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Résumé

Métabolisme des flavan-3-ols par le microbiote intestinal humain : mise en évidence d’espéces
bactériennes et de genes impliqués dans la fonction.

Les flavan-3-ols font partie des polyphénols les plus consommés par 'THomme et sont présents sous la forme
de monomeres et d’oligomeres tels que les procyanidines. La majorité des flavan-3-ols transite vers le c6lon
ou réside le microbiote intestinal. Alors que les voies métaboliques de dégradation des flavan-3-ols par le
microbiote sont relativement bien décrites, les microorganismes et les génes microbiens impliqués dans
ces voies sont trés peu connus. L'objectif de la these était donc d’identifier les microorganismes et les genes
impliqués dans la dégradation des flavan-3-ols et en particulier des procyanidines. A partir de selles
humaines de trois individus sains, des approches de culturomique combinées a un criblage de I'activité
métabolique des isolats bactériens par HPLC-DAD ont permis d’obtenir quatre souches de I'espéce
Eggerthella lenta et une souche de I'espece Flavonifractor plautii capables de dégrader la (+)-catéchine et
la (-)-épicatéchine. L’activité de ces souches a ensuite été testée sur les procyanidines de type B (DP2 a 4)
et A (DP2) et les métabolites générés ont été caractérisés par LC-ESI-MS/MS. Nous avons ainsi montré pour
la premiére fois que E. lenta est capable de dégrader les procyanidines. La réaction catalysée par E. lenta,
validée sur les dimeres, correspond a I'ouverture du cycle C de 'unité terminale. Par une approche
transcriptomique (RNAseq) réalisée chez E. lenta, couplée a I'expression hétérologue des génes d’intérét
chez Escherichia coli, nous avons mis en évidence deux genes (fmberl, fmber2) codant deux benzyl ether
reductases impliquées dans I'ouverture du cycle C des monomeéres et un opéron de deux genes (pber)
catalysant cette réaction sur les dimeres de procyanidines de type B. Enfin, deux opérons de trois génes
(cadh, ecadh) codant deux complexes enzymatiques impliqués dans la déshydroxylation du cycle B de la
(+)-catéchine et de la (-)-épicatéchine ont aussi été identifiés. En conclusion, les especes E. lenta et F. plautii,
ainsi que les génes identifiés dans cette étude, constitueront a I'avenir de bons marqueurs du métabolisme
microbien des flavan-3-ols chez 'Homme. Ceci permettra a terme de mieux appréhender les effets de la
consommation des flavan-3-ols chez les individus en bonne santé ou a risque de maladies chroniques.

Mots-clés : Métabolisme microbien des flavan-3-ols, Eggerthella lenta, Flavonifractor plautii

Abstract

Metabolism of flavan-3-ols by the human gut microbiota: unraveling of bacterial species
and genes involved

Flavan-3-ols are among the most consumed polyphenols by humans and are present as monomers and
oligomers such as procyanidins. The majority of flavan-3-ols reach the colon where the intestinal microbiota
resides. While the metabolic pathways for the degradation of flavan-3-ols by the microbiota are relatively
well described, only a few microorganisms and microbial genes involved in these pathways are known. The
objective of the thesis was therefore to identify the microorganisms and genes involved in the degradation
of flavan-3-ols and in particular procyanidins. From human stools of three healthy individuals, culturomic
approaches combined with screening for the metabolic activity of bacterial isolates by HPLC-DAD allowed
us to obtain four strains of the species Eggerthella lenta and one strain of the species Flavonifractor plautii
degrading (+)-catechin and (-)-epicatechin. The activity of these strains was then tested on B-type (DP2 to
4) and A-type (DP2) procyanidins and the metabolites generated were characterized by LC-ESI-MS / MS. We
have thus shown for the first time that E. lenta degrades procyanidins. The reaction catalyzed by E. lenta
on dimers (B-type and A-type), corresponds to the opening of the C-ring of the terminal unit. By a
transcriptomic approach (RNAseq) carried out in E. lenta, coupled with the heterologous expression of the
genes of interest in Escherichia coli, we have discovered two genes (fmberl, fmber2) encoding two benzyl
ether reductases involved in the opening of the C-ring of the monomers and an operon of two genes (pber)
catalyzing this reaction on the dimers of type-B procyanidins. Finally, two operons of three genes (cadh,
ecadh) encoding two enzymatic complexes involved in the dehydroxylation of the B-ring of (+)-catechin and
(-)-epicatechin have also been identified. In conclusion, the species E. lenta and F. plautii, as well as the
genes identified in this study, will constitute good markers of the microbial metabolism of flavan-3-ols in
humans in the future. This will ultimately allow a better understanding of the effects of the consumption of
flavan-3-ols in individuals in good health or at risk of chronic diseases.

Keywords: Microbial metabolism of flavan-3-ols, Eggerthella lenta, Flavonifractor plautii
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MS : Masse seche

pb : paire de bases
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PCA : Procyanidines de type A

PCB : Procyanidines de type B

PCR : Polymerase chain reaction
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3’-0OHVal : 5-(3’-hydroxyphényl)-y-valérolactone
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Introduction

Aujourd’hui, il existe de nombreuses preuves épidémiologiques et cliniques des bienfaits d’une
consommation élevée de fruits et légumes pour la santé cardiovasculaire et métabolique. Vu
I'augmentation spectaculaire au cours des trois dernieres décennies du nombre de personnes en
surpoids et obéeses dans I'Union Européenne (UE), on peut encore s’attendre, dans les années a venir,
a une augmentation tres significative du nombre d’individus atteints de maladies cardiovasculaires ou
métaboliques. C’est pourquoi I’Organisation Mondiale de la Santé préconise une consommation
élevée de fruits et légumes, une recommandation relayée au niveau de I’'UE par un grand nombre de
programmes de politiques de santé publique qui préconisent de consommer au moins 400 grammes
par jour de fruits et [égumes, ce qui correspond a au moins cing fruits et [égumes.

Les fruits et légumes présentent plusieurs intéréts, faible densité énergétique, apport de fibres,
minéraux et vitamines, mais ils sont aussi sources d’une grande variété de composés bioactifs appelés
phytomicronutriments. Parmi ces phytomicronutriments, les polyphénols sont de loin les plus
abondants et les plus consommeés. L'apport moyen en polyphénols alimentaires est d’environ un
gramme par jour et la contribution des flavonoides (classe chimique de polyphénols) est estimée a plus
de 40 % de ces apports journaliers (Pérez-Jiménez et al. 2011). Les flavonoides sont les composés pour
lesquels les effets santés ont été le plus exploré. Il a ainsi été montré qu’ils ont un large spectre
d’activités biologiques, parmi lesquelles des activités antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-
angiogéniques, anti-prolifératives ou pseudo-oestrogéniques (Del Rio et al. 2013). Malgré les doses
ingérées relativement élevées, les taux circulants (plasmatiques) de polyphénols dans notre organisme
sont extrémement faibles (concentrations de I'ordre du micromolaire). Ceci est principalement d au
fait que les formes estérifiées, glycosylées ou polymérisées des polyphénols telles que trouvées dans
I'aliment ne sont que trés peu absorbées (Morand et Milenkovic 2014). Ainsi, les polyphénols
transitent dans le tube digestif et se retrouvent au contact du microbiote intestinal. Des études
métabolomiques réalisées pour une grande part in vitro ont montré que le microbiote intestinal est
capable de métaboliser les polyphénols en une grande variété de métabolites microbiens (Stalmach et
al. 2013). On sait également par des études in vivo que certains métabolites sont absorbés (détectés
dans le plasma et/ou I'urine) et peuvent dans certains cas exercer une activité biologique supérieure
a celle des molécules parentes (Morand et Milenkovic 2014).

Malgré les nombreuses études visant a comprendre les effets et les modes d’actions des polyphénols
dans la prévention de diverses pathologies, les études sur le réle du microbiote intestinal dans ces
effets sont extrémement limitées. Lors d’'une étude réalisée au laboratoire (UMR MEDIS) en

collaboration avec deux laboratoires INRAE (UMRs SQPOV et MICALIS) (Le Bourvellec et al. 2019), il a




été montré que les polyphénols de pomme, tres riches en flavonoides et plus particulierement en
flavan-3-ols monomeres et polyméres (procyanidines), sont dégradés par le microbiote fécal de sujets
sains et générent une large gamme de catabolites phénoliques plus ou moins complexes. Cette étude
a également montré que les eaux fécales générées par ces fermentations présentent une activité anti-
inflammatoire in vitro. Alors que I'effet anti-oxydant des polyphénols est trées documenté, leur effet
anti-inflammatoire est nettement moins étudié (Chuang et MclIntosh, 2011; Neyrinck et al., 2013). Par
ailleurs lors de ces travaux, il n’a pas été possible d’identifier par des approches de métabarcoding 16S
des candidats bactériens potentiellement impliqués dans le métabolisme des flavan-3-ols et plus
particulierement des procyanidines.

Dans ce contexte, il semble aujourd’hui indispensable d’étudier le métabolisme des polyphénols par
le microbiote intestinal humain et d’identifier les micro-organismes et les génes microbiens impliqués
dans ces réseaux meétaboliques, ainsi que les métabolites phénoliques générés par ces micro-
organismes. Compte tenu des résultats obtenus, nous avons choisi de continuer a cibler les flavan-3-
ols, classe de flavonoides largement répandue dans les fruits et boissons dérivées, ainsi que le chocolat,

le thé, le café et le vin rouge.

Le mémoire de thése est structuré de maniére traditionnelle avec une étude bibliographique qui fait
le bilan des connaissances sur le métabolisme des flavan-3-ols par le microbiote intestinal. Les objectifs
de la these sont ensuite posés sous la forme de questions de recherche. La partie Matériel et Méthodes
décrit de maniéere exhaustive toutes les approches microbiologiques, biochimiques, moléculaires et
bioinformatiques utilisées pour répondre aux questions posées. Les résultats sont ensuite découpés
en trois chapitres. Le premier chapitre décrit I'obtention d’une collection de souches bactériennes
capables de dégrader les flavan-3-ols monomeres et oligoméres et caractérise les métabolites générés.
Dans le chapitre 2 des résultats, nous nous sommes attachés a mieux caractériser la collection de
souches grace au séquencage de leur génome. Ce chapitre reste succinct car les données de
génomique ont été obtenues a la fin de la thése. Le chapitre 3 des résultats décrit les genes bactériens
impliqués dans le métabolisme des flavan-3-ols. L’'ensemble des résultats est ensuite discuté avec les
perspectives qui pourraient découler de ces travaux. Le mémoire se termine par une annexe et la liste

des références.
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Etude bibliographique

1. Chapitre 1 : Flavan-3-ols, sous classe majeure de polyphénols : de I'aliment a 'THomme

1.1. Généralités sur les polyphénols

Les polyphénols, métabolites secondaires, sont des molécules exclusivement retrouvées dans le regne
végétal (fruits et légumes). Les polyphénols, assurent différentes fonctions chez les plantes, en
participant notamment a la pigmentation des fruits et des fleurs, en jouant un réle de défense contre
les micro-organismes (activité antimicrobienne), mais également en leur procurant une protection
contre les radicaux libres et ultraviolets (Manach et al. 2004; Marchiosi et al. 2020). Un polyphénol se
définit par la présence d’au moins un noyau aromatique substitué par au moins un groupement
hydroxyle (-OH) (Figure 1). A ce jour, plus de 8 000 composés phénoliques ont été identifiés chez les

plantes, dont 500 se retrouvent dans notre alimentation (Neveu et al. 2010).

OH

Figure 1. Unité de base des composés phénoliques
Les polyphénols sont classés selon leur structure chimique et en particulier selon le nombre de cycles
aromatiques qu’ils possedent et les éléments structuraux qui les lient (Durazzo et al. 2019). Les

polyphénols sont divisés en deux classes, les flavonoides et les non-flavonoides (Figure 2).

La consommation d’aliments riches en polyphénols est souvent associée a des effets bénéfiques pour
la santé humaine ; elle aurait des effets préventifs sur un certain nombre de maladies chroniques
comme les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives, inflammatoires ou encore certains
cancers (Del Rio et al. 2013). Ces effets seraient en grande partie dus a I’activité anti-oxydante bien
décrite de certains polyphénols, activité qui inhiberait la formation de radicaux libres qui induisent un

stress oxydatif responsable du développement de certaines maladies chroniques (Scalbert et al. 2005).

Dans le cadre de cette these, nous nous sommes focalisés sur la sous-classe des flavan-3-ols, qui font
partis des flavonoides. Les autres sous-classes de flavonoides et non-flavonoides ne seront pas
développées dans cette étude bibliographique car les polyphénols font I'objet d’une littérature

extrémement abondante et de revues trés exhaustives (Manach et al. 2004; Crozier et al. 2009).
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Figure 2. Classification des polyphénols en deux classes : flavonoides et non flavonoides, adapté de

Goszcz et al. (2015).
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1.2. Flavonoides

La majorité des polyphénols sont des flavonoides (6000 molécules), retrouvés de facon abondante
dans les fruits, les légumes et les céréales (Ghedira, 2005). L’ensemble des flavonoides posséde un
squelette carboné similaire en Cs-C5-Cq, correspondant a deux cycles aromatiques nommeés cycles A et
B, qui sont liés par une chaine propyl et un oxygéne formant un hétérocycle nommé cycle C (Figure 3).
Les flavonoides sont ensuite catégorisés en six sous-classes majeures selon les différents niveaux
d’oxydation de I’hétérocycle C : flavan-3-ols comprenant les formes monomeres (catéchines) et les
formes polymeéres (proanthocyanidines ou tannins condensés), flavonols, flavones, flavanones,

isoflavones et anthocyanidines (Figure 2) (Manach et al. 2004).

Sur les différents cycles, le nombre de groupements hydroxyle peut varier, notamment le cycle B qui
peut étre soit mono-, di-, ou trihydroxylé sur les carbones C’'s, C'4 et C’s (Figure 3). Les flavonoides

peuvent également étre méthoxylés, C-glycosylés et O-glycosylés (Aron et Kennedy 2008).

Figure 3. Squelette carboné des flavonoides

1.3. Flavan-3-ols

Les flavan-3-ols sont une sous-classe importante des flavonoides et sont représentés par une grande
diversité de molécules. lls sont présents sous forme de monomeéres nommés catéchines, mais
également d’oligomeéres et de polymeres nommés proanthocyanidines ou tannins condensés. Ces
derniers sont les formes majoritaires retrouvées dans les aliments (Gu et al. 2003). Les flavan-3-ols
(monomeéres et oligomeres) sont les seuls flavonoides a n’étre présent dans les végétaux que sous

forme aglycone (Gu et al. 2003).

Les monomeres de flavan-3-ol sont nommés catéchines. Différents stéréoisomeéres co-existent du fait
de la présence de deux carbones asymétriques en C; et Cs (Figure 4). Les formes 2R, (+)-catéchine et
(-)-épicatéchine, sont les plus fréquemment retrouvées dans la nature par rapport aux formes 2S
(Kofink et al. 2007) (Figure 4). Le cycle B présente également différents niveaux d’hydroxylation,
donnant ainsi les monomeéres de gallocatéchine et d’épigallocatéchine quand les flavan-3-ols sont
trihydroxylés (Figure 4). De plus, les monomeres peuvent étre estérifiés par de I'acide gallique en Cs

du cycle C, donnant la (épi)catéchine-3-O-gallate et la (épi)gallocatéchine-3-O-gallate.
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Les proanthocyanidines ou “tanins condensés”, correspondent aux oligomeéres et polymeres de flavan-
3-ols. Cette dénomination de proanthocyanidines vient du fait qu’en milieu acide fort a chaud les
liaisons reliant leurs unités monomeériques sont labiles et liberent des anthocyanidines aprés oxydation

(aglycones d'anthocyanes) (Bate-Smith, 1954).

La structure des proanthocyanidines se caractérise par la nature des unités constitutives, la localisation
et le type de liaisons interflavaniques, ainsi que par le degré de polymérisation, c’est-a-dire le nombre
d’unités constitutives de la molécule (Hemingway et al. 1989). Jusqu’a treize groupes différents de
proanthocyanidines ont été caractérisés en fonction du niveau d’hydroxylation du cycle B, avec
majoritairement les procyanidines et les prodelphinidines, constituées respectivement des sous-unités
(épi)catéchine et (épi)gallocatéchine (Aron et Kennedy, 2008). Des proanthocyanidines constituées de
plusieurs type de flavan-3-ols monomeres (par exemple (épi)catéchine et (épi)gallocatéchine) existent
également (Gu et al. 2003; Sei-ichi et al. 2019; Kawahara et al. 2019). Les procyanidines, oligoméres et
polyméres de catéchine et d’épicatéchine correspondent au groupe de proanthocyanidines qui a été
le mieux caractérisé et le plus étudié. Rien que pour les dimeéres, dix molécules différentes ont été
identifiées ce qui met en exergue leur complexité (Tableau 1). La nature et la position des liaisons
interflavaniques permet de distinguer les procyanidines de type B et de type A. Les procyanidines de
type B sont les plus fréquemment retrouvées et, comportent uniquement une liaison C-C, localisée
entre les carbones C4 et Cg ou entre les carbones C, et Cg, cette derniére étant moins fréquente (Figure
4). Les procyanidines de type A possédent une liaison entre les carbones C4 et Cg ou Cs et C, mais
également une liaison éther additionnelle (C-O-C) reliant les carbones C; et C; (C2-O-C;) ou les carbones
C, et Cs (C-0-Cs) (Tableau 1) (Figure 3) (Hemingway et al. 1989; Gu et al. 2003). Cette liaison rend les

procyanidines de type A plus résistantes a la biodégradation (Xu et al. 2015).

La taille de ces molécules est décrite par leur degré de polymérisation (DP) qui varie fortement. Des
procyanidines avec un DP compris entre 2 et 4 sont des oligoméres, au-dela il s’agit d’'un polymére
(Hemingway et al. 1989). On caractérise I'unité terminale comme étant I'unité en derniere position
des procyanidines et I'unité ou les unités d’extension(s) comme celle(s) précédant I'unité terminale

(Figure 5).
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Tableau 1. Nomenclature des diméres de procyanidines de type B et de type A en fonction de leurs
unités constitutives.

Diméres Composition
Bl (-}-épicatéchine-(4B— 8)-(+)-catéchine
B2 (-)-épicatéchine-(4B—>8)-(-)-épicatéchine
B3 (+)-catéchine-{4a—>8)-(+)-catéchine
Type B B4 (+])-catéchine-(4a—>8)-(-)-épicatéchine
BS (-]-épicatéchine-{4B—6)-(-)-épicatéchine
B6 {+)-catéchine-(4a—>»6)-(+)-catéchine
B7 (-)-épicatéchine-{4B—>6)-(+)-catéchine
BS (+)-catéchine-(4a—>6)-(-)-épicatéchine
Type A Al (-)-épicatéchine-(28—>7, 48— 8)-(+)-catéchine
A2 (-}-épicatéchine-({2B—7, 48—>8)-(-)-épicatéchine

Monomeéres Procyanidines
OH
HO a 2 oH

OH

OH

(+)-catéchine (2R,3S) (-)-catéchine (25,3R)

OH

o

HO 0 @ HO O OH
OH 'OH Unité terminale

OH OH
(+)-épicatéchine (2S,35) (-)-épicatéchine (2R,3R)

Unité d'extension

OH OH
O
HO @ g o o
“OH
OH
(-)-gallocatéchine (25,3R) (-)-épigallocatéchine (2R,3R)

OH

DH

(-)-épicatéchine-3-O-gallate (2R, 3R)

Figure 4. Structures chimiques de certains monomeéres et oligoméres (procyanidines) de flavan-3-
ols.
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Figure 5. Nomenclature d'un oligomeére.

1.3.1. Flavan-3-ols dans les aliments

Un aliment ne contient pas qu’un seul type de flavan-3-ols mais un mélange de monomeres et de
proanthocyanidines; les formes monomériques peuvent étre majoritaires par rapport aux
proanthocyanidines ou vice-versa (Monagas et al. 2003; Favari et al. 2020). Des différences de
proportions entre les monoméres, mais également entre les différents types de proanthocyanidines

sont également observées (Santos-Buelga et al. 1995).

En ce qui concerne les monomeres de flavan-3-ols, ils se trouvent dans un grand nombre d’aliments
tel que les fruits, les céréales, les boissons (vin, thé, cidre) et le chocolat (Crozier et al. 2009; Manach
et al. 2004; Favari et al. 2020). La prune serait un des fruits ol on retrouve le plus de monomeres (100
mg/kg de matiére fraiche du fruit entier) (Pascual-Teresa et al, 2000) mais certaines boissons telles
gue le thé vert en contiennent aussi beaucoup (jusqu’a 200 mg par infusion d’environ 2 g de thé)

(Henning et al. 2003; Manach et al. 2004).

Les stéréoisomeéres de la catéchine et de |'épicatéchine sont les monomeéres les plus représentés dans
les fruits et leurs pépins (pépins de raisin par exemple) (Santos-Buelga et al. 1995), alors que les formes
trihydroxylées (gallocatéchine et épigallocatéchine) sont bien plus présentes dans le thé, pouvant
représenter jusqu’a 85 % des monomeres totaux (Henning et al. 2003; Manach et al. 2004; Crozier et

al. 2009).
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Tableau 2. Analyses qualitatives et quantitatives des proanthocyanidines trouvées dans les aliments.
Adapté de Gu et al. (2003; 2004) et Prior and Gu (2005). DP = degré de polymérisation; C =
(épi)catéchine ; GC = (épi)gallocatéchine; Af = (épi)afzéléchine ; ND = Non détecté. La détermination
en proanthocyanidines a été réalisée sur les aliments entiers.

Aliments Tvoe de liaison Unité Monomare Oligomére Polymeére DP moven Contenu total en
P constitutive (2-10) (>10) v proanthocyanidines
mg/100 g (poids en matiére fraiche) mg/L (boissons)
Fruits
Aronia B C 52 116 542,6 663,7
Canneberge A B C 7,3 178 233,5 8,5 418,8
Myrtille B C 3,8 58 194,7 15,9 255,8
Prune A, B C 11,4 204,5 57,3 11,1 215,9
Cassis B C, GC 0,9 26,4 122,4 47,9 147,8
Fraise B Af, C 4,2 65 75,8 6,3 145
Pomme B C 6,6 16 30,4 101
Grain de raisin B C, GC 1 21,8 58,9 20,9 81,5
Péche B C 4,7 40,6 22 67,3
Poire B C 2 16,1 24,2 14,6 42,3
Framboise B Af, C 4,4 25,8 ND 2,7 30,2
Mdare B C 3,7 21,8 1,5 3,2 27
Nectarine B C 1,9 13,6 7,3 22,8
Abricot B C 2,8 12,1 0,8 15,6
Mangue B C 2,3 10,4 ND 12,8
Dates B C ND 10,7 ND 10,7
Cerise B C 4,2 14 ND 8,2
Avocat A B C 1 6,5 ND 3,2 7,4
Banane B C 0,2 3,8 ND 4
Kiwi B C 0,6 3 ND 3,7
Légumes
Courge indienne B C 1,6 11,3 3,5 16,4
Céréales et légumineuses
Sorgho B C 18 594,2 1307,3 8,4 1919,5
Féve de cacao B C 198,5 886,4 551 1635,9
Haricot pinto B Af, C 14,8 321,8 459,6 8,3 796,3
Haricot rouge B Af, C 21,9 278,5 263,4 6,7 563,8
Petit harico rouge B Af, C 10,6 117,5 252,9 12 456,6
Orge B C 11 63,2 ND 74,2
Pois aux yeux noirs B C 14 19,4 ND 33,3
Haricot noir B C 2,9 5,2 ND 8,1
Fruits a coques
Noisette B C, GC 9,8 168,4 322,4 14 500,7
Noix de pécan B C, GC 17,2 253,7 223 11,6 494,1
Pistache B C, GC 10,9 103,9 122,5 17,7 237,3
Amande B Af, C 7,8 96 80,3 12,7 184
Noix de noyer B C 6,9 40,3 20 16,2 67,3
Cacahuéete A B C 51 10,6 ND 3,2 15,6
Noix de cajou B C 6,7 2 ND 8,7
Boissons
Vin rouge B C, GC 20 184 110 5,2 31,3
Biere B C, GC 4 18 ND 2,1 2,3
Epices
Cannelle A B Af, C 23,9 5575,4 2508,8 6,5 8108,2
Curry A, B C ND 74,2 ND 3,7 74,2
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En ce qui concerne les oligoméres et polyméres de flavan-3-ols, les fruits, les céréales, les légumineuses
(haricots et féves de cacao par exemple), les fruits a coque (noisette par exemple) et certaines boissons
(vin, biére) sont les principales sources de proanthocyanidines (Tableau 2). Tandis qu’elles ne sont
retrouvées que dans seulement 5% des légumes et 13 % des épices (Gu et al. 2003). La teneur en
proanthocyanidines dans les aliments consommés varie fortement selon I'aliment considéré, certains
en sont riches (la cannelle, le sorgho et la feve de cacao), et d’autres pauvres (la banane, le kiwi et la
biere) (Tableau 2). Cependant, les méthodes d’analyses utilisées peuvent étre inappropriées pour
apprécier la composition en proanthocyanidines (Tarascou et al. 2010). Par exemple, une autre étude
montre que la banane est un aliment riche en proanthocyanidines (64 mg/100 g de matiére fraiche)

avec certains pouvant avoir des DP supérieurs a 100 (Hellstrom et al. 2009).

Les proanthocyanidines retrouvées dans I'alimentation sont majoritairement de type B. Cependant
des aliments tels que la canneberge, les cacahuétes et I'avocat, ainsi que deux épices, le curry et la
cannelle sont caractérisés par la présence d’'un mélange de proanthocyanidines de type B et de type A
(Tableau 2). Les proanthocyanidines de type A peuvent représenter jusqu’'a 84-90% des
proanthocyanidines totales dans le curry et la cannelle et 51-65% dans la canneberge et les

cacahuétes, ou alors moins de 12 % comme dans |'avocat (Gu et al. 2003).

Une étude réalisée sur une grande variété de fruits a coque, de céréales et de légumineuses a montré
gue la composition en diméres varie selon les aliments, avec par exemple les lentilles (légumineuse)
contenant majoritairement des procyanidines Bs et Bg alors que les amandes (fruit a coque) sont riches
en procyanidines B; et B,. En revanche, les procyanidines B, Bs et Bg sont tres peu retrouvées dans ces
aliments (Bittner et al. 2013). Les pépins de raisins sont composés majoritairement de procyanidines
de type B; a By, les procyanidines de type Bs a Bg étant minoritaires (Tableau 1) (Santos-Buelga et al.
1995). En ce qui concerne les procyanidines de type A, Appeldoorn et al (2009) ont montré que la
cacahuete, aprées extraction de la peau, contenait les diméres A; et A, représentant respectivement

6.9 et 2.1 % du poids sec total.

La catéchine et I'épicatéchine sont les monomeres les plus fréquemment retrouvés en tant qu’unités
constitutives des proanthocyanidines de type B et A, contribuant a 93,8 % des sous-unités totales (Gu
et al. 2003). Les procyanidines sont donc les formes les plus généralement présentes. Néanmoins, dans
certains aliments (cassis par exemple) les monoméres de gallocatéchine et d’épigallocatéchine
représentent 40,2 % des sous-unités totales. On peut également retrouver dans quelques aliments
(fraise et amande) des proanthocyanidines composés des monomeéres (épi)afzéléchine (un
groupement hydroxyle en moins sur le cycle B par rapport aux monomeres d’(épi)catéchines) (Tableau

2) (Gu et al. 2003).
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Les proanthocyanidines sont majoritairement retrouvées dans les aliments avec de hauts degrés de
polymérisation (DP>10), comme par exemple dans le cassis avec un DP moyen de 47,9 ou dans
I"amande avec un DP moyen de 12,7 (Tableau 2) (Gu et al. 2004). Parmi les baies (cassis, aronia), les
proanthocyanidines a haut DP peuvent représenter jusqu’a 82 % des proanthocyanidines totales (Prior
et Gu 2005). Néanmoins, certains aliments contiennent des proanthocyanidines a plus petit DP, tels
gue la framboise et la mlre qui ont respectivement des DP moyens de 2,7 et 3,2 (Tableau 2) (Gu et al.

2003).

En conclusion, les données de la littérature mettent en évidence un grand nombre d’aliments végétaux
qui contiennent des flavan-3-ols. Ces données montrent aussi que les teneurs totales en
proanthocyanidines sont extrémement variables d’un aliment a I'autre (de 2 a 8000 mg/100g de
matiére fraiche). Cependant, le contenu en flavan-3-ols (et en polyphénols de facon général) dans les
aliments peut varier d’'une étude a I'autre, dépendant de la méthode d’analyse utilisée ainsi que des
échantillons analysés (variété, stade de récolte, stockage, pratiques culturales, procédés de
transformation appliqués ou non). Sur le plan qualitatif, les flavan-3-ols sont tres divers tant du point
de vue de leur composition en unités constitutives, du type de liaisons interflavaniques (type B ou A),
ou du degré de polymérisation. Néanmoins les procyanidines de type B avec des DP élevés sont
fréquemment retrouvées quelle que soit I'origine botanique de I'aliment (fruits, céréales,
légumineuses etc). Au final, c’est la consommation d’un aliment, en quantité et en fréquence qui sera
déterminante. Par exemple la cannelle, qui est riche en flavan-3-ols sera relativement peu
consommée. D’autre part, certains aliments ne seront pas consommeés dans leur intégralité, tel que la
pomme qui est dans certains cas consommée sans la peau alors que celle-ci est une source importante
de procyanidines (165 mg/100g de matiére fraiche dans la peau, contre 36 mg/100g de matiére fraiche
dans la chair) (Tsao et al. 2003). Tous ces facteurs font qu’il est trés difficile d’estimer la consommation

exacte en flavan-3-ols d’un individu a I’échelle du repas ou de la journée.
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1.3.2. Consommation de flavan-3-ols dans la population humaine

Des études épidémiologiques basées sur des questionnaires alimentaires ont été réalisées a travers le
monde (Europe, Amérique du Nord, Asie) pour déterminer la consommation humaine en polyphénols,
et notamment en flavonoides et flavan-3-ols (Bo’ et al. 2019). Connaitre ces apports est déterminant
pour corréler d’éventuels bénéfices de la consommation de polyphénols et particulierement de flavan-

3-ols sur la santé humaine.

Il est communément admis que la consommation en polyphénols se situe autour d’un gramme par
jour et par personne (Scalbert et Williamson 2000). Cependant, de grandes variations existent selon
les études, I'origine géographique des cohortes d’individus étudiées étant un critere important. Bo’ et
al (2019) ont réalisé une méta-analyse comprenant 45 études publiées sur les dix derniéres années ou
la consommation en polyphénols a été mesurée en Europe, en Amérique du Nord et en Asie. D’aprés
leur étude, la consommation moyenne totale en polyphénols serait de 900 mg/jour/personne en
raison des apports en thé, café, vin rouge, fruits et légumes. Leur étude montre néanmoins de grandes
disparités dans les quantités de polyphénols consommeés entre les différentes zones géographiques.
Le Japon serait le pays a la plus forte consommation de polyphénols avec 1500 mg/jour/personne,
suivi des pays européens (900 mg/jour/personne) et nord-américains (800 mg/jour/personne). Une
hétérogénéité est également observée a travers les populations européennes ; la Pologne et la France
seraient les pays les plus gros consommateurs de polyphénols avec 1 g/jour/personne alors que
I’'Espagne serait le pays a la plus faible consommation avec seulement 300 mg/jour/personne.
Cependant, Bo’ et al (2019) montrent que les résultats en Europe divergent selon les études. Ainsi, une
autre étude épidémiologique montre que le Danemark et la Grece seraient respectivement les pays
les plus gros et les plus faibles consommateurs de polyphénols avec une consommation de 1786 et
744 mg/jour/personne. Le régime méditerranéen est souvent associé a une forte consommation en
polyphénols ; cependant les pays non-méditerranéens ont une consommation plus importante en
polyphénols en raison de la consommation importante de café qui est riche en acides phénoliques tel

que les dérivés d’acides caféiques (Bo’ et al. 2019).

Parmi les polyphénols, la classe des flavonoides est la plus consommée. L'étude HELENA (Healthy
Lifestyle in Europe by Nutrition in Adolescence) réalisée sur 2428 adolescents a travers neuf villes
européennes a permis de déterminer que la consommation en flavonoides est de 326
mg/jour/personne, correspondant a 75 - 76 % des polyphénols totaux consommés chez ces
adolescents (Wisnuwardani et al. 2018). Toujours en Europe, I'étude EPIC (European Prospective
Investigation into Cancer and Nutrition) réalisée sur une cohorte de 36037 adultes a montré que la

consommation de flavonoides était la plus importante chez les britanniques et les hommes du
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pourtour méditerranéen, les flavonoides représentant 49 a 62 % des polyphénols totaux ingérés
(Zamora-Ros et al. 2016). Les résultats de cette étude montrent des différences entre les hommes et
les femmes avec respectivement 492 et 546 mg de flavonoides consommés/jour/personne (Zamora-
Ros et al. 2016). En Pologne et en Australie, la consommation moyenne de flavonoides est élevée et
similaire de I’ordre de 600 mg/jour/personne. Par contre, la consommation de flavonoides serait trois
fois plus faible (200 mg/jour/personne) aux Etats-Unis, et dix fois plus faible en Asie (Chine et Corée
du sud : 60 mg/jour/personne) (Bo’ et al. 2019). Certaines bases de données utilisées pour estimer la
consommation en polyphénols manquent d’informations sur certains aliments consommeés (tel que le
thé), ce qui peut expliquer la faible consommation retrouvée dans ces deux pays asiatiques (Lee et al.

2013).

Les flavan-3-ols (monomeres et proanthocyanidines) sont les principaux flavonoides consommés
puisqu’ils représentent 64 % des apports en flavonoides totaux selon I’étude HELENA (Tableau 3). La
majorité des flavan-3-ols ingérés par les adolescents Européens de cette étude sont des
proanthocyanidines (Tableau 3) qui proviendraient de la consommation de poires, pommes et produits
chocolatés (Tableau 2) (Wisnuwardani et al. 2018). Il a été estimé chez la population américaine que
73,9 % des flavan-3-ols consommeés étaient sous la forme de proanthocyanidines avec un DP supérieur
a trois (Gu et al. 2004). L’étude NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey) réalisée
sur une cohorte de 8809 américains a également montré que les flavan-3-ols étaient la principale
source de flavonoides ingérés (82 % des flavonoides totaux) avec 156 mg/jour/personne (Bo’ et al.
2019). La plus forte consommation de flavan-3-ols a été observée chez les Kuna, peuple amérindien
vivant sur une fle des caraibes, et a été estimée a 1880 mg/jour/personne du fait d’une importante
consommation de cacao. Cette étude montre aussi une corrélation possible entre la consommation de
flavan-3-ols et la santé, point qui sera présenté ultérieurement (Bernatova 2018).

Tableau 3. Consommation en flavonoides et en flavan-3-ols par des adolescents européens (Etude
HELENA). Adapté de Wisnuwardani et al. (2018). MED = Méditerranéen.

Classes et sous-classes de polyphénols Pays MED (%) Pays Mon-MED (%)
Garcons Filles Garcons Filles
Flavonoides 75,9 74,6 76,1 76,4
Flavan-3-ols 48,6 47,7 51,8 54,3
Monomeares 3,4 4,3 5,6 7
Proanthocyanidines 33,5 36,7 38,7 40,6

La consommation de thé serait malgré tout un facteur déterminant dans les apports alimentaires en
flavan-3-ols (et flavonoides). L’étude EPIC réalisée chez les britanniques montre que le thé contribue

pour 51,3 % de I'apport total de flavan-3-ols (Knaze et al. 2012). L’étude NHANES a également mis en
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avant que les consommateurs de thé ingéraient 20 fois plus de flavonoides que les non
consommateurs, avec une contribution des flavan-3-ols de thé de 646 mg/jour/personne (Bo’ et al.
2019). Une étude réalisée sur 516 japonaises a montré que le thé représentait 98 % de la

consommation en flavan-3-ols (Otaki et al. 2009).

En conclusion, la population humaine consomme en moyenne 900 mg/jour/personne de polyphénols,
principalement sous la forme de flavonoides. Parmi cette classe, les flavan-3-ols sont les plus
consommés (64-82 % des flavonoides totaux), sous la forme de monoméres mais surtout de
proanthocyanidines. Une grande variabilité existe dans la quantité de flavan-3-ols consommés selon
les populations (156-1880 mg/jour/personne). La consommation de thé et de cacao, qui sont deux

aliments riches en flavan-3-ols, y contribue fortement.

1.3.3. Métabolisme « non microbien » des flavan-3-ols

1.3.3.1. Métabolisme de phase Il et cycle entéro-hépatique

Le métabolisme des polyphénols, et a fortiori des flavan-3-ols, est un processus complexe qui
commence deés l'ingestion des aliments. La premiére étape consiste en la libération des flavan-3-ols de
la matrice alimentaire pour les rendre bio-accessibles, elle commence au cours de la mastication
(Saura-Calixto et al. 2007; Bohn 2014). Ces derniers vont ensuite transiter dans I'estomac puis I'intestin
gréle. Une faible fraction des flavan-3-ols (moins de 20 %) va étre absorbée au niveau de 'intestin gréle

par diffusion passive et atteindre le foie via la veine porte.

Le foie est I’organe principal du métabolisme de phase Il qui consiste a conjuguer certaines molécules
comme les polyphénols sous forme aglycones ou les xénobiotiques avec des groupements tels que le
glucuronate, le sulfate ou le méthyle (Figure 6) (Kappas et Alvares 1975). Les dérivés glucuronylés,
sulfatés ou méthylés, aussi appelés métabolites conjugués, vont ensuite étre pris en charge par la bile
et étre sécrétés dans l'intestin gréle. Ce cheminement des flavan-3-ols de I'intestin gréle vers le foie
qui les conjugue pour étre ensuite redirigés vers l'intestin gréle s’appelle le cycle entéro-hépatique.
Malgré tout, une faible fraction des métabolites conjugués échappe a ce cycle et est véhiculée via la
circulation sanguine vers d’autres organes (cceur, cerveau) pour étre enfin sécrétés dans |'urine via les
reins. Le métabolisme de phase Il peut aussi avoir lieu au niveau de I’épithélium intestinal, et dans ce
cas, les métabolites conjugués sont directement relargués dans I'intestin gréle (pas de cycle entéro-
hépatique). Enfin, les flavan-3-ols non absorbés ou conjugués transitent de I'intestin gréle vers le c6lon
ou ils seront métabolisés par le microbiote intestinal. Le métabolisme microbien des flavan-3-ols est

traité dans le 2™ chapitre de cette étude bibliographique.

