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Le microbiote pulmonaire, a
I'interface entre I'épithélium

et le systeme immunitaire
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Le microbiote, une piece importante du puzzle
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Le microbiote, une piece importante du puzzle
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Carte d’identité du microbiote pulmonaire

- Faible densité bactérienne : 104-10°> UFC/mL (LBA), 102-103 UFC/g (parenchyme)
* Forte biodiversité bactérienne (différents réservoirs)

 Microbiote dynamique
4 grands phyla représentés, y compris Bacteroidetes

(Bacteroidota)

 Pas que des bactéries !

* Virome

Bacteria
° I\/IyCObiome n Actinobacteria
- Archéome |:| Bacteroidetes

n Firmicutes

. Proteobacteria

Lloyd-Price et al., Nature 2017



Les microbiotes pulmonaires

Human-specific

* Nourrisson versus enfant & adulte

BN

« Staphylococcus

* Moraxella
* Haemophilus

Neonates

» Ureaplasma

* Pseudomonas
* Escherichia

« Haemophilus
* Moraxella

Adults

* Neisseria

Adapté de Simone et al., 2023



Les microbiotes pulmonaires

. H - ifi
- Nourrisson versus enfant & adulte il i

« Staphylococcus

 Femme versus homme

Sex hormones

- - * Moraxella
« Microgenderome » = .
= * Haemophilus
o
2 Environment
» Ureaplasma L
- Pseudomonas A V¢ Immune system
777 SEXGAP "
* Escherichia in RESPIRATORY
DISEASES
o *Haemophiis \ \ < g
g . Moraxe/la Microbiome
< lung <—> Gut

* Neisseria

Beauruelle et al., 2021



Les microbiotes pulmonaires

. H - ifi Shared M - ifi
- Nourrisson versus enfant & adulte kit s S i il

« Staphylococcus » Streptococcus * Defluvibacter

* Lactobacillus

 Femme versus homme

* Neisseria

: & * Moraxella
« Microgenderome » = . . :
= * Haemophilus : :
- Homme versus souris z E E
* Ureaplasma ! '

A Modeles .  + Streptococcus '+ Lactobacillus

animaux - Pseudomonas  « Staphylococcus ! * Bacillus
v E & ohvei Hologi | _ * Escherichia : » * Achromobacter

tude de la physiopathologie pulmonaire .+ Haemophilus '+ Defluvibacter
v' Etude de I'effet d’un principe actif S | Noraxells : :
v | |
< : :

Adapté de Simone et al., 2023



Roles du microbiote broncho-pulmonaire

Effet
booster

"ji:,\_lﬁ)

IMMUNOMODULATION

Effet
tolérogéne

Héry-Arnaud, Bulletin SFM 2019



Maturation du microbiote pulmonaire & Systeme Immunitaire

- Soumise a l'influence de 5 facteurs majeurs QO,
1. Age gestationnel

2. Mode de délivrance : pour les enfants prématurés
3. Mode d’alimentation
4. Exposition aux antibiotiques Feeding type Daycas
Balance, more stable and infection
5. Développement de maladies intercurrentes . S'b"”gs - e resistance and resilience
/é S -
Ex. Infections virales respiratoires Microbiota | L L A ’Z&I =
£ _ C
§\70
P ’g\%?b i
VESe,
7|nfecti0nA 7 Smoking
| Imbalance, less stable, infection
Genetics Vaccination Antibiotics and inflammation susceptibility

Man, W., et al. Nat Rev Microbiol 15, 259-270 (2017).



Maturation du microbiote pulmonaire & Systeme Immunitaire

|‘
* Précoce : 2 premiers mois de vie QO.

Lower airways 3 pulmotypes néonataux

Staphylococcus Ureaplasma Diverse bacterial
dysbiosis dysbiosis community
N
Microbiota \ 5&&0& S i&ﬂ%Q%@&
‘ FARAA
53 IgA proteases

Immune system Surfactant %2  sigA # X_/—

Delivery mode C-section Vaginal C-section / Vaginal

Preterm Term

Gestational age

\

Patarroni et al., 2019 ; Simone et al. 2023




Maturation du microbiote pulmonaire & Systeme Immunitaire

Q) ¢, Porphyromonas (Bacteroidetes)
- Caractéristiques du pulmotype néonatal sain m Q
e Dive s |f| é 9. Veillonella (Finicutes)
g_[Prevotella] (Bacteroid€Es) O
« Genres préedominants : Streptococcus et Neisseria g_Haemophilus (Proteob

