I’étre humain, comme holobionte, comme asso-
ciation Homme—microbes dont la prise en charge dans
une démarche préventive ou thérapeutique se devra d’étre
holistique. Pour atteindre cet objectif, nous recommandons
que Uutilisation de ces nouveaux outils expérimentaux soit
parrainée et encouragée par les autorités de santé et qu’elle
soit accompagnée des investissements nécessaires pour élar-
gir Uarsenal thérapeutique.
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