Le métabolisme de phase Il est un métabolisme qui a été tres étudié jusqu’a présent pour diverses

classes de polyphénols. Ces études ont contribué a I’acquisition de connaissances sur la biodisponibilité
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de ces composés. La biodisponibilité d’un constituant alimentaire tel qu’un polyphénol se caractérise
par la part quantitative de ce constituant qui, au cours du transit digestif, aura franchi I’épithélium
intestinal et atteint la circulation sanguine. Cette biodisponibilité peut s’avérer déterminante si le
constituant exerce une activité biologique d’intérét au niveau d’un organe ou de plusieurs organes
cibles (cf. 1.3.4). Nous allons voir que cette biodisponibilité est trés faible pour les flavan-3-ols

monomeres et oligomeéres sous leur forme native.
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Figure 6. Absorption, métabolisme et circulation des flavan-3-ols dans I'organisme. Les flavan-3-ols
alimentaires transitent dans l'intestin gréle. Une fraction de ces flavan-3-ols - principalement les
monomeres - est absorbée par les cellules de I’épithélium intestinal et rejoint le foie via la circulation
sanguine (veine porte). Une autre fraction est conjuguée (méthylation, sulfatation, glucuronylation) au
niveau de I'épithélium intestinal et excrétée dans la lumiere de I'intestin gréle. Les flavan-3-ols qui
atteignent le foie sont également conjugués puis distribués via la circulation sanguine vers différents
organes pour étre finalement excrété dans 'urine. Le foie peut également sécréter les flavan-3-ols
conjugués via la bile au niveau de 'intestin gréle. Les flavan-3-ols non absorbés et conjugués présents
dans la lumiére intestinale transitent ensuite vers le colon.

1.3.3.2. Biodisponibilité des flavan-3-ols

Pour rappel, en nutrition, la biodisponibilité est la proportion d’'une molécule ingérée (nutriment,
micro-constituant etc.) qui passe dans le sang et la circulation générale alors que la bioaccessibilité est
la proportion qui est libérée de la matrice alimentaire dans le tractus digestif (par la mastication par
exemple) et qui devient disponible a I'absorption. La biodisponibilité d’'une molécule dépend donc de
sa bioaccessibilité mais aussi d’autres facteurs comme les capacités absorptives de I’épithélium
intestinal.

Des études in vivo réalisées chez des patients ayant subi une iléostomie (acte chirurgical qui relie

I'iléon, partie distale de I'intestin gréle, vers I’extérieur avec dispositif de collecte) ont montré que la
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majeure partie des monomeres de flavan-3-ols ingérés était peu absorbé. Stalmach et al (2010) ont
montré que jusqu’a 69 % des flavan-3-ols (thé vert) ingérés pouvait se retrouver dans le fluide iléal,
sous leur forme native (33 a 43 %) ou conjuguée (37 % ; méthylée, glucuronylée ou sulfatée) (Auger et
al. 2008; Stalmach et al. 2010). Les monomeéres de flavan-3-ols possédant un résidu gallate ne sont ni
absorbés ni conjugués (Auger et al. 2008; Stalmach et al. 2010). D’aprés les taux de métabolites
conjugués retrouvés dans l'urine, seule une petite fraction des flavan-3-ols totaux consommeés (6,8 —
9,3 %) serait finalement absorbée (Auger et al. 2008; Stalmach et al. 2010). L’absorption n’est pas
similaire entre les différents monomeres. Les monomeres d’(épi)catéchine sont plus absorbés que les
monomeres d’(épi)gallocatéchine. Ainsi, 47 % des premiers se retrouvent dans I'urine sous leur forme
conjuguée et seulement 26 % des seconds (Auger et al. 2008). Une étude a montré qu’apres la
supplémentation de 60 mg de (-)-épicatéchine radiomarquée au *C, 20 % de la (-)-épicatéchine
ingérée a été retrouvée dans l'urine sous les formes sulfatées, méthylées et glucuronylées (Ottaviani
et al. 2016).

En ce qui concerne les procyanidines, proanthocyanidines les plus fréquemment retrouvées dans
I’alimentation, I'absorption au niveau de l'intestin gréle est bien inférieure a celle des monomeres.
Une étude comparant la concentration en dimere B; et en (-)-épicatéchine dans le plasma de cing
individus apres la consommation de cacao a montré que les dimeéres représentaient moins de 1 % du
total des flavan-3-ols absorbés et que leur concentration était 20 fois inférieure a celle de Ia
(-)-épicatéchine (Holt et al. 2002). Une autre étude réalisée chez des individus ayant subi une
iléostomie a montré que plus de 90 % des procyanidines de jus de pomme (DP moyen de 5,4) n’étaient
pas absorbées (Kahle et al. 2007). Ces résultats obtenus chez 'Homme ont aussi été mis en évidence
chez le rat ou seulement 0,34 % de la dose ingérée en procyanidines B, a été retrouvée dans l'urine
18 heures apres l'ingestion (Baba et al. 2002). De plus, chez des rats canulés au niveau de l'intestin
gréle, il a été montré que les diméres de type A étaient 10 a 20 fois moins absorbés que le monomere
d’(-)-épicatéchine, les trimére de type A n’étant pas absorbés du tout (Appeldoorn et al. 2009).

En termes de cinétique d’absorption chez I’'Homme, les flavan-3-ols natifs (monomeéres et diméres de
procyanidines) et leurs métabolites (conjugués) sont rapidement identifiés dans le plasma. lls
atteignent un pic de concentration une a deux heures apreés ingestion (Holt et al. 2002; Ottaviani 2011;
Ottaviani et al. 2012; 2016).

En termes de concentration des métabolites conjugués retrouvés dans le sang, les résultats varient
selon les études qui elles-mémes varient sur la nature et la quantité de flavan-3-ols ingérés.
Néanmoins, la concentration en métabolites de la (-)-épicatéchine retrouvée dans le plasma est
extrémement faible et avoisine 1 UM pour 60 mg ingéré (Ottaviani et al. 2016). Elle est 100 fois moins

importante pour les diméres B, dont la concentration dans le plasma se situerait entre 4 et 40 nM
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apres ingestion de procyanidines (Holt et al. 2002; Ottaviani et al. 2012). Les flavan-3-ols absorbés sont
ensuite distribués aux organes du corps via la circulation sanguine, ils ont notamment pu étre détectés
chez le rat dans différents organes, tels que le foie, les reins, la rate, le cerveau et le tissu adipeux (Abd
el Mohsen et al. 2002; Margalef et al. 2015; Wu et al. 2017).

En conclusion, les monomeéres de flavan-3-ols ((épi)catéchine et (épi)gallocatéchine) sont reconnus
comme étant peu biodisponibles mais ils sont beaucoup plus biodisponibles que les monomeres
galloylés ou les procyanidines. La majorité des flavan-3-ols ingérés reste dans I'intestin gréle sous leur
forme native ou conjuguée. Les formes conjuguées proviendraient du métabolisme de phase Il exercé
par les cellules intestinales, comme cela a pu étre observé in vitro avec des cellules Caco-2 (Rodriguez-
Mateos et al. 2014) et de I’excrétion via la bile (recirculation entéro-hépatique) apres leur
métabolisation par les cellules hépatiques (Das et Sothy 1971; Actis-Goretta et al. 2013).

1.3.4. Effets santé des flavan-3-ols

Depuis des décennies, les polyphénols font I'objets de recherches intensives dans le monde, en
particulier pour mettre en évidence leurs effets bénéfiques en santé humaine. Pendant la derniere
décennie (2009-2019), presque 5000 articles associant « polyphénol » et « santé » ont été publiés
(Favari et al. 2020).

Une méta-analyse s’appuyant sur 46 études associant la consommation en polyphénols et leur impact
sur différentes pathologies telles que le diabéte ou les maladies cardiovasculaires a mis en évidence
gu’il existait un effet protecteur des polyphénols contre ces pathologies (Bo’ et al. 2019). Les flavan-3-
ols participeraient pour une grande part a cet effet puisque ce sont les flavonoides les plus consommés
(cf. section 1.3.2). Malgré ces nombreuses études, il n’existe a ce jour qu’une seule allégation qui
associe la consommation de flavan-3-ols a des bénéfices santé et qui a été délivrée par I'autorité
européenne de sécurité des aliments (EFSA), organisme qui évalue et donne des recommandations sur
les aliments consommés. Cette allégation indique que la consommation de flavan-3-ols du cacao
permettrait de réduire les risques cardio-vasculaires (EFSA, 2014).

La consommation d’aliments riches en flavan-3-ols serait bénéfique pour les individus souffrant de
pathologies liées aux maladies cardio-vasculaires. Des personnes souffrant d’une insuffisance
cardiague ont vu leur capacité vasculaire s’améliorer aprés quatre semaines de consommation de
chocolat (Flammer et al. 2012), ce qui a pu également étre observé chez des patients diabétiques apres
la consommation ponctuelle ou journaliere de chocolat, aliment riche en flavan-3-ols (Balzer et al.
2008). Des fumeurs ont vu leur capacité vasculaire s’améliorer deux heures aprées la consommation
d’environ 180 mg de flavan-3-ols (Heiss et al. 2005). De plus, la consommation de 1052 mg/jour de
flavan-3-ols issus de cacao favoriserait une baisse de la pression artérielle chez des personnes souffrant

d’hypertension (Davison et al. 2010), résultat qui a pu également étre observé aprés supplémentation
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en proanthocyanidines (Ren et al. 2021). De méme, plusieurs méta-analyses ont montré qu’augmenter
sa consommation en thé permettait de réduire 'incidence d’'un accident vasculaire cérébral, en
particulier ischémique (Shen et al. 2012), de réduire de 10 % le risque de développer une maladie des
artéres coronaires (athérosclérose) (Wang et al. 2011) et d’augmenter de 40 % la fonction endothéliale
de I'artére brachiale (Ras et al. 2011). A I'inverse, une étude n’a montré aucun bénéfice santé lié¢ a la
consommation de flavan-3-ols. Aprés consommation de capsules contenant 1 a 2 g de flavan-3-ols
issus d’extraits de cacao, chaque jour durant deux semaines par une trentaine d’individus, aucun
changement de la pression artérielle ni de la fonction plaquettaire n’a pu étre observé. Une explication
possible a cette absence d’effets serait que cette étude a été réalisée sur des individus sains ne
présentant aucun trouble de leurs fonctions cardio-vasculaires (Ottaviani et al. 2015).

Les flavan-3-ols auraient donc la capacité de prévenir voire restaurer certaines fonctions cardio-
vasculaires dans le cas ou ces capacités seraient affectées par certaines pathologies.

Comme nous avons pu le voir précédemment, les flavan-3-ols peuvent atteindre le cerveau (Schaffer
et Halliwell, 2012) ; cet état de fait interroge sur un éventuel effet des flavan-3-ols sur les capacités
cognitives. De nombreuses études et revues montrent que les flavan-3-ols préviendraient I'apparition
de certaines maladies neurologiques comme la maladie d’Alzheimer (Meng et al. 2010; Nehlig 2013;
Xicota et al. 2016; Chen et al. 2019). Une étude sur des personnes agées ayant consommée pendant
trois mois des flavan-3-ols de cacao a montré qu’une consommation importante en flavan-3-ols (900
mg/jour) améliorait de facon significative la fonction du gyrus denté de I’hippocampe, qui est impliqué
dans la mémorisation spatiale, en réponse a une augmentation du volume sanguin au niveau du
cerveau, par comparaison a des individus qui en consommaient peu (45 mg/jour) (Brickman et al.
2014). Une méta-analyse s’appuyant sur onze études réalisées sur des enfants et de jeunes adultes a
montré que la consommation de flavan-3-ols issus de cacao s’accompagnait d’effets positifs sur les
capacités cognitives. Elle a permis a court-terme d’augmenter le flux sanguin et I'oxygénation au
niveau du cerveau, et a long-terme de stimuler les capacités cognitives telles que I'apprentissage de la
parole, la mémorisation et I'attention (Martin et al. 2020).

En termes de mécanismes d’action, les effets positifs observés seraient dus aux différentes propriétés
associées aux flavan-3-ols, telles que leurs activités antioxydantes (Miura et al. 1994; Nanjo et al. 1996;
Villafio et al. 2007; lacopini et al. 2008), anti-inflammatoires (Noreen et al. 1998; Lu et al. 2003; Jung
et al. 2009; Tai et al. 2011). Les flavan-3-ols sont également connus pour leurs effets anti-cancers
(Ichikawa et al. 2018; Sei-ichi et al. 2019; Kawahara et al. 2019).

Egalement, la consommation de canneberges qui est un fruit riche en procyanidines (type B et A)
permettrait de réduire les infections urinaires, tel que les infections a UPEC (Uro-pathogénic

Escherichia coli) et Candida albicans en réduisant I'adhésion des bactéries et la formation de biofilms
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(Foo et al. 2000; Howell et al. 2005; Rane et al. 2014; Vostalova et al. 2015). Un des mécanismes
d’action avancé dans la réduction des infections a UPEC serait la liaison des procyanidines de type A
aux pili de ces pathogenes inhibant ainsi leur adhésion aux cellules épithéliales de la vessie (Ribic¢ et al.
2018).

Pour conclure, de nombreuses études ont associé la consommation de flavan-3-ols a la prévention de
pathologies cardio-vasculaires et neurologiques. Nous avons vu que la biodisponibilité des flavan-3-ols
alimentaires, critere essentiel pour bénéficier des effets santé cités ci-dessus, est faible et concerne
surtout les flavan-3-ols monomeres. Sachant que la majorité des flavan-3-ols (précurseurs ou
conjugués), migrent dans le tractus-digestif et atteignent le célon qui héberge une population dense
et diversifiée de micro-organismes, nous allons maintenant voir dans quelle mesure le c6lon et son

microbiote peuvent jouer un rdle dans la bio-activité des flavan-3-ols.
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2. Chapitre 2 : Microbiote intestinal humain et impact des flavan-3-ols sur sa composition
2.1. Généralités sur le microbiote du tractus gastro-intestinal humain
Le tractus gastro-intestinal est habité par une communauté complexe de micro-organismes (virus,
bactéries, archées, levures) que I'on appelle aujourd’hui « microbiote ». De par les différentes
caractéristiques physico-chimiques retrouvées le long du tractus gastro-intestinal composé de
I’estomac, de l'intestin gréle et du c6lon, le microbiote devient de plus en plus abondant et diversifié
au fur et a mesure que l'on atteint les parties distales du tractus (Figure 7). De plus, les propriétés
physico-chimiques de chaque organe influent sur la composition du microbiote quiy réside (Clarke et
al. 2019). Au niveau de I'estomac, le pH tres acide (pH 1-3 a jeun) limite fortement la croissance
bactérienne, qui résulte en un microbiote peu abondant et dominé par des bactéries acido-tolérantes
(Figure 7). Au niveau du duodénum, qui est la partie proximale de l'intestin gréle, les sécrétions
pancréatiques et biliaires qui s’y déversent vont aussi exercer une activité anti-microbienne (Figure 7).
La vitesse de transit trés rapide dans l'intestin gréle (3-5 h) est également un facteur limitant de la
croissance bactérienne dans ce compartiment. Les bactéries présentes dans la lumiére intestinale vont
étre éluées et seules les bactéries adhérentes au mucus de surface de I'épithélium intestinal vont
pouvoir se maintenir et croitre. De plus, les taux d’oxygéne relativement élevés dans ce compartiment
du fait des échanges absorptifs au travers de la paroi intestinale avec les vaisseaux sanguins (riches en
oxygeéne) vont favoriser la croissance de micro-organismes aéro-tolérants ou anaérobies facultatifs.
Enfin, au niveau du célon, compartiment digestif plus dédié a I'absorption d’eau qu’a I'absorption de
nutriments, le temps de transit est beaucoup plus lent (24 h — 48 h) favorisant la croissance
bactérienne. Tout au long de I'intestin gréle jusqu’au célon, un gradient inverse de pH et de teneur en
oxygene va s’établir pour atteindre un pH proche de la neutralité et une pression partielle en oxygéne
treés faible (anaérobiose) dans le célon. Ainsi le microbiote du colon est essentiellement composé de
micro-organismes anaérobies stricts. Le colon est un haut lieu de fermentation microbienne des
nutriments alimentaires qui n’ont pas été absorbés en amont, mais aussi de nutriments endogénes
(mucus par exemple) (Flint et al. 2012) (Figure 7). L’alimentation est donc un facteur tres influent sur
la composition du microbiote intestinal méme si d’autres facteurs (génétique de I’'hbte, hygiéne,

médication, stress, etc.) jouent également un role (Aziz et al. 2013).
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Figure 7. Distribution et organisation du microbiote intestinal a travers le tractus gastro-intestinal.
Adapté de Clarke et al. (2019).

2.2. Composition du microbiote intestinal
On estime que le colon dans sa globalité contient plus de 1013* bactéries. Ces bactéries sont trés
diverses sur le plan taxonomique puisque plus de 1500 espéces bactériennes ont pu étre isolées a ce
jour a partir de larges cohortes d’individus (Lagier et al. 2016). Comme mentionné plus haut, le colon
est également composé d’archées méthanogénes, de micro-organismes eucaryotes (levures) et de
virus (bactériophages) (Arumugam et al. 2011; Lozupone et al. 2012). En 2007-2008, des programmes
de recherches de grande envergure portant sur des cohortes de plusieurs dizaines, voire plusieurs
centaines d’individus, ont été initiés en Europe (MetaHIT, ELDERMET) et aux USA (HMP) dans le but de
mieux caractériser le microbiote intestinal. Chez un individu adulte sain, le microbiote intestinal est
principalement composé de bactéries appartenant aux phyla des Firmicutes et des Bacteroidetes qui
sont majoritaires, respectivement représentés par une forte proportion de bactéries du genre
Bacteroides et Faecalibacterium/Roseburia (Figure 8). On trouve ensuite des bactéries qui font partie
de phyla minoritaires tels que les Actinobacteria, Proteobacteria et Verrucomicrobia (Figure 8)

(Tremaroli et Backhed 2012; Lozupone et al. 2012).
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Une étude réalisée sur une cohorte en Europe a montré que le microbiote de chaque individu serait
composé de 100 a 200 especes bactériennes, et bien qu’il y ait des différences interindividuelles
significatives, certaines especes sont constamment présentes chez plus de 90 % des individus. Ces
especes, au nombre de 57, constitueraient donc un noyau commun a tous les individus (Qin et al.
2010). Ce noyau est constitué en majorité par des Firmicutes (genres Ruminococcus, Faecalibacterium,
Roseburia par exemple) et des Bacteroidetes (genres Bacteroides, Parabacteroides, Alistipe par
exemple) (Figure 8). Il faut noter que les espéces bactériennes mises en évidence dans ce noyau
commun par méthode moléculaire ont toutes des représentants cultivés. Ceci souligne la
complémentarité des approches moléculaires et culturales pour la caractérisation d’un écosysteme

microbien extrémement complexe.
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Figure 8. Composition du microbiote intestinal humain. Adapté de Arumugam et al. (2011).

2.2.1. Microbiote intestinal et évolution avec I’age
Le microbiote intestinal s'implante a la naissance des les premiers contacts avec les microbiotes
(vaginal, fécal, buccal, etc...) de la meére. Dans les premiéres années de vie, le microbiote est trés peu
diversifié et dominé par les familles Bifidobacterium et Enterobacteriaceae avec des différences
notables selon le mode d’accouchement (voie basse versus césarienne) et d’allaitement (maternel
versus artificiel) (Quercia et al. 2014). La composition du microbiote évolue ensuite par contact avec
I’environnement et lors du passage a une alimentation solide et variée. Le microbiote atteint un état
mature et stable avec une composition similaire a celle d’un adulte a I’dge de 3 ans (Quercia et al.
2014; Voreades et al. 2014). Chez les personnes agées, la composition du microbiote intestinal va se

modifier avec, une diminution de la diversité bactérienne, une augmentation des Bacteroidetes au

30



Etude bibliographique
Chapitre 2 : Microbiote intestinal humain et impact des flavan-3-ols sur sa composition

détriment des Firmicutes, une augmentation des Enterobacteriaceae et une diminution des

Bifidobacteriaceae (Duncan et Flint 2013; Quercia et al. 2014).

2.2.2. Microbiote intestinal, entérotypes et régime alimentaire
En 2011, le séquencage métagénomique du microbiote intestinal de 39 individus a mis en évidence
que nous pouvions stratifier la population en trois groupes, nommés « entérotype » A, B et C (Figure
9) (Arumugam et al. 2011). La classification de ces entérotypes est basée sur la dominance de trois
genres bactériens : Bacteroides, Prevotella et Ruminococcus (Figure 9). Il faut néanmoins préciser que
cette classification et I'existence de I’entérotype C (Ruminococcus) sont encore sujets a controverse a

travers la communauté scientifique (Cheng et Ning 2019).

Un aspect intéressant de cette classification a été révélé par Wu et al. (2011) qui ont montré sur une
cohorte de 98 individus sains, que I'entérotype était fortement corrélé au régime alimentaire sur le
long terme. L'entérotype Bacteroides serait associé a un régime riche en protéines et graisses animales
alors que l'entérotype Prevotella serait associé a un régime riche en glucides et fibres. Ainsi,
I’entérotype Prevotella serait plus fréguemment retrouvé chez les individus végétariens (Wu et al.
2011; Moraes et al. 2017). On le trouve également chez des Africains du Burkina Fasso dont le régime
est a base de farines de millet, sorgho, et de légumes locaux, et est trés pauvre en lipides et protéines

animales (De Filippo et al. 2010).

Wu et al. (2011) ont aussi montré qu’un changement de régime pendant 10 jours ne suffit pas a
changer d’entérotype. Ces résultats ont été confirmés par une étude sur |'effet a court terme (5 jours)
d’un régime riche en fibres ou en protéines animales sur le microbiote. Cette étude a montré que les
deux régimes altéraient le microbiote de maniere transitoire et réversible, et que le régime
« protéines » stimulait certaines especes susceptibles de déclencher des pathologies digestives
inflammatoires. Enfin, une étude plus récente réalisée par Liu et al. (2019) sur dix individus chinois a
montré qu’aprés six mois de changement du régime alimentaire, les entérotypes sont revenus a leur

état initial en un mois a partir du moment ou ces individus ont repris leurs habitudes alimentaires.

Ce concept d’entérotype reste cependant source d’interrogations. En effet, on peut se demander si un
entérotype particulier peut constituer un facteur de prédisposition a développer une pathologie. A ce
jour, la communauté scientifique n’a pas encore de réponse. Les recherches se poursuivent afin de

mieux comprendre le lien entre régime alimentaire, entérotype et santé.

31



Etude bibliographique
Chapitre 2 : Microbiote intestinal humain et impact des flavan-3-ols sur sa composition

Bacteroides Prevotella Ruminococcus
o —-'— -]
_ 0.5] 03| 0.06]
L
@ .04
2 os] [ o2 e '
3
c N 1
-g o T OL 00%
< 0.1 E i 8 —
— I 2 001 == NN
T T ¥ T T T T T T
A B C A B C A B C
Enterotype Enterotype Enterotype

Figure 9. Trois enterotypes distincts dans la population humaine. Adapté de Arumugam et al. (2011).
Les enterotypes A (vert), B (rouge) et C (bleu) se caractérisent respectivement par une abondance
relative supérieure au sein du microbiote des genres Bacteroides, Prevotella et Ruminococcus.

2.2.3. Microbiote intestinal, dysbioses et pathologies
La composition du microbiote est tres souvent perturbée de maniére irréversible chez les individus
malades. Ces déséquilibres marqués du microbiote intestinal (appelés dysbioses, par opposition a
eubiose = équilibre) ont été observés dans de nombreuses pathologies digestives (syndrome de
I'intestin irritable, maladie de Crohn, cancer colorectal etc) ou extra-digestives (obésité, diabéte de
type 2, polyarthrite rhumatoide, Parkinson, etc) (Flint et al. 2012; Zhang et al. 2015; Gagniere 2016;
Nishiwaki et al. 2020). Ces dysbioses se caractérisent trés souvent par une diminution de la diversité
bactérienne, une augmentation des Proteobacteria et en particulier la famille des Enterobacteriaceae
(Baumgart et al. 2007; Winter et Baumler 2014). Il faut cependant noter que ce ne sont souvent que
des corrélations et que peu d’études ont fait la preuve de cause a effet (Crouzet et al. 2013). De plus,
du fait que le microbiote remplit plusieurs fonctions au profit de son hote, une dysbiose intestinale
peut déclencher des dysfonctionnements métaboliques (Chassard et al. 2012) ou s’accompagner de la
prolifération de bactéries pathogenes telles que Clostridium difficile, qui déclenche des diarrhées
chroniques tres difficiles a traiter (Theriot et Young 2015). En cas d’infections bactériennes, la prise
d’antibiotiques est le plus souvent préconisée. Plusieurs études ont montré que la composition du
microbiote peut étre perturbée de maniére transitoire par la prise d’antibiotiques (Dethlefsen et
Relman 2011) mais en général le microbiote revient a son état d’équilibre (Wu et al. 2011; Brown et
al. 2012). Par contre, la prise d’antibiotiques de maniere trop rapprochée et sur des durées

importantes peut déclencher une dysbiose (Dethlefsen et Relman 2011).

Tres récemment, I’étude de la composition du microbiote chez des individus présentant des maladies
inflammatoires a permis d’identifier un nouvel entérotype, appelé « Bact2 », qui serait associé a une
dysbiose. Cet entérotype se caractérise par une forte abondance en Bacteroides, une faible abondance
en Faecalibacterium et une faible densité microbienne (Vieira-Silva et al. 2019). Ce nouvel entérotype
serait prévalent chez 13 % de la population ; il serait retrouvé chez 38 % des individus souffrant d’'une

colite ulcéreuse et jusqu’a 78 % chez les individus souffrant du syndrome de I'intestin irritable (Vieira-
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Silva et al. 2019). Vieira-Silva et al (2020) ont montré sur une cohorte de 782 individus, que I'entérotype
Bact2 était retrouvé chez 18 % des personnes obéses (indice de masse corporel (IMC) = 30), contre 4 %
chez les personnes minces ou en léger surpoids (IMC < 30). L'entérotype Bact2 serait donc associé a
I’obésité, aux maladies cardiovasculaires et a une inflammation chronique a bas bruit (Vieira-Silva et

al. 2020).

2.3. Fonctions métaboliques du microbiote intestinal humain
Le microbiote intestinal humain posséde un répertoire de génes uniques (3,36.10° génes) qui serait
plus de 100 fois supérieur au génome humain (25 000 génes) (Qin et al. 2010; Li et al. 2014; Cheng et
Ning 2019). L’'ensemble de ces genes assure de nombreuses fonctions essentielles a I’homéostasie de
I'h6te telles que le métabolisme de différents substrats (alimentaires ou endogenes), le
développement et la maturation du systéme immunitaire ou encore la protection contre des agents
pathogenes (Figure 8) (Kamada et al. 2013; Thursby et Juge 2017). Dans cette partie, nous nous
intéresserons uniquement aux capacités de dégradation des substrats alimentaires non digérés dans

la partie haute du tractus.

Fermentation des polysaccharides complexes,
synthése et transformation de composés actifs

Prévention contre I'infection

Maturation
du systéeme immunitaire par des pathogénes

Microbiote intestinal

&

Role dans ’lhoméostasie énergétique,
I'adiposité et donc l'obésité

Figure 10. Principales fonctions du microbiote intestinal de 'Homme.

Une des fonctions majeures du microbiote intestinal est la dégradation des fibres alimentaires
retrouvées dans les céréales, les fruits et les légumes. Ces fibres sont des glucides plus ou moins
complexes (cellulose, hémicelluloses, pectines, amidon résistant) pour lesquels I’'Homme ne dispose
pas des enzymes nécessaires a leur dégradation (Rajili¢-Stojanovi¢ et al. 2013). La dégradation
anaérobie de ces substrats est un processus complexe faisant intervenir plusieurs especes
bactériennes et archées interagissant entre elles pour former une chaine trophique. Les premiers

acteurs de cette chaine sont des bactéries fibrolytiques possédant des enzymes permettant de
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transformer les polysaccharides en composés plus simples (oses, oligosides...). Les especes impliquées
dans ce processus appartiennent principalement aux genres Bacteroides, Bifidobacterium,
Ruminococcus et Roseburia (Gérard et Bernalier-Donadille 2007). Les bactéries fermentaires
convertissent ensuite ces produits de dégradation en pyruvate principalement par la voie de la
glycolyse. Celui-ci est finalement métabolisé pour former des gaz comme I’hydrogene, le dioxyde de
carbone et parfois du méthane, ainsi que des acides gras a chaine courte (AGCC) dont les principaux
sont I'acétate, le propionate et le butyrate (Rajili¢-Stojanovi¢ et al. 2013). Les AGCC représentent une
source énergétique importante pour I’hote et ont des effets santé reconnus (effets anti-inflammatoire,
anti-cancer, anti-obésité) (Arora et al. 2011; Hosseini et al. 2011; Flint et al. 2012).

Les bactéries du microbiote colique interviennent également dans le métabolisme des protéines qui
représentent leur principale source d’azote avec 6 a 18 g atteignant le c6lon chaque jour (Gérard et
Bernalier-Donadille 2007). Tout comme pour les glucides, la dégradation des protéines nécessite
I'intervention de plusieurs espéces bactériennes possédant une activité protéolytique comme les
genres Bacteroides, Clostridium, Propionibacterium, Fusobacterium, Streptococcus ou encore
Lactobacillus (Bernalier-Donadille 2010). Ceci conduit a la libération de peptides et d’acides aminés qui
servent de source d’énergie pour des bactéries incapables de fermenter les glucides comme certaines
espéces appartenant aux genres Veillonella, Peptococcus, Fusobacterium, Acidaminococcus, etc.
(Bernalier-Donadille 2010). Les acides aminés peuvent également étre fermentés pour produire des
AGCC dont I'acétate, le propionate et le butyrate. Cependant, la dégradation des protéines conduit
aussi a la production de composés pouvant étre toxiques pour I’"héte comme I'ammoniaque, des
phénols, des indoles ou des amines (Gérard et Bernalier-Donadille 2007).

Enfin, le microbiote intestinal participe également au métabolisme des acides gras. La quantité de
lipide atteignant le c6lon est estimée entre 4 et 8 g par jour auxquels s’ajoute ceux d’origine
bactérienne et ceux provenant de la desquamation des colonocytes (Gérard et Bernalier-Donadille
2007). En fonction de leur structure, les acides gras présents dans le cOlon subissent diverses
transformations (oxydation, réduction, hydrolyse ...). Le cholestérol est métabolisé via le cycle entéro-
hépatique des acides biliaires. Dans le foie, il est transformé en acides biliaires qui sont ensuite
conjugués a des molécules de taurine ou de glycine avant d’étre sécrétés dans la bile et de rejoindre
I'intestin ou ils sont réabsorbés au niveau de l'iléon terminal. Cependant 5 a 10 % d’entre eux
atteignent le colon et subissent des réactions de déconjugaison par des bactéries appartenant aux
genres Bacteroides, Eubacterium et Clostridium (Nicholson et al. 2012). Ces acides biliaires
déconjugués sont ensuite métabolisés pour donner des acides biliaires secondaires (les primaires
désignant ceux synthétisés par le foie) (Gérard et Bernalier-Donadille 2007).

Le microbiote intestinal joue donc un réle majeur dans le métabolisme de nombreux nutriments

conduisant a la production de métabolites bénéfiques et parfois déléteres pour la santé de I’h6te. En
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plus des glucides, des lipides et des protéines, les bactéries du colon sont également capables de
métaboliser d’autres composés présentant également des bienfaits pour 'Homme. Les polyphénols
font partie de ces composés.
2.4. Impact des flavan-3-ols sur la composition du microbiote intestinal

Ces cing dernieres années, quelques revues ont fait le point sur I'impact d’'un grand nombre de
polyphénols sur la composition du microbiote intestinal et suggérent que les polyphénols ont un effet
prébiotique ainsi qu’un effet anti-microbien (Valdés et al. 2015; Tomds-Barberan et al. 2016; Espin et
al. 2017; Loo et al. 2020). Malheureusement, peu de données sont disponibles concernant I'effet
spécifique des flavan-3-ols puisque les études sont rarement réalisées avec des flavan-3-ols purifiés.
Elles utilisent le plus souvent des aliments riches en flavan-3-ols pouvant contenir d’autres constituants
alimentaires, comme par exemple les fibres qui sont reconnues pour leurs effets prébiotiques (Le

Bourvellec et al. 2019).

En 2017, la définition d’un prébiotique a été revue par des chercheurs experts dans le domaine (Gibson
et al. 2017) et est la suivante : un prébiotique est un substrat qui est sélectivement utilisé par des
micro-organismes de I'h6te et qui apportent un bénéfice pour la santé. Le fait de spécifier qu’un
prébiotique est un « substrat » implique donc que celui-ci doit étre métabolisé par les micro-
organismes. Les effets santé recherchés concernent non seulement le tractus gastro-intestinal (par
exemple, inhibition des agents pathogénes, stimulation immunitaire), mais aussi le cardiométabolisme
(par exemple, réduction des taux de lipides sanguins ou de l'insulino-résistance), la santé mentale (par
exemple, métabolites qui influencent la fonction cérébrale, I'énergie et la cognition), la santé osseuse
(par exemple, la biodisponibilité minérale) et bien d’autres. Les bactéries susceptibles de conférer de
tels effets santé ne sont plus aujourd’hui limitées aux genres Bifidobacterium et Lactobacillus mais
incluent d’autres genres potentiellement bénéfiques i.e. Roseburia, Eubacterium, Faecalibacterium,

Akkermansia (Zhou 2017; Chung et al. 2017; Tamanai-Shacoori et al. 2017).
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Figure 11. Nouvelle définition d’un « prébiotique » par opposition a un « non-prébiotique » selon
Gibson et al. (2017). Les prébiotiques doivent étre utilisés de facon sélective et avoir un effet
bénéfique démontré sur la santé de I’hote. Les prébiotiques alimentaires ne doivent pas étre dégradés
par les enzymes de I’hote. CLA : acide linoléique conjugué ; PUFA : acides gras polyinsaturés ; FOS :
fructo-oligosaccharides ; GOS : galacto-oligosaccharides ; MOS : manno-oligosaccharides ; XOS : xylo-
oligosaccharides.

Du fait que certains polyphénols sont métabolisés par le microbiote intestinal (Valdés et al. 2015;
Tomads-Barberan et al. 2016; Espin et al. 2017; Loo et al. 2020), ils deviennent donc des prébiotiques
potentiels (Gibson et al. 2017). La revue de Loo et al. (2020) fait le bilan des effets des flavan-3-ols sur
le microbiote intestinal obtenus par des approches in vitro en cultures pures ou en fermenteurs, et in
vivo dans le cadre d’interventions nutritionnelles chez I’'Homme ou chez des rongeurs. Les études in
vivo ont essentiellement été réalisées avec des boissons ou extraits riches en flavan-3-ols comme le
thé (vert, noir etc.). Les résultats sont trés variables en fonction des flavan-3-ols testés (purs, mélanges,
extraits, boissons), des doses administrées, de la durée de I'intervention et des méthodes utilisées
pour quantifier les micro-organismes. Ainsi, pour I'instant I’effet prébiotique des flavan-3-ols n’est pas
vraiment démontré. Seules deux études réalisées en fermenteur avec du microbiote fécal suggerent
que les monomeéres de flavan-3-ols ont un effet prébiotiques du fait d’une augmentation de
Bifidobacterium spp., du groupe Eubacterium rectale et du groupe Lactobacillus/Enterococcus (Tzounis
et al. 2008; Zhang et al. 2013). Une étude réalisée chez ’'Homme montre que la consommation
journaliere de thé vert pendant dix jours est associée a une augmentation de Bifidobacterium spp. (Jin
et al. 2012). Enfin, une étude interventionnelle chez le rat montre que la consommation d’extraits de
canneberges (riches en proanthocyanidines de type A) pendant 8 semaines induit une augmentation
de Akkermansia spp. (Anhé et al. 2015). D’autres études sont nécessaires afin de valider ces effets
prébiotiques et de comprendre par quels mécanismes les flavan-3-ols les induisent. En effet, au sein

d’une communauté complexe de micro-organismes en interactions (compétition etc), la croissance de
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certaines bactéries bénéfiques pourrait étre simplement due au fait que les flavan-3-ols inhibent la
croissance d’autres bactéries commensales compétitives au sein de la communauté et libérent ainsi

une niche pour les premiéres.

Les flavan-3-ols ont comme tous les polyphénols une activité anti-microbienne qui peut étre associée
a un effet bactériostatique (inhibition de croissance) ou bactéricide (lyse bactérienne) ou a une
inhibition de I'adhésion bactérienne aux cellules intestinales (Selma et al. 2009). Cette activité peut
s’avérer intéressante si elle cible préférentiellement les bactéries pathogénes qui peuvent coloniser le
tube digestif. Ainsi, plusieurs études in vitro ont montré I'impact négatif des flavan-3-ols sur un certain
nombre de bactéries pathogenes (Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, etc) en
réduisant leur croissance ou en limitant leur adhésion aux cellules (Lee et al. 2006; Parkar et al. 2008;
Janecki et Kolodziej 2010). Enfin, il a été montré chez I’'Homme que la consommation de vin rouge et
de canneberge inhibait certaines bactéries pathogénes du genre Clostridium (Queipo-Ortufio et al.

2012).

En conclusion, le microbiote intestinal humain est constitué d’une grande diversité de micro-
organismes assurant différentes fonctions métaboliques. L'impact des flavan-3-ols sur la composition
du microbiote intestinal n’est pas encore bien décrit mais quelques études suggérent des effets
prébiotiques et anti-pathogenes. Les micro-organismes du microbiote intestinal humain, comme nous
allons le voir dans le chapitre qui suit, vont quant a eux dégrader les flavan-3-ols en métabolites
phénoliques dont certains auraient des activités biologiques tout aussi intéressantes que leur

précurseurs (Cueva et al. 2010).
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3. Chapitre 3 : Métabolisme des flavan-3-ols par le microbiote intestinal humain
Comme décrit précédemment (cf. 1.3.3.2), la grande majorité des flavan-3-ols n’est pas absorbée au
niveau de l'intestin gréle et arrive au niveau du célon (Roowi et al. 2010). C’est dans ce compartiment
digestif distal que le microbiote commensal, constitué d’une grande diversité de micro-organismes, va
jouer un réle essentiel dans la dégradation des flavan-3-ols (Déprez et al. 2000; Griffiths et Barrow
1972).
Dans ce sous chapitre seront présentées les connaissances acquises sur la dégradation des flavan-3-
ols obtenues au travers d’études réalisées in vitro ou in vivo avec un microbiote complexe sans que les
auteurs n'aient systématiqguement étudié la composition du microbiote.