- Nombreuses bactéries anaérobies O
Proteobacteria)
-efgrevotella (Basteroidetes)

licatella’(Firmicutes) O

f_Gemellaceae (Firmicutes)

- Augmentation de 'expression des génes bactériens anti-IgA en // 3‘F“S°ba°‘e”é"§'“s°ba°‘e”a’Q

- Réle du microbiote néonatal diversifié :
* Induction de I'expression du gene de I'lL-33

- Accélération de la maturation de |la voie de synthése des IgA

- « Cross-talk » précoce entre le systeme immunitaire

g_Moraxella (Proteobacteria)

et le microbiote pulmonaire Q

Patarroni et al., 2019 ; Simone et al. 2023



Le microbiote pulmonaire, un educateur immunologique

- Roéle dans la tolérance immunitaire innée : « imprinting » par le microbiote pulmonaire

SPF GF

— 170 kDa
wwe —130 kDa
wwe —100kDa TLR4

_So‘uriceaux PR R B — 70kDa  90kDa
soumis a du LPS 4] ww |—55kDa

intranasal . 40 kDa
— 35 kDa

— 25 kDa
. M e —— | 43 kDa B_ACT'N

« Réaction inflammatoire plus précoce et plus intense chez les souris axéniques (GF)
« Surexpression de TLR4 chez les souris GF

« Le microbiote controlerait I'expression de TLR4
Marquant et al. 2021



Le microbiote pulmonaire, un educateur immunologique

- Réle dans I’éducation du systéme immunitaire adaptatif : induction de la tolérance

Day 6 Day 14 Day 60
Souriceaux
soumis a des
aero-allergénes
® Fusobacteria W Actinobacteria 0O Alphaproteobacteria
® Gammaproteobacteria W Bacteroidetes @ Firmicutes

e 2 premieres semaines de vie : augmentation de la biomasse du microbiote pulmonaire
« Shift du microbiote : /" Bacteroidetes

- émergence des Treg PDL-1 dpt = diminution de la réactivité aux aéro-allergénes

Gollwitzer et al., Nature Med 2016



Le microbiote pulmonaire, un protecteur immunologique

- Réle dans la prévention contre I'asthme allergique.
Exemple du pneumocoque commensal administré par voie intratrachéale.

- Augmentation de la suppression des cellules NK, des éosinophiles et des réponses TH?
mediée par les cellules Treg.

~ i ## ## :
2 67 & 1257 157 i ~ 12.57 = 6 #
=~ & S = £ £
= = 10.01 = =0 10.0- z0 O]
g Z 751 19 s =
R= 1> S y 34
Z £ 504 * S = 50 =
S b4 30 rc\/‘) o S 2.9 = 21 *%
H H S ) = ’ b
Souris soumises 2 g ool o & gal_ %,
\ \ — T > RN o ™~ RN N o PN o >
a des allergénes O PPN & ¥ S SRS
% N Ny ) d Y
SS Agﬂ «QS ,.Q"Q
] A K’ A’
T3P+Ply (i.t.)
0,12 h, 24h OVA challenges (i.n.)
I ]
; 4 [ ]
Day -10 0 1213141516
OVA sensitization (i.p.) Assessment

of AAD Thornburn et al., J Immunol. 2012



Le microbiote pulmonaire, un méediateur immunologique

- Role des bactéries anaérobies pulmonaires (50% de I'abondance des espéces pulmonaires)

B b Acides gras a chaine courte (AGCC) :
R « Acétate (C2)

e « Propionate (C3)
Ty « Butyrate (C4)
- CARBOHYDRATES R
e = régulateurs cellulaires (cellules
_ ~.: FERMENTATION oo, \ A SCFAs SCFAs Im munltalres)
- N —H
:::’ - de SUbStratS / GPCRs (_/ MCTs/SMC'I;;f ) ) Aquaporin
endogenes ™ AMiN AciDS : y e N\
anaerobes short-chain /f ~
fatty acid
Ty Y o 4N NW
Prevotella (f Gogny) Gonzns () #a0) @ACsss (
‘ ignaling cascades ubstrate for metabolism ™\
Ve/.//on e//a ‘ ‘\ (Slngmt:negrespo:se) ; ?C:Ilttxlafr activ;ti!:m') >
Porphyromonas | - /
MUCINS N\ /
\ Gene expression {
\2.\ (Host defense) /
Lamoureux et al., Crit. Rev. Microbiol 2019 \Wﬂ\\\\ //‘y" .




Les AGCC bactériens, des immuno-metabolites

Origine locale (pas que d'origine intestinale !)