3.1. Dégradation des flavan-3-ols monomeéres par le microbiote intestinal

Différentes études ont comparé les cinétiques de dégradation des deux monomeéres les plus
fréquemment retrouvés dans notre alimentation, la (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine. Ces
monomeres sont trés rapidement dégradés (>90 % de dégradation) apres 6 a 12 heures d’incubations
in vitro avec des selles humaines (Sanchez-Patdn et al. 2012; Ou et al. 2014). Cependant, des
différences de métabolisation ont été relevées entre les deux stéréoisomeres. La (-)-épicatéchine n’est
dégradée qu’a 69,8 % en présence d’échantillons de selles humaines, alors que la (+)-catéchine est
dégradée a 91,4 %, aprés 24 heures de culture (Aura et al. 2008). En revanche, avec des féces de rats,
la (-)-épicatéchine est dégradée complétement alors que la (+)-catéchine n’est dégradée qu’a 90 %
(Serra et al. 2011). L'orientation du groupement hydroxyle au niveau du carbone Cs du cycle C (Figure
12) aurait donc un impact sur la capacité du microbiote a dégrader ces deux précurseurs, méme si
cette différence de dégradation entre les deux stéréoisoméres reste a confirmer. L'influence du
groupement gallate et de la présence d’un troisieme groupement hydroxyle sur le cycle A du
monomere de (-)-épicatéchine a été étudiée, mais aucune différence sur la vitesse de dégradation n’a
été observée entre ces quatre précurseurs (Meselhy et al. 1997).
Dans d’autres travaux réalisés in vitro, des différences inter-individuelles ont pu étre observées en
comparant la métabolisation de trois monomeres par le microbiote de selles de trois individus. Ainsi,
il apparait qu’un des individus est capable de dégrader la (+)-catéchine, la (-)-épicatéchine et la
(-)-épicatéchine-3-O-gallate en seulement 10 heures, alors qu’un autre est capable dégrader la
(+)-catéchine, la (-)-épicatéchine en un temps similaire, mais met 24 heures pour dégrader la
(-)-épicatéchine-3-O-gallate. Le dernier individu métabolise la (-)-épicatéchine-3-O-gallate en
seulement 10 heures et les deux autres monomeres en 24 heures (Sanchez-Patan et al. 2012). Ces
différences dans la vitesse de métabolisation des monomeres suggerent que la composition du
microbiote fécal de chaque individu influence le métabolisme des flavan-3-ols. A notre connaissance,
une seule étude réalisée in vivo chez 'homme a confirmé ces résultats en utilisant un précurseur

(-)-épicatéchine marqué au C et en suivant son métabolisme aprés ingestion par huit individus. Le
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suivi du marquage a permis de tracer le précurseur non dégradé dans les urines a hauteur de 20 % de
la quantité ingérée alors que 70 % est détecté sous forme dégradée dans les selles et I'urine (Ottaviani

et al. 2016).

Rl ‘OH R2 . 'H
OH -OH
- OH
OH
@]
OH

Figure 12. Importance de l'orientation des carbones et des chaines latérales sur le métabolisme des
monomeres de flavan-3-ols. Les carbones en C; et C;3 sont asymétriques entrainant la possibilité de
guatre énantioméres. Le carbone Cs, peut étre estérifié ou non par de I'acide gallique. Le carbone Cs’
peut étre hydroxylé. En rouge sont représentés les éléments qui influent sur la dégradation des
monomeres de flavan-3-ols. La présence d’un groupement hydroxyle en C; et C4’ est indispensable a
la dégradation des monomeres et I'asymétrie des carbones en C; et Cs influent sur leur vitesse de
dégradation.

Le métabolisme des monomeres estérifiés par I'acide gallique au niveau du C; demande une étape
supplémentaire de métabolisation. Cette étape consiste en un clivage de la liaison ester qui permet
I’obtention du monomere hydroxylé (libre) en C; d’une part et de I'acide gallique d’autre part (Figure
13). La présence du résidu gallate en C; inhibe la dégradation du monomeére. Une expérience menée
in vitro avec des féces de rats a montré que le microbiote est incapable de dégrader les monomeéres
(-)-épicatéchine-3-O-gallate et (-)-épigallocatéchine-3-O-gallate alors que les monomeres non
estérifiés par de I'acide gallique sont facilement dégradés (Meselhy et al. 1997). De fait, la présence
d’un groupement OH libre sur le carbone C; (Figure 12) est nécessaire a la poursuite de la
métabolisation par le microbiote. Ainsi, aprés supplémentation alimentaire de trois individus avec la
3-0-méthyl-(+)-catéchine marquée au *C sur le méthyle, aucun métabolite microbien n’a pu étre
détecté dans leur urine (Hackett et al. 1985).

La présence d’un groupement OH libre sur le carbone C4’ (Figure 12) serait également nécessaire pour

la métabolisation des monomeres par le microbiote (Meselhy et al. 1997).
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Pour conclure, la dégradation des monomeéres au contact du microbiote intestinal est rapide, quasi-
totale a condition d’avoir les groupements OH libres en C3 et C4’, ces derniers étant déterminants pour
la dégradation. Néanmoins des différences inter-individuelles encore inexpliquées sont observées,
elles seraient peut-étre liées a la composition du microbiote. Les voies métaboliques de la dégradation
microbienne des monomeres de flavan-3-ols sont traités dans le chapitre suivant (cf. 3.2).

3.2. Voies métaboliques de dégradation des monomeéres de flavan-3-ols

3.2.1. Productions des dérivés hydroxyphényl-propan-2-ols

La premiére étape du métabolisme des monomeéres d’(épi)catéchine et d’(épi)gallocatéchine consiste
en I'ouverture du cycle C au niveau de la liaison entre I'oxygene et le carbone C,, ce qui rend accessible
le groupement phloroglucinol (cycle A) et génére des dérivés (di/tri)hydroxyphényl-propan-2-ols
(Figure 13) (Ozdal et al. 2016).
Ces métabolites formés apres ouverture du cycle C gardent la stéréochimie du carbone Cs; parental,
donnant par exemple un métabolite différent a partir de la (+)-catéchine et de la (-)-épicatéchine
(Figure 13) (Meselhy et al. 1997). Comme il a été rapporté plus haut, la présence d’un résidu gallate
sur le carbone C; empéche I'étape d’ouverture du cycle C; la liaison ester doit donc étre hydrolysée
au préalable (Meselhy et al. 1997).
Ces métabolites peuvent ensuite subir une étape de déshydroxylation du cycle B sur le carbone C,’
pour générer des dérivés (mono/di)hydroxyphényl-propan-2-ols (Figure 13) (Ozdal et al. 2016). Elle
n’est cependant pas systématique. Aucun métabolite déshydroxylé sur le carbone C3’, ni sur les
carbones G5’ et Cy’ a la fois n’a été observé a ce jour. Une étude cinétique réalisée in vitro avec un
microbiote issu de selles humaines a ensuite montré que ces métabolites (dérivés hydroxyphényl-
propan-2-ols) sont transitoires et disparaissent rapidement du milieu de culture (Sanchez-Patan et al.
2012). Cerésultat corrobore les résultats d’une étude in vivo effectuée chez I’'Homme ou ces molécules
n‘ont été trouvées ni dans le sang, ni dans I'urine, ni dans les selles, montrant ainsi qu’elles sont
rapidement dégradées en d’autres métabolites (Ottaviani et al. 2016).
Notons que I'ordre des réactions de dégradation des monomeres présenté dans la Figure 13 n’est plus
remis en question, avec d’abord I'ouverture du cycle C, puis la possible déshydroxylation du carbone
C4’ du cycle B (Meselhy et al. 1997). De plus, ces dérivés hydroxyphényl-propan-2-ols sont uniques au
métabolisme microbien des flavan-3-ols et n’ont jamais été observés a partir d’'une autre classe de
polyphénol. Ce sont donc des marqueurs du métabolisme initial des monomeéres de flavan-3-ols (Ozdal

et al. 2016).
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Figure 13. Premieéres étapes de la dégradation des monomeéres de flavan-3-ols par le microbiote
intestinal : ouverture du cycle C et déshydroxylation du cycle B. En présence de résidu gallate, une
premiere étape de désestérification du Cs doit étre réalisée. Ensuite la dégradation des monomeres se
poursuit par la réaction d’ouverture du cycle C (fleches bleues), puis une étape de déshydroxylation
peut également avoir lieu sur le groupement hydroxyle en C4’ (fleches rouges).

(+)-3’,4’-diOHPP-2-0l = (+)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2”,4”,6" -trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(+)-3’-OHPP-2-o0l = (+)-1-(3’-hydroxyphényl)-3-(2",4” 6" -trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(-)-3’,4’-diOHPP-2-0l = (-)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2"’,4”,6” -trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(-)-3’-OHPP-2-0l = (-)-1-(3’-hydroxyphényl)-3-(2”,4"”,6"-trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(-)-3’,4’,5’-triOHPP-2-ol = (-)-1-(3’,4’,5’-trihydroxyphényl)-3-(2”’,4"’,6”’-trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(-)-3’,5’-diOHPP-2-o0l = (-)-1-(3’,5’-dihydroxyphényl)-3-(2”’,4”,6” -trihydroxyphényl)propan-2-ol.

3.2.2. Production des dérivés de phényl-y-valérolactones et d’acides
phénylvalériques

De fagon similaire aux dérivés hydroxyphényl-propan-2-ols, les dérivés phényl-y-valérolactones et les

dérivés d’acides phénylvalériques (Figure 14) sont uniques au métabolisme microbien des flavan-3-ols

(Mena et al. 2019). Une étude de fermentation in vitro de différents fruits par des selles humaines ne

met en évidence ces métabolites qu’a partir de fruits contenant des flavan-3-ols (Dall’Asta et al. 2012).

De plus, ils nont jamais été observés dans le cadre d’autres expériences in vitro utilisant d’autres

polyphénols alimentaires (Sadeghi Ekbatan et al. 2016).
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Figure 14. Dérivés phényl-y-valérolactones et d’acides phénylvalériques issus du métabolisme
microbien des flavan-3-ols.

La formation de ces métabolites a partir des monomeres de flavan-3-ols est bien décrite. Ces
métabolites sont formés par I'ouverture du cycle A a partir des monomeres déja ouverts sur le cycle C
c’est-a-dire, les dérivés hydroxyphényl-propan-2-ols (Figure 15). Ce clivage du cycle A génére les trois
dérivés d’acides 4-hydroxy-5-(mono/di/tri)-hydroxyphényl valériques, qui peuvent se lactoniser (par
cyclisation de la fonction acide avec I’'hydroxyle en position C4 (R4)) pour former les trois (mono/di/tri)-
hydroxyphényl-y-valérolactones. Un équilibre entre les deux formes acide et lactone se met en place
et dépend du pH du milieu, I'acidification du milieu déplacant I'équilibre vers la forme lactone
(Takagaki et Nanjo 2010). Ces métabolites gardent donc un squelette a cing carbones avec le cycle B
intact (Figure 15). lIs peuvent ensuite étre déshydroxylés, sur les carbones C3’(R1), C4’(R2), Cs’'(R3) du
cycle B et également sur le carbone C, (R4) de la chaine latérale, donnant lieu a cinq formes de phényl-
y-valérolactones et sept formes d’acide phénylvalériques (Figure 15) (Mena et al. 2019). Tous ces
métabolites sont également transitoires mais ils ont une durée de vie suffisante pour étre détectés in

vivo dans le sang et I'urine d’individus consommant des flavan-3-ols (Ottaviani et al. 2016).
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Figure 15. Seconde étape de la dégradation des monomeéres de flavan-3-ols par le microbiote
intestinal : ouverture du cycle A. Aprés ouverture du cycle C des flavan-3-ols et la formation des
dérivés phényl-propan-2-ols, le microbiote intestinal va cliver le cycle A (fleche bleue) pour former les
dérivés phényl-y-valérolactones et acides 4-hydroxy-phénylvalériques, dont les deux formes sont en
équilibre et qui dépendent du pH de la solution. Les groupements hydroxyles (R1, Rz et R3) du cycle B
pourront étre déshydroxylés. La déshydroxylation du groupement R, (fleche rouge) entraine la
formation des dérivés acides phénylvalériques. Ri, R, et R3 pouvant étre un groupement OH ou H. Ry
étant un groupement OH orienté en R ou S.

3.2.3. Production des dérivés d’acides phénylpropioniques
Les dérivés d’acides phénylpropioniques sont des métabolites importants du métabolisme des flavan-
3-ols bien qu’ils soient communs au métabolisme microbien d’autres polyphénols (trés décrit pour la
qguercétine par exemple) (Williamson et Clifford 2010; Najmanova et al. 2016; Sadeghi Ekbatan et al.
2016). Pour la suite de cette étude bibliographique, nous verrons comment ces métabolites microbiens

sont générés a partir des flavan-3-ols.

A ce jour, quatre principaux dérivés d’acides phénylpropioniques ont été décrits lors d’études menées

in vitro et in vivo avec des flavan-3-ols (Figure 16).

43



Etude bibliographique
Chapitre 3 : Métabolisme des flavan-3-ols par le microbiote intestinal humain
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Figure 16. Dérivés d’acides phénylpropioniques issus du métabolisme microbien des flavan-3-ols.

Ces molécules sont issues de la B-oxydation des dérivés d’acides phénylvalériques (Monagas et al.
2010), réaction qui raccourcit la chaine latérale de cing a trois carbones et garde le cycle B intact. Ces
métabolites peuvent ensuite subir plusieurs déshydroxylations sur le cycle B (R; et Rz) jusqu’a la forme
non hydroxylée ; ils sont ensuite dégradés en d’autres dérivés phénoliques décrits ci-apres (Le
Bourvellec et al. 2019). La déshydroxylation de I’acide 3-(3’,4’-dihydroxyphényl) propionique se ferait
préférentiellement sur le carbone C4’ (R;) (Meselhy et al. 1997). Cette hypothese est en accord avec la
plus grande prévalence observée in vitro de I'acide 3-(3’-hydroxyphényl) propionique par rapport a
I’acide 3-(4’-hydroxyphényl) propionique lors d’incubations avec des selles humaines supplémentées

avec un extrait de pépins de raisin riche en flavan-3-ols (Sanchez-Patan et al. 2012).

La production de ces métabolites a été observée lors d’incubations in vitro de microbiotes de selles
humaines avec les monomeéres de (+)-catéchine et de (-)-épicatéchine (Aura et al. 2008; Appeldoorn
et al. 2009; Stoupi et al. 2010a; Ou et al. 2014). Néanmoins, les métabolites produits sont différents
selon les études. Par exemple, avec le méme précurseur tel que la (-)-épicatéchine, I'acide 3-(3’,4’-
dihydroxyphényl) propionique n’a été détecté que dans une étude (Ou et al. 2014), mais pas dans deux
autres (Aura et al. 2008; Stoupi et al. 2010a). Ces différences sont probablement le reflet de la
composition et des capacités métaboliques des microbiotes utilisés. Des différences du méme ordre
ont pu étre observées in vitro avec un extrait de pépins de raisin riche en flavan-3-ols. Sur trois
microbiotes testés, I'un produit I'acide 3-(3’-hydroxyphényl) propionique qui s’accumule dans le
surnageant de culture alors que les deux autres ne sont pas capable de produire I'acide 3-(4’-
hydroxyphényl) propionique (Sdnchez-Patan et al. 2012). Enfin, une différence dans la production de
I’acide 3-(3’-hydrophényl) propionique a aussi été observée lors d’'une étude chez 'Homme apres

consommation d’extraits de thé vert (Mena et al. 2019).

3.2.4. Production des dérivés d’acides phénylacétiques
La métabolisation microbienne des flavan-3-ols génére le plus souvent quatre dérivés d’acides
phénylacétiques (Figure 17) (Chen et Sang 2014). Une des voies de formation de ces métabolites passe
par une a-oxydation des dérivés d’acides phénylpropioniques, réaction qui réduit la chaine latérale de

trois a deux carbones tout en conservant le cycle B intact. Les groupements hydroxyles en C3’ (R;) et
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C.’ (R2) peuvent aussi étre déshydroxylés jusqu’a I’obtention de I'acide phénylacétique (Stoupi et al.

2010a; Sanchez-Patan et al. 2012).

Molécules Schéma

Dérivés acides phénylacétiques

Acide 2-(3’,4’-dihydroxyphényl) acétique R,=R,=OH @) R4
Acide 2-(3’-hydroxyphényl) acétique R;=OH R,=H OH @
Acide 2-(4’-hydroxyphényl) acétique R;=H R,=OH Rz
Acide 2-phénylacétique R;=R,=H

Figure 17. Dérivés d’acides phénylacétiques issus du métabolisme microbien des flavan-3-ols

Les dérivés d’acides phénylacétiques ne sont pas des métabolites microbiens spécifiques des flavan-3-
ols dans la mesure ou ils peuvent étre produits a partir d’un autre polyphénol, la quercétine (acides 2-
(3’,4’-dihydroxyphényl) acétique et 2-(3’-hydroxyphényl) acétique) (Rechner et al, 2004) et a partir de
deux acides aminés, la tyrosine et la phénylalanine (acides 2-(4’-hydroxyphényl) acétique et 2-phényl
acétique) (Curtius and Mettler, 1976). Pour la suite de cette étude bibliographique, je me focaliserai

sur la genése des dérivés d’acides phénylacétiques a partir des flavan-3-ols.

Une étude in vitro réalisée avec des selles humaines a montré que I'acide 2-(3’,4’-dihydroxyphényl)
acétique n’est pas retrouvé a partir de la dégradation des deux monomeres de (+)-catéchine et de
(-)-épicatéchine, alors que les trois autres métabolites le sont (Figure 17) (Ou et al, 2014). Ce résultat
peut s’expliquer par le fait que la voie métabolique d’obtention des dérivés d’acides phénylacétiques
a partir des monomeres passe par toutes les étapes décrites précédemment (ouvertures des cycles A
et C, réduction de chaines, et déshydroxylation du cycle B) et peut donc s’avérer limitante. Une autre
explication est que ce métabolite est transitoire et ne s’accumule pas dans le milieu de culture (Le

Bourvellec et al. 2019).

3.2.5. Production des dérivés d’acides benzoiques
Les dérivés d’acides benzoiques (Figure 18) font partis des métabolites finaux du métabolisme
microbien des flavan-3-ols (Sanchez-Patan et al. 2012; Chen et Sang, 2014), mais également d’autres
polyphénols (Serra et al. 2011) et d’autres précurseurs (phénylalanine et tyrosine) (Curtius et al. 1976).
lIs sont formés a partir des dérivés d’acides phénylpropioniques par B-oxydation (perte de deux
carbones sur la chaine latérale) et a partir des dérivés d’acides phénylacétiques par a-oxydation (perte

d’un carbone) (Das et Griffiths 1969; Curtius et al. 1976; Monagas et al. 2010).

La formation de ces dérivés peut se faire de facon plus directe a partir de l'acide 3’,4’,5’-
trihydroxybenzoique, nommé également acide gallique. Lors du métabolisme des flavan-3-ols

galloylés, I'acide gallique peut-étre obtenu par hydrolyse de la liaison ester (Figure 13) (Meselhy et al.
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1997). Cela a notamment été observé avec un extrait de pépins de raisin riches en monoméres et en
procyanidines galloylés. L’acide gallique a rapidement été produit des les premiéres heures
d’incubation in vitro avec des selles humaines, bien avant |'apparition des dérivés d’acides
phénylpropioniques et phénylacétiques, précurseurs des dérivés d’acides benzoiques (Sanchez-Patan

et al. 2012).

L'acide gallique peut ensuite étre décarboxylé pour former le 1,2,3-trihydroxybenzene (pyrogallol)

(Meselhy et al. 1997), puis déshydroxylé en catéchol (Roowi et al. 2010; Sanchez-Patan et al. 2012).

Molécules Schéma

Dérivés acides benzoiques

Acide 3’4’5 -trihydroxybenzoique R.=R,=R;=0OH & R,
Acide 3',4’-dihydroxybenzoique R,=R,=OH HO @
Acide 3’-hydroxybenzoique R,=OH R,=H R,
Acide 4’-hydroxybenzoique R,=H R,=0OH Rs

Acide phénylbenzoique R,;=R;=H

Figure 18. Dérivés d’acides benzoiques issus du métabolisme microbien des flavan-3-ols
3.3. Voies métaboliques de dégradation des oligomeéres de flavan-3-ols

La majorité des flavan-3-ols qui atteint I'intestin et qui est au contact du microbiote intestinal se trouve
sous la forme d’oligomeres et de polymeéres (procyanidines). Pourtant, la plupart des travaux sur les
voies de dégradation des flavan-3-ols se sont focalisés sur les monoméres. Ainsi de nombreuses zones
d’ombres persistent encore dans la connaissance des mécanismes de dégradation des procyanidines
par le microbiote intestinal bien que I’on sache depuis de nombreuses années qu’elles sont dégradées
(Déprez et al. 2000). Les études réalisées chez I’'Homme ont surtout porté sur les procyanidines de type
B qui correspondent aux oligomeres majoritairement retrouvés dans I’alimentation (cf. 1.3.2).

3.3.1. Impact des liaisons interflavaniques et du degré de polymérisation sur la

dégradation des procyanidines

Comme décrit dans le chapitre | de cette étude bibliographique, les procyanidines sont classées en
deux groupes (type B ou A) selon la nature de la ou des liaisons interflavaniques et peuvent atteindre
des degrés de polymérisation trés élevés (Figure 4) (cf. 1.3). Ces différences structurales ont un impact
sur la capacité du microbiote a dégrader les procyanidines. Une étude réalisée in vitro avec des
microbiotes humain montre que les dimeres A; (une liaison interflavanique et une liaison éther) sont
plus difficilement dégradés que les dimeres B, (une liaison interflavanique) (Ou et al. 2014).
L'hypothese avancée par les auteurs est que la liaison éther additionnelle rend les diméres de type A
plus résistants a la dégradation. Cette étude montre aussi que les monomeres ((+)-catéchine et

(-)-épicatéchine) sont plus facilement dégradés que les diméres de type B ou de type A (Ou et al. 2014).
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De méme, les dimeres de type A sont mieux dégradés que les trimeres (étude in vitro avec microbiote
fécal de porc) (Engemann et al. 2012). L’étude de la dégradation des dimeres de type B (B1 a Bs) n’a
montré aucune différence bien que ces dimeres divergent dans leur composition en (+)-catéchine et
en (-)-épicatéchine (Tableau 1) (Appeldoorn et al. 2009). D’autres travaux réalisés in vitro confirment
ces résultats avec cependant des variations inter-individuelles sur les capacités de dégradation des
dimeres par le microbiote (Sanchez-Patdn et al. 2012). Le degré de polymérisation (DP) des oligoméres
de type B influe également sur la capacité du microbiote a les dégrader. Des études de
supplémentation in vivo réalisées chez I'Homme et le rat ont montré que plus le DP est élevé, moins
les procyanidines sont dégradées. Ainsi, la supplémentation en flavan-3-ols (procyanidines de type B)
avec des DP croissants correle avec une moindre excrétion urinaire de métabolites phénoliques
microbiens (Gonthier et al. 2003; Hollands et al. 2020). Cette diminution de la biodisponibilité des
métabolites phénoliques pourrait donc étre due a une moindre dégradation microbienne des
procyanidines ayant des DP élevés mais pourrait aussi s’expliquer par un effet antimicrobien des
procyanidines qui inhiberaient la croissance des micro-organismes impliqués dans leur
métabolisation ; il est aussi possible que les interactions qui se créent entre les procyanidines de haut
DP et les protéines ou polyosides (fibres) alimentaires rendent les procyanidines moins accessibles aux

enzymes microbiennes (Scalbert, 1991; Abia et Fry 2001; Le Bourvellec et al. 2019).

3.3.2. Premiéres étapes de la dégradation microbienne des procyanidines
Les voies de dégradation des procyanidines par le microbiote intestinal humain sont plus complexes
que celles des monomeéres mais la formation de métabolites communs laisse penser qu’il existe
certaines similitudes dans leur métabolisme. Les points de divergences résident surtout dans les
premiéres réactions de bioconversion de ces structures oligomériques en molécules plus simples et
plus faciles a métaboliser. La dégradation des dimeres et trimeres de type B liés en Cs,-Cg a été
principalement étudiée du fait de leur prédominance. Plusieurs voies métaboliques ont été proposées,
mais aucune ne semble faire I'unanimité. En ce qui concerne les procyanidines de type B, une étude
réalisée in vitro avec des microbiotes humains suggere que la libération des monomeres par la rupture
de la liaison interflavanique des dimeéres B, ne se déroulerait que dans 10 % des cas (Stoupi et al.
2010a). Une autre hypothese serait que la rupture se déroule dans un second temps aprés ouverture
du ou des cycle(s) C présent(s) au sein d’un dimére. Une étude similaire a permis de mettre en évidence
24 métabolites dimériques (Stoupi et al. 2010b). L’étude de leur structure par fragmentation des ions
(LC-ESI-MS/MS) a mis en évidence que la moitié de ces métabolites présentaient un ou deux cycles C
ouverts (Figure 19). Ces métabolites étant transitoires, ils n’ont été détectés que sur les neuf premiéres
heures d’incubation et ne représentent que 20 % de la fraction initiale. Une autre étude in vitro avec

le méme dimére B, n’a pu confirmer ces résultats (Appeldoorn et al. 2009). En revanche, dans une
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expérience réalisée in vivo chez la souris, une forme ouverte du cycle C du dimere B, a été observée
dans le sang et les urines (Xiao et al. 2017). La mise en évidence de ces métabolites dimériques s’avere
problématique dans la mesure ol ces métabolites sont difficiles a caractériser sur le plan analytique,
gu’ils sont produits en trés faible proportion et que leur présence est éphémeére (Stoupi et al. 2010b).
D’autres travaux doivent donc étre réalisés pour élucider les premiéres étapes de dégradation des
procyanidines de type B. En ce qui concerne les procyanidines de type A, deux études ont observé un
méme métabolite dimérique apres incubation du dimére A; avec des selles de porc et de rat (Engemann
et al. 2012; Ge et al. 2015). Ce métabolite serait produit suite a I'ouverture du cycle C sur 'unité

terminale (du bas) (Figure 19).

Procyanidines de type B,

Procyanidines de type A,

HO

Figure 19. Premiéres étapes de la dégradation des diméres de procyanidines de type B et A par le
microbiote intestinal : Ouverture du cycle C. L'ouverture du cycle C du dimere de type B se ferait sur
I'une des deux unités (supérieure ou terminale), puis sur l'unité restante. L'ouverture du cycle C du
dimere de type A se ferait uniguement sur I'unité terminale.

A ce jour, aucune donnée n’est disponible dans la littérature sur la métabolisation par le microbiote
intestinal des procyanidines de type B liées en C4-Cs et des prodelphinidines (oligomeéres composés
d’unités (epi)gallocatéchine). Un effort important doit donc étre entrepris pour identifier les voies
métaboliques et les métabolites formés a partir de ces oligoméres qui représentent aussi une part non

négligeable des flavan-3-ols alimentaires.

En conclusion, I'ouverture d’un ou plusieurs cycles C serait la premiére réaction de dégradation des
dimeres de type B et A. Cette hypothese parait pertinente puisque cette réaction est aussi la premiére

dans la voie métabolique de dégradation des monomeéres. A notre connaissance, elle n’a pas encore
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été mise en évidence avec des procyanidines de DP supérieurs a 2. Si cette réaction est une voie
privilégiée utilisée par le microbiote intestinal pour initier la dégradation des flavan-3-ols, il est

maintenant nécessaire d’identifier les acteurs microbiens impliquées dans cette/ces réaction(s).

3.3.3. Métabolites issus de la dégradation microbienne des procyanidines
Bien que les premieres étapes de la dégradation des procyanidines par le microbiote intestinal ne
soient pas encore bien décrites, il semblerait que les étapes suivantes convergent vers la production
de métabolites phénoliques identiques a ceux décrits pour les monomeéres de flavan-3-ols. En
I'occurrence, les dérivés phényl-y-valérolactones et d’acides phénylvalériques (Figure 14) peuvent
également avoir comme origine les procyanidines (Figure 20). Plusieurs de ces dérivés ont été observés
apres incubation avec le dimere de type B, (Stoupi et al. 2010a; Ou et al. 2014), mais également en
présence d’un extrait de pépins de raisin riche en procyanidines de type B (Sanchez-Patan et al. 2012).
Une étude in vivo montre que les dérivés phényl-y-valérolactones proviendraient essentiellement des
monomeres (comme vu précédemment) ainsi que des dimeres et trimeres de type B, alors que les
oligoméres de type B (DP >3) en géneéreraient moins (Hollands et al. 2020). La plus faible
métabolisation de ces derniers serait en partie due au fait qu’ils se complexent avec les fibres et les
protéines alimentaires (Le Bourvellec et al. 2019; Liu et al. 2020). De plus, Appeldoorn et al. (2009) font
I’hypotheése que la 5-(3',4’-dihydroxyphényl)-y-valérolactone serait obtenu apres le clivage de 'unité
terminale du dimere de type B, (Figure 20 ; voie 2). Enfin, Stoupi et al. (2010a) ont identifié I’acide 5-
(2',4’-dihydroxyphényl)-2-ene-valérique comme un métabolite unique issu du dimere de type B, (Figure

20 ; voie 4). Cependant, ce métabolite n’a été observé que dans cette étude.

En ce qui concerne la formation de ces dérivés a partir des procyanidines de type A, il y a trés peu
d’études et les résultats sont plus contrastés. Aucun dérivé de phényl-y-valérolactone n’a été détecté
apres incubation in vitro de microbiotes fécaux humains avec des procyanidines de type A (Mena et al.
2019), bien que I'acide 5-(3’-hydroxyphényl) valérique ait été détecté a partir d’'un dimere de type A;
(Ou et al. 2014). Toujours in vitro, aucun dérivé de phényl-y-valérolactone et ni d’acide phénylvalérique
n’a été mis en évidence a partir d’extraits de canneberge riches en procyanidines de type A (Ou et al.
2014; Sanchez-Patan et al. 2015). Pour ce qui est des études in vivo, une étude chez le rat supplémenté
avec des dimeéres de procyanidines de type A purifiés de kaki et de cacahuétes a permis de mettre en

évidence plusieurs dérivés d’acides phénylvalériques (Ge et al. 2015).
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Figure 20. Proposition de voies de dégradation du dimére B; par le microbiote intestinal. Adapté de
Mena et al. (2019). Quatre voies de dégradation possibles, avec la voie 1 (en bleu) formant la
(-)-épicatéchine par rupture de la liaison interflavanique. La voie 2 (en vert) formant la 5-(3’,4'-
dihydroxyphényl)-y-valérolactone par clivage de I'unité terminale. La voie 3 (en rouge) formant I’acide
2-(3’,4’-dihydroxyphényl) acétique par clivage de 'unité supérieure et la voie 4 (en noir) formant
I’acide 5-(2’,4’-dihydroxyphényl)-2-ene-valérique.

La production des métabolites d’acides phénylpropioniques (Figure 16) a été observée lors
d’incubations in vitro de microbiotes de selles humaines avec les dimeres de type A, et de type B,
(Appeldoorn et al. 2009; Stoupi et al. 2010a; Ou et al. 2014). lIs seraient produits a la suite de la
formation des dérivés phényl-y-valérolactone et d’acides phénylvalériques, comme pour les

monomeres (Figure 20 ; voie 2).

Les dérivés d’acides phénylacétiques sont également produits a partir des procyanidines de type B et

A (Figure 20) (Ou et al. 2014). Parmi ces dérivés, I’acide 2-(3’,4’-dihydroxyphényl) acétique proviendrait
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plus de la dégradation des dimeéres de type B et A plutét que de celle des monomeéres (étude in vitro
réalisée avec des selles humaines) (Ou et al. 2014). Cette observation est confirmée par d’autres études
in vitro ou les auteurs n’ont obtenu ce métabolite qu’en présence de procyanidines (Aura et al. 2008;
Appeldoorn et al. 2009; Stoupi et al. 2010a). En accord avec ces résultats, deux études réalisées in vivo
(rat, homme) avec le monomere d’(-)-épicatéchine marqué n’ont pas permis de détecter ce métabolite
(Borges et al. 2016; Ottaviani et al. 2016). Par contre, lors d’une autre étude réalisée chez le rat, ce
métabolite a été retrouvé apres une supplémentation des animaux avec la catéchine ; sa concentration
est néanmoins inférieure a celle observée aprés I'apport de diméres de type Bs; (Gonthier et al. 2003).
Dans I'ensemble, ces résultats montrent que les procyanidines et plus particulierement les diméres
sont a 'origine de la formation de I'acide 2-(3’,4’-dihydroxyphényl) acétique. Une des hypotheses
formulées pour expliquer I'apparition de ce métabolite serait un clivage du cycle C de I'unité supérieure

des diméres de type B (Figure 20 ; voie 3) (Appeldoorn et al. 2009).

Pour conclure, le microbiote intestinal est capable de dégrader les flavan-3-ols (monomeres et
procyanidines) via différentes voies métaboliques (ouverture des cycles A et C, déshydroxylation, a-
oxydation, B-oxydation). Une grande diversité de métabolites phénoliques apparait, dont certains sont
transitoires tels que les formes ouvertes des flavan-3-ols et d’autres vont s’accumuler (dérivés d’acides
phénylvalériques, propioniques, acétiques et benzoiques). Certains de ces métabolites sont spécifiques
du métabolisme microbien des flavan-3-ols (dérivés de phényl-y-valérolactones et d’acides
phénylvalériques) (Gonzalez-Sarrias et al. 2017). Mieux comprendre le roéle du microbiote dans la
production de ces métabolites, a la fois d’un point de vue quantitatif, qualitatif mais aussi cinétique,
s’avere primordial pour interpréter les résultats de biodisponibilité de ces métabolites. En effet, la
biodisponibilité des métabolites microbiens varie d’un individu a I’autre et tend a mettre en évidence
des métabotypes associés au métabolisme microbien des flavan-3-ols. Ces deux aspects,

biodisponibilité et métabotypes, sont développés dans les deux sections suivantes.

3.4. Biodisponibilité et effets santé des métabolites microbiens des flavan-3-ols
L'ensemble des métabolites phénoliques microbiens issu de la dégradation des flavan-3-ols par le
microbiote intestinal est retrouvé dans le sang et I'urine et a notamment pu étre détecté chez le rat
dans différents organes, tels que le foie, les reins, le cerveau et le tissu adipeux (Margalef et al. 2015;
Ottaviani et al. 2016; Mena et al. 2019; Donato et al. 2019). Ces métabolites sont également soumis
au métabolisme de phase Il (méthylation, sulfatation, glucuronylation), comme I'atteste deux études
in vivo réalisées chez 'lhomme aprés I'ingestion de monomeéres (Ottaviani et al. 2016; Mena et al.

2019). Des formes non-conjuguées ont aussi été identifiées dans I'urine.

Plusieurs études indiquent que la biodisponibilité des métabolites microbiens des flavan-3-ols est plus

importante que celle des monomeres précurseurs. Les dérivés de phényl-y-valérolactones et d’acides
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phénylvalériques, métabolites microbiens spécifiques des flavan-3-ols, constituent la grande majorité
des métabolites identifiés dans I'urine et le sang et peuvent représenter jusqu’a 42 % du total des
flavan-3-ols ingérés (Anesi et al. 2019; Cortés-Martin et al. 2019; Mena et al. 2019). On les retrouve
dans I'organisme a des concentrations relativement élevées (de I'ordre du uM) aprés ingestion de
flavan-3-ols monomeéres ou oligoméres de type B (Ottaviani et al. 2016; Mena et al. 2019). En terme
de cinétique, ces métabolites sont identifiés dans le plasma plus tardivement que leur précurseur et
atteignent leur pic de concentration (588 nM) six heures aprées I'ingestion de 60 mg de (-)-épicatéchine,
contre 1 a 2 heures pour le précurseur (1223 nM) ; leur présence dans I'organisme est plus longue
puisqu’ils sont détectés jusqu’a 24 heures apres ingestion de la source de flavan-3-ol contre 12 a 24
heures pour le précurseur (Wiese et al. 2015; Ottaviani et al. 2016). Du fait de ces différences de
cinétiques, Ottaviani et al. (2016) ont exprimé les concentrations plasmatiques par unité de temps et
montrent ainsi que ces métabolites sont a des concentrations trois fois plus élevée (14352 nM/h) que
leur précurseur, la (-)-épicatéchine (4943 nM/h). La présence de ces métabolites dans I'organisme, plus
tardive et plus durable que celle de leurs précurseurs peut en partie s’expliquer par le fait que leur
biodisponibilité est dépendante de I'activité métabolique du microbiote intestinal, activité qui se
localise dans la partie distale du tube digestif alors que les précurseurs (uniguement les monomeres)
sont absorbés tels quels dans l'intestin gréle, partie haute du tube digestif. La biodisponibilité des
précurseurs et de leurs métabolites microbiens dépend également de la bioaccessibilité des
flavan-3-ols qui peuvent étre piégés dans la matrice alimentaire ou former des complexes avec
d’autres constituants alimentaires, ce qui les rend moins rapidement absorbables et moins

biodégradables (Le Bourvellec et al. 2019; Monfoulet et al. 2020).

Comme nous I'avons développé au début de cette étude bibliographique (cf 1.3.4.), les flavan-3-ols
sont bien décrits pour leurs effets santé et ces effets ont surtout été attribués aux activités biologiques
des flavan-3-ols précurseurs (non métabolisés par le microbiote) (cf 1.1.). Pourtant, ces précurseurs
sont moins biodisponibles que leurs métabolites phénoliques microbiens. A ce jour, trop peu d’études
ont investigué les potentiels effets santé des métabolites phénoliques microbiens. Ainsi, il n’est pas
exclu que les effets santé attribués a la consommation d’aliments riches en flavan-3-ols soient en partie

dus aux métabolites microbiens générés dans le colon (Campos et al 2020).

Les dérivés de phényl-y-valérolactones et d’acides phénylvalériques font I'objet d’un intérét
grandissant de la part de la communauté scientifique pour leurs effets neuroprotecteurs, de
maintien des capacités cardiovasculaires et effets anti-inflammatoires (Lee et al. 2017; Campos et al.
2019). La 5-(3’,4’-dihydroxyphényl)-y-valérolactone a été proposée comme marqueur urinaire de la
consommation de flavan-3-ols (Ottaviani et al. 2018). Sa présence plus importante dans les urines a

notamment été corrélée a une baisse de la pression sanguine systolique (Ottaviani et al. 2020).
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Les autres métabolites phénoliques microbiens, c’est-a-dire ceux qui ne sont pas spécifiques des
flavan-3-ols, ont aussi été étudiés et présentent des activités biologiques intéressantes comme des
activités anti-diabétiques, anti-inflammatoires, antioxydantes, cardio-protectrices, neuro-protectrices
et antiadhésives contre les Escherichia coli uropathogénes (Monagas et al. 2010; Campos et al, 2019).

3.5. Notions de métabotypes et métabotypes putatifs liés au métabolisme microbien des

flavan-3-ols

Les études sur le métabolisme des polyphénols réalisées chez I’'Homme ont montré qu’il est possible
de classer les individus selon leur phénotype métabolique, également nommé “métabotype”. Il s’agit
d’un concept développé assez récemment (Bolca et al. 2013; Espin et al. 2017) et apparu lors d’études
sur cohortes d’individus sains aprés consommation de certains polyphénols. Le métabotype se
caractérise par la détection d’un ou plusieurs métabolites phénoliques microbiens dans le sang ou

I'urine d’un individu suite a la consommation d’un polyphénol donné.

A ce jour, les métabotypes obtenus a partir de I’acide ellagique (structure de base des ellagitannins) et
la daidzéine (isoflavone) sont les mieux caractérisés. Pour ce qui concerne |'acide ellagique, la
population peut étre séparée en trois métabotypes selon la production de différents métabolites
microbiens appelés urolithines. Les individus qui n’en produisent pas ont le métabotype 0, alors que
ceux qui produisent l'urolithine A ont le métabotype A et ceux qui produisent I'urolithine B et/ou
I'isourolithine A en plus de I'urolithine A ont le métabotype B. Ces trois métabotypes sont directement
liés a la composition du microbiote intestinal et en particulier a la présence (métabotypes A et B) ou
I'absence (métabotype 0) de souches bactériennes du genre Gordonibacter (famille des
Eggerthellaceae et phylum des Actinobacteria) (Figure 21) (Selma et al. 2016; Cortés-Martin et al.
2018) qui seraient directement impliquées dans la formation des urolithines. De plus, une plus grande
proportion en Gordonibacter dans le microbiote intestinal a été associée aux individus de métabotype

A (Garcia-Villalba et al. 2017; Tomas-Barberan et al. 2017).

Concernant la daidzéine, trois métabotypes distincts et indépendants ont été identifiés dans la
population. Ils se caractérisent par la production d’équol ou de O-déméthylangolensine (ODMA) ou
par I'absence de production de ces deux métabolites microbiens (Figure 21). Les métabotypes “équol”
et “ODMA” sont aussi directement corrélés a la présence au sein du microbiote intestinal d’espéces
bactériennes. Plusieurs especes de la famille Eggerthellaceae sont impliquées dans la formation de
I’équol (Braune et Blaut 2016), dont les espéces Adlercreutzia equolifaciens, Asaccharobacter celatus
(nouvellement assignée Adlercreutzia equolifaciens subsp. Celatus) et Slackia isoflavoniconvertens qui
sont significativement plus prévalentes chez les producteurs d’équol que chez les non producteurs

(lino et al. 2019). La formation du métabolite ODMA serait quant a elle corrélée a la présence de

Eubacterium ramulus (Frankenfeld 2011) (Figure 21). La capacité a produire I'équol a partir de la
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daidzéine serait présente chez 30 % de la population caucasienne alors que celle a produire la O-

déméthylangolensine dans 80 a 90 % de la méme population (Frankenfeld 2017; Cortés-Martin et al.

2020).
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Figure 21. Métabotypes associés au métabolisme microbien de I'acide ellagique et de la daidzeine.
Adapté de Tomas-Barberan et al. (2017) et Cortés-Martin et al. (2020). a. Métabolisme de I'acide
ellagique par le microbiote intestinal. La population peut étre stratifiée en trois métabotypes selon les
métabolites urolithines produits par les individus. Le métabotype O se caractérise par les métabolites
entourés en orange, A en rouge et B en bleu. Le genre Gordonibacter est impliqué dans la production
de certains des métabolites. b. Métabolisme de la daidzéine par le microbiote intestinal. Les
populations peuvent étre des producteurs de ODMA, d’équol ou aucun des deux. La formation de ces
métabolites serait liée a la présence de E. ramulus pour le premier et d’especes de la famille des
Eggerthellaceae pour le second.

L'existence de métabotypes associés au métabolisme des flavan-3-ols n’a été que trés récemment
proposée. Dans une premiére étude menée par Mena et al (2019), onze individus ont été suivis
pendant douze semaines dont huit semaines durant lesquelles ils ont été supplémentés avec des
extraits de café et de thé contenant 356 mg d’acide chlorogénique (dérivé de I'acide caféique) et 3469
mg de flavan-3-ols dont 93 % de gallocatéchine et d’épigallocatéchine, ce qui correspond a une

consommation journaliere en flavan-3-ols 3 a 10 fois supérieure a la normale (cf section 1.3.2).
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Plusieurs prélevements urinaires ont été effectués avant, pendant et aprés la supplémentation pour
suivre le profil d’excrétion sur 24 heures de divers métabolites phénoliques microbiens dont ceux issus
des flavan-3-ols. Les métabolites conjugués (glucuronylés, methylés, sulfatés) issus du métabolisme
hépatique de phase Il ont également été analysés. La comparaison des profils métaboliques des onze
individus a permis de les séparer en trois métabotypes putatifs selon les concentrations en umol/24 h
de trois métabolites discriminants : la 5-(3’,4’-dihydroxyphényl)-y-valérolactone, la 5-(3',4’,5'-
trihydroxyphényl)-y-valérolactone et I'acide 3-(3’-hydroxyphényl) propionique (Figure 22). Les deux
premiers sont spécifiques du métabolisme microbien des flavan-3-ols alors que le troisieme peut
provenir a la fois du métabolisme des flavan-3-ols et de I'acide chlorogénique. Cependant, les auteurs
ont associé la formation de I'acide 3-(3’-hydroxyphényl) propionique au métabolisme des flavan-3-ols
du fait de la supplémentation alimentaire qui est dix fois supérieure en flavan-3-ols qu’en acide
chlorogénique. Les trois métabotypes 1, 2 et 3 sont présentés dans la Figure 22 et ne sont pas basés
sur la présence/absence des métabolites mais sur les concentrations journaliéres plus ou moins
importantes des trois métabolites. Ainsi les métabotypes 1 et 3 sont diamétralement opposés avec
une excrétion urinaire élevée de la 5-(3’,4’,5'-trihydroxyphényl)-y-valérolactone et de la 5-(3',4'-
dihydroxyphényl)-y-valérolactone et faible de I'acide 3-(3’-hydroxyphényl) propionique pour le
métabotype 1 alors que l'inverse est observé pour le métabotype 3. Le métabotype 2 présente un
profil intermédiaire avec I'excrétion de la 5-(3’,4’,5’-trihydroxyphényl)-y-valérolactone correspondant

au métabotype 3 alors que I'excrétion des 2 autres métabolites est proche du métabotype 1.

Il faut cependant noter que dans cette étude, les métabotypes ne sont pas définis par la présence ou
I’absence d’'un métabolite microbien particulier mais par des différences de concentration de trois
métabolites. De plus, aucune corrélation entre la composition du microbiote (pas étudiée) et le

métabotype n’a été effectuée.
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Figure 22. Classification des individus en métabotypes aprés consommation de flavan-3-ols selon
Mena et al. (2019). L'analyse du profil d’excrétion urinaire sur 24 h de onze individus aprés la
supplémentation d’extraits de café et de thé a permis de mettre en évidence trois métabotypes, en
mesurant la concentration de trois métabolites : la 5-(3’,4’-dihydroxyphényl)-y-valérolactone, la 5-

(3’,4’,5’-trihydroxyphényl)-y-valérolactone et I'acide 3-(3’-hydroxyphényl) propionique. En bleu, le
métabotype 1 ; en vert, le métabotype 2 ; en rouge, le métabotype 3.

Dans une seconde étude, Cortés-Martin et al. (2019) ont tenté de mettre en évidence des métabotypes
sur une plus grande cohorte d’individus (68 individus) que Mena et al (2019) en utilisant une source
de flavan-3-ols tres différente, autant sur le plan quantitatif que qualitatif et sur une durée de
supplémentation beaucoup plus courte (trois jours). Les individus recevaient un mélange de noix,
d’amandes et de noisettes apportant 54,6 mg de flavan-3-ols par jour (12/0.6/42 mg de
catéchine/épicatéchine/procyanidines avec un degré de polymérisation variant de 2,4 a 8,5). Au 4éme
jour, un prélevement urinaire a jeun a été effectué pour évaluer le profil d’excrétion des métabolites
microbiens issus des flavan-3-ols (incluant les métabolites conjugués issus du métabolisme de phase
II). Comme pour Mena et al. (2019), les auteurs n’ont pas mis en évidence de métabotypes se
caractérisant par la présence ou I'absence de métabolites microbiens des flavan-3-ols. A partir des
profils d’excrétion urinaire des 68 individus, ils ont pu néanmoins constituer quatre groupes d’individus
se distinguant de par les concentrations différentes en quatre métabolites, la 5-(3’,4'-
dihydroxyphényl)-y-valérolactone, la  5-(3’-hydroxyphényl)-y-valérolactone, [I'acide 3-(3’,4’-
dihydroxyphényl) propionique et I’acide 3-(3’-hydroxyphényl) propionique (Figure 23). Il faut noter que
dans cette étude, ils n‘ont pas détecté de 5-(3’,4’,5'-trihydroxyphényl)-y-valérolactone car la
supplémentation en fruit a coques ne contient pas de flavan-3-ols trihydroxyphényl comme retrouvés

dans le thé. Ces groupes se définissent de la fagon suivante :

e Groupe 1: Concentration forte des quatre métabolites (4 individus).
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® Groupe 2 : Concentration faible des quatre métabolites (32 individus).

® Groupe 3 : Concentration forte de la 5-(3’,4’-dihydroxyphényl)-y-valérolactone et faible de la
5-(3’-hydroxyphényl)-y-valérolactone et des acides 3-(3’,4’-dihydroxyphényl) propionique et
3-(3’-hydroxyphényl) propionique (16 individus).

® Groupe 4 : Concentration faible de la 5-(3’,4’-dihydroxyphényl)-y-valérolactone et 5-(3’-
hydroxyphényl)-y-valérolactone et forte des acides 3-(3’,4’-dihydroxyphényl) propionique et
3-(3’-hydroxyphényl) propionique (16 individus).

Cette deuxieme étude met ainsi en évidence deux groupes comparables a ceux décrits par Mena et al
(2019). Ainsi, le groupe 3 (n=16) a des caractéristiques communes avec les métabotypes 1 et 2
(excrétion élevée de la 5-(3’,4’-dihydroxyphényl)-y-valérolactone et faible de I'acide 3-(3’-
hydroxyphényl) propionique), et le groupe 4 (n=15) est proche du métabotype 3 (excrétion élevée de
I’acide 3-(3’-hydroxyphényl) propionique et faible de la 5-(3’,4’-dihydroxyphényl)-y-valérolactone). Les
groupes 1 (n=4, forts excréteurs des quatre métabolites) et 2 (grand groupe n=32, faibles excréteurs

des 4 métabolites) n’ont pas d’équivalents dans les métabotypes décrits par Mena et al (2019).
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Figure 23. Classification des individus en groupes métaboliques aprés consommation de flavan-3-ols
selon Cortés-Martin et al. (2019). L'analyse du profil d’excrétion urinaire de 68 individus apres la
supplémentation de noix, d’'amandes et de noisettes a permis de mettre en évidence quatre groupes
métaboliques, en mesurant la concentration de quatre métabolites : la 5-(3’,4’-dihydroxyphényl)-y-
valérolactone, la 5-(3’-hydroxyphényl)-y-valérolactone, I'acide 3-(3’,4’-dihydroxyphényl) propionique
et I'acide 3-(3’-hydroxyphényl) propionique. Le groupe 1 n’a pas été représenté par ses auteurs dii a
un nombre réduit d’individus présent dans ce groupe. En bleu, le groupe 1 ; en vert, le groupe 2 ; en
rouge, le groupe 3.

Dans une troisieme étude, Anesi et al. (2019) ont montré la possibilité de stratifier en “métabotypes”
les individus en analysant uniquement les métabolites conjugués issus des flavan-3-ols. Ce type
d’analyse met surtout en relief le métabolisme de phase Il du foie. Le profil d’excrétion urinaire de
onze individus a été suivi pendant 24 heures aprés I'ingestion de 400 grammes de pommes, équivalant

a l'ingestion entre autres de 689 umol de (-)-épicatéchine, de 1882 umol de procyanidines B, et de
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2923 umol d’oligomeres avec un degré de polymérisation moyen de 8,5. Cette étude montre comme
les précédentes la présence de forts et faibles producteurs des dérivés acides phénylvalériques et
phényl-y-valérolactones. Cependant, cette étude met surtout en évidence deux groupes d'individus
qui se distinguent par leur métabolisme de phase Il, en effectuant le ratio entre la forme sulfatée et Ia

forme glucuronylée du métabolite 5-(3’,4’-dihydroxyphényl)-y-valérolactone :

R = 5—(3'—hydroxyphenyl)—y—valérolactone—4’'—sulfate

5—(hydroxyphenyl)—y—VL—glucuronide
e Métabotypel:R>1.8
e Métabotype2:R=1

En conclusion, la définition de “métabotype” dans le contexte particulier du métabolisme des flavan-
3-ols chez 'Homme reste encore controversée. Les équipes espagnoles (Tomdas-Barberan, Espin),
considerent que I'on peut classer les individus en différents métabotypes qu’a partir du moment ou le
profil métabolique d’un individu est associé a la présence ou |'absence d’un ou plusieurs micro-
organismes responsables de la production des métabolites constituant le profil. Les équipes italiennes
guant-a elles (Mena, Del Rio) stratifient les cohortes d’individus en différents métabotypes sur la base
d’une abondance relative différente de plusieurs métabolites phénoliques sans avoir préalablement
démontré que cette stratification est liée a la composition ou I'activité métabolique du microbiote. Les
résultats des deux premieres études décrites ci-dessus montrent qu’il est possible de stratifier des
individus selon leur profil d’excrétion en métabolites phénoliques dont certains sont issus
spécifiqguement du métabolisme microbien des flavan-3-ols (dérivés phényl-y-valérolactones). Si on
suit la définition des chercheurs espagnols, ces résultats ne permettent pas de dire qu’il s’agit de
métabotypes tant que les micro-organismes impliqués dans les voies de dégradation des flavan-3-ols
ne seront pas tous identifiés et tant que I'on ne pourra pas corréler ces différences de profils

métaboliques a des profils microbiens spécifiques.

Cependant, plusieurs études in vitro utilisant des selles humaines (Sanchez-Patan et al. 2012; Le
Bourvellec et al. 2019), mais également in vivo chez 'Homme (Wiese et al. 2015; Favari et al. 2020;
Hollands et al. 2020) tendent a montrer qu’il existe bien des différences inter-individuelles dans la
production par le microbiote des dérivés de phényl-y-valérolactones et d’acides phénylvalériques a
partir de flavan-3-ols, ce qui tendrait a dire que le microbiote serait responsable des profils
métaboliques différents d’un individu a I'autre et qu’il y aurait bien des métabotypes liés a la
consommation de flavan-3-ols. Il faudra cependant confirmer le lien microbiote-métabotype par des

recherches qui prennent en considération les deux composantes.
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Ainsi, mieux définir les groupes métaboliques ou métabotypes issus des flavan-3-ols et le role du
microbiote dans ces groupes permettrait de corréler |'état de santé d’un individu a son métabotype,
de prédire sa prédisposition a développer une pathologie, et éventuellement d’apporter des solutions
nutritionnelles (pharmabiotiques) pour prévenir la pathologie. Par exemple, le métabotype B mis en
évidence dans le métabolisme de I'acide ellagique serait corrélé a une dysbiose du microbiote
intestinal, mais également a des cas de maladies métaboliques en nombre plus élevé que chez les

personnes présentant un métabotype A et 0 (Selma et al. 2016; Tomas-Barberan et al. 2017).

Le microbiote joue un role important dans ce phénomene de stratification en groupes métaboliques
avec la présence ou I’'absence de micro-organismes (ou de genes codant des enzymes) clés dans la
dégradation des polyphénols. Il est doncimpératif d’identifier I'ensemble des acteurs microbiens et/ou

genes impliqués dans le métabolisme des flavan-3-ols.

59



Etude bibliographique
Chapitre 4 : Métabolisme des flavan-3-ols par des micro-organismes isolés

4. Chapitre 4 : Métabolisme des flavan-3-ols par des micro-organismes isolés
4.1. Dégradation des monomeres
4.1.1. Ouverture du cycle C
Comme discuté dans la section 3.2.1, I'ouverture du cycle C des monomeres est centrale dans le
métabolisme microbien des flavan-3-ols (Figure 13) et donc beaucoup d’efforts ont été entrepris pour
identifier les bactéries impliquées (Braune et Blaut, 2016). La grande majorité d’entre elles a été isolée
de selles humaines et fait partie de la famille des Eggerthellaceae et du phylum des Actinobacteria
(Figure 24). Seule Lactobacillus plantarum IFPL935 ne fait pas partie de la famille des Eggerthellaceae
mais de la famille des Lactobacillaceae (phylum des Firmicutes) (Sanchez-Patan et al. 2012). Cette
souche n’a pas été isolée chez I'Homme mais provient de la flore du fromage de chévre (Fontecha et
al. 1990). L'ouverture du cycle C ne se réduirait donc pas a la seule famille des Eggerthellaceae. Sachant
que le genre Lactobacillus représente 0,3 % du total des micro-organismes du célon (Heeney et al.
2018), il n’est pas impossible que certaines bactéries non encore isolées chez I'Homme et appartenant

au genre Lactobacillus possedent cette activité.

La co-incubation du microbiote colique avec les différents précurseurs monomériques a mis en
évidence des différences dans la métabolisation de ceux-ci et notamment la vitesse de dégradation
(Saura-Calixto et al. 2010; Serra et al. 2011). Ces différences sont également retrouvées avec les
bactéries isolées. Par exemple, la souche Eggerthella lenta rK3 dégrade la totalité de la (+)-catéchine
en 24 heures, alors qu’il lui faut 48 heures pour dégrader la (-)-épicatéchine (Kutschera et al. 2011). En
revanche, les souches Adlercreutzia equolifaciens MT4s-5 et E. lenta DSM 2243 dégradent ces deux
monomeres a la méme vitesse. Concernant les deux autres stéréoisomeres, la (+)-épicatéchine et la (-
)-catéchine, A. equolifaciens MT4s-5 et E. lenta DSM 2243 ne sont pas capable d’ouvrir le cycle C de la
(+)-épicatéchine, alors que la (-)-catéchine est dégradée par seulement A. equolifaciens MT4s-5 (Figure
24) (Takagaki et Nanjo 2015a). Ces différences de spécificité de substrat ont aussi été observées avec
les souches Adlercreutzia equolifaciens subsp. celatus JCM 14811, Slackia isoflavoniconvertens JCM
16137 et Slackia equolifaciens JCM 16059 (Takagaki et Nanjo, 2015b). L’ensemble de ces résultats
montre que la stéréochimie des monomeres de flavan-3-ols a un impact sur leur métabolisation et que

la majorité des souches testées est active sur les formes (+)-catéchine et (-)-épicatéchine (Figure 24).

Le nombre de groupements hydroxyles sur le cycle B des monomeres a également une influence sur
I’ouverture du cycle C. La souche Adlercreutzia equolifaciens JICM 14793 est capable d’ouvrir le cycle C
de la (-)-épicatéchine, mais pas celui de la (-)-épigallocatéchine, qui posséde un troisieme groupement
OH sur le cycle B. Inversement, cette souche n’est pas capable de cliver le cycle C de la (-)-catéchine
mais peut cliver celui de la (-)-gallocatéchine (Figure 24) (Takagaki et Nanjo, 2015a; 2015b). Les mémes

auteurs ont aussi mis en évidence que le groupement 4’0OH du cycle B est nécessaire a I'ouverture du
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cycle C par la souche A. equolifaciens MT4s-5, confirmant ainsi des résultats obtenus précédemment
dans la littérature avec la souche E. lenta SDG-2 (Wang et al. 2001; Takagaki et al. 2014). De plus, la
présence du résidu gallate sur le carbone C3 inhibe I'ouverture du cycle C (Wang et al. 2001), ce qui
est en accord avec les résultats obtenus avec le microbiote complet (Hackett et al. 1985; Meselhy et

al. 1997).

En conclusion, un nombre limité de bactéries métaboliquement actives sur les monomeres de flavan-
3-ols ont été isolées. Comme l'illustre la Figure 24, ces bactéries divergent entre elles selon leurs
capacités a dégrader les différents monomeéres. Ceci suggére que |'ouverture du cycle C met en jeu des
systemes enzymatiques plus ou moins complexes ou plus ou moins spécifiques selon les bactéries. On
note cependant que la totalité des souches et espéces isolées sont capable de cliver le cycle C de la
(+)-catéchine et de la (-)-épicatéchine. Ces deux monomeéres sont les plus fréquemment retrouvés dans
notre alimentation, suivis de la (-)-épigallocatéchine et la (-)-gallocatéchine retrouvée en grande
concentration dans le thé (Yang et al. 2000). Il est possible que les flavan-3-ols alimentaires exercent
une pression de sélection sur le microbiote et que certaines bactéries au sein de ce microbiote
conservent leurs activités hydrolytiques vis a vis des flavan-3-ols monomeres les plus fréquemment
rencontrés afin de survivre et se maintenir dans cet écosystéeme digestif extrémement compétitif. La
famille Eggerthellaceae, et plus particulierement 'espéce E. lenta ferait partie de cette niche jouant

un réle majeur dans ce métabolisme (Braune et Blaut 2016; Maini Rekdal et al. 2020).

Monoméres de flavan-3-ols
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£ thella lenta DSM 2243 (Takagaki et Nanjo, 2014; 2015a)
e (Maini Rekdal et al, 2020)
Eggerthella lenta CAT-1 (Jin et Hattori, 2012)
Slackia isoflavoniconvertens JCM 16137 (Takagaki et Nanjo 2015b; 2015¢c)
Actinob ia Egger Slackia equolifaciens JCM 16059 (Takagaki et Nanjo 2015b; 2015c)

Adlercreutzia equolifaciens JCM 14793 (Takagaki et Nanjo 2015b; 2015¢)

Adlercreutzia equolifactiens MT4s-5 (Takagaki et Nanjo, 2014; 2015a; 2015c)

Adlercreutzia equolifaciens

(Takagaki et Nanjo 2015b; 2015c)
subsp. celatus JCM 14811

Gordonibacter faecihominis CAT-2 (Jin et al, 2014)

Gordonibacter spp. (Maini Rekdal et al, 2020)

Figure 24. Micro-organismes isolés impliqués dans I'ouverture du cycle C et la déshydroxylation du
cycle B des monomeres. L’activité enzymatique d’ouverture du cycle C et de déshydroxylation du
groupement hydroxyle en C,/OH ont été testées sur une dizaine de souches de la famille
Eggerthellaceae, en utilisant comme substrats plusieurs monomeres de flavan-3-ols et de composés
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phénoliques (métabolites microbiens). En blanc, I'activité n’a pas été testée. En vert, une activité
enzymatique a été observée. En rouge, aucune activité enzymatique n’a été observée.
(+)-3’,4’-diOHPP-2-0l : (+)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2”’,4”,6" -trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(+)-3’,4’-diOHPP-2-0l : (+)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2”’,4”,6" -trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(-)-3’,4’-diOHPP-2-0l : (-)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2”,4"”,6" -trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(-)-3’,4’-diOHPP-2-0l : (-)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2",4”,6" -trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(-)-3’,4’,5’-triOHPP-2-0l : (-)-1-(3’,4’,5 -trihydroxyphényl)-3-(2’,4”,6” -trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(-)-3’,4’,5’-triOHVal : (-)-5-(3’,4’,5’-trihydroxyphényl)-y-valérolactone ;
(-)-3’,4’,5’-triOHPVA : acide (-)-4-hydroxy-5-(3’,4’,5’-trihydroxyphényl)valérique ;
3’,4’-diOHPPA : acide 3-(3’,4’-dihydroxyphényl) propionique ;
3’,4’-diOHPAA : acide 2-(3’,4’-dihydroxyphényl) acétique.

4.1.2. Ouverture du cycle A

L'ouverture du cycle A ou groupement phloroglucinol est la deuxieme étape majeure dans le
métabolisme des monomeres de flavan-3-ols (Figure 15). Malgré son réle primordial, trés peu d’études
ont été menées pour identifier les bactéries impliquées dans ce métabolisme. A ce jour, seulement
guatre souches de la méme espéce bactérienne, Flavonifractor plautii (famille Ruminococcaceae), ont
pu étre isolées et possedent cette activité de d’ouverture du cycle A (Figure 25) (Takagaki et Nanjo,
2015a; Braune et Blaut, 2016). Cette capacité de F. plautii a dégrader le groupement phloroglucinol
n’intervient qu’apres I'ouverture du cycle C des flavan-3-ols. De plus, I'activité de clivage n’est pas
affectée par la stéréochimie des monomeres de flavan-3-ols, ni par le nombre de groupement
hydroxyle sur le cycle B (Takagaki et al. 2014; Takagaki et Nanjo, 2015a). Ces résultats montrent
I'importance du groupement phloroglucinol dans ce métabolisme et suggerent que ces souches de F.
plautii pourraient aussi dégrader le phloroglucinol seul. Takagaki et Nanjo (2014) ont confirmé cette
hypothése en observant la disparition de cette molécule quand elle est incubée en présence de trois

souches différentes de F. plautii.

Aucune autre espéece bactérienne capable d’ouvrir le cycle A des flavan-3-ols pour former les dérivés
acides 4-hydroxy-phénylvalériques et phényl-y-valérolactones n’a été isolée. Ce manque de diversité
d’especes bactériennes impliquées dans cette réaction pourrait s’expliquer par la difficulté a réaliser
I'isolement de ces micro-organismes du fait que le substrat (monomeére ouvert sur cycle C) n’est pas
disponible commercialement. Ces molécules ne peuvent étre produites que biologiquement, en
incubant le précurseur monomérique avec une bactérie capable d’ouvrir le cycle C comme par exemple
une souche de l'espéece E. lenta (Kutschera et al. 2011; Takagaki et al. 2014). Il a été démontré que
I'espéce bactérienne Eubacterium oxidoreducens (famille des Lachnospiraceae proche de celle des
Ruminococcaceae de F. plautii) peut utiliser le phloroglucinol comme source d’énergie en produisant
de I’ATP (Krumholz et al. 1987). Il serait intéressant de déterminer si E. oxidoreducens, qui est capable
de dégrader le phloroglucinol, a un possible réle dans le catabolisme des formes ouvertes sur le cycle

C des monomeres de flavan-3-ols. Pour I'instant, I'espece F. plautii reste un acteur important dans la
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dégradation des flavan-3-ols, mais également dans le métabolisme d’autres polyphénols (flavonols,

flavones) (Braune et Blaut 2016).

Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour déterminer si d’autres espéeces bactériennes
sont impliquées dans I'ouverture du cycle A. Cette étape est une étape clef du métabolisme des flavan-
3-ols qui est a I’origine de la stratification de cohortes d’individus (métabotypes) selon qu’ils sont plus
ou moins producteurs des dérivés d’acides phénylvalériques et de phényl-y-valérolactones (Mena et
al. 2019; Cortés-Martin et al. 2019) (cf section 3.5). S’il s"avére que cette étape n’est assurée que par
F. plautii, il sera alors intéressant de déterminer par des approches moléculaires (qPCR par exemple)
la présence de cette espece dans le microbiote des individus et de voir si la présence ou absence de

cette espéce au sein du microbiote correle avec le métabotype de I'individu.

Monomeéres de flavan-3-ols

Ouverture du cycle A
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Flavonifractor plautii MT42 (Takagaki et Nanjo, 2014; 2015a)
Firmicutes Ruminococcaceae
Flavonifractor plautii DSM 4000 (Takagaki et Nanjo, 2014; 2015a)

(Kutschera et al, 2011)
(Takagaki et Nanjo, 2014; 2015a)

Figure 25. Micro-organismes isolés impliqués dans I'ouverture du cycle A des monomeres. L’activité
enzymatique d’ouverture du cycle A a été testée sur quatre souches de I'espéce Flavonifractor plautii
en utilisant plusieurs monomeres ouverts de flavan-3-ols et le phloroglucinol. En blanc, I'activité n’a
pas été testée. En vert, une activité enzymatique a été observée. En rouge, aucune activité
enzymatique n’a été observée.

(+)-3’,4’-diOHPP-2-0l = (+)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2’,4”,6" -trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(+)-3’-OHPP-2-0l = (+)-1-(3’-hydroxyphényl)-3-(2",4”,6" -trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(-)-3’,4’-diOHPP-2-0l = (-)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2"*,4”,6" -trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(-)-3’-OHPP-2-0l = (-)-1-(3’-hydroxyphényl)-3-(2”,4"”,6"-trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(-)-3’,4’,5’-triOHPP-2-0l = (-)-1-(3’,4’,5’-trihydroxyphényl)-3-(2”’,4",6"’-trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(-)-3’,5’-triOHPP-2-0l = (-)-1-(3’,5’-trihydroxyphényl)-3-(2”’,4”,6”’-trihydroxyphényl)propan-2-ol.

Flavonifractor plautii DSM 6740

4.1.3. Déshydroxylation du cycle B
Plusieurs bactéries possédant une activité de déshydroxylation du groupement catéchol (cycle B) ont
été isolées de selles humaines (Figure 24). Ces bactéries font exclusivement parties de la famille des
Eggerthellaceae, confirmant ainsi I'importance de cette famille bactérienne dans le métabolisme des
flavan-3-ols (Braune et Blaut 2016; Maini Rekdal et al. 2020). Alors que le cycle B perd ses trois
hydroxyles en présence de microbiote fécal complet (Le Bourvellec et al. 2019), les bactéries isolées a

ce jour sont capables de déshydroxyler le cycle B uniquement sur le carbone C4’ (Figure 24).
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La déshydroxylation est une étape qui intervient majoritairement sur des métabolites avec
groupement catéchol qui sont générés lors de la métabolisation des monoméres de flavan-3-ols
(Figure 13). Elle peut s'opérer sur un ensemble des métabolites ouverts quelle que soit leur
stéréochimie (Figure 24). Cependant, il a été observé que A. equolifaciens subsp. celatus JCM 14811 et
Adlercreutzia equolifaciens JCM 14793 peuvent également déshydroxyler les flavan-3-ols monoméres
préalablement “non métabolisés”, tels que la (-)-épigallocatéchine et la (-)-gallocatéchine, mais pas la
(-)-épicatéchine et la (+)-catéchine (Takagaki et Nanjo 2015b; 2015c). La déshydroxylation directe de
flavan-3-ols semble cependant étre un événement rare car elle n’a été observée que dans cette étude
avec ces deux souches isolées. De plus, les produits de cette déshydroxylation s’accumulent dans le

surnageant de culture, indiquant que ces deux bactéries ne sont plus capables d’ouvrir le cycle C.

La capacité de déshydroxylation varie pour certaines souches selon I'orientation du carbone 3 présent
sur le cycle C. C’est le cas de la souche E. lenta SDG-2 qui est capable de déshydroxyler le métabolite
ouvert ((-)-3’,4’-diOHPP-2-ol) issu des monomeres de (-)-catéchine et (-)-épicatéchine mais pas celui
issu des formes (+) (Figure 24) (Takagaki et Nanjo 2015a). De plus, la présence d’un groupement
hydroxyle en position Cs’ du cycle B stimule la capacité de déshydroxylation en position C,’. Cette
activité de déshydroxylation des dérivés trihydroxylés est retrouvée chez cing souches, alors que la
déshydroxylation des dérivés dihydroxylés n’est retrouvée que chez trois souches (Figure 24), avec par
exemple les souches A. celatus JCM 14811 et A. equolifaciens JCM 14793, qui ne sont capables de
déshydroxyler que les métabolites trihydroxylés et non les métabolites dihydroxylés. Ces derniéres
présentent une grande variabilité sur leurs capacités a déshydroxyler les métabolites des monomeres
de flavan-3-ols et donc cela suggere que différents systémes enzymatiques seraient impliqués. La
comparaison des bactéries capables de cliver le cycle C et de déshydroxyler le groupement en C,’
montre qu’il n’y a aucun lien entre ces deux activités. La présence d’une des deux activités ne permet

pas de prédire la présence de I'autre activité.

A. equolifaciens subsp. celatus JCM 14811 et A. equolifaciens JCM 14793 ont également la capacité de
déshydroxyler le groupement en C,’ des métabolites issus de |'ouverture du cycle A de la
(-)-épigallocatéchine et la (-)-gallocatéchine. Ces métabolites sont I'acide (-)-4-hydroxy-5-(3’,4’,5'-
trihydroxyphényl) valérique et la (-)-5-(3’,4’,5’-trihydroxyphényl)-y-valérolactone (Figure 24) (Takagaki
et Nanjo 2015c).

La déshydroxylation d’autres métabolites phénoliques a également été recherchée. Un nombre
important de souches de I'espéce E. lenta (21 souches sur 22) ont la capacité de déshydroxyler le
groupement en C," de I'acide 5-(3’,4’-dihydroxyphényl) propionique, mais aucune d’elles n’a montré

d’activité sur I'acide 5-(3’,4’-dihydroxyphényl) acétique (Wang et al. 2001; Maini Rekdal et al. 2020).
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En revanche, la déshydroxylation de ce dernier métabolite a été observée chez deux souches du genre

Gordonibacter qui font également parties des Eggerthellaceae (Maini Rekdal et al. 2020).

L'intérét pour la bactérie de déshydroxyler le cycle B serait de régénérer ses coenzymes tel que le
NADPH, le substrat polyphénolique jouant le role d’accepteur d’électrons (Takagaki et al. 2014). Dans
un milieu dépourvu d’accepteurs d’électrons, il a été montré que des souches de E. lenta capables de
déshydroxyler la dopamine, qui est une molécule possédant un groupement catéchol, ont une
croissance bactérienne plus élevée que d’autres qui en sont incapables (Maini Rekdal et al. 2020). Bien
que cela n’ait pas été vérifié sur un substrat polyphénolique, cette étude suggére que la
déshydroxylation des métabolites de flavan-3-ols assurerait un fitness (survie, maintien) plus

important a la bactérie.

En conclusion, les différentes souches isolées capables de déshydroxyler le groupement OH en C4’ du
cycle B des métabolites de flavan-3-ols ont une spécificité de substrat trés variable (trés large ou trés
restreinte). Cette variabilité se retrouve probablement a I’échelle du microbiote de chaque individu et
pourrait expliquer les différences de production de métabolites phénoliques observées dans les études

in vivo et in vitro (cf. 3.2).

4.1.4. Clivage de la liaison ester liant I’acide gallique
Le clivage de la liaison ester liant 'acide gallique au cycle C de certains flavan-3-ols se fait tres
rapidement au contact du microbiote intestinal « complet ». Ce constat suggére que cette activité est
apportée par plusieurs micro-organismes au sein du microbiote intestinal. En accord avec cette
hypothése, le criblage de plus d’une centaine de souches entériques de collection pour leur capacité a
cliver la liaison ester de la (-)-épigallocatéchine-3-O-gallate a permis de mettre en évidence quatre
espéces bactériennes métaboliquement actives [Klebsiella aerogenes, Klebsiella planticola, K.
pneumoniae, Bifidobacterium longum] (Takagaki and Nanjo, 2010). D’autres études ont permis de
montrer que le probiotique Lactobacillus plantarum IFPL935 peut hydrolyser la liaison ester sur
plusieurs substrats, tel que la (-)-épicatéchine et les dimeres de procyanidines de type B (Tabasco,
2011; Sanchez-Patan et al. 2012). Sur le plan phylogénétique, les bactéries identifiées sont réparties
sur différentes branches du domaine bactérien. Ceci montre que cette capacité métabolique n’est pas
restreinte a un genre ou une famille bactérienne, a 'inverse de ce que nous venons de voir pour

I’ouverture des cycles C et A.

Il est a noter que I'impact de la stéréochimie des différents flavan-3-ols contenant I’acide gallique sur
la capacité de ces bactéries a hydrolyser la liaison ester n’a pas été étudié. Cependant, le monomere

(-)-épigallocatéchine-3-0O-gallate est la forme la plus fréquemment retrouvée dans notre alimentation
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parmi les monomeres galloylés, tel que dans le thé (Yang et al. 2000) et a donc fait I'objet de

nombreuses études a I'instar des autres flavan-3-ols.

4.2. Dégradation des procyanidines
Actuellement, aucune étude n’a permis de mettre en évidence un micro-organisme capable de
dégrader les procyanidines de type B ou de type A (Braune et Blaut 2016). Cependant, plusieurs
équipes se sont intéressées aux probiotiques du genre Lactobacillus et ont émis I’"hypothése qu’ils
pourraient étre impliqués dans le métabolisme des procyanidines. Dans une étude in vitro ou la souche
Lactobacillus rhammosus ATCC 9595 a été incubée avec des extraits de marc de canneberge riches en
procyanidines de type A, les auteur ont mesuré une diminution de la concentration en procyanidines
et une augmentation en monomeres et métabolites phénoliques dans le milieu de culture (Rupasinghe
et al. 2019). Cependant, ces résultats ne permettent pas de certifier que cette souche dégrade les
procyanidines car la libération des monomeéres peut s’expliquer par une cassure interflavanique
médiée par la baisse de pH du milieu (Spencer et al. 2000). Le r6le de la souche Lactobacillus plantarum
IFPL935 dans le métabolisme des monomeéres de flavan-3-ols a déja été établi, mais son réle dans la
dégradation des procyanidines reste a prouver. Quand cette souche est incubée avec des diméres de
type B et A, aucune activité de dégradation n’a été observée (Sanchez-Patdn et al. 2012). Cependant,
I’ajout de cette souche a des selles humaines dans un systeme SHIME stimule la métabolisation des
procyanidines (Barroso et al. 2013; 2014), montrant un lien indirect entre ce probiotique et la
dégradation des procyanidines. Cet effet stimulateur de Lactobacillus sp. a également été observé dans
un modele in vivo. La supplémentation de Lactobacillus casei-01 et d’extraits de litchi a des rats induit
une baisse de la concentration sanguine du monomere d’épicatéchine et de procyanidines de type A
(dimeére et trimere), suggérant une plus grande métabolisation microbienne de ces précurseurs dans

le tube digestif (Li et al. 2017).