Action : Antimicrobien + Anti-inflammatoire
SCFAs
local effects
- Effet anti-bactérien direct mprovementof b;g;:',{a, Q:i\ AGCC=05—25mM
O infection
« Stimulation de I'activité macrophagique anti-microbienne s * o~
- Stimulation de I'expression de /SG: production d'IFN- 31 @\ ! B || e inammatory (0
, . . . . . & cytokines
« Réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires b >
Increased AMP

production and
ISG expression

Alveolus

- Différentiation et activation des LT CD8+ s,

1 1 Systamiy Bloodstream
 Augmentation des monocytes circulants effects Q ‘

faiblement producteurs de CXCL-1 A AGCC= 0.1—0.15 mM
- Limitation du recrutement des PNN | N WGk
of CD8+T cells monocytes with Improvement of

° Amélioration dU pOUVOir baCtériCide des PNN low CXCL1 secretion microorganism elimination

Gomes Machado et al., IAl 2021



Action des AGCC bactériens : fonction du terrain

- Les AGCC pulmonaires stimulent la progression de la tuberculose chez les VIH+

Dysbiose - Augmentation de ['abondance en Prevotel/a

Concentration élevée en AGCC (butyrate et propionate) dans les LBA

Corrélation positive entre la concentration en AGCC et le risque de tuberculose maladie

(O (D4Tcell A » SCFAs (including

-\\ —
A& A ALL © Q) e A" momeminae
* % © At iy O] O
@ 1y Ay A um Opf
A TIL-17A A ﬁ‘& TIL-10 ~ ~1 TB Control
O, | |atas 5 O
A & A A A @%
Sujet sain HIV+

Alveolar epithelial cell &= Culturable M tuberculosis
Alveolar macrophage <@» Non-culturable M tuberaulosis

=1{" Aerobes

&"ﬁ. naerches

TB Susceptibility

'Anaerobes/SCFAs

- La réponse immunitaire au microbiote pulmonaire : conditionnée par le contexte général.

Segal et al., Cell Host Microbes 2017



Impact de 'homéostasie dynamique du microbiote pulmonaire

« Entretien de la stimulation immunitaire
@

Aspiration
event Lung
S . :lnun"!u
» %-mb = Streplococes
Residual 0 ~ w' ‘e o ———Mixed oral . 'r'vr:l.':.:.-lr:i.'f.lr -
[Sli\IC/;Obial VAN YA ¢ = commensals
Macrophage — ° Macrophage
N activation
3) Neutrophil—— o o and
® neutrophilia
sl —Alveolus
immune
tone
Tcel.l Treg
« Upregulation » transitoire de  ,. . ‘ @
'immunité adaptative and PD1/PDLA Bacterial
elimination

Yadava et al., AJRCCM 2016; Wu et al., AJRCCM 2020; Natalini, Nature Reviews Microbiology 2022; Dickson, Huffnagle. 2015 jul 9;11(7):e1004923



Impact de la dysbiose pulmonaire antibio-induite

 Altération de la défense antibactérienne pulmonaire

« Explication : diminution de la production d'IgA pulmonaire.

Plasma
cells \\:\) = sIgA
TLR —» APRIL/ —» >

BAFF B cells @ lgA

Exemple de l'infection a
P. aeruginosa traitée par
une antibiothérapie a
large spectre

Oy Q 5 9
3%00?&«*
VL

|l 01 AT LYY Al ')

Transnasal sIgA
supplementation

APRIL : TLR-dependent production of a proliferation-inducing ligand

Robak et al., J Clin Invest. 2018;128(8):3535-3545



Take-home messages

« Importance du microbiote pulmonaire dans ’lhoméostasie immunitaire.

- Levier d’action pour la prévention des pathologies respiratoires a _
composante infectieuse/inflammatoire (muco, asthme, BPCO, DDB, ...). o AT
Capital santé
* Renforcer cette barriére microbiologique respiratoire pour mieux prévenir face :

les affections respiratoires sur les terrains & risque. AUinigUCTR
respiratoires

- Nécessité de le préserver le plus tot possible : limiter les antibiotiques, ~aux maladies

. . . llergiques
pollution aux particules fines, tabac, ... A ke
- aux maladies

- Développement de I'immunothérapie en pneumologie (ex. traitement du @ fnflammatoires: &
cancer pulmonaire) : guid de I'impact du microbiote pulmonaire sur le |

succes thérapeutique ?