Pour conclure, ces études ont seulement mis en évidence un lien indirect entre certaines souches de
Lactobacillus et le métabolisme des procyanidines et restent dans I’ensemble peu probantes. D’autres

études sont donc nécessaires afin d’identifier des souches capables de dégrader les procyanidines.

4.3. Dégradation par les micro-organismes aérobies
Lors de cette thése, je me suis focalisé sur la dégradation des flavan-3-ols par les micro-organismes
du microbiote intestinal qui sont pour une grande part anaérobies stricts. Cependant, la majorité des
flavan-3-ols se trouve dans la nature et plusieurs micro-organismes aérobies de I’environnement ont
de ce fait développé la capacité de les utiliser en tant que source de carbone. Par exemple la
dégradation aérobie de la catéchine est particulierement bien décrite. La majorité des espéces
identifiées sont des champignons, tel que Aspergillus flavus, A. fumigatus, Fusarium sp. et une dizaine

d’autres (Arunachalam et al. 2003). Acinetobacter calcoaceticus MTC 127 et Burkholderia sp. KTC-1
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sont les seules bactéries aérobies décrites pour utiliser la (+)-catéchine comme source de carbone
(Arunachalam et al. 2003; Matsuda et al. 2008). La premiére étape de dégradation par ces micro-
organismes passe par la formation a partir de la catéchine de I’acide phloroglucinique et I'acide
protocatéchique (Figure 26) (Arunachalam et al. 2003). Une autre voie de dégradation aérobie de la
catéchine a été observée avec Burkholderia sp. KTC-1 et génére un métabolite intermédiaire, la
taxifoline (Matsuda et al. 2008) qui est aussi un intermédiaire retrouvé dans la dégradation anaérobie

de la quercétine (flavonol) (Braune et Blaut 2016).

Enfin, un géne de A. calcoaceticus MTC 127 code une oxygénase qui est impliquée dans la dégradation

de la catéchine en acide phloroglucinique (Arunachalam et al. 2003).

OH

Acide phloroglucinique Acide protocatéchique

Figure 26. Dégradation de la catéchine par des micro-organismes aérobies
4.4. Genes identifiés

La plupart des genes bactériens identifiés comme étant impliqués dans le métabolisme des
polyphénols I'ont été pour des polyphénols d’autres classes que les flavan-3-ols. Il s’agit de génes
identifiés chez I’espéce Eubacterium ramulus qui codent des enzymes impliquées dans la dégradation
de la phlorétine, une dihydrochalcone produite a partir d’une flavone, I’apigénine et d’une flavanone,
la naringénine, et dans I'isomérisation d’un flavanonol, la (+)-taxifoline (Schoefer et al. 2004; Braune
et Blaut 2016). D’autre part, un gene codant une benzyl-ether-réductase (appelé gene ber) a été décrit
chez Eggerthella lenta. L’enzyme codée par ce géne métabolise un lignane, le pinorésinol, en ouvrant
les hétérocycles oxygénés de ce polyphénol (Figure 27) (Bess et al. 2020). Si cette enzyme est capable
d’ouvrir un cycle oxygéné, on peut se demander si elle ne pourrait pas étre active dans I'étape

d’ouverture du cycle C des monomeres de flavan-3-ols.
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Figure 27. Implication de I’enzyme Ber dans I’ouverture des hétérocycles du Pinorésinol, adapté de
Bess et al. (2020). Modéle de la dégradation du Pinorésinol par Eggerthella lenta. L’enzyme Ber permet
I'ouverture d’un premier hétérocycle (fleche bleue) du pinorésinol pour former le métabolite
Laricirésinol, puis l'ouverture du second hétérocycle (fleche bleu) pour former le métabolite
Secoisolaricirésinol. Ber : Benzyl ether reductase.

Ce n’est que trés récemment que des genes impliqués dans le métabolisme de la (+)-catéchine
(monomeére de flavan-3-ols) ont été découverts (Maini Rekdal et al. 2020). Ces génes ne sont pas
impliqués dans I'étape initiale d’ouverture du cycle C de la (+)-catéchine, mais dans les étapes
ultérieures qui consistent a déshydroxyler le cycle B de la forme ouverte de la (+)-catéchine ((+)-1-
(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2”,4"”,6"-trihydroxyphényl)propan-2-ol), mais aussi des acides 3-(3’,4'-
dihydroxyphényl) propionique et 2-(3’,4’-dihydroxyphényl) acétique formés ultérieurement (Figure
28).

L’étude réalisée par Maini Rekdal et al. (2020) a ainsi permis de mettre en évidence par une approche
transcriptomique (RNAseq) chez la souche Eggerthella lenta A2 un opéron de trois genes appelé cadh
(pour catechin dehydroxylation) qui est fortement exprimé aprés I'ajout de (+)-catéchine dans le milieu
de culture (Figure 28b). Cet opéron serait impliqué dans la déshydroxylation du cycle B au niveau du
carbone C,’ de (+)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2’,4”,6” -trihydroxyphényl)propan-2-ol obtenu apres
I’ouverture du cycle C (Figure 28a). Dans une autre étude, les mémes auteurs ont montré qu’un opéron
similaire (dadh) est impliqué dans la déshydroxylation de la dopamine, molécule possédant comme la
catéchine un groupement catéchol (Maini Rekdal et al. 2020). Ces deux opérons de trois génes ont une
organisation identique et codent pour une protéine transmembranaire, une sous-unité ferrédoxine
4Fe-4S impliquée dans le transfert d’électrons et une enzyme molybdenum-dépendante catalysant la
déshydroxylation du groupement catéchol commun aux deux précurseurs. Les deux enzymes CadhA
et DadhA présentent 50,9 % d’identité. Maini Rekdal et al. (2020) ont proposé un schéma
d’organisation des trois protéines codées par I'opéron cadh a la surface de la bactérie (Figure 28c). La
localisation extra-cellulaire de I'enzyme est proposée du fait que I'enzyme posséde une séquence

signal TAT (Twin-Arginine-Translocation) qui intervient dans la sécrétion des protéines bactériennes
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(Sargent 1998). La protéine transmembranaire permettrait d’ancrer I'enzyme a la surface de la

bactérie.
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Figure 28. Implication de différents complexes enzymatiques dans la déshydroxylation de
métabolites de flavan-3-ols. Adapté de Maini Redkal et al. (2020). Eggerthella lenta ouvre d’abord
I’hétérocycle oxygéné pour former le (+)-3’,4’-diOHPP-2-ol. Les génes impliqués dans cette étape ne
sont pas connus. Ce métabolite va ensuite étre déshydroxylé (fleche rouge) par I'’enzyme Cadh pour
former le (+)-3’-OHPP-2-ol. E. lenta est également capable de déshydroxyler le 3’,4’-diOHPPA (fleche
rouge) grace a I'enzyme Hcdh pour former le 3’-OHPPA. Une autre bactérie, Gordonibacter pamelaeae
3C déshydroxyle (fleche rouge) 3’,4’-diOHPAA en 3-OHPAA grace a I’enzyme Dodh. Cadh : Catechin
dehydroxylase, Hcdh : Hydrocaffeic acid dehydroxylase, Dodh : DOPAC dehydroxylase.
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(+)-3’,4’-diOHPP-2-0l = (+)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2”,4”,6" -trihydroxyphényl)propan-2-ol ;
(+)-3’-OHPP-2-0l = (+)-1-(3’-hydroxyphényl)-3-(2”,4” 6" -trihydroxyphényl) propan-2-ol ;
3’,4’-diOHPPA = acide 3-(3’,4’-dihydroxyphényl) propionique ;

3’,4’-diOHPAA = acide 2-(3’,4’-dihydroxyphényl) acétique ;

3’-OHPPA = acide 3-(3’-dihydroxyphényl) propionique ;

3’-OHPAA = acide 2-(3’-dihydroxyphényl) acétique.

Cette activité de déshydroxylation sur le métabolite ouvert de la (+)-catéchine ((+)-1-(3’,4’-
dihydroxyphényl)-3-(2”,4”,6"-trihydroxyphényl)propan-2-ol, Figure 28a) ne serait cependant pas
transposable a d’autres stéréoisomeéres. La souche Eggerthella lenta SDG-2 est capable de
déshydroxyler la forme ouverte de la (-)-épicatéchine, mais pas celle de la (+)-catéchine (Figure 24)
(Wang et al. 2001). L’activité de déshydroxylation semble donc spécifique d’un stéréoisomere et
I’orientation du groupement hydroxyle sur le carbone asymétrique en C; jouerait un réle important
(Figure 12). L'importance de la stéréochimie du substrat sur I’activité d’une enzyme a déja été observée
avec d’autres polyphénols. La chalcone isomérase de Eubacterium ramulus est capable d’isomériser la
(+)-taxifoline, mais pas la (-)-taxifoline (Braune et al. 2016). Des études plus approfondies sont

nécessaires pour caractériser la Cadh et confirmer sa spécificité vis a vis de la (+)-catéchine.

En utilisant la méme stratégie RNAseq, un autre opéron de trois genes a été identifié chez Eggerthella
lenta A2 (Figure 28b) et serait impliqué dans la déshydroxylation du cycle B de I'acide 3-(3’,4’-
dihydroxyphényl) propionique (Maini Rekdal et al. 2020). Cet opéron appelé hcdh (pour hydrocaffeic
acid dehydroxylation) posséde une organisation similaire a I’'opéron cadh. L'enzyme HcdhA serait aussi
sécrétée grace a sa séquence signal TAT. La purification de I'’enzyme Hcdh a permis de confirmer son
activité de déshydroxylation de I'acide 3-(3’,4’-dihydroxyphényl) propionique. De plus, le criblage
d’une collection de 22 souches de E. lenta montre la présence de I'opéron hcdh chez 21 souches pour
lesquelles la méme activité de déshydroxylation est retrouvée. Par contre, cet opéron n’a pas été
trouvé chez une souche de I'espéce Paraeggerthella sp. et deux souches de I'espece Gordonibacter sp.
(deux especes de la famille des Eggerthellaceae), alors que ces bactéries possedent cette activité. La
déshydroxylation de I'acide 3-(3’,4’-dihydroxyphényl) propionique chez Paraeggerthella sp. et
Gordonibacter sp. impliquerait donc un systeme enzymatique différent de celui d’Eggerthella lenta

bien que ces espéces soient proches.

Toujours par RNAseq, un opéron de deux genes appelé dodh (pour DOPAC dehydroxylation,
DOPAC : 3,4-dihydroxyphenylacetic acid) a été mis en évidence chez Gordonibacter sp. et serait
impliqué dans la déshydroxylation de I'acide 2-(3’,4’-dihydroxyphényl) acétique (Figure 28a). Cet
opéron posséde le gene codant la sous-unité ferrédoxine 4Fe-4S et le gene codant une enzyme
molybdenum-dependente (Figure 28b). Par contre, il ne posséde pas le géne codant la protéine
d’ancrage ala membrane, et I’'enzyme n’a pas la séquence signal TAT assurant son export. Le complexe

protéique serait donc soluble dans le cytoplasme (Figure 28c). Le criblage de la méme collection de

70



Etude bibliographique
Chapitre 4 : Métabolisme des flavan-3-ols par des micro-organismes isolés

souches de E. lenta (n=22) montre 'absence d’activité de déshydroxylation de ce précurseur pour
I’ensemble des souches, résultat qui s’explique par I’'absence de I'opéron dodh. Par contre, cet opéron
est présent chez une souche de Paraeggerthella sp. et deux souches de Gordonibacter sp. qui sont

capables de déshydroxyler I’acide 2-(3’,4’-dihydroxyphényl) acétique.

En conclusion, Eggerthella lenta mettrait en jeu un opéron de trois génes cadh codant un complexe
enzymatique exposé a la surface cellulaire et impliqué dans la déshydroxylation de la (+)-3'4’-diOHPP-
2-ol. Les souches de E. lenta (21 souches sur 22) qui possedent I'opéron de trois génes hcdh sont aussi
capables de déshydroxyler I'acide 3-(3’,4’-dihydroxyphényl) propionique. Les souches de E. lenta ne
possedent pas |'‘opéron de deux geénes (dodh) et ne déshydroxylent pas I'acide 2-(3',4'-
dihydroxyphényl) acétique, contrairement a Paraeggerthella sp. (une souche) et Gordonibacter sp.
(deux souches). Chez ces deux derniéres espeéces, la déshydroxylation de [I'acide 3-(3',4'-

dihydroxyphényl) propionique ne met pas en jeu I'opéron hcdh, mais des geénes non encore identifiés.

Méme si les données de transcriptomique par RNAseq ont mis en évidence certains genes organisés
en opéron et significativement induits en présence d’un polyphénol, la fonction de ces opérons reste
a confirmer. Pour cela, il faudrait pouvoir muter chacun des genes de I'opéron. Malheureusement,
aucun outil génétique n’est disponible chez E. lenta ni chez Paraeggerthella et Gordonibacter.
L'expression hétérologue chez E. coli a été envisagée pour les deux autres opérons hcdh et dodh mais
s’est avérée impossible (Maini Rekdal et al. 2020). C’est pourquoi seules des preuves indirectes ont
permis a ce jour de dire que I'opéron cadh est bien impliqué dans I'activité de déshydroxylation de la
(+)-catéchine. Ces preuves sont la corrélation entre présence de I'opéron et activité enzymatique sur
une collection de souches mais également l'inhibition de l'activité enzymatique de la culture

bactérienne par le tungstate qui est un inhibiteur reconnu des enzymes molybdenum-dependente.

Malgré ces avancées récentes sur les génes impliqués dans la déshydroxylation de trois métabolites
d’un monomere de flavan-3-ols, la (+)-catéchine, d’autres études sont nécessaires afin d’identifier
I’'ensemble des génes microbiens impliqués dans ce métabolisme comme I'ouverture des cycles A et
C, ou la déshydroxylation d’autres métabolites intermédiaires tels que les dérivés des acides
phénylvalériques et phényl-y-valérolactones (Takagaki et Nanjo 2010). L'ensemble de ces résultats
confirme l'intérét de mieux caractériser le potentiel génétique des Eggerthellaceae qui semblent

représenter une famille majeure impliquée dans le métabolisme des flavan-3-ols.
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L'étude bibliographique a permis de faire le point des connaissances sur les flavan-3-ols alimentaires
et leur métabolisme par le microbiote intestinal humain. Les points clés de ces connaissances sont

résumeés ci-dessous.

e Un grand nombre d’aliments végétaux contiennent des flavan-3-ols avec des teneurs trés variables
d’un aliment a I'autre allant du milligramme au gramme pour 100g de matiére fraiche. Sur le plan
qualitatif, les monomeéres de flavan-3-ols sont trés divers dans leur structure, il en est de méme pour
les polyméres dont la structure varie en fonction de leur composition en unités constitutives, du type
de liaisons interflavaniques (type B ou A), ou du degré de polymérisation. Les procyanidines de type
B ayant des DP élevés sont fréquemment retrouvées quelle que soit I'origine botanique de I’aliment
(fruits, céréales, légumineuses etc).

e la population humaine consomme en moyenne 900 mg/jour/personne de polyphénols,
principalement sous la forme de flavonoides. Les flavan-3-ols sont les flavonoides les plus
consommés (64-82 % des flavonoides totaux), sous la forme de monoméres mais surtout
d’oligomeéres et polymeres. La quantité de flavan-3-ols consommée varie énormément selon les pays
et les continents (156-1880 mg/jour/personne). La consommation de thé et de cacao y contribue
fortement.

e Les monomeres de flavan-3-ols sont reconnus comme étant peu biodisponibles mais ils sont
beaucoup plus biodisponibles que leurs pendant galloylés ou les procyanidines. Une tres faible
proportion (native et conjuguée) atteint certains tissus et organes cibles (cerveau, rein, etc.) via la
circulation sanguine mais plus de 95 % des flavan-3-ols migrent dans le tractus-digestif et atteignent
le colon qui héberge une population dense et diversifiée de micro-organismes c’est-a-dire le
microbiote intestinal.

e La composition du microbiote intestinal est aujourd’hui bien décrite sur le plan taxonomique, avec
des caractéristiques importantes comme les entérotypes (Bactéroides, Prevotella, Ruminococcus)
possiblement liés au régime alimentaire, ou les dysbioses (déséquilibres irréversibles) corrélées a
diverses pathologies. L'impact des flavan-3-ols sur la composition du microbiote intestinal n’est pas
encore bien décrit mais quelques études suggerent des effets prébiotiques et anti-pathogénes.

e Une fonction essentielle du microbiote intestinal est de dégrader les résidus alimentaires (fibres,
protéines, lipides etc.) qui n‘ont pas été digérés et absorbés en amont du tractus digestif. Le
microbiote est capable de dégrader les flavan-3-ols via différentes voies métaboliques (ouverture des

cycles A et C, déshydroxylation, a-oxydation, B-oxydation) et de générer une grande diversité de
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métabolites phénoliques, dont certains sont transitoires et d’autres vont s’accumuler tels que les
dérivés d’acides phénylvalériques, propioniques, acétiques et benzoiques. Certains de ces
métabolites sont spécifiques du métabolisme microbien des flavan-3-ols : les dérivés de phényl-y-
valérolactones et d’acides phénylvalériques.

e La biodisponibilité des métabolites microbiens de flavan-3-ols est équivalente voire supérieure a celle
des flavan-3-ols précurseurs et comme eux, ils peuvent atteindre des organes cibles sous leur forme
intacte ou conjuguée. Cette biodisponibilité varie d’un individu a I’autre et tend a mettre en évidence

des groupes métaboliques (ou métabotypes) au sein de cohortes d’individus. A ce jour, rien ne

permet de corréler la présence ou I'absence de micro-organismes impliqués dans les différentes voies

de production de ces métabolites a un métabotype.

e De nombreuses études ont associé la consommation de flavan-3-ols a la prévention de pathologies
cardio-vasculaires et neurologiques. Beaucoup de nutritionnistes s’accordent a dire que ces effets

sont seulement dus aux activités biologiques des flavan-3-ols précurseurs. Compte tenu de

I'importante biodisponibilité des métabolites phénoliques microbiens, on peut se demander si ce

postulat reste vrai.

e Les connaissances sur les micro-organismes (et les génes) impliqués dans le métabolisme des flavan-

3-ols sont pour l'instant relativement limitées. Les genres Eggerthella, Adlercreutzia, Slackia, et

Gordonibacter (famille Eggerthellaceae, phylum Actinobacteria) interviendraient dans I’ouverture du
cycle C et la déshydroxylation du cycle B des monoméres de flavan-3-ols. Une seule espéce,
Flavonifractor plautii (famille Ruminococcaceae, phylum Firmicutes) serait capable d’ouvrir le cycle

A des monomeéres de flavan-3-ols. Aucune bactérie active sur les oligomeéres n’a été décrite pour

I'instant.

e En ce qui concerne les génes impliqués dans ces réactions, les connaissances sont quasi-inexistantes.

Seul un opéron de trois genes (appelés cadh) a été identifié chez Eggerthella lenta et serait impliqué

dans la déshydroxylation du métabolite (+)-3’,4’-diOHPP-2-ol produit a partir de la (+)-catéchine.
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Questions de recherche et approches expérimentales

L’étude bibliographique a mis en avant certains domaines pour lesquels les connaissances sont encore
manquantes ou peu avancées (soulignées ci-dessus). Il semble ainsi impératif d’identifier 'ensemble
des acteurs microbiens (et des geénes) impliqués dans le métabolisme des flavan-3-ols, ceci afin de
mieux comprendre les liens entre flavan-3-ols, microbiote intestinal, métabotype et santé. Mieux
comprendre ces liens permettrait a terme de définir la prédisposition d’un individu a se maintenir en
bonne santé ou a développer une pathologie, et dans ce dernier cas, d’apporter des solutions

nutritionnelles pour prévenir la pathologie.
Les questions posées sont donc les suivantes (Figure 29) :
e Quels sont les micro-organismes impliqués dans la dégradation des flavan-3-ols monomeéres et

oligomeres ?

o Quels sont les métabolites microbiens générés par ces micro-organismes a partir des flavan-3-ols

?

¢ Quels sont les génes fonctionnels (codant des enzymes) mis en jeu dans ces voies métaboliques ?

Flavan-3-ols

A . R Métabolites phénoliques ?
(monomeres, oligomeres)

Enzymes microbiennes? " ou

Micro-organismes ?

Microbiote intestinal humain

Figure 29. Questions de recherche de la thése.

La thése met en jeu des approches de culturomique, de biologie moléculaire et de bioinformatique,
qui font I'expertise de I'UMR MEDIS avec I’encadrement de Pascale Mosoni et le co-encadrement de
Pierre Peyret. Les approches analytiques (HPLC-DAD) de criblage métabolique des isolats bactériens
ont été réalisées en collaboration avec Agnes Cornu (UMRH, INRAE Theix). Tout le volet biochimique
de préparation de procyanidines purifiées et d’identification des métabolites microbiens par une
approche métabolomique (LC-ESI-MS/MS) a été réalisé en collaboration avec Carine Le Bourvellec (co-

encadrante) et Claire Dufour (SQPOV, INRAE Avignon).
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1. Approches de culturomique
1.1. Echantillons biologiques, souches bactériennes et conditions de culture

Pour l'isolement bactérien, nous sommes partis de selles fraiches de deux donneurs (donneur P,
homme agé de 26 ans et donneur T, homme agé de 27 ans) et de selles congelées et stockées a -80 °C
en anaérobiose depuis 2014 (donneur O1, femme agée de 49 ans). Les trois donneurs étaient en bonne
santé ; ils avaient une alimentation variée (omnivore) et n’avaient pas regu de traitement antibiotique
pendant les trois mois précédant la collecte des selles, ni pris de prébiotiques ou probiotiques. Les
donneurs ont été prévenus de I'objectif de I’étude et des procédures mises en ceuvre. lls ont fourni
leur consentement écrit pour "utilisation de leurs selles lors des expérimentations. Deux collectes ont

été effectuées avec I'individu P et une collecte avec I'individu T.

Les souches Eggerthella lenta DSM 2243, Eggerthella lenta DSM 110913, Eggerthella lenta DSM
110914, Eggerthella lenta DSM 110915 et Eubacterium ramulus DSM 15684 ont été acheté aupres de
I'organisme de collection de souches DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen). Les souches ont été cultivées en anaérobiose en utilisant le milieu MCR20 liquide ou

gélosé (Tableau A2 en annexe).

1.2. Stratégie d’solement de micro-organismes impliqués dans les voies métaboliques de
dégradation des flavan-3-ols

La stratégie mise en place pour isoler des micro-organismes impliqués dans la dégradation de flavan-
3-ols est adapté des travaux de Kutschera et al. (2011) et est schématisée dans la Figure 30. Elle met
en ceuvre des enrichissements successifs de cultures bactériennes capables de dégrader le substrat
d’intérét ((+)-catéchine) et est basée sur le criblage de I'activité de métabolisation par les micro-
organismes de ce substrat par HPLC-DAD (High Pressure Liquid Chromatography - Diode Array
Detector) (Figure 31). Pour le criblage, nous avons sélectionné la (+)-catéchine car les souches décrites
a ce jour comme étant capables de dégrader les flavan-3-ols sont capables de dégrader ce monomere
qui est en outre moins onéreux que son stéréoisomere la (-)-épicatéchine. L'isolement est réalisé a
partir de selle humaine (fraiche ou décongelée) maintenue en anaérobiose depuis la collecte. Une
dilution sériée (10! a 10°%°) est réalisée dans un tampon anaérobie (cf. Tableau A1) et chaque dilution
sert a inoculer (800 pl d’inoculum) 7,2 ml d’un milieu liquide riche a base de jus de rumen (MCR20, cf.

Tableau A2) permettant a un plus grand nombre de micro-organismes de se développer.
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Echantillon de selle

3o T ...-10]

Criblage des cultures pour la dégradation de la (+)-catéchine par HPLC-DAD
+ utilisation de la fraction active la plus diluée pour I'étape d’aprés

B mee Fowe e 4100

Criblage des cultures pour la dégradation de la (+)-catéchine par HPLC-DAD
+ utilisation de la fraction active la plus diluée pour I'étape d’aprés

En anaérobiose

Figure 30. Schéma expérimental utilisé pour I'obtention d'isolats actifs sur la (+)-catéchine, issus de
selles humaines. HPLC-DAD : High Pressure Liquid Chromatography - Diode Array Detector.

Toujours en anaérobiose, la (+)-catéchine est ajoutée au milieu de culture a une concentration
finale de 1 mM, et le mélange est incubé a 37 °C pendant 48 heures, sans agitation. Un aliquot de
surnageant est ensuite analysé par HPLC-DAD comme décrit plus loin (cf. 2.3.1). On sélectionne ensuite
la culture ayant été inoculée par la dilution microbienne la plus forte et qui présente encore une
activité de dégradation. A partir de cette culture, on réalise une nouvelle dilution sériée et on répete
le méme protocole de culture et de criblage. Ce protocole répété deux fois permet d’enrichir la culture
en micro-organismes capable de dégrader la (+)-catéchine. A la suite de cette deuxiéme étape et
toujours a partir de la fraction active la plus diluée, I'isolement des micro-organismes est réalisé sur
boite de pétri en chambre anaérobie sur le milieu MCR20 gélosé. Aprés 48 a 72 heures d’incubation a
37 °C plusieurs dizaines voire centaines de colonies sont ensuite sélectionnées manuellement puis
repiquées en milieu liquide avec et sans catéchine. Leur activité de dégradation de la (+)-catéchine est

testée par HPLC-DAD apres 48 h de culture a 37 °C. Si une activité de dégradation de la (+)-catéchine
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est observée, l'isolat est purifié sur boite de pétri, son activité de nouveau testée a partir d’une

nouvelle culture liquide qui est ensuite congelée a -80 °C (en anaérobiose).
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Figure 31. Criblage de I'activité de dégradation de la (+)-catéchine par les micro-organismes par
HPLC-DAD (280 nm).

2. Approches biochimiques
2.1. Produits chimiques

La (+)-catéchine d’une pureté >98 % (référence C1251-10G) et la (-)-épicatéchine d’une pureté =90 %
(référence E1753-1G) sont fournies par Sigma-Aldrich (Darmstadt, Allemagne). La (-)-épigallocatéchine
(référence BD42885), la (-)-épicatéchine-3-O-gallate (référence BD1457) et la (-)-épigallocatéchine-3-
O-gallate (référence BD42886) de puretés 298 % sont fournies par BLD pharmatech (Shanghai, China).
Le dimére de procyanidines de type A d’une pureté >99 % (référence 0985 S) est fourni par
Extrasynthése (Lyon, France). L’acétonitrile et le méthanol de qualité chromatographique (HPLC) sont
fournis par VWR (Fontenay-sous-bois, France). L'acide acétique de qualité chromatographique est
fourni par Fischer Scientific (Pittsburgh, USA). Le toluéne-a-thiol est fourni par Sigma-Aldrich (Saint

Quentin Fallavier, France).

2.2. Préparation de procyanidines de type B purifiées a partir de parenchyme de pomme
Le parenchyme lyophilisé de pommes a cidre va subir deux extractions fractionnées solide-liquide
successives permettant I’'obtention d’une fraction de produits liposolubles qui seront écartés et d’'une
fraction polyphénolique riche en sucres, en acides et en polyphénols de faible poids moléculaires.
Cette derniére fraction va subir une premiéere étape de purification sur gel de silice en phase inverse

afin d’éliminer les sucres et les acides et de I’enrichir en polyphénols. La fraction polyphénolique
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obtenue va enfin subir une étape de fractionnement en phase normale de maniére a purifier les

procyanidines en fonction de leur degré de polymérisation croissant.
2.2.1. Extraction

Les polyphénols de pommes de la variété Marie Ménard ont été extraits selon le protocole décrit par
Guyot et al. (1998). Les polyphénols ont été extraits a partir de 150 g de parenchyme lyophilisé qui ont
été mélangés avec 750 mL d’hexane pendant 15 min puis filtré sur un fritté G3. Le filtrat est éliminé et
le résidu est mis en suspension dans 750 mL d’un mélange de méthanol/acide acétique (99/1 ; v/v).
Cette suspension est mélangée pendant 15 min avant d’étre filtrée sur le fritté G3. Cette extraction au
méthanol acidifié est répétée 3 fois. Les fractions méthanoliques sont regroupées, évaporées sous

pression réduite jusqu’a un volume de 250 mL puis stockées a -20 °C.
2.2.2. Purification sur C18 : élimination des sucres et concentration des polyphénols

Compte tenu de la forte teneur en sucres de la fraction méthanolique, cette derniere est
préalablement diluée au demi dans un mélange eau milliQ/acide acétique (97.5/2.5; v/v), puis

centrifugée a 16 000 g pendant 15 min.

Le surnageant de la fraction méthanolique est ensuite purifié par chromatographie liquide haute
performance en phase inverse sur une colonne Hibar ® Lichrospher ®100 RP-18 (250 mm x 25 mm id.,
5um, Merck, Darmstadt, Allemagne) selon le protocole décrit par Guyot et al. (1998). Le systeme de
chromatographie liquide a haute performance (Jasco, Tokyo, Japon) a I’échelle semi-préparative est
constitué de : deux pompes haute pression modele PU-2087 plus, d’'un dégazeur, d’une interface LC-
NETII/ADC, d’une vanne d’injection rhéodyne 3752i-038 (Rhonert Park, CA, USA) d’un volume de 20
mL, et d’un détecteur UV-visible UV-2077 plus. L’ensemble est controlé par le logiciel ChromNav (Jasco,
Tokyo, Japon). La colonne est conditionnée avec la phase mobile A (eau milliQ/acide formique
(100/0.1 ; v/v)) pendant 30 min a un débit de 20 mL/min. 60 mL de la solution méthanolique sont
injectés sur la colonne (3 x 20 mL) via l'injecteur manuel. Afin de rincer la colonne et d’éliminer les
glucides encore présents dans la fraction méthanolique, une élution avec le mélange d’eau
milliQ/acide acétique (phase mobile A : 97,5/2,5 ; v/v) est réalisée jusqu’a absence de glucides dans
I’éluat (détectée par un test au phénol, Dubois et al. 1956). Enfin, un gradient d’acétonitrile (phase

mobile B) est appliqué (Tableau 4) a un débit de 15 mL/min afin d’éluer les polyphénols.

Tableau 4. Gradient d’élution utilisé pour la purification des polyphénols.

Temps (minutes) 0 5 20 22 27 30
Phase A (%) 100 70 70 10 10 50
Phase B (%) 0 30 30 90 90 50
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L’élution de la fraction polyphénolique est suivie a 280 nm. Les polyphénols sont collectés a partir de
8 min apres le début du gradient. Les solvants sont évaporés sous pression réduite et I'extrait est
congelé puis lyophilisé.

2.2.3, Purification sur Luna HILIC : isolement des procyanidines de degré de

polymérisation défini

La fraction polyphénolique obtenue précédemment est soumise a une nouvelle étape de
fractionnement sur une colonne Luna® HILIC 200 A (250 mm x 21.2 mm i.d., 5 um, Phenomenex,
Torrence, CA, USA) avec le matériel chromatographique décrit dans le paragraphe 2.2.2, selon une
méthode adaptée de Robbins et al. (2009). L’extrait polyphénolique issu de la purification sur colonne
C18 est dissous a la concentration de 150 mg/mL dans un mélange de phase mobile A a 5%
(méthanol/eau/acide acétique ; 95/ 3/ 2 ; v/v/v) et de phase mobile B a 95 % (acétonitrile). La colonne
est préalablement équilibrée pendant 20 min a un débit de 21 mL/min avec un mélange de phases
mobiles A et B (5/95 ; v/v). L’extrait est ensuite injecté sur la colonne et la séparation des différents

monomeres et oligoméres est réalisée selon le gradient présenté dans le Tableau 5.

Tableau 5. Gradient d’élution utilisé pour la purification des procyanidines.

Temps (minutes) | 0 3 57 60 67 70 75

Phase A (%) 5 5 | 67.6 | 100 | 100 5 5

Phase B (%) 95 |95 | 324 0 0 95 95

La détection est réalisée a 280 nm. Le chromatogramme a 280 nm permet de suivre I'élution des
procyanidines en fonction de leur degré de polymérisation. Le dimére est collecté de 13 min a 17 min
d’élution aprés le début du gradient, le trimere de 20 a 24 min et le tétramere de 25 a 29 min. Les
solvants sont éliminés par évaporation sous pression réduite, les fractions de procyanidines purifiées
de DP2, DP3 et DP4 sont congelées, lyophilisées puis conservées sous vide a -20 °C avant utilisation.

2.2.4. Quantification et détermination du degré de polymérisation des
procyanidines de type B

L'analyse des composés phénoliques, ainsi que leur quantification et la détermination du degré de
polymérisation des procyanidines ont été réalisées aprés thioacidolyse par HPLC-DAD comme décrit
par Guyot et al. (1998) (Figure 32). La thioacidolyse est réalisée en milieu anhydre, acide, a 40 °C en
présence d’un nucléophile le benzyl thioéther. En milieu acide a chaud la liaison interflavanique des
procyanidines est rompue entrainant la formation de 4-flavanyl-carbocations a partir des unités
d’extension tandis que les unités terminales sont libérées sous la forme de flavan-3-ols libres:
(+)-catéchine et (-)-épicatéchine. Les 4-flavanyl-carbocations sont des intermédiaires instables qui vont

étre piégés par le benzyl thioéther afin de former des dérivés 4-benzylthioether de flavan-3-ols. Afin
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de faire la distinction entre les monomeres natifs potentiellement présents dans les échantillons aprés
purification et les monomeres issus de la libération des unités terminales des procyanidines aprés

thioacidolyse, une analyse directe sans thioacidolyse (extrait brut) est nécessaire.

C,-carbocation
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HO. O._- OH @
. H .
OH o >0 OH
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i S

unité

d’extension 1 “OH

,;1[ OH “CH,
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adduit benzylthioéther

Figure 32. Schéma de la réaction de thioacidolyse. Adapté de Guyot et al. (1998).

Environ exactement 4 mg de procyanidines purifiés, sont dissous dans 1 mL de méthanol anhydre. Pour
I’analyse sans thioacidolyse (extrait brut), 250 ul de la solution de procyanidines sont prélevés et placés
dans un vial d’injection puis dilués d’un facteur 4 par un mélange de méthanol/acide acétique
(99/1 ; v/v). Le vial est fermé et placé dans un bain a ultrasons pendant 15 min, puis injecté (20 ul) en

HPLC-DAD pour analyse.

Pour I'analyse avec thioacidolyse, 250 ul de la solution de procyanidines sont prélevés et placés dans
un vial d’injection. A cette solution sont ajoutés 500 pL de benzyl thioéther a 5 % dans du méthanol
anhydre et 250 pL de méthanol anhydre acidifié par de I"’acide chlorhydrique 0,4 N. Le vial est fermé
hermétiquement et agité au vortex avant d’étre incubé a 40 °C pendant 30 min avec une agitation
toutes les 10 min. La réaction est ensuite arrétée en plongeant le vial dans un bain de glace pendant 5

min. Le mélange réactionnel est injecté (20 pl) en HPLC-DAD pour analyse.

La chaine de chromatographie liquide a haute performance Shimadzu Prominence (Kyoto, Japon) est
équipée de deux pompes LC-20AD Prominence UFLC, d’un dégazeur DGU-20A5 Prominence, d’un
passeur automatique SIL-20AC HT, d’un four CTO20AC Prominence, d’'un détecteur a barrettes de
diodes SPD-M20A Prominence, d’'un module de communication CBM-20A Prominence et le tout est
contrblé par le logiciel Lab Solution (Shimadzu, Kyoto, Japon). La séparation des molécules a été
réalisée sur une colonne LiChroCART® 250-4 Lichrospher® 100 RP-18 (250 mm x 4 mm i.d., 5 um,
Merck, Darmstadt, Allemagne) équipée d’une pré-colonne de méme caractéristique (LiChrospher RP18
guard cartridge, 5 um, Merck Darmstadt, Germany), a 30 °C. La phase mobile est constituée d’un
mélange eau/acide acétique (97,5/2,5 ; v/v) phase A) et d’acétonitrile (phase B) a un débit est de

1 mL/min. Le gradient d’élution est décrit dans le Tableau 6.
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Tableau 6. Gradient d’élution utilisé pour la détermination du degré de polymérisation des
procyanidines.

Temps (minutes) 0 5 15 | 45 | 48 | 52 | 55 | 60

Phase A (%) 97 | 91 | 84 | 50 | 10 | 10 | 97 | 97

Phase B (%) 3 9 16 | 50 | 90 | 90 3 3

Les longueurs d’ondes utilisées sont 280 nm pour les flavan-3-ols et les dihydrochalcones, et enfin 320
nm pour les acides hydroxycinnamiques. Les composés phénoliques ont été identifiés par comparaison
de leurs spectres UV-visible et de leur temps de rétention par rapport a des solutions de composés
standards. La (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine ont été quantifiés par étalonnage externe et sont
exprimées en mg/g de matiére séche. La (-)-épicatéchine benzyl-thioéther est quant a elle quantifiée
en équivalent (-)-épicatéchine. Les dihydrochalcones ont été quantifiées également par étalonnage
externe, leurs teneurs sont exprimées en équivalent phloridzine. L'acide 5-caféoylquinique a été

quantifié par étalonnage externe et sont exprimées en mg/g de matiére séche.