Le microbiote pulmonaire : ROle dans la prevention des

iInfections virales

* La production d’AGCC stimulent la défense immunitaire innée

« Etude des effets de l'acétate contre le VRS et SARS-CoV-2 (approche
exvivo @ etinvivo €)

* Réponse médiée par : \/ \‘/

RSV1x 10" 20mMof  poiy treatmentwith Analysis

» Récepteur membranaire : GPR43 PF""I“ (in) Acetite(i-"-) acetate (in.) ;
+ Récepteur cytosolique : RIG-1 (retinoic acid-inducible gene |) . . :
- Effet : stimulation de la production d'IFN-B1 (et genes inhérents)
~ 0.15- =
S e § o025, IFN-B1
O- PBS P N
.. b & A-POA43/2018 - DA0 = y
- Réponse antivirale +++ _ 1107 & A-POA43/2018 + Acetate é VRS § e
5 o S 0.15
- % < 0.10-
5 o0 o d % 0.00- .é—. qu: -
s oids E 005
Antunes et al., The Lancet 2022 & P @ Q
© -0.05 g 000 —@
= Untreated Acetate

Antunes et al., Nature Communication 2021 o 1 2 3 4 5 T T
Time (days post infection) Untreated Acetate



Microbiote, reflet de I'hote

Signatures microbiennes selon le terrain

05

= Sain

= Transplantés pulmonaires

= Fibrose pulmonaire idiopathique
= BPCO

o
=]

RDA2 (2.33% explained)

8

Concept de « phenomics »

Le microbiote fait la synthése entre le génome de

I’"hote et 'environnement.

- Etude du microbiote = voie d’accés a la médecine de précision.

Dickson et al., Annu Rev Physiol 2015 ; Denny & Collins, Cell 2021

i
0
RDAT (8.20% explained)

1
0.5




LES AGCC, |le couteau suisse bacterien

Action indirecte anti-microbienne viag la modulation de I’hote

* Augmentation de la phagocytose

- sur Klebsiella pneumoniae
- sur Streptococcus pneumoniae

e Souris KO sur GPR43 : plus sensible
a I'infection a K. pneumoniae

GALVAO ET AL., FRONTIERS IMMUNOL 2018



LES AGCC, le couteau suisse bactérien

Activité bactéricide ou bactériostatique des AGCC
Ex. Effet du propionate sur P. aeruginosa

©
I
~

- 100 mM
= 50 mM
«~ 25mM
.15 + 125mM
£ —~ 6.25 mM
o
in vitro S Y - 3.125 mM
ps o o TSB
= Différents pH o 1.0¢
o s o
= Différentes <
concentrations en S
. L 0.5
propionate
0.0 ;
0 2 4 6 8

GHORBANI ET AL., ERJ 2018



LES AGCC, |le couteau suisse bacterien

J* & Facultative %
pathogens such as Adherent
sal i

v’ Action du butyrate sur les macrophages e e £

v
Xenophagy
Butyrate
i LC3

SURaleE 1_-. MIOR 1_. coating
* Programmation a la défense anti-bactéerienne (M1) o, | wmr
Antimicrobial maturation
* Augmentation de leur pouvoir de phagocytose (m)z—’ G Y
sur Candida et M. tuberculosis e —
deacetylase 3 e Ac Ac
Ac  Open chromatin Ac

v’ Action du butyrate sur les cellules épithéliales respiratoires

 Augmentation de la production de peptides antimicrobiens

GOMES MACHADO ET AL, IAl 2021
COUSSINS ET AL., PLOS PATHOGENS 2015



Super-infection

LES AGCC et I'axe « gut-lung »

Acetate
treatment

\A A 4

SENCIO ET AL., CELL REPORTS 2020

Surfactantx > Lymph flow

&

* @
) . Microbiome /;
) B
p

v (N / 4 ¥
)
Gut
mucosa

Lung
alveolus

- scRAs ®
ol Treg
L6 - 4

| WhypellP TNFa| |
E

Endothelial cell

Principaux
AGCC
?

Acétate 60% 100-150 uM

(C2)

Propionate 20% 4-5 uM ?

(C3)

Butyrate 20% 1-3 uM ?

(C4)

Total 10-100 mM  0.10-0.15 mM 0.5-2.5 mM

TROMPETTE ET AL., NATURE 2018; SEGAL ET AL., CELL HOST MICROBES 2017




Importance physiologique des anaérobies

Homeéostasie pulmonaire

I Actinobacteria

[] Bacteroidetes

B Firmicutes

I Firmicutes (Staphylococei)
[ Firmicutes (Streptococci)
[l Others

[l Proteobacteria

(a Healthy lung N

/b Asthmatic lung

o

The microbiota of
patients with asthma is
characterized by an
outgrowth of the phylum
Proteobacteria and an
increase in the proportion
of Streptococci (Firmicutes).