Le degré de polymérisation moyen (DPn) des procyanidines est défini par la formule suivante :

DPn = [CAT] + [EPI] + [EPISR] — [CATb] — [EPIb]
[EPI] + [CAT] — [EPIb] — [CATb]

Ou [CAT] et [EPI] correspondent aux concentrations en unités terminales de flavan-3-ols obtenues
apres thioacidolyse ; [EPISR] correspond a la concentration en (-)-épicatéchine issues des unités
d’extension liées au benzylthioéther aprés thioacidolyse ; [CATb] et [EPIb] correspondent aux
concentrations des flavan-3-ols libres natifs potentiellement présents dans I’échantillon et déterminés
par I'analyse directe sans thioacidolyse (extrait brut).

2.3. Analyse des flavan-3-ols et de leurs métabolites microbiens a partir des surnageants
de culture microbiens

2.3.1. Analyses HPLC-DAD
2.3.1.1. Préparation des échantillons
A un volume V de culture microbienne prélevé (compris entre 0,1 et 1 ml) est ajouté un volume V/2
d’un mélange méthanol/acide acétique (98/2 ; v/v). L’échantillon est ensuite centrifugé pendant 10
minutes a 10000 g a température ambiante Le surnageant est transféré dans un flacon opaque pour

HPLC muni d’un bouchon a vis avec septum et stocké a 4 °C jusqu’a analyse.

2.3.1.2. Méthode d’analyse des échantillons
Les analyses en HPLC-DAD ont été effectuées sur une chaine HPLC Agilent technologies 1200 séries,
pilotée a l'aide du logiciel ChemStation (Agilent, Santa Clara, Etats-Unis). La phase mobile est

constituée d’'un mélange de trois phases : la phase mobile A est constitué d’'un mélange eau/acide
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formique (100/0,05 ; v/v), la phase mobile B correspondant a un mélange eau/acétonitrile/acide
formique (30/70/0,05 ; v/v/v) et enfin la phase mobile C est composée d’un mélange acétonitrile/acide
formique (100/0,05 ; v/v). Les échantillons ont été conservés a +10 °C dans le passeur d’échantillons
dans un délai maximum de 24 a 48 heures avant analyse. Cing pl d’échantillon sont injectés dans le
systeme et la séparation des molécules est ensuite réalisée a I'aide d’'une colonne LiChroCART® 125-4
Superspher® 60 RP-8 (125 mm x 4 mm i.d., 4 um, Merck, Darmstadt, Allemagne) équipée d’une pré-
colonne LiChroCART® 4-4 LiChrospher® 100 RP-8 (4 mm x 4 mm i.d.,, 5 um, Merck, Darmstadt,
Allemagne), I'ensemble est maintenu a 35 °C. Le débit est de 0.3 mL/min et le gradient d’élution est

décrit dans le Tableau 7.

Tableau 7. Gradient d’élution utilisé pour I'analyse des échantillons microbiens.

Temps (minutes) 0 5 10 15 20 22 27
Phase A (%) 90 65 55 0 0 0 90
Phase B (%) 10 35 45 100 0 0 10
Phase C (%) 0 0 0 0 100 100 0

La détection est réalisée entre 190 et 400 nm, les flavan-3-ols et leurs métabolites microbiens ont été
détectés a 280 nm, longueur d’onde optimale pour I'analyse des flavan-3-ols. Les composés ont été
identifiés par comparaison de leurs spectres UV-visible et de leur temps de rétention par rapport a des
solutions de composés standards. La quantification des monomeres ((+)-catéchine, (-)-épicatéchine, (-
)-épigallocatéchine, (-)-épicatéchine-3-O-gallate et la (-)-épigallocatéchine-3-O-gallate) et des dimeres
et trimeres de procyanidines purifiées a été réalisée par étalonnage externe a partir de produits
purifiés et exprimée en mM. Les métabolites microbiens (Ac, Aec, Aegc, PCB-2A) sont quant a eux
quantifiés en équivalent de leurs précurseurs a savoir (+)-catéchine, (-)-épicatéchine, (-
)-épigallocatéchine ou PCB-2.

2.3.2. Caractérisation par LC-ESI-MS/MS « Liquid Chromatography Electrospray
lonization Tandem Mass Spectrometric » des metabolites microbiens

L'identification des métabolites microbiens a été réalisé par chromatographie liquide ultra
performance (UPLC, chaine ACQUITY UPLC®, Waters Corp., Milford, MA, USA) couplé a un détecteur
UV-Visible a barrette de diode (PDA, Waters) et a un spectrometre de masse de type ultra ion trap
(HCT, Bruker Daltonics, Bremen, Germany). La phase mobile est constituée d’'un mélange eau/acide
formique (99/1 ; v/v; phase A), et d’acétonitrile/acide formique (99/1 ; v/v; phase B). Cinq ul
d’échantillon ont été injectés dans le systéme avec un débit de phase mobile de 1 ml/min. La
séparation des molécules a été réalisée sur une colonne LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP18
(250 mm x4 mm i.d., 5 um, Merck, Darmstadt, Germany) en présence d’une pré-colonne (LiChrospher
RP18, 5 um, Merck Darmstadt, Germany) chauffée a 35 °C, avec le gradient d’élution décrit dans le

Tableau 8.
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Tableau 8. Gradient d'élution utilisé dans l'identification des métabolites microbiens par LC-ESI-
MS/MS.

Temps (minutes) | 0 5 15 | 30 | 32 | 325 | 36
Phase A ( %) 97 | 91 | 84 | 67 10 97 97
Phase B ( %) 3 9 16 | 33 | 90 3 3

Les conditions de masses sont les suivantes : ionisation par électrospray (ESI) en mode négatif avec un
balayage de masse de 100 a 2000 m/z. Le voltage du capillaire a été réglé a 2 kV, le débit d’azote a 12
L/min et la température du gaz de séchage était de 365 °C avec une pression de nébulisation de 60 psi.
Les spectres de masse ont ensuite été traités a I'aide du logiciel Bruker Compass DataAnalysis v4.2
(Bruker Daltonik GmbH). L'identification des composés phénoliques a été réalisée par comparaison de

leurs spectres de masses avec la littérature.

3. Approches moléculaires et bioinformatiques

3.1. Extraction d’ADN génomique (ADNg)

A partir d’une colonie isolée, les isolats obtenus comme décrit ci-dessus sont mis en pré-culture pour
une nuit dans du milieu MCR20 a 37 °C en anaérobiose. Le lendemain, ils sont inoculés a 2 % dans 30
ml ou 60 ml de MCR20 en fonction de la biomasse souhaitée pour I'extraction d’ADN. Les cultures sont
alors incubées a 37 °C en anaérobiose pendant 24 h. Les cultures sont alors incubées a 37 °C en
anaérobiose pendant 24 h. Elles sont ensuite centrifugées (10000 g, 10 min, RT) et le culot est lavé
dans 1 ml de tampon phosphate salin (PBS 1X). Aprés une deuxiéme centrifugation (10000 g, 10 min,
RT), le culot est repris dans 200 pl de PBS 1X et transféré dans un microtube Eppendorf de 1,5 ml.
Aprés I'ajout de 100 mg de billes de zirconium 0,1 mm (BioSpec), les culots bactériens sont soumis a 3
minutes de lyse mécanique dans un broyeur/homogénéisateur réglé a I'amplitude maximale (30
battements/sec) (BeadBeater® MM 400, Retsch). Une lyse chimique est ensuite réalisée par I'ajout de
350 ul de tampon A du kit Easy-DNA™ (Invitrogen™) et une incubation a 65 °C pendant 10 minutes. Le
mélange est ensuite incubé a 37 °C pendant 30 minutes avec la RNAse du kit Easy-DNA™ (Invitrogen™).
Une étape de précipitation des protéines est réalisée en ajoutant 150 pl de solution B, suivie d’'une
extraction phénol/chloroforme réalisée selon les instructions du kit Easy-DNA™ (Invitrogen™). Aprés
récupération de la phase aqueuse, ’ADN génomique est précipité par I'ajout de V/10 d’acétate de
sodium 3 M (pH 5,2) et de deux volumes d'éthanol absolu glacial (-20 °C). L'ADN génomique se
retrouve sous une forme de “pelote” et peut étre récupérée a l'aide d’une pipette pasteur
préalablement pliée a la flamme. Il est ensuite lavé dans une solution d’éthanol a 70 %, séché a
température ambiante pendant 10 minutes, puis repris dans 100 pl de tampon d’élution (Tris/HCI 5

mM, pH de 8,5).

La qualité de ’ADNg a été controlée par électrophorése sur un gel d’agarose a 1 %. La quantification

de ’ADNg a été réalisé en mesurant la concentration en acide nucléique par la mesure de I'absorbance
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a 260 nm a l'aide du NanoDrop One (Ozyme) et par fluorométrie avec le kit Qubit™ dsDNA BR et
I"appareil Qubit (Thermofisher Scientific) en suivant les instructions du fournisseur. Tout échantillon
possédant un ratio de concentration en acides nucléiques NanoDrop/Qubit d’une valeur supérieure a
2 était considéré comme insuffisamment pur pour le séquencage ultérieur. Dans ce cas, '’ADNg a été
soumis a un deuxiéme traitement RNAse suivi d’une nouvelle extraction au phénol/chloroforme et
lavages comme décrit plus haut. Les échantillons d’ADN ont ensuite été conservés a -20 °C jusqu’a leur

analyse par la plateforme de séquengage Gentyane (INRAE Clermont-Ferrand, France).
3.2. Amplification et séquencgage de I’ADN ribosomal 16S

Une amplification de I’ADNr 16S a été effectuée par PCR a partir de ’ADNg extrait de nos isolats. Les
réactions ont été effectuées avec un thermocycler Mastercycler® epgradient S (Eppendorf) dans un
volume réactionnel de 50 ul contenant 5 ul de tampon 10X (Platinum™), 0,2 uM des amorces F27 (AGA
GTT TGA TCC TGG CTCAG) et 1492R (GNT ACC TTG TTA CGA CTT), 200 uM de dNTP, 1,5 mM de MgCl,,
2 unités de Taq polymérase Platinum™ (inVitrogen) et 0,5 ug d’ADNg matrice. Le programme utilisé
consistait en une dénaturation initiale a 95 °C (30 s), suivie de 35 cycles comprenant une dénaturation
a 95 °C(30s), une hybridation a 45 °C (30 s) et une élongation a 72 °C (1 min 30), et était terminé par
une élongation finale a 72 °C (7 min). Le fragment PCR (1466 pb) obtenu a ensuite été purifié avec le
kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) avant d’étre séquencé par la société GATC
Biotech (http://www.gatc-biotech.com) par la technique de Sanger. La séquence ainsi obtenue a été
recherchée par blastn (megablast, parameétres par défauts) dans la base de données NCBI (« nucleotide
collection », non redondante) pour identifier I'espece la plus proche. Puis elle a été comparée (blastn)

a la séquence de I’ADNr 16S de la souche de référence de cette espéce.
3.3. Arbres phylogénétiques

Des arbres phylogénétiques ont été réalisés en utilisant la séquence du gene codant I’ARNr 168,
marqueur phylogénétique chez les procaryotes. Les séquences d’ADNr 16S d’autre bactéries utilisées
comme références ont été obtenues a partir de la base de données NCBI et correspondaient aux
bactéries suivantes: Eggerthella lenta DSM 2243 (AF292375.1), Eggerthella sp. HF-4214
(VTFY01000027.1), Eggerthella sinensis strain HKU14 (AY321958.1), Eggerthella timonensis
(LT598568.1), Eggerthella sp. HF-1101 (CP063310.1), Eggerthella sp. YY7918 (AP012211.1). L’ADNr 16S
de Escherichia coli (J01859.1) a été utilisé comme séquence externe (racine de I'arbre). Pour
positionner les souches de notre collection sur un arbre phylogénétique, les séquences des amplicons
16S obtenus ci-dessus ont été utilisées dans un premier temps. Par contre, une fois que les génomes
ont été séquencés (en fin de theése) les séquences d’ADNr 16S ont été extraites des génomes avec le

logiciel disponible en ligne ContEst16S (https://www.ezbiocloud.net/tools/contestl6s) (Lee et al.
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2017). Les arbres phylogénétiques ont été construits en utilisant la suite logicielle (pipeline)
NGphylogeny (Lemoine et al. 2019) en gardant les parametres par défaut. En bref, un alignement
multiple a été réalisé avec MAFFT (v4.407_1), et le nettoyage de I'alignement a été effectué avec BMGE
(v1.12_1). La matrice de distance a été obtenue grace a FastME (v2.1.6.1_1) et le rendu graphique de

I"arbre phylogénétique a été généré par Newick Display (v1.6).
3.4. Séquencgage des génomes bactériens avec la technologie PacBio

Le séquencage de 3™ génération de type « Single-molecule Real-time long reads » a été réalisé sur la
plateforme de séquencage Gentyane (INRAE Clermont-Ferrand, France) avec un séquenceur PacBio
Sequel Il (Pacific Biosciences, USA). Les banques d’ADN grands fragments SMRTBell® ont été préparées
avec le kit SMRTbell Express Template prep kit 2.0 en suivant les instructions du fournisseur pour la
préparation de banques multiplexées d’ADN génomique microbien. En bref, ’ADNg (1 pg) de chaque
souche a été cisaillé en utilisant des g-tubes (Covaris, Angleterre), générant des fragments d’ADN
d’environ 10 kb. Un test sur un analyseur de fragments (Agilent Technologies) a permis d’évaluer la
distribution en taille des fragments. Les extrémités d’ADN simple brin ainsi que les dommages interne
sur les fragments d’ADN ont été respectivement éliminés ou réparés par traitements enzymatiques.
L'ajout d’'une queue Adénosine (A-tailing) suivi de la ligature d’un adaptateur a code barre sur
I'extrémité 3’ des fragments d’ADN a permis de générer la banque d’ADN génomique de grands
fragments SMRTBell®. Les banques ont ensuite été mélangées de facon équimolaire, puis le mélange
a été purifié sur des billes magnétiques 0,45V AMPure® PB (Beckman Coulter). La banque SMRTBell®
multiplexée a ensuite été vérifiée de maniere qualitative avec I'analyseur de fragment (Agilent
Technologies) et de maniere quantitative avec un fluorimétre Qubit (Thermofisher Scientific) et le kit
Qubit™ dsDNA HS. Un complexe [ADN polymérase - banque SMRTBell®] prét a séquencer a ensuite été
créé en utilisant le kit Binding 2.0 (Pacific Biosciences) et I'amorce de séquengage V4. Le protocole de
chargement des matrices par diffusion a été suivi selon les instructions du fournisseur. Le séquenceur
PacBio Sequel Il a été programmé pour charger 100 pM de la banque d’ADN SMRTBell® sur un SMRTcell
8M avec le Sequencing Plate 2.0 (Pacific Biosciences) et pour séquencer en mode lecture longue
continue (CLR) avec un programme de pré-extension de 2 heures et un temps d’acquisition de

15 heures.
3.5. Assemblage et analyse des génomes bactériens

L'assemblage des génomes a été réalisé par la plateforme Gentyane (INRAE Clermont-Ferrand,
France). Le démultiplexage des séquences brutes a été effectué avec l'outil lima (v1.11.0).
L’assemblage de novo des génomes a été réalisé avec I’outil « Microbial Assembly » de la suite logicielle

SMRT Link v8.0 (PacBio) en suivant les recommandations du fournisseur. Le niveau de complétion des
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génomes a été évalué par checkM (v1.1.3) en utilisant les parametres par défaut (Parks et al. 2015).
L'annotation des génomes séquencés a été effectuée avec le logiciel prokka (v1.14.5) (Seemann 2014).
Le calcul de I’ANI (« average nucleotide identity ») qui mesure le pourcentage de similitude au niveau
nucléotidique entre deux génomes (entre paires de fragments orthologues) a été réalisé avec le logiciel
OrthoANI (v0.93.1) (Lee et al. 2016). La recherche de plasmides sur les souches Flavonifractor plautii
s’est faite avec I'outil mlplasmids (v1.0.0) et en utilisant Escherichia coli comme organisme modeéle
(Arredondo-Alonso et al. 2018). L’analyse du pangénome a été réalisée avec le logiciel Roary (v3.11.2)

(Page et al. 2015).
3.6. Analyse transcriptomique chez Eggerthella lenta DSM 2243
3.6.1. Culture bactérienne et induction par les flavan-3-ols

Les conditions de culture de E. lenta pour une analyse transcriptomique en présence de flavan-3-ols
sont similaires a celles décrites par Bess et al (2020) et sont schématisées dans la (Figure 33). A partir
d’une culture congelée a -80 °C de la souche type E. lenta DSM 2243, une premiere pré-culture est
réalisée dans 10 ml de milieu MCR20 avec une inoculation a 2 % et croissance a 37 °C en anaérobiose
sur la journée (environ 8h). Cette pré-culture est ensuite utilisée pour obtenir une seconde pré-culture
incubée pendant une nuit (environ 16h) dans les mémes conditions. Le lendemain matin, quatre
flacons hermétiques munis de bouchons en butyl (bouchons de Balch) contenant chacun 40 ml de
MCR20 en anaérobiose sont inoculés a 2 % a partir de la seconde pré-culture. Les flacons sont ensuite
incubés a 37 °C jusqu’a ce que la culture soit en milieu de phase exponentielle (DO600nm =0,3). Cent
ul de (+)-catéchine, (-)-épicatéchine ou dimére de procyanidines de type B, en solution dans du
méthanol sont ensuite injectés en anaérobiose dans trois flacons, le quatrieme flacon recevant 100 pl
de méthanol seul (témoin). La concentration finale en chacun des trois flavan-3-ols dans le milieu de
culture était de 0,5 mM. L'incubation a 37 °C est ensuite poursuivie pendant 1 h 45. Les flacons sont
ensuite rapidement placés dans un bac de glace, puis centrifugées a 13000 g pendant cinqg minutes a
4 °C. Apres avoir éliminé le surnageant de culture, le culot bactérien est repris dans 1 ml d’une solution
de conservation RNA-PLUS™ (MP Biomedicals) et conservé a -80 °C. Ce protocole a été réalisé trois fois

de maniére indépendante afin d’obtenir des triplicats biologiques.
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Figure 33. Schéma expérimental utilisé pour I’obtention des ARN totaux de la souche E. lenta DSM
2243 apres induction par différents flavan-3-ols. PCB-2 : dimere de procyanidines de type B.

3.6.2. Extraction des ARN totaux
Les 12 culots bactériens de E. lenta DSM 2243 obtenus ci-dessus ont été envoyé sous carboglace a la
société Genoscreen (Lille, France) a qui nous avons sous-traité les étapes 3.6.3 a 3.6.5 qui sont

schématisées dans la Figure 34.

L’ARN total a été extrait en utilisant le kit Nucleospin RNA Il (Macherey-Nagel) en suivant les
instructions du fabricant, avec une étape supplémentaire de broyage/homogénéisation (BeadBeater®)
avec des billes d’oxyde de zirconium (0,15 mm, Nextadvance) en utilisant un Fastprep-96® (MP
Biomedicals). La qualité et la concentration en ARN total ont été évaluées en utilisant respectivement
le kit Bioanalyzer RNA nano 6000 (Agilent) et le 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent) et le kit Quant-

iT™ RiboGreen® RNA Assay (Thermofisher scientific), en suivant les instructions des fabricants.
3.6.3. Séquencage RNAseq avec la technologie lllumina

A partir des 12 ARN totaux, le kit NEBNext® rRNA depletion (Bacteria) (New England biolabs) a été
utilisé afin d’enrichir le pool d’ARN en ARNm par élimination des ARNr en suivant les instructions du
fabricant. Une banque d’ADNc de 150 nucléotides a ensuite été obtenue a I'aide du kit Truseq stranded
total RNA sample prep (lllumina) avec I'ajout de codes-barres spécifiques a chaque échantillon en
suivant les instructions du fabricant. Les douze banques ont ensuite été mélangées pour étre a des
concentrations équimolaires puis séquencées en pair-end (2x150 paires de bases) sur une plateforme

NovaSeq (Illumina).
3.6.4. Traitement des données de séquencgage RNAseq

Les données brutes de séquencage ont tout d’abord été analysées avec le pipeline lllumina CASAVA
(Hlumina) afin d’effectuer un démultiplexage basé sur les codes-barres spécifiques a chaque

échantillon et une premiere filtration des lectures (= séquences) de qualité trop faible.

Les lectures ont ensuite été traitées a l'aide du logiciel cutadapt v1.18 (Martin, 2011) pour retirer

I'adaptateur en position 3' des séquences. Elles ont ensuite été nettoyées et filtrées avec le logiciel
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prinseq v0.20.4 (Schmieder et Edwards 2011) en coupant les 15 premieres bases en position 5’ de
chaque lecture, en supprimant les lectures de faible qualité (score phred moyen <30) et en éliminant
les portions de séquences (7 bases) de mauvaise qualité en position 3’ (score phred moyen <30). Les
lectures ayant moins de 60 bases et les lectures non appariées ont été écartées. Les lectures restantes
ont ensuite été traitées par le logiciel sortmerna v2.1 (Kopylova et al. 2012) en utilisant les bases de
données 16S / 18S, 23S / 28S et 5 / 5,8S afin d'éliminer les séquences d'ARN ribosomal. A I'issue de
cette derniere étape de nettoyage, seules les paires de lectures qui ne présentaient pas d'homologie
de séquence significative avec des séquences d'ARN ribosomal connues ont été retenues pour I'analyse

d'expression différentielle.

3.6.5. Analyse de I'expression différentielle

Les lectures nettoyées ont été alignées sur les régions codantes (CDS, Coding DNA Sequence) du
génome de référence Eggerthella lenta DSM 2243 (Saunders et al. 2009) en utilisant le programme
rsem-calculate-expression de la suite logicielle (pipeline) RSEM v1.3.1 (Li et Dewey 2011) avec bowtie2
v2.3.4 (Langmead et Salzberg 2012) utilisé comme logiciel d’alignement en gardant les options par
défaut. Ce traitement a permis d’obtenir une matrice d’expression normalisée pour chaque CDS du
génome et exprimée en FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads). Les
matrices d’expressions normalisées ont ensuite été comparées deux a deux de la facon suivante :
(+)-catéchine versus témoin, (-)-épicatéchine versus témoin, dimére de procyanidines de type B versus
témoin. Les matrices a comparer ont été fusionnées en utilisant rsem-generate-data-matrix et
I"analyse de I'expression différentielle a été réalisée en utilisant rsem-run-ebseq (options par défaut)
du « package » EBseq R v1.2.0 (Leng et al. 2013). L'analyse d'expression différentielle a été filtrée en
utilisant rsem-control-fdr et les seuils FDR (False Discovery Rate) de 0.05, 0.01, 0.005 et 0.001. Seuls
les génes différentiellement exprimés avec un seuil FDR de 0.001 ont finalement été retenus pour
I'interprétation biologique des résultats. Le taux d’induction ou de répression d’un géne est
généralement estimé en calculant le Log2 du « Fold Change » (FC) ; le FC correspondant au ratio du
taux d’expression d’un gene exprimé en FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per Million
mapped reads) entre la condition traitée et la condition témoin. Pour notre étude, nous avons
sélectionné les génes induits ou réprimés lorsque le Log2FC était respectivement supérieur ou inférieur

a2
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Figure 34. Schéma de I'approche RNAseq : des ARN totaux aux genes différentiellement exprimés.
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3.6.6. Analyse des génes d’intéréts

La recherche de promoteurs et terminateurs de transcription ont été effectuées sur certains loci
génomiques d’intérét en utilisant respectivement les outils bio-informatiques iPro54-PseKNC (Lin et

al. 2014), WebGeSTer DB (Mitra et al. 2011) et Arnold (http://rssf.i2bc.paris-saclay.fr/toolbox/arnold).

La visualisation de la couverture des lectures RNAseq sur certains loci d’intérét du génome d’E. lenta
DSM 2243 a été réalisée avec le logiciel NCBI Genome Workbench v3.5.0

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/gbench/). L’alignement multiple des séquences protéiques a été

effectué avec Clustal Omega v1.2.4 (Sievers et al. 2011), en utilisant les parametres de base et la
visualisation a été obtenue par MView v1.63 (Brown et al. 1998). La recherche de domaines spécifiques
a été réalisée sur les séquences protéiques de certains des génes d’intérét avec les logiciels SignalP-

5.0 (Armenteros et al. 2019) et Pfam v33.1 (Finn et al. 2016).
3.7. Expression hétérologue des génes d’intéréts chez Escherichia coli

3.7.1. Synthése des genes d’intérét et clonage dans un vecteur d’expression

Les genes d’intérét ont été mis en évidence a partir de I’étude transcriptomique RNAseq avec la souche
type Eggerthella lenta DSM 2243 et correspondent aux genes les plus exprimés en présence de flavan-
3-ols par comparaison a la condition témoin sans flavan-3-ols (cf Résultats). Il s’agit des genes (et
protéines) suivants: ELEN_RS00960 (WP_015759863.1), ELEN_RS01395 (WP_009305851.1),
ELEN_RS01400 (WP_009305853.1) et ELEN_RS03100 (WP_009305152.1).

Nous avons sous-traité la synthese de ces génes, leur insertion dans un plasmide de réplication de E.
coli (pMA), puis le sous-clonage dans le vecteur d’expression pBAD/Myc-His A (Invitrogen™) auprés de
la société ThermoFisher (https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/life-science/cloning/gene-
synthesis.html). Sachant que les quatre génes a cloner sont riches en guanosine et cytosine (GC %
compris entre 64 et 67 %), la synthése de novo de ces genes a permis de modifier leur séquence et
ainsi d’optimiser les codons pour favoriser la synthese protéique par E. coli tout en produisant des
protéines identiques a celles produites par E. lenta. De plus, I’analyse des séquences protéiques codées
par les quatre génes d’intérét avec le logiciel SignalP v5.0 (Armenteros et al. 2019) a révélé la présence
de séquences signal TAT (Twin Arginine Translocation) pour trois protéines sur quatre. Ces séquence
signal étaient codées par les 126, 141 et 108 premiers nucléotides des genes ELEN_RS00960,
ELEN_RS01395 et ELEN_RS03100. Nous avons alors fait le choix de faire produire a E. coli les protéines
sans leurs séquences signal pour que celles-ci soient produites dans le cytoplasme de la bactérie (pas

de sécrétion) et soient facilement libérées dans le milieu extra-cellulaire par lyse bactérienne.
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Figure 35. Schéma illustrant les régions flanquant les génes d’intérét pour le clonage hétérologue
chez Escherichia coli.

Pour réaliser le sous-clonage dans le vecteur d’expression pBAD/Myc-His A (Invitrogen™), les trois
séquences des génes ELEN_RS00960, ELEN_RS01395 et ELEN_RS03100 ont été dessinées de telle sorte
gu’ils contiennent a I'extrémité 5’ le site de restriction Ncol (CCATGG), le codon ATG initiateur de
traduction, ainsi que deux nucléotides pour maintenir le cadre de lecture pour la traduction. Le site de
restriction EcoRl (GAATTC) a été ajouté a I'extrémité 3’ (Figure 35). Pour le géne ELEN_RS01400,
I'objectif était de cloner ce géne en aval du géne ELEN_RS01395 dans I’hypothése ou le géne
ELEN_RS01400 soit nécessaire a la fonction enzymatique du premier. Pour ce faire, I'extrémité 5’ du
géne ELEN_RS01400 a été incrémentée du site de restriction EcoRl (GAATTC), du site de fixation du
ribosome “RBS” (AGGAGG), de six nucléotides (AATTAA) nécessaires entre le RBS et I'ATG initiateur,
du site de restriction Ncol (CCATGG) contenant I’ATG initiateur et de deux nucléotides pour conserver

le cadre de lecture. Le site de restriction Sall (GTCGAC) a été ajouté a I'extrémité 3’ (Figure 35).

Enfin, pour réaliser le sous-clonage dans le vecteur d’expression pBAD/Myc-His A, une double
digestion enzymatique (Ncol et EcoRl) a été réalisée sur ce plasmide (vide) ainsi que le plasmide de
réplication pMA contenant les genes ELEN_RS00960, ELEN_RS01395 et ELEN_RS03100. Les plasmides
ainsi obtenus ont été nommés pBAD-RS00960, pBAD-RS01395 et pBAD-RS03100. La transcription de
ces genes est régulée par la présence d’'un promoteur L-arabinose dose-dépendant appelé Pbad
(Figure 36). Ensuite, le gene synthétisé ELEN_RS01400 a été sous-cloné dans le vecteur pBAD-RS01395
en réalisant une double digestion enzymatique (EcoRI et Sall), permettant d’avoir les deux genes
RS01395 et RS01400 en opéron sous le controle du promoteur inductible Pbad. Le nouveau plasmide

est nommé pBAD-RS01395-RS01400.
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Figure 36. Constructions plasmidiques réalisées dans le vecteur pBAD pour I’expression hétérologue
des genes d’intérét chez E. coli. Amp(R) : géne de résistance a I'ampicilline ; AraC : code la protéine
régulatrice AraC possédant un domaine de liaison de I’arabinose ; pBad : promoteur sous l'influence
de la protéine d’AraC. RBS : site de fixation du ribosome. En absence de L-arabinose, la protéine AraC

agit comme répresseur et inhibe I'expression des genes en amont du promoteur Pbad. En présence de
L-arabinose, elle agit comme activateur.

Terminateur

3.7.2. Transformation chez E. coli TOP10
Des suspensions bactériennes de Escherichia coli One Shot® TOP10 Chemically Competent
(Invitrogen™) ont été transformées par les plasmides pBAD-RS00960, pBAD-RS01395, pBAD-RS01395-
RS01400, pBAD-RS03100 et le pBAD sans insert (Témoin négatif) en suivant les recommandations du
fournisseur. Les colonies ayant inséré le plasmide ont été sélectionnées sur un milieu gélosé Luria
Bertani contenant de I'ampicilline a la concentration de 100 pg/ml (LB®™?). Elles ont ensuite été

cultivées en milieu liquide, la présence du plasmide a été vérifiée et les souches ont enfin été stockées

a-80 °Cdans du LB®™ contenant 30 % de glycérol.

3.7.3. Vérification de I’expression des protéines d’intérét par les souches de E. coli

recombinantes par SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

Les cing souches de E. coli recombinantes contenant respectivement les plasmides pBAD-RS00960,
pBAD-RS01395, pBAD-RS01395-RS01400, pBAD-RS03100 et pBAD sans insert (Témoin négatif) ont été
cultivées dans du milieu LB®™ selon le protocole qui suit : A partir du stock de souches congelées a -
80 °C, une premiére pré-culture a été réalisée a 37 °C sous agitation (150 rpm/min) sur la journée (6-8
h). Une seconde pré-culture sur la nuit (16h) a été obtenue a partir de la premiére (1 % d’inoculum).
Le lendemain matin, la seconde pré-culture a été utilisée pour inoculer (1 % d’inoculum) 50 ml de
LB, Aprés 2H30 d’incubation a 37 °C sous agitation, du L-Arabinose (inducteur) a 0.002 % (p/v) final
ou de I'’eau ultrapure (témoin négatif) ont été ajoutés et I'incubation a été poursuivies pendant 3H30.

Les suspensions bactériennes ont ensuite été concentrées cing fois par centrifugation (10000 g, 5 min,
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4 °C) et reprise du culot bactérien dans 10 ml de tampon phosphate PBS 1X. Les bactéries ont ensuite
été lysées par traitement aux ultrasons (Vibra-Cell VC-300, Artisan Scientific) a la puissance maximale
de 300 W avec un cycle de 20 secondes d’ultrasons suivi de 20 secondes de pause dans de I'eau glacé.
Ce traitement aux ultrasons a été répété deux autres fois. Les débris cellulaires et cellules non lysées
ont été éliminés en centrifugeant le lysat a 10000 g pendant 10 minutes a 4 °C. Le surnageant (env. 10
ml) contenant les protéines cytoplasmiques a été récupéré. L'analyse SDS-PAGE des protéines
contenues dans les échantillons de surnageant a été réalisée sur des gels d’acrylamide a 12 % en
chargeant dans chaque puit le mélange [10 ul d’échantillon et 10 pl de tampon de Laemmli 2X]
préalablement portés a ébullition pendant 5 a 10 minutes.

3.7.4. Analyse des capacités de dégradation des flavan-3-ols par les souches E. coli
recombinantes exprimant les génes d’intéréts

Les cing souches de E. coli recombinantes contenant respectivement les plasmides pBAD-RS00960,
pBAD-RS01395, pBAD-RS01395-RS01400, pBAD-RS03100 et pBAD sans insert (Témoin négatif) ont été
cultivées comme ci-dessus (cf. 3.7.3) jusqu’a I'obtention des culots bactériens qui ont ensuite été
concentrés 10 fois dans du LB. Nous avons ensuite ajouté a la suspension bactérienne soit du méthanol
(témoin négatif) soit un monomere de flavan-3-ol ((+)-catéchine / (-)-épicatéchine / (-
)-épigallocatéchine / (-)-épicatéchine-3-O-gallate / (-)-épigallocatéchine-3-O-gallate) de telle sorte
gu’ils soient a la concentration finale de 0,5 mM. Pour les procyanidines de type B (diméres et trimeres)
la concentration finale étaient aussi de 0,5 mM en équivalent (-)-épicatéchine (unité monomere
principale des procyanidines). Les suspensions bactériennes ont ensuite été incubées a 37 °C sous
agitation (150 rpm/min) pendant 48 h. Une condition témoin « sans bactérie » a été réalisée en
paralleéle. Un aliquot (100-500 ul) de chaque suspension bactérienne (ou témoin) a ensuite été
conservé a -20 °C avant d’étre traités et analysés par HPLC-DAD selon le protocole décrit plus haut (cf.
2.3.1.1 et 2.3.1.2). Les métabolites générés a partir des flavan-3-ols ont été validés par leur temps de
rétention et leur spectre UV en comparant avec les métabolites préalablement caractérisés par LC-ESI-
MS/MS en incubant les mémes précurseurs avec Eggerthella lenta (cf. Résultats). Ce protocole a été

répété trois fois afin d’exploiter les résultats a partir d’un triplicat biologique.
3.8. Analyse de la prévalence des génes d’intérét chez les Eggerthellaceae

La prévalence ainsi que le pourcentage de conservation des protéines codées par les génes d’intéréts
mis en évidence par 'analyse transcriptomique RNAseq ont été analysées en recherchant la présence
de ces genes (et protéines) dans les génomes de bactéries appartenant a la famille des
Eggerthellaceae. Pour réaliser cette étude, nous avons travaillé avec les génomes de bactéries issues
de prélevements humains ou animaux disponibles dans la base de données NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) au jour du 07 décembre 2020. Il s’agissait de 48 génomes de E. lenta,
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8 génomes de Eggerthella sp., 1 génome de Eggerthella sinensis, 1 génome de Eggerthella timonensis,
13 génomes de Slackia, 2 génomes de Paraeggerthella, 17 génomes de Gordonibacter, 20 génomes de
Adlercreutzia et 1 génome de Denitrobacterium. La liste compléte avec les numéros d’accessions des
génomes utilisés pour cette analyse est présentée en annexe (Tableau A7). Nous avons recherché la
séquence protéique d’intérét dans ces génomes en utilisant le programme tblastN (séquences
nucléotidiques traduites en séquences protéiques) sous NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Les génes que nous avons identifiés comme induits par les
flavan-3-ols chez E. lenta DSM 2243 ont été classées dans les groupes A et B. Ces genes étaient les

suivants :

Groupe A: WP_009607964.1 (ELEN_RS02535), WP_009608072.1 (ELEN_RS02540), WP_015760017.1
(ELEN_RS02545), WP_009608048.1  (ELEN_RS02575), WP_009607966.1  (ELEN_RS02580),
WP_041691699.1 (ELEN_RS02585);

Groupe B: WP_015759863.1 (ELEN_RS00960), WP_009305851.1 (ELEN_RS01395), WP_009305853.1
(ELEN_RS01400), WP_009305152.1 (ELEN_RS03100) et WP_009304480.1 (ELEN_RS06940).

Pour définir si ces protéines étaient codées par les génomes des bactéries sélectionnées au sein de la
famille des Eggerthellaceae, nous nous sommes basés sur un pourcentage d’identité protéique d’au
minimum 70 % pour les genes du groupe A et d’au minimum 50 % pour les genes du groupe B.

3.9. Analyse de la prévalence des génes d’intéréts dans les métagénomes intestinaux
humains

L'outil MetaQuery (http://metaquery.docpollard.org) a été utilisé afin d’analyser la prévalence des
génes d’intérét dans un catalogue de 9,8 millions de génes microbiens issus de 1962 métagénomes
obtenus a partir de de selles d’individus couvrant trois zones géographiques, I'Europe, la Chine et
I’Amérique du Nord (Nayfach et al, 2015). Pour cette analyse, nous avons choisi de travailler avec les
séquences protéiques codées par quatre genes d’intérét: WP_015759863.1 (ELEN_RS00960),
WP_009305851.1  (ELEN_RS01395), WP_009305152.1, (ELEN_RS03100), WP_009607964.1
(ELEN_RS02535), WP_009608048.1 (ELEN_RS02575). Les séquences protéiques ont été utilisées soit
seules, soit en combinaison, avec comme parametres de recherche : 95 % d’identité au minimum, E-
value de le-5 maximum, 70 % de couverture de la séquence requéte sur la séquence cible au

minimum.
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Résultats

1. Chapitre 1 : Constitution d’une collection de souches dégradant les flavan-3-ols
1.1. Stratégie d’isolement bactérien a partir de selles humaines
Comme nous 'avons vu dans I’étude bibliographique, le microbiote intestinal joue un role essentiel
dans la dégradation des flavan-3-ols de l'alimentation. Les micro-organismes impliqués dans ce
métabolisme se limitent a ce jour a quelques espéces bactériennes appartenant aux familles
Eggerthellaceae et Ruminococcaceae. Dans le cadre de cette theése, notre objectif est non seulement
d’isoler des micro-organismes capables de dégrader les monomeres de flavan-3-ols mais aussi de
déterminer si ces isolats sont capables de dégrader les oligomeres de flavan-3-ols. Notre approche
expérimentale a donc été dans un premier temps d’obtenir une collection d’isolats bactériens capables
de dégrader la (+)-catéchine, monomeére de flavan-3-ols, pour ensuite tester ces micro-organismes sur
monomere ((-)-épicatéchine) et oligomeres (procyanidines de type B et A). Les isolements ont été
effectués a partir de selles humaines de trois donneurs sains selon un protocole adapté de Kutschera
et al. (2011) (cf Matériels et méthodes). La mise en évidence de micro-organismes actifs a nécessité la

mise au point d’'une méthode de criblage rapide (20 min) et fiable décrite ci-aprés.