/

'/;: COPD lung

.

The microbiota of
patients with COPD is
characterized by an
outgrowth of the phylum
Proteobacteria and an
increase in the proportion
of Streptococci and
Staphylococci (Firmicutes).

d Cystic fibrosis lung

~

The microbiota of
patients with cystic
fibrosis is characterized
by an outgrowth of the
phyla Proteobacteria
and Actinobacteria.

MARSLAND ET AL., NATURE REV. IMMUNOL. 2014

Augmentation des
Proteobacteria

Réduction des
Bacteroidetes

Lung function

Transient Chronic

Relative abundance

- Anaerobes

Lung inflammation

Duration of infection
“

Rupture de I’lhoméostasie :
graduelle

. Recognized pathogens



Lien avec I'immunité PULMONAIRE

Transférabilité du phénotype hyperinflammatoire/microbiote

Greffe de
microbiote
pulmonaire

B

Ex. modele
murin BPCO

Immune Chronic Inflammation
System

P~ & NELL
rr Ki .

W\ em= A P
§ | ¢7 _ Bacteral —

\%le-ﬂA 7 <=

i ) o/ -Thickened, inflamed walls
-Tertiary lymphoid follicles,
-Reduced compliance

’
______ L7

" | autoimmune
48 antiobodies

[ N - N - 12

Figure 1. An overview of Yadava and colleagues’ proposed model. The numbers in red represent the components of the experiments in the study that
provide support for the proposed mechanism of action: (7) LPS/elastase model, (2) antibiotic treatment, (3) IL-17A neutralization, and (4) germ-free
experiments. The dashed amow represents a tentative result.

YADAVA ET AL., AJRCCM MaAy 2016



Defis & Perspectives

§® s s T . |
(0@\0\0 Amélioration de la précision des identifications bactériennes i/
‘O . . | : >
« - Taxonomie - fonction CULTUROMICS > ACCES AUX SOUCHES :
. . , . , . . Acteur Biomarqueur
Identification des métabolites bactériens pulmonaires
« Role des bactéries broncho-pulmonaires a préciser
(virulence, résistance, interaction avec le Sl)
S
0o . ’ . ; w
Q(\eo(“ Outil pour la médecine de précision :

« Stratification des patients
- Prédiction de la trajectoire (risque infectieux, réponse au ttt)
« Impact/suivi du traitement (test compagnon)

P

EVIDENCE BASED
MEDICINE

Nouvelles thérapies ? VE——= &
«  Action sur le microbiote intestinal (régime, probiotiques, TMF) >/
«  Action sur l'arbre respiratoire directement (évite effets indésirables)




A B
SCFA

Bacteroidetes
1. SCFA Biicutes 0=<° w.l_ PAMP  Adhering SFB

+ Phagocytosis by macrophages and neutrophils (Galvao et al. 2018)
+ Antiviral immune response (IFN-{3) (Antunes et al. 2019) \ " H.c/\)\o,, , K

+ Tregs in asthma (Antunes et al. 2019, Roduit et al. 2019)

- Proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-1f) in BPD (zZhang ct al. 2020) Gut epithelium
- Airway hyperresponsiveness in asthma (Roduit et al. 2019) . .
- Th2 effector function in asthma (Stein et al. 2016, Arrieta et al. 2018) Inhibition TLR-signaling SAA
of HDAC
\ J
' , AT

e S = /' ) coli??e Il

- g ! N\ 4 ce
+ Pathogen elimination (IL-1f3) (Liu ct al. 2021) <@ o
+ Tolerance (FoxP3, IL-10) in asthma (Han et al. 2013, Johnson et al. 2015) \
- Eosinophils in asthma (Conrad et al. 2009, Nembrini et al. 2011) Dendritic cell

. ' Th1
' - l’romtlammatorv cytokines

3. SFB = | | - Pathogen elimination

o e Tr
+ Pathogen elimination (IL-22, IL-17) (McAleer et al. 2016, Gauguet et al. 2015) ) II,-'elg
+ T cells and neutrophils in lung infection (Gauguet et al. 2015) - Tolerance “:_1;17‘115_22
+ Induction of pulmonary autoantibodies (Flannigan et al. 2018) - Pathogen elimination

- Autoimmunity