1.2. Criblage de I'activité catalytique des isolats bactériens

1.2.1. Validation de la méthodologie de criblage par HPLC-DAD avec la souche de
référence E. lenta DSM 2243

Une méthode permettant de cribler des micro-organismes purifiés ou en mélange pour leur capacité
a dégrader le monomere de (+)-catéchine a été développée dans le cadre de cette étude. Notre choix
s’est porté sur un criblage par HPLC-DAD qui est une méthode chromatographique permettant de
séparer les molécules en fonction de leur équilibre de concentration entre la phase stationnaire solide
(gel de silice avec greffons a huit carbone) et la phase mobile, de fagon rapide et fiable. L’ objectif est
de suivre la dégradation du monomere de (+)-catéchine en culture avec les micro-organismes (Figure

31).

L’efficacité de ce criblage a été testée en comparant la présence de la (+)-catéchine dans le surnageant
de culture aprés 24 heures d’incubation, en absence de bactérie (témoin) et avec la souche E. lenta
DSM 2243, qui est capable de dégrader les principaux monomeres de flavan-3-ols ((+)-catéchine /
(-)-épicatéchine / (-)-épigallocatéchine). Le pic de la (+)-catéchine a disparu en présence de la bactérie
traduisant sa dégradation (Figure 37). En revanche, avec Eubactérium ramulus DSM 15684, espéce qui
n’est pas décrite pour dégrader les flavan-3-ols, la quantité de (+)-catéchine est identique a celle du

témoin négatif c’est-a-dire sans bactérie traduisant sa non dégradation (Schneider et Blaut 2000).
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Il est donc possible de suivre la dégradation de la (+)-catéchine dans nos conditions de culture et de
séparation des molécules par HPLC-DAD et de discriminer les souches capables ou non de dégrader le

monomere.
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Figure 37. Suivi de la dégradation bactérienne de la (+)-catéchine par HPLC-DAD. Chromatogrammes
obtenus aprés 24 heures d’incubation a 37 °C de la (+)-catéchine, dans le milieu de culture MCR20 sans
bactérie (en bleu), avec E. lenta DSM 2243 (rouge) et avec E. ramulus DSM 15684 (vert). Temps de
rétention de la (+)-catéchine (11,8 min). La mesure de I'absorbance a été réalisée a 280 nm.

1.2.2. Bilan de lisolement de micro-organismes dégradant le monomeére de
(+)-catéchine

Quatre campagnes d’isolements bactériens a partir des selles de trois individus (O, P, T) ont été
effectuées, dont deux campagnes a partir du méme individu a deux mois d’intervalle (P1 : individu P-
selle 1 et P3 : individu P-selle 3). Au total, 380 isolats bactériens ont été criblés pour leur capacité a
dégrader la (+)-catéchine permettant d’obtenir 20 isolats capables de dégrader la (+)-catéchine
(Tableau 9). lls forment de petites colonies blanches sur gélose (~1 mm) et leur observation au
microscope a mis en évidence une morphologie tres similaire, se présentant sous la forme de petits
bacilles a Gram positif. L’affiliation taxonomique des 20 isolats a partir de la séquence du gene

exprimant 'ARNr 16S a permis de tous les assigner a I'espéce Eggerthella lenta avec 99 % - 100 %
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d’identité de séquence entre les isolats et la souche de référence E. lenta DSM 2243 (données non

montrées).

Tableau 9. Souches isolées de selles humaines dégradant la (+)-catéchine.

Individus i Nombre d’isolats
Selles (statut) Date du prélevement
(selles)
Criblés Actifs
0 Congelées a -80 °C 29/09/2014 80 3
P1 Fraiches 26/03/2018 80 4
P3 Fraiches 30/05/2018 150 3
T Fraiches 30/11/2018 70 10

L‘analyse des chromatogrammes obtenus par HPLC-DAD a montré |'apparition de deux métabolites
apres incubation de la (+)-catéchine avec les 20 isolats bactériens. La caractérisation métabolique des
isolats a montré qu’ils peuvent étre divisés en deux groupes. Les isolats issus des individus T et P3
capables de former un métabolite nommé « Ac » a partir de la (+)-catéchine et les isolats issus des
individus O et P1 capables a la fois de former le métabolite Ac mais également de le dégrader en un

métabolite nommé « Bc » (Figure 38).
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Figure 38. Comparaison de la dégradation de la (+)-catéchine par les isolats. Chromatogrammes
obtenus aprés 48H de culture en présence de (+)-catéchine, en absence de bactérie (chromatogramme
du haut), en présence d’un isolat représentatif T et P3 (chromatogramme du milieu) et en présence
d’un isolat représentatif O et P1 (chromatogramme du bas). La (+)-catéchine, les métabolites Ac et Bc
éluant respectivement a 10,6 ; 11,3 et 13,3 minutes. La mesure de I'absorbance a été réalisée a 280

nm.

Tableau 10. Fragmentation par LC-ESI-MS/MS des métabolites produits par les souches E. lenta aprés
dégradation de la (+)-catéchine. Les ions secondaires majoritaires sont en gras. Les spectres de masses
sont joints en annexe.

lon MS2
Molécules parental onssecondaires Composés identifiés Abréviation
(m/2) (m/2)
(+)-catéchine 289 271-245-231
Métabolite Ac 291 247 - 205 - 167 (+)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3- (+)-3’,4’-diOHPP-2-0l
(2",4",6"-trihydroxyphényl) propan-2-ol
Métabolite Bc 275 231-217-191 (+)-1-(3’-hydroxyphényl)-3-(2",4",6"- (+)-3’-OHPP-2-0l

trihydroxyphényl) propan-2-ol
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Afin d’identifier les métabolites obtenus aprés la dégradation de la (+)-catéchine par les isolats
bactériens, les échantillons ont été analysé en couplage LC-ESI-MS/MS en mode négatif. Les spectres
de masse fournis par I’analyse en LC-ESI-MS/MS ont permis de confirmer I'identité de la (+)-catéchine
donnant un ion a m/z 289. Le spectre de masse du métabolite Ac présente un signal a m/z 291,
correspondant a deux unités de masse supplémentaires par rapport a la (+)-catéchine. Cette différence
de deux unités de masse indique que le métabolite Ac est formé a partir de la (+)-catéchine par un
mécanisme de réduction. Au regard de sa fragmentation en MS? (Tableau 10) et des données de la
littérature (Stoupi et al. 2010a; Takagaki et Nanjo 2013) ce métabolite a été identifié€ comme étant le
(+)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2",4",6"-trihydroxyphényl) propan-2-ol. Le spectre de masse du
métabolite Bc présente quant a lui un signal a m/z 275, soit seize unités de masse en moins par rapport
au métabolite Ac suggérant la perte d’'un groupement hydroxyle par rapport au métabolite Ac. La
fragmentation en MS? de I'ion m/z 275 indique que le groupement hydroxyle a été éliminé du cycle B,
cependant en masse il n’est pas possible de définir s’il s’agit du groupement hydroxyle en position 3’
ou 4’. En revanche, certains auteurs ont eu recours a la RMN (résonance magnétique nucléaire) et il
apparait que I'hydroxyle en 4’ est préférentiellement éliminé (Takagaki et Nanjo 2013). En
conséquence le métabolite Bc a été identifiée comme étant le (+)-1-(3’-hydroxy phényl)-3-(2",4",6"-
trihydroxyphényl) propan-2-ol comme précédemment décrit par Stoupi et al., (2010a) et Takagaki et
Nanjo (2013).

Ces métabolites sont déja connus dans le métabolisme des Eggerthella lenta a partir de la (+)-catéchine
(Figure 13 ; Tableau 10) et le métabolisme de la (+)-catéchine par nos isolats a été récapitulé dans la

Figure 39.
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Figure 39. Bilan du métabolisme de la (+)-catéchine par nos isolats E. lenta. (+)-3’,4’-diOHPP-2-0l :
(+)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2",4",6"-trihydroxyphényl) propan-2-ol; (+)-3’-OHPP-2-ol : (+)-1-(3’-
hydroxyphényl)-3-(2",4",6"-trihydroxyphényl) propan-2-ol. Les fleches montrent le site d’ouverture du
cycle C (bleu) et le groupement déshydroxylé (rouge).

1.2.3. Activité de dégradation sur le stéréoisomeére (-)-épicatéchine

Nous avons identifié des souches capables de dégrader la (+)-catéchine et de former deux métabolites
distincts (Ac et Bc ; (+)-3/,4’-diOHPP-2-ol et (+)-3’-OHPP-2-ol). Comme décrit dans I'étude
bibliographique (cf. 4), les souches qui dégradent la (+)-catéchine sont également capables de
dégrader son stéréoisomere, la (-)-épicatéchine. La capacité des isolats a dégrader ce monomeére a

donc été testée.

Les analyses HPLC-DAD ont montré que I’'ensemble des isolats sont également capables de dégrader
la (-)-épicatéchine (Figure 40). Comme pour la (+)-catéchine, les isolats peuvent étre séparés en deux
groupes métaboliques. Les isolats issus des individus T et P3 formant un métabolite nommé « Aec » a
partir de la (-)-épicatéchine et les isolats issus des individus O et P1 pouvant former le métabolite Aec

et le dégrader en un métabolite nommé « Bec ».

Ces deux métabolites (Aec et Bec) ont a la fois les mémes temps de rétention et les mémes spectres
d’absorption que les métabolites issus de la (+)-catéchine (Ac et Bc) (Figure 40 ; annexe Figure A4). Ces
métabolites Aec et Bec sont donc similaires a ceux obtenus aprés dégradation de la (+)-catéchine et

sontres pectivement .

- Aec:(-)-1-(3’,4'-dihydroxyphényl)-3-(2",4",6"-trihydroxyphényl)propan-2-ol ((-)-3’,4’-
diOHPP-2-0l)
- Bec:(-)-1-(3’-hydroxyphényl)-3-(2",4",6"-trihydroxyphényl)propan-2-ol ((-)-3’-OHPP-2-o0l).

Nous ne pouvons pas séparer les métabolites selon leur chiralité, qui nécessite de disposer d’une
colonne énantiosélective. Cependant, les résultats obtenus avec la (-)-épicatéchine sont en accord
avec la caractérisation obtenue par Stoupi et al. (2010a) et Takagaki et Nanjo (2015a). Le bilan du
métabolisme de la (-)-épicatéchine par E. lenta est ainsi identique a celui de la figure 38 mis a part le
fait que le groupement hydroxyle lié au carbone Cs est orienté vers l'arriere. Il n’est donc pas

représenté sous forme de figure.
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Figure 40. Comparaison de la dégradation de la (+)-catéchine et de la (-)-épicatéchine par les isolats.
Chromatogrammes obtenus aprées 48 heures de culture en présence de (+)-catéchine
(chromatogramme bleu) ou de (-)-épicatéchine (chromatogramme rouge), en absence de bactérie
(chromatogrammes du haut), en présence d’un isolat représentatif T et P3 (chromatogrammes du
milieu) et en présence d’un isolat représentatif O et P1 (chromatogrammes du bas). La (+)-catéchine,
les métabolites Ac et Bc éluant respectivement a 10,6 ; 11,3 et 13,3 minutes. La (-)-épicatéchine, les
métabolites Aec et Bec éluant respectivementa 11,1 ; 11,3 et 13,3 minutes. La mesure de I'absorbance
a été réalisée a 280 nm. Cat : (+)-catéchine ; EC : (-)-épicatéchine.

1.3. Bilan de I'isolement de micro-organismes dégradant le (+)-3’,4’-diOHPP-2-ol

Comme nous avons vu dans I’étude bibliographique, le microbiote intestinal est capable de poursuivre

la dégradation des métabolites ouverts identifiés précédemment. Une seule espece bactérienne a été
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décrite comme étant capable de les métaboliser : Flavonifractor plautii (Figure 25) (Braune et Blaut
2016). Pour isoler des micro-organismes capables de métaboliser le (+)-3’,4’-diOHPP-2-ol, la méme
stratégie d’isolement que celle utilisée dans le cas de la (+)-catéchine a été mise en ceuvre. (Figure 30).
Etant donné que le (+)-3’,4’-diOHPP-2-0l n’est pas un produit chimique commercialisé, il a été généré
par E. lenta a partir de la (+)-catéchine et mis en co-culture avec les isolats a tester. Nous n’avons
effectué qu’une seule campagne d’isolement a partir de I'individu P. Cent cinquante isolats ont été
criblés pour leur capacité a dégrader le (+)-3’,4’-diOHPP-2-0l et deux isolats actifs ont été obtenus
(Tableau 11). Ces deux isolats forment des colonies blanches et translucides sur gélose (~3 mm) et au
microscope, avec une morphologie tres similaire, se présentant sous la forme de bacilles allongés a

Gram positif.

Tableau 11. Résultats de l'isolement d’isolats bactériens avec le métabolite (+)-3’,4’-diOHPP-2-ol.

Nombre d'isolats

Individu Selles Date du
(selle) (statut) prélevement o .
Criblés Actifs
P3 Fraiches 30/05/2018 150 2

Nous avons ensuite réalisé I'affiliation taxonomique des deux isolats en séquencgant le géne codant
I’ARNr 16S. Cette affiliation a permis d’assigner ces isolats a l'espéce Flavonifractor plautii
(anciennement Eubacterium plautii et Clostridium orbiscindens) avec 99 % d’identité avec la souche

type F. plautii DSM 4000 (données non montrées).

Par la suite, nous avons voulu définir le réle de chacun de ces deux isolats dans la dégradation de Ia
(+)-catéchine. Les analyses HPLC-DAD montrent que les isolats F. plautii (isolat P3-16) ne sont pas
capables de dégrader le monomere de (+)-catéchine (Figure 41). Nous avons donc étudié la
dégradation du métabolite (+)-3’,4’-diOHPP-2-ol, produit par un de nos isolats E. lenta (P3-J7.5). La co-
culture entre cet isolat et les isolats F. plautii montre que ce métabolite est dégradé en deux nouveaux
métabolites nommés « Cc » et « Dc », le métabolite Cc étant majoritaire (Figure 41). Nous avons
également testé la capacité des isolats F. plautii a dégrader le métabolite déshydroxylé c’est-a-dire le
(+)-3’-OHPP-2-0l. Les analyses HPLC-DAD montrent que les isolats peuvent également dégrader le

(+)-3’-OHPP-2-0l en deux autres métabolites nommés « Ec » et « Fc » (données non montrées).

De la méme maniére qu’avec les métabolites Ac et Bc issus de la métabolisation de la (+)-catéchine,
les métabolites produits ont été identifié par LC-ESI-MS/MS en mode négatif. Le métabolite Cc
présente une masse m/z 225 et au regard de sa fragmentation en MS? (Tableau 12) et des données de
la littérature (Stoupi et al. 2010a; Takagaki et Nanjo 2013), il a été identifié comme étant I’acide (+)-4-

hydroxy-5-(3',4'-dihydroxyphényl) valérique. Le métabolite Dc présente quant a lui une masse m/z 207
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(Tableau 12), soit 18 unités de masse en moins par rapport au métabolite Cc suggérant une
lactonisation. En conséquence, le métabolite Dc a été identifié comme étant la (+)-5-(3',4'-
dihydroxyphényl)-y-valérolactone, au regard de sa fragmentation en MS? et comme décrit par Stoupi
et al., (2010a) et Takagaki et Nanjo (2013) (Figure 42). Le métabolite Ec présente une masse m/z de
209 (Tableau 12), soit seize unités de masse en moins par rapport au métabolite Cc suggérant la perte
d’un groupement hydroxyle par rapport au métabolite Cc. En conséquence le métabolite Ec a été
identifiée comme étant I’acide (+)-4-hydroxy-5-(3'-hydroxyphényl)-valérique comme précédemment

décrit par Stoupi et al., (2010a) et Takagaki et Nanjo (2013).

En ce qui concerne le métabolite Fc, un spectre de fragmentation n’a pas pu étre obtenu d{ a la faible
concentration de ce métabolite dans les cultures bactérienne. Cependant, sa masse m/z 191 (Tableau
12), la présence de |'acide 4-hydroxy-5-(3'-hydroxyphényl)-valérique dans le milieu de culture et les
données de la littérature nous conduisent a identifier le métabolite Fc comme étant la (+)-5-(3'-
hydroxyphényl)-y-valérolactone, la forme lactonisée de I'acide 4-hydroxy-5-(3'-hydroxyphényl)-

valérique (Figure 42).

Ces quatre métabolites sont déja connus dans le métabolisme de la (+)-catéchine par les F. plautii
(Figure 13 ; Tableau 10) et sont issus de I'ouverture du cycle A des métabolites (+)-3’,4’-diOHPP-2-o0l et
(+)-3’-OHPP-2-ol initialement générés par E. lenta a partir de la (+)-catéchine. Le métabolisme de ces

deux dérivés (+)-hydroxyphényl-propan-2-ols par nos isolats a été récapitulé dans la Figure 42.

103



Résultats
Chapitre 1 : Constitution d’une collection de souches dégradant les flavan-3-ols

(+)-catéchine Cat I; Témoin négatif
\ II Isolat F. plautii P;-16
5. Ac -
2 ° I ’ Isolat E. lenta P5-J7.5
E, '
£ [
<
o ®
@
5 \
AT ©
g ce ]
E % 1
" T \ | |
-'g | ; [ | Dc
» ‘ \
é '\', Lz:, | ‘ / A\
10 !‘*’\J,\w I\'\ ' '.‘ I,” ‘ ‘ ;, ',\
AN A ASAL AL A
o - _‘_..-»_—-«'»’—“"""H — e
(-)-épicatéchine eC Témoin négatif
‘ Isolat F. plautii P;-16
;::m '; Isolat E. lenta P5-)7.5
E
E.
o
& . Aec
o Cec 1/
e /
o \ *
| I
jo Dec
- It ,
< = Y A L 1 / A
¥ W | \ il / I
S N "\;\m"‘,\/\f___h_.__“/ Ll N N

Temps d’élution (min)

Figure 41. Dégradation des métabolites Ac et Aec par les isolats F. plautii. Chromatogrammes
obtenus aprés 48 heures de culture en présence de (+)-catéchine (chromatogramme du haut) ou de
(-)-épicatéchine (chromatogramme du bas), en absence de bactérie (chromatogrammes bleus), en
présence d’un isolat E. lenta représentatif seul (P3-J7.5) (chromatogrammes verts), en présence de
I'isolat seul P3-16 (représentatif des deux isolats F. plautii obtenus) (chromatogrammes rouges) et en
présence de la co-culture des deux isolats (chromatogrammes roses). La (+)-catéchine, les métabolites
Ac, Cc et Dc éluant respectivement a 10,9; 11,2; 10,1 et 12,8 minutes. La (-)-épicatéchine, les
métabolites Aec et Bec, Cec et Dec éluant respectivement a 11,2; 11,3; 10,1 et 12,8 minutes. La
mesure de I'absorbance a été réalisée a 280 nm.

Tableau 12. Fragmentation par LC-ESI-MS/MS des métabolites produits par les souches F. plautii
apres dégradation de la (+)-catéchine. Les ions secondaires majoritaires sont en gras. Le métabolite
Fc n’a pas pu étre fragmenté, étant donné sa faible concentration dans le milieu de culture. Les
spectres de masses sont joints en annexe.

lon MS? ions
Molécules parental secondaires Composés identifiés Abréviations
(m/z) (m/z)

Métabolite Cc 225 207-163-101  Acide (+)-4-hydroxy-5-(3',4'-  (+)-3’,4’-diOHPVA
dihydroxyphényl) valérique

Métabolite Dc 207 163-122 (+)- 5-(3',4'- dihydroxyphényl)-  (+)-3’,4’-diOHPval
y-valérolactone
Métabolite Ec 209  191-147-101  Acide (+)-4-hydroxy-5-(3'- (+)-3’-OHPVA

hydroxyphényl)-valérique

Métabolite Fc 191 (+)-5-(3'-hydroxyphényl)-y- (+)-3’-OHPval
valérolactone
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Figure 42. Bilan du métabolisme des dérivés (+)-hydroxyphényl-propan-2-ols, métabolites ouverts
de la (+)-catéchine, par nos isolats F. plautii. Les fleches bleues montrent le site d’ouverture du cycle
A (bleu). (+)-3’,4’-diOHPP-2-ol : 1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2",4",6"-trihydroxyphényl) propan-2-ol ;
(+)-3’-OHPP-2-0l :  1-(3’- hydroxyphényl)-3-(2",4",6"-trihydroxyphényl) propan-2-ol; (+)-3',4’-
diOHPVA : acide (+)-4-hydroxy-5-(3’,4’-dihydroxyphényl) valérique ; (+)-3’,4’-diOHPval : (+)-5-(3’,4’-
dihydroxyphényl)-y-valérolactone;  (+)-3'-OHPVA: acide  (+)-4-hydroxy-5-(3’-hydroxyphényl)
valérique ; (+)-3’-OHPval : (+)-5-(3’-hydroxyphényl)-y-valérolactone ;

1.3.1. Activité de dégradation sur les stéréoisomeres (-)-3’,4’-diOHPP-2-ol et (-)-3’-
OHPP-2-ol

Nous avons identifié des souches capables de dégrader la (+)-3’,4’-diOHPP-2-0l et la (+)-3’-OHPP-2-0l,
pouvant former quatre métabolites distincts (Figure 42). Comme décrit dans I'étude bibliographique
(cf. 4), les souches qui dégradent ces deux métabolites sont également capables de dégrader leurs
stéréoisomeres, le (-)-3’,4’-diOHPP-2-ol et le (-)-3’-OHPP-2-ol issus de la dégradation de la
(-)-épicatéchine. La capacité de nos deux isolats de F. plautii a dégrader ces métabolites et la

(-)-épicatéchine a également été testée.

Nos analyses HPLC-DAD montrent que les isolats F. plautii (isolat P3-16) ne sont pas capables de
dégrader le monomeére de (-)-épicatéchine (Figure 41), mais qu’ils sont capables de dégrader le
métabolite (-)-3’,4’-diOHPP-2-ol, produit par un isolat E. lenta (P3-17.5). La co-culture entre cet isolat

et les isolats F. plautii montre la formation de deux métabolites nommés « Cec » et « Dec», le
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métabolite Cec étant majoritaire (Figure 41). Les analyses HPLC-DAD montrent que les isolats peuvent
également dégrader le (-)-3’-OHPP-2-ol en deux autres métabolites nommés « Eec » et « Fec»

(données non montrées).

Ces deux métabolites Cec et Dec ont a la fois les mémes temps de rétention et les mémes spectres
d’absorptions que les métabolites (+)-3’,4’-diOHPVA et (+)-3’,4’-diOHPval (Figure 41 ; annexe Figure
A9). Ces métabolites Cec et Dec sont donc similaires a ceux obtenus apreés la dégradation du (+)-3’,4'-

diOHPP-2-0l et sont respectivement :

- Cec: acide (-)-4-hydroxy-5-(3’,4’-dihydroxyphényl) valérique
- Dec: (-)-5-(3",4’-dihydroxyphényl)-y-valérolactone

De fagon similaire, les métabolites Eec et Fec sont similaires a ceux obtenus apres la dégradation du

(-)-3’-OHPP-2-0l et sont respectivement :

- Eec: acide (-)-4-hydroxy-5-(3’-hydroxyphényl) valérique
- Fec:(-)-5-(3’-hydroxyphényl)-y-valérolactone

Les résultats obtenus avec le (-)-3’,4’-diOHPP-2-ol et le (-)-3’-OHPP-2-ol sont en accord avec la
caractérisation obtenue par Stoupi et al.,, (2010) et Takagaki and Nanjo (2015a). Le bilan du
métabolisme des dérivés (-)-hydroxyphényl-propan-2-ols, métabolites ouverts de la (-)-épicatéchine
produits par E. lenta, par nos isolats F. plautii est identique a celui de la Figure 42 mis a part le fait que
le groupement hydroxyle lié au carbone Cs est orienté vers I'arriére. Il n’est donc pas représenté sous

forme de figure.

1.4. Dégradation des procyanidines par les souches de notre collection
Comme nous I'avons vu dans la partie précédente, nous avons obtenu une collection de plusieurs
isolats jouant un role dans la dégradation des monomeéres de flavan-3-ols. Les isolats E. lenta sont
capables d’ouvrir le cycle C de la (+)-catéchine et de la (-)-épicatéchine et les isolats F. plautii vont
ouvrir le cycle A des métabolites produits par les isolats E. lenta. Dans le cadre de cette thése, notre
objectif a été d’étudier I'activité catalytique de ces isolats sur les procyanidines. Les procyanidines de
type B sont les plus fréquemment retrouvés dans notre alimentation, nous avons donc entrepris dans

un premier temps d’étudier leur dégradation par les isolats.

1.4.1. Purification des procyanidines de type B
La purification des procyanidines de type B a été réalisée a partir de parenchyme de la variété de
pomme a cidre Marie Ménard. L'extrait méthanolique (réalisation par le doctorant Xuwei Liu, SQPOV
INRAE Avignon) de parenchyme de pomme a été purifié une premiere fois en utilisant une colonne

préparative C18 afin d’éliminer les sucres et acides organiques puis une seconde fois en utilisant une
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colonne HILIC afin de purifier les procyanidines en fonction de leur degré de polymérisation. Trois
fractions de procyanidines ont ainsi été obtenues. Chaque fraction a été caractérisée par HPLC-DAD

apres thioacidolyse ou pas.

Apres deux étapes de purification, la fraction des procyanidines de DP2 est constituée a plus de 85 %
de polyphénols et est constituée a la fois du dimere B, ((-)-épicatéchine-(4->8)-(-)-épicatéchine) et du
dimere B: ((-)-épicatéchine-(4->8)-(+)-catéchine), ce dernier représentant 7 % des procyanidines
(extrait brut). Aprés thioacidolyse, la (-)-épicatéchine représente 95 % des unités constitutives et la
(+)-catéchine, présente uniquement en unité terminale représente seulement 5% des unités
constitutives (Tableau 13). Ce résultat est en accord avec la quantification des dimeres B, et B; par
HPLC-DAD sans thioacidolyse et avec les résultats de Watrelot et al. (2015). Des traces de
dihydrochalcones (xyloglucoside de phlorétine) et d’acide hydroxycinnamique (acide 5-

caféoylquinique), représentant moins de 1 % de la fraction ont également été détectées.

La fraction des procyanidines de DP3 est quant a elle constituée a plus de 75 % de polyphénols et de
plusieurs isomeres de DP3. Apres thioacidolyse la (-)-épicatéchine représente 97 % des unités
constitutives tandis que la (+)-catéchine, présente uniquement en unité terminale, représente 3 % des
unités constitutives (Tableau 13). De la méme maniére que précédemment des traces de
dihydrochalcones (xyloglucoside de phlorétine) et d’acide hydroxycinnamique (acide 5-

caféoylquinique), représentant moins de 0,5 % de la fraction ont également été détectées.

Enfin la fraction des procyanidines de DP4 est constituée a plus de 75% de polyphénols. La
(-)-épicatéchine est I'unité majoritaire des procyanidines de DP4, présente a la fois en unité terminale
et en unité d’extension (9 % des unités) (Tableau 13). La (+)-catéchine n’est présente qu’en unité
terminale ou elle représente 3 % des unités constitutives. Comme pour les fractions de DP2 et DP3 des
traces de polyphénols c’est-a-dire dihydrochalcones (xyloglucoside de phlorétine) et acide
hydroxycinnamique (acide 5-caféoylquinique) représentant moins de 0,1 % de la fraction ont été
détectées.

Tableau 13. Teneur et composition des fractions de procyanidines de pommes purifiées.
DHC : dihydrochalcones ; HCA : acides hydroxycinnamiques ; MS : matiére séche

Fraction Procyanidines DHC HCA  Polyphénols
tot
Teneur en % %- otaux
DPn %(-)-épicatéchine
procyanidines (+)-catéchine (-)-épicatéchine (mg/g (mg/g (mg/g
calculé terminale

(mg/g MS) terminale intermédiaire MS) MS) MS)

DP2 847 2 5 46 49 2,2 1,1 850,3

DP3 750 2,7 3 34 63 0,2 0,4 751
DP4 753 3,4 3 27 70 0 0,2 753,2
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1.4.2. Dégradation des procyanidines
1.4.2.1. Procyanidines de type B
Aprés obtention de fractions de dimeéres, triméres et tétrameres de procyanidines de type B, I'activité
catalytique des isolats E. lenta et F. plautii a été testée. Tous les isolats E. lenta sont capables de
dégrader le dimeére PCB-2 en un métabolite nommé « PCB-2A » (Figure 43a). En revanche, les isolats
F. plautii seuls n"ont montré aucune activité catalytique sur le dimere PCB-2, ni sur le métabolite PCB-

2A, quand il y a co-incubation avec un isolat E. lenta (Figure 43b).
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Figure 43. Dégradation du dimére PCB-2 par les isolats. Chromatogrammes obtenus aprés 48 heures
de culture en présence de la fraction diméres de procyanidines de type B (PCB-2). a. Cultures réalisées
en absence de bactérie (bleu) ou en présence d’un isolat E. lenta (rouge). b. Cultures réalisées en
présence d’un isolat F. plautii (bleu) ou en présence d’un isolat E. lenta et F. plautii. Le dimere PCB-2
et le métabolite PCB-2A éluant respectivement a 11 et 12,7 minutes. La mesure de I'absorbance a été
réalisée a 280 nm. Les mémes chromatogrammes ont été obtenus avec I'ensemble des isolats E. lenta
(non montré).

Dans aucun cas d’incubation des isolats E. lenta avec les PCB-2, les monoméres de flavan-3-ols,
(-)-épicatéchine ou (+)-catéchine n’ont été identifié¢ dans le milieu de culture, suggérant que la
conversion des procyanidines de DP2 en (-)-épicatéchine par rupture de la liaison interflavanique n’a
pas eu lieu contrairement a ce qui a pu étre rapporté dans certaines études avec microbiote fécal
(Groenewoud et Hundt 1986). Ce résultat est cependant en accord avec ceux de Appeldoorn et al.

(2009) et Le Bourvellec et al. (2019).

Cette activité de dégradation par E. lenta des dimeres de procyanidines de type B a également été
retrouvée sur les triméres et les tétrameres de procyanidines de type B, comme le montre les analyses

chromatographiques (Figure 44a ; Figure 45a). Les isolats F. plautii n’ont pas été capables non plus de
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métaboliser les triméres et tétraméres de procyanidines, ni leurs métabolites aprés co-incubation avec

les isolats E. lenta.
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Figure 44. Dégradation du trimere PCB-3 par les isolats. Chromatogrammes obtenus apres 48 heures
de culture en présence de la fraction de triméres de procyanidines de type B (PCB-3). a. Cultures
réalisées en absence de bactérie (bleu) ou en présence d’unisolat E. lenta (rouge). b. Cultures réalisées
en présence d’un isolat F. plautii (bleu) ou en présence d’un isolat E. lenta et F. plautii. Le dimere PCB-
3 et le métabolite PCB-3A éluant respectivement a 11,5 et 12,2 minutes. La mesure de |'absorbance a
été réalisée a 280 nm. Les mémes chromatogrammes ont été obtenus avec I'ensemble des isolats E.

lenta (non montré).
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Figure 45. Dégradation du tétrameére PCB-4 par les isolats. Chromatogrammes obtenus apres
48 heures de culture en présence de la fraction de tétrameres de procyanidines de type B (PCB-4). a.
Cultures réalisées en absence de bactérie (bleu) ou en présence d’unisolat E. lenta (rouge). b. Cultures
réalisées en présence d’un isolat F. plautii (bleu) ou en présence d’un isolat E. lenta et F. plautii. Le
dimeére PCB-4 et le métabolite PCB-4A éluant respectivement a 11,7 et 12,4 minutes. La mesure de
|’absorbance a été réalisée a 280 nm. Les mémes chromatogrammes ont été obtenus avec I'ensemble
des isolats E. lenta (non montré).

Ces résultats montrent que nos isolats de I'espéce Eggerthella lenta sont impliqués dans la dégradation
des procyanidines de type B issus de la pomme et ayant des degrés de polymérisation de 2 a 4. Au
contraire, nos isolats F. plautii n’ont pas montré d’activité sur les procyanidines précurseurs, ni sur les

métabolites de procyanidines générés par E. lenta.

1.4.2.2. Procyanidines de type A
Qu’en est-il de I'activité métabolique des isolats E. lenta vis a vis des procyanidines de type A qui
possedent une liaison éther additionnelle, localisée en C,-O-C; ou C,-O-Cs par rapport aux
procyanidines de type B ? (Figure 4). Seule I'activité catalytique de quelques isolats (01-56 et P3-J7.5,
représentatifs des deux groupes d’isolats métaboliques identifiés) a pu étre testée sur les diméres de
procyanidines de type A (PCA-2), en raison de I'utilisation de produits commerciaux relativement

chers.
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Dans le milieu de culture stérile et dans nos conditions d’incubation (24 h, 37 °C, pH 6,9, anaérobiose)
le dimere PCA-2 s’isomérise spontanément (Lu et al. 2011) et ceci entraine la formation de deux autres
produits (Figure 46). Toutefois, une fraction du dimére PCA-2 reste présente dans sa forme initiale, ce
qui permet d’évaluer sa métabolisation (Figure 46). Les analyses HPLC-DAD montrent que les deux
isolats E. lenta (isolats O1-56 et P3-J7.5) sont capables de dégrader le dimére A, en un métabolite

nommé PCA-2A.

= a - Témoin négatif
5--;:
<
E |
E | pca-2
o
0 . * |
- I
2
2. |
o I | |
e { \
5. it |
< || R P—
‘| “.h 'l‘. " ) ’\ \VI \ I,\ ,'ﬂ \‘.‘
) P AT Jo N e VA Nn I -
= b Isolat E. lenta O1-56
Isolat E. lenta P3-17.5
%'“ PCA-2
£ ~L_ PCA-2A
g || f_/
~ | ¥
0 I I
@ " | |
g. ‘.
g “u \I * [
[=} |V fl | l I
2= I h ’
= i \ i/

| '\ Pay P N AV A
PR o M L N W N IO NPT, Y. v Ny gl S

R

Temps d’élution (min)

Figure 46. Dégradation du dimere PCA-2 par quelques isolats E. lenta. Chromatogrammes obtenus
apres 24 heures de culture en présence du dimere de procyanidines de type A (PCB-A) a. Cultures
réalisées en absence de bactérie (bleu). b. Cultures réalisées en présence de l'isolat E. lenta 01-56
(rouge) et P3-]7.5 (vert). Dans nos conditions de culture, en absence de bactérie (témoin négatif) le
dimere PCA-2 s’isomérise pour former trois molécules sachant que la forme initiale de PCA-2 est
marquée par un astérisque. Les trois isomeres PCA-2 et le métabolite bactérien PCA-2A éluent
respectivement a 13,5, 14*, 14,3 et 15,2 minutes. La mesure de I'absorbance a été réalisée a 280 nm.

1.4.3. Caractérisation des métabolites microbiens produits a partir des
procyanidines

Quatre métabolites PCB-2A, PCB-3A, PCB-4A et PCA-2A ont été identifiés apres métabolisation par les
isolats E. lenta des procyanidines de type B et A. Comme pour les métabolites issus des monomeres,

une caractérisation de ces métabolites par LC-ESI-MS/MS a été réalisée afin de les identifier.

Le spectre de masse du métabolite PCB-2A a été comparé a celui de son précurseur le PCB-2. Ainsi, le

spectre de masse du métabolite PCB-2A présente un signal majoritaire a m/z 579 correspondant a
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deux unités de masse supplémentaires par rapport au dimére de type B initial dont le signal majoritaire
est a m/z 577. Cette augmentation de deux unités de masses est compatible avec la présence d’une
unité de flavan-3-ol réduite. Au regard de sa fragmentation en MS? (Tableau 14) et des données de la
littérature (Stoupi et al. 2010b) ce métabolite a été identifié comme étant la forme ouverte sur le cycle
C de l'unité d’extension ou de I'unité terminale du dimeére (Figure 47).

Tableau 14. Fragmentation par LC-ESI-MS/MS des métabolites produits par les souches E. lenta aprés

dégradation du PCB-2. Les ions secondaires majoritaires sont en gras. Les spectres de masses sont
joints en annexe. PCB-2 : dimere de procyanidines de type B.

Molécules lon parental (m/z) MS? lons secondaires (m/z)
PCB-2 577 559 -451 - 425 - 407
Métabolite PCB-2A 579 561-453-427-409
o Z (o]
OH

Unité d’extension

(o)
Unité )
nité terminale OH ™ N
OH
OH OH
m/z 579 . -
I

OH m/z 409

OH m/z 453

Figure 47. Hypothése de fragmentation du métabolite PCB-2A avec une ouverture du cycle sur l'unité
terminale, inspiré de Sun et Miller (2003). HFR : Heterocycle ring fission (rouge) ; RDA : retro-Diels—
Alder (bleu).

Le schéma de fragmentation du métabolite PCA-2A (Figure 47, Tableau 14) est compatible avec une
ouverture du cycle C sur 'unité terminale. Afin d’identifier I'unité portant I'ouverture du cycle C une
analyse en LC-ESI-MS apres thioacidolyse a été réalisée. La thioacidolyse est une réaction qui

s’applique de maniere spécifique aux procyanidines et qui permet de caractériser leurs unités
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constitutives. Les liaisons interflavaniques des procyanidines sont rompues en milieu acide a chaud
entrainant la formation de trois 4-flavanyl-carbocations a partir des unités d'extension tandis que les
unités terminales sont libérées sous leurs formes flavan-3-ols. Les 4-flavanyl-carbocations sont des
intermédiaires instables qui sont piégés par un réactif le toluene-a-thiol, pour former des dérivés 4-
benzyl-thioéther de flavan-3-ols. Ainsi, si c’est I'unité terminale (du bas) qui subit I'ouverture du cycle
C, alors cette derniéere sera libérée sous la forme d’un monomere ouvert, c’est-a-dire le (-)-3,4’-
diOHPP-2-ol. En revanche, si c’est I'unité d’extension (du haut) qui subit I'ouverture du cycle C, alors
cette derniére sera libérée sous la forme d’'une molécule ouverte liée au benzyl thioéther. Les masses
correspondant a ces deux produits en plus de celles résultant de la dégradation par thioacidolyse des
diméres initiaux ((-)-épicatéchine/(+)-catéchine et (-)-épicatéchine-benzyl-thioéther) résiduels
également présents dans le milieu réactionnel ont été recherchées de maniére spécifique (Tableau
15). Ainsi, a été identifié, le monomeére ouvert, c’est-a-dire le (-)-3’,4’-diOHPP-2-ol résultant donc de la
libération de l'unité terminale du dimére. Ces résultats confirment donc I'ouverture du cycle C sur

I"'unité terminale du dimére de procyanidine de type B.

Tableau 15. Molécules recherchées en LC-ESI-MS/MS apreés thioacidolyse des échantillons PCB-2A.

Molécules recherchées lon parental (m/z) Identifié
(-)-épicatéchine 289 Oui
(-)-épicatéchine + benzyl thioéther 447 Oui
(-)-3’,4’-diOHPP-2-0l 291 Oui
(-)-3’,4’-diOHPP-2-ol + benzyl thioéther 449 Non

La méme logique a été utilisée pour identifier le métabolite PCB-3A. Ainsi, le spectre de masse du
métabolite PCB-3A présente un signal majoritaire a m/z 867 correspondant a deux unités de masse
supplémentaires par rapport au trimere de type B initial dont le signal majoritaire est a m/z 865. Au
regard de sa fragmentation en MS? (Tableau 16) ce métabolite a été identifié comme étant la forme
ouverte sur le cycle C de I'une des deux unités d’extension ou de I'unité terminale. Une tentative de
caractérisation du métabolite a été réalisées par spectrométrie de masse apres thioacidolyse, mais la

guantité insuffisante de métabolite n’a pas permis sa caractérisation.
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Tableau 16. Fragmentation par LC-ESI-MS/MS des métabolites produits par les souches E. lenta apreés
dégradation du PCB-3. Les ions secondaires majoritaires sont en gras. Les spectres de masses sont
joints en annexe. PCB-3 : trimere de procyanidines de type B.

Molécules lon parental (m/z) MS?2 lons secondaires (m/z)
PCB-3 865 847 -739-695-577 - 407
Métabolite PCB-3A 867 849 -741-697 -579-575-453 - 409

De la méme maniere, compte tenu de la faible quantité du métabolite PCB-4A disponible, il n’a pas été

possible de le caractériser.

Enfin, la caractérisation du métabolite PCA-2A a également été réalisée par LC-ESI-MS/MS. Le spectre
de masse du métabolite PCA-2A présente un signal majoritaire a m/z 577 correspondant a deux unités
de masse supplémentaires par rapport au dimeére de type A initial dont le signal majoritaire est a m/z
575. Son schéma de fragmentation en MS? (Tableau 17) est similaire a ce qui est retrouvé dans la
littérature (Engemann et al. 2012) dans le cas de la dégradation du dimére PCA-2 par le microbiote
fécal de porc. L'absence d’'une masse de 425 (423+2) est conforme a ce qui est prédit pour une
ouverture sur le cycle C de I'unité terminale (Figure 48). Le métabolite PCA-2A a donc été identifié
comme étant la forme ouverte du cycle C de I'unité terminale du dimére PCA-2 (Figure 49).

Tableau 17. Fragmentation par LC-ESI-MS/MS des métabolites produits par les souches E. lenta aprés

dégradation du PCA-2. Les ions secondaires majoritaires sont en gras. Les spectres de masses sont
joints en annexe. PCA-2 : dimére de procyanidines de type A.

Molécules lon parental (m/z) MS?2 lons secondaires (m/z)
PCA-2 575 557-539-449-423
Métabolite PCA-2A 577 559-541-451-409-291
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Figure 48. Comparaison de la fragmentation de PCA-2 et du métabolite PCA-2A avec une ouverture
sur le cycle sur I'unité terminale, inspiré de Engemann et al. (2012). a. Hypothése de fragmentation
de PCA-2, avec la formation de deux ions m/z 423 et m/z 449 par les réactions respectivement RDA et
HFR. b. Hypothése de fragmentation de PCA-2A, avec la formation de I'ion m/z 451 par HFR, la réaction
RDA ne pouvant pas se réaliser quand I’hétérocycle de I'unité terminale est ouvert. HFR : Heterocyclic

ring fission (rouge) ; RDA : retro-Diels—Alder (vert).
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Figure 49. Bilan de la dégradation des dimeéres de procyanidines de type B et A par les E. lenta. Site
d’ouverture du cycle C (fleche bleue). PCB-2 : dimére de procyanidines de type B ; PCB-2A : métabolite

de PCB-2 ; PCA-2 : dimere de procyanidines de type A ; PCA-2A : métabolite de PCA-2.
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En conclusion, nous avons montré que les isolats E. lenta de notre collection sont capables de dégrader
les procyanidines de type B (DP 2, 3 et 4) et le dimere de procyanidines de type A. Par une analyse LC—
ESI-MS, nous avons identifié les métabolites des deux dimeres de type B et type A comme étant les
formes ouvertes du cycle C de I'unité terminale. Malgré une activité sur les dérivés hydroxylphényl-
propan-2-ols, les isolats F. plautii n’ont pas montré d’activité catalytique sur les procyanidines. Une
activité de dégradation des PCB a également pu étre observée avec la souche de référence E. lenta

DSM 2243 (données non montrées).

Eléments a retenir

% L’isolement a partir de quatre selles humaines de volontaires sains a permis d’obtenir 20 isolats E.
lenta et 2 isolats F. plautii, impliqués dans le métabolisme des monomeres de flavan-3-ols que sont
la (+)-catéchine et a la (-)-épicatéchine.

<+ Les souches E. lenta peuvent étre séparées en deux groupes métaboliques selon leur capacité a
former les métabolites (+)-3’OHPP-2-ol et (-)-3’OHPP-2-ol.

R/

+» Toutes les souches E. lenta isolées sont capables de dégrader les diméres, triméres et tétrameéres
de procyanidines de type B. Deux souches testées (appartenant a chacun des groupes
métaboliques) ont montré leur capacité a dégrader le dimére de procyanidines de type A.

%+ La caractérisation par LC-ESI-MS/MS des métabolites formés PCB-2A et PCA-2A a montré que les
souches E. lenta ouvrent le cycle C de I'unité terminale (Figure 49).
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2. Chapitre 2 : Analyse préliminaire des génomes de notre collection de souches
2.1. Séquencgage génomique des isolats Eggerthella lenta
Notre approche de culturomique sans a priori nous a permis d’isoler 20 isolats bactériens d’une seule
et méme espéce, Eggerthella lenta, a partir de 3 individus (O, P, T). Il est malgré tout possible que
certains de ces isolats appartiennent a une méme souche et soient clonaux, en particulier lorsque ceux-
Cci ont été isolés a partir du méme prélevement de selles ou du méme individu. Il est donc apparu
nécessaire d’affilier ces isolats de maniere plus résolutive afin de réduire le nombre de souches a

étudier a plus long terme.

Pour identifier les souches, la séquence de I’ADNr 16S n’est pas suffisante car les souches d’'une méme
espece peuvent présenter une identité nucléotidique de 100 % sur ce marqueur mais pourtant

peuvent diverger de maniére significative en termes de composition génomique.

Avant d’envisager le séquencage complet des génomes des 20 isolats, nous avons testé une méthode
de typage moléculaire appelée ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Polymerase
Chain Reaction) qui permet de générer des profils d’amplicons spécifiques d’un génome et donc d’'une
souche. Apres plusieurs essais, cette approche s’est avérée peu reproductible et ne nous a pas permis
de définir des critéres robustes assurant un regroupement des différents isolats et donc d’identifier

des souches différentes (Figure A13).

Nous avons donc opté pour le séquengage complet des génomes de nos 20 isolats, méthode la plus
fiable pour identifier les souches au sein de notre collection et éventuellement mettre en évidence

une diversité des souches au sein de I'espece E. lenta.

Le séquencage de 3°™® génération avec la technologie PacBio Sequel Il (deux appareils en Europe)
permet de reconstruire plus facilement les génomes bactériens entiers grace aux lectures de grandes
longueurs (>10 kb) avec un tres faible taux d’erreur suite aux corrections issues de multiples lectures
d’une méme molécule (CLR : Continuous Long Read). Nous avons donc séquencé les 20 isolats de la

collection en utilisant cette technologie.

L'assemblage des fragments d’ADN séquencés a permis de reconstruire la presque totalité des
génomes (1 unique contig = génome circulaire reconstitué), a I'exception de quatre isolats pour
lesquels nous avons obtenu deux contigs. Pour I'isolat T1E11, les données de séquences n’étaient pas
exploitables. Nous avons vérifié le niveau de reconstruction des génomes avec I'outil checkM (v1.1.3),

qui I’a estimé entre 99 et 100 % pour chaque génome séquencé.

Les résultats obtenus pourles 19 autres isolats sont présentés dans le tableau 2. On observe au premier
abord une divergence significative sur la taille des génomes [3,28 - 3,65 Mb] et le nombre de CDS

identifiés [2780 - 3136]. Le pourcentage en GC [64.1 - 64,2 %] est quant a lui quasi identique.
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L’'ensemble des génomes possédent trois copies des génes exprimant les ARN ribosomiques 5S, 16S et

23S et entre 50 et 52 génes codant des ARN de transfert.

Tableau 18. Caractéristiques génomiques des isolats E. lenta aprés séquengage PacBio. O1 : Individu
O, selle 1; P1: Individu P, selle 1; P3 : individu P, selle 3 ; T1: individu T, selle 1. CDS : « coding DNA
sequence », ARNt : ARN de transfert, ARNr : ARN ribosomique (55/16S/23S). Un contig correspond a
une sequence génomique continue.

Origine des Nom des Nombre Circularité  Taille du génome Non‘mbre de CPS et
isolats isolats de ireularite (nucléotides) GC% de genes exprimant
contigs (ARNr-ARNt)
01-56 2 Non 3437285 64.1 2949 (9-51)
01 01-65 2 Non 3443022 64.1 2931 (9-51)
01-66 2 Non 3439052 64.1 2921 (9-51)
P1-35 1 Oui 3406309 64.2 2888 (9-51)
P1 P1-42 1 Oui 3635450 64.2 3110 (9-52)
P1-43 2 Non 3652528 64.2 3136 (9-52)
P1-71 1 Oui 3635483 64.2 3112 (9-52)
P3-F10 1 Oui 3287004 64.1 2782 (9-50)
P3 P3-H6 1 Oui 3287041 64.1 2780 (9-50)
P3-J7.5 1 Oui 3287018 64.1 2782 (9-50)
T1E1l 1 Oui 3350891 64.1 2812 (9-50)
T1ES 1 Oui 3350880 64.1 2814 (9-50)
T1E8 1 Oui 3350846 64.1 2813 (9-50)
T1E14 1 Oui 3350871 64.1 2826 (9-50)
Tl Tiz1 1 Non 3350090 64.1 2811 (9-50)
T1z4 1 Oui 3350863 64.1 2815 (9-50)
T1Z6 1 Oui 3350860 64.1 2810 (9-50)
T1Z10 1 Oui 3350856 64.1 2810 (9-50)
T1215 1 Oui 3350885 64.1 2810 (9-50)

Pour identifier la présence de souches différentes et donc réduire le nombre d’isolats a étudier, nous
avons comparé les génomes deux a deux a I'aide du logiciel OrthoANI qui mesure le pourcentage de
similitude au niveau nucléotidique entre les régions orthologues de deux génomes et génére une
valeur appelée ANI ou « Average Nucleotide Identity », qui est un indice de parenté génomique. En
général, une valeur d’ANI supérieure a 95 % permet d’assigner deux souches a une méme espece et
plus cette valeur s’approche de 100 %, plus les deux souches sont proches génétiquement. Bisanz et
al. (2018) ont défini une valeur d’ANI supérieure a 99,999 % pour considérer que deux isolats issus d’un
méme prélevement soient une méme souche clonale. Dans notre cas, nous avons fixé une valeur d’ANI
supérieure a 99,99 % car nous avons estimé que deux souches clonales peuvent avoir des génomes qui
évoluent (mutations spontanées) au fur et a mesure de transferts et de repiquages des souches. En

dessous de ce seuil, deux isolats seront considérés comme deux souches différentes.
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Sur ces bases, cing groupes de souches différentes sont confirmés par cette analyse, ceux regroupant
les souches T1, P1 (a I'exception de P1-35) et P3 (Tableau 19). On remarque que les isolats 01-56, O1-
65 et P1-35 se regroupent ensemble (ANI > 99,99 %), alors que I'isolat 01-66 est |égérement éloigné
de ce groupe (ANI =99,96 %).

En prenant un représentant de chaque groupe de souches précédemment identifié et en mesurant la
valeur d’ANI contre un représentant d’un autre groupe, on observe des divergences de 1 a 2 % entre
les groupes de souches, a I'exception de 01-66 et P1-35 qui montrent une valeur d’ANI > 99,98 %

(Tableau 19).

Enfin, nous avons mesuré la valeur d’ANI entre un représentant de chaque groupe avec la souche type
de E. lenta DSM 2243. La souche P1-71 est la plus proche de la souche type (ANI = 99,983 %) et la
souche T1Z1 est la plus éloignée (ANI = 97,87 %) (Tableau 19). Ces résultats confirment également
I’affiliation taxonomique (sur géne ARNr 16S) des souches a I'espéce Eggerthella lenta avec un ANI >
95 %.

Tableau 19. Comparaison des valeurs ANI entre les isolats Eggerthella lenta. Valeurs d’ANI obtenues
a l'aide du logiciel OrthoANI Tool v0.93.1. ANI : Average nucleotide identity.

Comparaison Génomel Génome2 Valeurd'ANI (%) Souches clonales (>99,99 %)
Intra-groupe T1E1 T1E5 99,993 9 isolats d’une méme souche T1
T1E1l T1ES8 99,997
T1E1 T1E14 99,998
T1E1l T1Z1 99,999
T1E1 T174 99,993
T1E1l T1Z26 99,997
T1E1 T1Z10 99,999
T1E1 T1Z15 99,991
01-56 01-65 99,991 2 isolats O1 + 1 isolat P1
01-56 P1-35 99,994
01-56 01-66 99,96 1isolat O1 trés proche
P1-42 P1-43 99,997 3 isolats d’'une méme souche P1
P1-42 P1-71 99,996
P3-F10 P3-H6 99,997 3 isolats P3 clonales
P3-F10 P3-17.5 99,996
Inter-groupe 01-66 P1-35 99,981 2 souches tres proches
(Unreprésentant)  o1.66 P1-71 98,016
01-66 P3-17.5 99,048
01-66 T1Z1 98,641
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P1-35 P1-71 97,952
P1-35 P3-J7.5 99,048

P1-35 T121 98,64

P1-71 P3-J7.5 98,22

P1-71 T121 97,885

P3-J7.5 T171 98,965

Contre la souche 01-66 DSM 2243 99,077
type E. lenta DSM P1-35 DSM 2243 98,02
2243 P1-71  DSM 2243 99,983
P3-J7.5  DSM 2243 98,056

T171 DSM 2243 97,87

Pour confirmer les résultats précédents et pour continuer I'analyse des génomes séquencés, une
analyse du pangénome (« core génome » + génome accessoire) a été réalisée avec I'ensemble des
génomes des isolats. L'étude du pangénome permet d’identifier la présence de CDS en commun entre
plusieurs génomes séquencés et ceux retrouvés chez seulement quelques souches. Dans notre cas,
elle permettra également d’évaluer la proximité génétique des isolats (CDS en commun) et d’évaluer

la richesse génomique de notre collection de souches.

En se basant sur le nombre de CDS en commun, cette analyse confirme le regroupement réalisé

précédemment des isolats P1 (a I'exception de P1-35), T1 et P3 en trois souches différentes (Figure

Core génome

50). Les isolats P1 (a I’'exception de P1-35) possedent 98,9 % ( ) de leurs CDS en commun,

Pangénome

les isolats P3 possédent 99,5 % de leurs CDS en commun et les isolats T1 possedent 99 % de leurs CDS

en commun.

En ce qui concerne les quatre isolats 01-56/01-65/01-66 et P1-35, cette analyse montre qu’ils
posseédent 97,3 % de leurs CDS en commun. Le séquencage pourrait étre une source de variabilité avec
trois des isolats dont le génome est présent en deux contigs et non reconstitué et circulaire. Tout de
méme, ils constitueraient un groupe de souches tres proches avec la possibilité que les souches O1
soient clonales et que la souche P1-35 soit en réalité une souche O1 et qu’il y ait eu au cours des
différents repiquages une erreur de manipulation (erreur d’étiquetage de tube, inversion de tubes

(Figure 50).

La Figure 50 montre également la présence de légéres variations dans la composition de génes entre
isolats de la méme souche (par exemple les isolats de la souche T1). Ces différences pourraient

provenir d’erreurs dans le séquencage et/ou assemblage.
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Cette analyse a mis en évidence un pangénome constitué de 4184 CDS, avec 2114 CDS présent chez
I’ensemble des isolats (core génome) et 2070 CDS faisant partis du génome accessoire, c’est-a-dire,
présent chez certains isolats spécifiques (Figure 50). On retrouve une grande diversité dans la

composition génomique avec des genes présents uniquement chez une seule souche (groupe

d’isolats).
Pangénome
N =4184
Core génome Génome accessoire
N=2114 N = 2070
T1E1l
T1Z1
T1Z10
T1z15
T1Z24
T1ES
T1E8
T1E14
T1z6
P3-F10
P3-J7.5 |
P3-H6
P1-43 H| |
4‘ P1-42
P1-71
01-65 ’
|
01-56
01-66

Figure 50. Analyse du pangénome de I'ensemble des souches E. lenta Roary (v3.11.2). Un trait bleu
correspond a un CDS. Le « core génome » comprend I'ensemble des CDS communs a toutes les
souches. Le génome accessoire comprend I'ensemble des CDS présents uniquement dans une ou
plusieurs souches, mais pas toutes. Le pan-génome correspond a I’ensemble des CDS du core génome
et du génome accessoire.

En conclusion, a I'issu des quatre isolements nous avons obtenu 20 isolats Eggerthella lenta, dont le
génome a été séquencé complétement. Par une approche de génomique comparative (analyses ANI
et du pangénome), nous avons pu mettre en évidence quatre souches différentes d’un point de vu
génomique. D’autres analyses plus poussées doivent encore étre menées afin de mieux caractériser
ces souches, en particulier en étudiant les genes accessoires qui sont le reflet d’une adaptation de ces

souches a leur environnement digestif.
2.1. Séquencgage génomique des isolats Flavonifractor plautii

Le séquengage complet du génome de nos deux isolats de Flavonifractor plautii a mis en évidence deux
souches trés proches génétiquement, avec un génome ayant une taille de 3,9 Mb (5 nucléotides

différents entre les deux souches), un GC % de 60,6 et environ 3760 CDS, 3 copies des genes exprimant
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les ARNr5S, 16S et 23S et 66 genes codant des ARNt (Tableau 20). Les deux isolats possédent un contig
supplémentaire et identique en taille d’environ 46 kb (100 % d’identité nucléique). L'utilisation du
logiciel mlplasmids (v1.0.0), qui permet de prédire la présence de plasmides, a montré qu’il y avait une
probabilité de 0,997 pour que ce contig soit un plasmide possédant 43 CDS (Tableau 20). Une
recherche (blastN) de cette séquence a priori plasmidique dans les bases de données du NCBI (National
Center for Biotechnology information) n’a pas permis de retrouver ce plasmide dans d’autres
bactéries. Une analyse plus poussée du plasmide n’a pas été entreprise. Le pourcentage de

reconstruction des génomes a été estimé a 99,33 % par checkM (v1.1.3).

Le calcul du ANI entre les génomes (sans le plasmide) de ces deux isolats a révélé 99.975 % d’identité,
score inférieur a notre seuil de 99,99 % pour conclure que ce sont des souches clonales. Cependant,
I’analyse du pangénome (Roary v3.11.2) des deux souches montre qu’ils partagent 3758 CDS (99,9 %)

en commun et qu’ils ne constitueraient donc qu’une seule souche.

Tableau 20. Caractéristiques génomiques des isolats F. plautii aprés séquencgage PacBio.

Nombre de CDS

Originedes Nom des Nombre de Taille du génome GC% et de génes
isolats isolats contigs (nucléotides) 0 exprimant
(ARNr-ARNt)
P3-l16 2 3900487 + 46502 60.6 3759 (9-66) + 43
P3
P3-VIi7.4 2 3900482 + 46502 60.6 3761 (9-66) + 43
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Eléments a retenir

Le séquencage PacBio du génome des 22 isolats a permis de reconstruire la presque
totalité des génomes (99-100 %)

L’analyse ANI et du pangénome a permis de réduire le nombre d’isolats a étudier
par la suite et les rassembler en quatre souches E. lenta et une souche F. plautii.

Les souches E. lenta sont assez diverses d’un point de vu génomique avec une taille
du génome comprise entre 3,28 et 3,65 Mb et un nombre de CDS identifiés entre
2780 et 3136, dont 2114 sont en communs et 2070 dans le génome accessoire.

La souche F. plautii a un génome de 3,9 Mb et 3760 CDS identifiés. La présence d’un
plasmide présumé de 46,5 kb a été détectée
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3. Chapitre 3 : Identification des génes impliqués dans la dégradation des flavan-3-ols
3.1. Transcriptome de E. lenta en présence de flavan-3-ols

3.1.1. Approche transcriptomique mise en ceuvre

Les génes codant les fonctions enzymatiques de dégradation des polyphénols et a fortiori des flavan-
3-ols par les bactéries du microbiote intestinal sont trés peu connus. Nous avons vu dans I’étude
bibliographique de cette thése que I'approche transcriptomique RNAseq a récemment été utilisée chez
E. lenta pour identifier les genes impliqués dans la dégradation des lignanes (Bess et al. 2020) ainsi que
dans la déshydroxylation de certains métabolites de flavan-3-ols (Maini Rekdal et al. 2020). Nous avons
aussi vu dans la partie 2 des résultats que E. lenta dégrade non seulement les monomeres de flavan-
3-ols (ouverture du cycle C et déshydroxylation du cycle B) mais est également capable de métaboliser
les oligomeres (ouverture du cycle C sur une unité de I'oligomére). L'objectif ici est donc d’utiliser
I"approche RNAseq pour identifier les genes impliqués dans ces voies métaboliques.

L’étude du transcriptome par séquencage haut débit (2eme génération) des ARNm est une approche
exploratoire sans a priori qui est quantitative et qui permet de mesurer I'expression de I'’ensemble des
génes codés par un génome. Cette méthodologie a peu a peu supplanté les puces pangénomiques a
ARN qui sont moins résolutives sur le plan quantitatif. Nous avons donc choisi d’utiliser cette stratégie
pour identifier chez E. lenta les genes induits en présence de trois flavan-3-ols, la (+)-catéchine, la
(-)-épicatéchine et le dimére de procyanidines de type B. L’expression des génes dans ces trois
conditions a été comparée a celle obtenue en absence de flavan-3-ols (condition témoin). Notre
approche RNAseq est schématisée dans les Figure 33 et Figure 34. Nous avons travaillé avec la souche
type de E. lenta issue de la collection DSMz car les génomes de nos souches n’étaient pas encore
séquencés quand nous avons entrepris ce travail.

3.1.2. Analyse des données brutes issues du séquencage RNAseq

L'ensemble des étapes utilisées pour réaliser I'analyse transcriptomique RNAseq sur la souche
Eggerthella lenta DSM 2243 est schématisé dans la Figure 34 et est décrit en détail dans le matériel et
méthodes (cf. 3.6). Suite au séquencage des ARNSs et apreés filtration et nettoyage des lectures, nous
avons obtenus entre 19,9 et 31,7 millions de lectures par échantillon. Entre 46,5 et 59,7 % de ces
lectures ont pu étre alignées sur les régions codantes (CDS) du génome séquencé et annoté de E. lenta
DSM 2243, ce qui a permis de couvrir entre 88,1 et 94,2 % des bases des CDS de la souche avec une
profondeur (nombre moyen de lectures qui recouvrent chaque base des CDS) comprise entre 3074 et
16599 (Tableau 21). L’identification des genes impliqués dans le métabolisme des flavan-3-ols est
conditionnée par une couverture des CDS presque totale et une profondeur importante. Au vu de ces
résultats, nous avons considéré que les données de séquencgage obtenues pour les douze échantillons

d’ARN étaient exploitables pour la suite des analyses transcriptomiques.
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Tableau 21. Alignement des séquences (= lectures) RNAseq sur les régions codantes du génome
Eggerthella lenta DSM 2243. Données obtenues apres filtration et nettoyage des séquences. PCB-2 :
dimere de procyanidines de type B ; CDS : « Coding DNA sequence »

Pourcentage de Pourcentage de

Molécule Nombre de lectures lectures couvrant  couverture des Profondeur
les CDS CDS

Témoin - 1 21.3E+06 46.5 88.1 16599
Témoin -2 23.6E+06 56.0 92.5 14161
Témoin - 3 22.4E+06 57.8 94.5 15532
(+)-catéchine - 1 20.7E+06 56.0 92.0 5755
(+)-catéchine - 2 24.6E+06 59.7 92.9 3074
(+)-catéchine - 3 26.1E+06 57.8 93.2 4544
(-)-épicatéchine - 1 26.3E+06 56.9 93.2 12917
(-)-épicatéchine - 2 31.7E+06 58.7 94.1 1672
(-)-épicatéchine - 3 19.9E+06 57.4 92.1 8429
PCB-2-1 24.3E+06 57.7 93.1 7176
PCB-2-2 23.7E+06 57.1 92.3 11382
PCB-2-3 25.6E+06 55.9 94.2 10045

3.1.3. Expression génique différentielle chez E. lenta en présence de flavan-3-ols

L'analyse de I'expression de I'’ensemble des génes de E. lenta DSM 2243 suite a I'ajout de trois flavan-
3-ols différents ((+)-catéchine, (-)-épicatéchine et dimere de procyanidines de type B (PCB-2)) a mis en
évidence un grand nombre de génes induits ou réprimés dont le Log2 Fold-Change (condition traitée /
condition témoin) est supérieur ou inférieur a 2 (Figure 51). En éliminant les faux positifs (FDR = False
Discovery rate < 0.001), 34, 38 et 26 génes ont été respectivement induits en présence de
(+)-catéchine, (-)-épicatéchine et PCB-2, alors que 6, 7 et 3 génes ont été réprimés en présence de ces

trois flavan-3-ols. Ces génes sont listés en annexe (Tableau A4, Tableau A5, Tableau A6) de la thése.

Quand on balaye le génome de E. lenta DSM 2243 qui fait 3,6 Millions de paires de bases (Mpb), on
observe deux régions particulierement sur-exprimées (log2FC > 4) (Figure 51). La premiére région entre
0,3 et 0,8 Mpb est représentée par des genes spécifiquement induits par chacun des trois flavan-3-ols
utilisés avec des log2FC supérieurs a 2 ; La seconde région entre 2,1 et 2,2 Mpb contient plusieurs

génes induits quel que soit le flavan-3-ol utilisé (Figure 51).
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Figure 51. Expression différentielle de I’ensemble des génes de E. lenta DSM 2243 en présence de
flavan-3-ol par rapport a la condition témoin sans flavan-3-ol. Chaque géne, représenté par un point,
est considéré comme induit ou réprimé quand le Log2FC est respectivement > ou < a 2. FC = « Fold-
Change » ou ratio du taux d’expression d’un gene (exprimé en FPKM = « Fragments Per Kilobase of
transcript per Million mapped reads ») dans la condition traitée par rapport a la condition témoin. PCB-
2 : dimere de procyanidines de type B. Deux régions d’intéréts ont été entourées (jaune et verte) avec
plusieurs génes induits. Chaque point représente la moyenne de 3 analyses réalisées en triplicat
biologique.

En comparant le taux d’induction des geénes différentiellement exprimés en présence de flavan-3-ol
par rapport a la condition témoin (sans flavan-3-ol) a leur taux d’expression absolue et normalisée en
présence de chaque flavan-3-ol, nous avons pu mettre en évidence trois groupes de génes (Figure 52).
Le groupe A est constitué de six génes tres induits mais peu exprimés comparativement a d’autres
génes. Le groupe B est constitué de quatre génes trés induits et tres exprimés. Le groupe C contient
dix génes un peu moins induits que les précédents et ayant des taux d’expression variables (Figure 52).

Une analyse plus poussée de ces trois groupes de génes a été entreprise par la suite.
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Figure 52. Génes candidats potentiellement impliqués dans la métabolisation des flavan-3-ols.
Chaque point représente un gene différentiellement exprimé (FDR < 0.001, Log2FC > ou < 2) en
présence de flavan-3-ol par rapport a la condition témoin (en ordonné) et son taux d’expression absolu
normalisé (FPKM) (en abscisse) en présence de (+)-catéchine (bleu), (-)-épicatéchine (vert) et dimére
de procyanidines de type B (rouge). Trois groupes de genes candidats ont été sélectionnés : Groupe A
(log2FC > 8, Expression < 5000 FPKM), groupe B (log2FC > 8, Expression > 5000 FPKM), groupe C (6 <
log2FC > 8, 1000 < Expression < 7000 FPKM).

3.1.4. Génes du groupe A

Les six génes du groupe A (Tableau 22) présentent comme caractéristique principale qu’ils sont
faiblement exprimés (<1000 FPKM / géne) quelle que soit la condition testée, mais qu’ils sont
fortement induits (log2FC>8) en présence de flavan-3-ol par rapport a la condition témoin sans flavan-
3-ols (Figure 53). De plus ces genes sont organisés en clusters de trois génes consécutifs sur un locus
génomique restreint (moins de 20 kb entre les deux clusters) (Figure 53).

Tableau 22. Génes du groupe A induits en présence des flavan-3-ols.

ID_géne ID_protéine Identifiant Induction Annotation
ELEN_RS02535 WP_009607964.1 a (+)-catéchine molybdopterin-dependent oxidoreductase
ELEN_RS02540 WP_009608072.1 b (+)-catéchine 4Fe-4S dicluster domain-containing protein
ELEN_RS02545 WP_015760017.1 c (+)-catéchine hypothetical protein
ELEN_RS02575 WP_009608048.1 d (-)-épicatéchine molybdopterin-dependent oxidoreductase
ELEN_RS02580 WP_009607966.1 e (-)-épicatéchine 4Fe-4S dicluster domain-containing protein
ELEN_RS02585 WP_041691699.1 f (-)-épicatéchine hypothetical protein
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Le fait que chaque cluster de trois génes soit transcrit a partir du méme brin d’ADN (méme direction),
que le géne en 5’ soit précédé d’'un promoteur putatif, que le géne en 3’ soit suivi d’un terminateur
putatif, que les distances intergéniques entre les genes du cluster soient tres courtes (<5 bases),
suggere qu’il s’agit de deux opérons, le fait que les transcrits obtenus par RNAseq couvrent aussi bien
les régions codantes qu’intergéniques montre que ces trois génes sont co-transcrits en un seul ARN
messager, et donc que nous avons affaire a deux opérons (Figure 53).

De plus, la Figure 53 montre que |'opéron constitué des génes [Elen_RS02535, Elen_RS02540,
Elen_RS02545] est fortement induit en présence de (+)-catéchine, mais pas des deux autres flavan-3-
ols, alors que I'opéron [Elen_RS02575, Elen_RS02580, Elen_RS02585] est fortement induit en présence
de (-)-épicatéchine et pas des deux autres flavan-3-ols (Figure 53). L'induction de ces deux opérons est
donc dépendante de la fourniture a E. lenta de deux flavan-3-ols monomeres, la (+)-catéchine et la

(-)-épicatéchine.
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Figure 53. Organisation génomique et expression différentielle des génes du groupe A en présence
des flavan-3-ols. Région comprise entre les nucléotides 649428 et 670060 de I’ADN génomique de E.
lenta DSM 2243, présentant I'organisation génomique des six genes candidats du groupe A en deux
opérons de trois genes et leur taux d’expression en présence de (+)-catéchine, (-)-épicatéchine et du
dimere de procyanidines de type B (PCB-2) par rapport a la condition témoin. Le Log2FC (Fold-Change)
met en évidence les génes induits (Log2FC>2) ou réprimés (Log2FC<2) en présence des différents
flavan-3-ols. Des fleches noires indiquent la présence de promoteurs putatifs a I'avant des genes des
deux opérons. Les symboles en téte d’aiguille (représentant un repliement en boucle de I’ARN)
indiquent la présence de terminateurs putatifs a la fin des opérons. Les encadrés montrent la
couverture des lectures RNAseq sur les loci génomiques d’intérét visualisée avec NCBI Genome
Workbench v3.5.0.

Les genes de ces deux opérons codent des protéines dont I'annotation automatique est similaire
(Tableau 22). Quand on compare deux a deux les protéines ayant la méme annotation, on trouve
respectivement 72 et 93 % d’identité en acides aminés entre les deux « 4Fe-4S dicluster domain-
containing proteins » et les deux « hypothetical proteins » (Tableau 23). Par contre, les deux
« molybdoterin-dependant oxydoreductases » ne présentent que 53 % d’identité en acides aminés

(Tableau 23). Donc, ces deux opérons trés similaires en termes d’organisation génomique et codant
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des protéines de méme annotation dont deux d’entre elles ont des pourcentages d’identité élevés
codent probablement une fonction métabolique tres similaire, et pourtant spécifique d’un flavan-3-ol
particulier. Par ailleurs, I'opéron de trois génes [Elen_RS02535, Elen_RS02540, Elen_RS02545] induit
par la (+)-catéchine chez la souche E. lenta DSM 2243 de notre étude correspond a I'opéron cadh
(100 % d’identité protéique) identifié par Maini Rekdal et al. (2020) chez la souche A2. Pour rappel, cet
opéron code un complexe enzymatique qui participe a la déshydroxylation du cycle B du métabolite

(+)-3’,4’-diOHPP-2-0l issu de la (+)-catéchine (cf. 4.4 de I’étude bibliographique).

Tableau 23. Pourcentages d’identités protéiques du groupe A. Comparaison deux a deux par blastP
(ncbi) entre les séquences protéiques du groupe A qui ont la méme annotation. En bleu, induit par la
catéchine, en vert induit par I'épicatéchine, VS = versus.

Annotation Comparaison blastP Identité en acide aminé (%)
molybdopterin-dependent WP_009607964.1 (ELEN_RS02535)
oxidoreductase 53
4Fe-4S dicluster domain- WP_009608072.1 (ELEN_RS02540)
containing protein 72
hypothetical protein WP_015760017.1 (ELEN_RS02545) 93

En conclusion, nous avons mis en évidence deux opérons distincts qui ont une organisation génomique
similaire. Leur divergence est principalement portée par le premier géne de I'opéron qui code une
enzyme annotée « molybdoterin-dependant oxydoreductase ». Le fait que I'opéron de trois genes
induit par la (+)-catéchine chez la souche DSM 2243 correspond a I’opéron cadh décrit par Maini Rekdal
et al. (2020) chez la souche A2 permet de conclure que cet opéron participe a la déshydroxylation du
cycle B du métabolite (+)-3’,4’-diOHPP-2-ol issu de la (+)-catéchine chez les deux souches. Par analogie,
I’opéron induit dans notre étude par la (-)-épicatéchine aurait la méme fonction sur le métabolite (-

)-3’,4’-diOHPP-2-0l issu de la (-)-épicatéchine.

3.1.5. Génes du groupe B

Les quatre genes du groupe B présentent comme caractéristique principale qu’ils sont fortement
exprimés (>4000 FPKM / géne) et fortement induits (log2FC>8) (Tableau 24, Figure 52). Nous avons
ajouté a ce groupe un cinquieme gene (Elen_RS06940) qui ne répond pas a ces critéres mais qui est
induit dans deux conditions sur trois et qui code une protéine dont I’'annotation correspond aux

protéines de ce groupe (Tableau 24).
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Tableau 24. Induction des génes du groupe B par les flavan-3-ols. FC (Fold Change) : ratio du taux
d’expression d’un gene exprimé en FPKM entre la condition traitée (flavan-3-ol) et la condition témoin.
Les valeurs entre parenthése correspondent au taux d’expression absolu du géene (en FPKM) en
présence de flavan-3-ol. FPKM : Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads ; PCB-
2 : Dimeére de procyanidines de type B.

L. Log2FC Log2FC
R .. Log2FC ((+)-catéchine/ b :
ID_géne ID_protéine témoin) ((-)-épicatéchine/ (PCB-2/ Annotation
témoin) témoin)
ELEN_RS00960 WP_015759863.1 12.1(10134) 11.9 (8935) 5.6(113) FAD-dependent oxidoreductase
ELEN_RS01395 WP_009305851.1 -1.8(3) 9.8 (8695) 10 (10061) FAD-binding protein
ELEN_RS01400 WP_009305853.1 -1.4(3) 9.2 (4200) 9.5(5345) hypothetical protein
ELEN_RS03100 WP_009305152.1 9.1(9593) 5.3 (669) 3.7(222) FAD-binding protein
ELEN_RS06940 WP_009304480.1 6.9 (552) 0.7(7.6) 4.8 (125) FAD-dependent oxidoreductase

Parmi ces cinq génes, trois sont indépendants et localisés sur différents loci du génome de E. lenta
DSM 2243 (Elen_RS00960, Elen_RS03100, Elen_RS06940). Deux génes (Elen_RS01395 et
Elen_RS01400) sont consécutifs et distants des trois autres sur le génome. Ces deux génes forment a
priori un opéron. Comme pour les opérons du groupe A, ils sont précédés d’'un promoteur putatif en
5’ et suivis d’un terminateur putatif en 3’. On observe également la présence d’un promoteur putatif
dans la région intergénique. L’hypothése de I'opéron est cependant validée par le fait que les
séquences obtenues par RNAseq couvrent aussi bien les régions codantes que la courte région

intergénique (134 pb) (Figure 54).
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- Sequence CPO01726.1: Eqgerthella lenta DSM 2243, complete genome
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Figure 54. Couverture des lectures RNAseq sur le locus génomique des genes Elen_RS01395 et
Elen_RS01400. Visualisation de la couverture des données de RNAseq apres induction par
(-)-épicatéchine avec le logiciel NCBI Genome Workbench v3.5.0 entre les nucléotides 363300 et
366700 du génome E. lenta DSM 2243.

L'analyse des données de transcriptomique a mis en évidence que Elen_RS00960 est fortement induit
et exprimé en présence de (+)-catéchine et de (-)-épicatéchine (Tableau 24). L’opéron
Elen_RS01395/Elen_RS01400 est quant a lui trés induit et exprimé en présence de (-)-épicatéchine et
PCB-2. Elen_RS03100 est surtout induit et exprimé avec la (+)-catéchine (Tableau 24). Elen_RS06940
n’est pas autant exprimé que les quatre autres génes et est surtout induit par la (+)-catéchine et PCB-

2.

L'annotation automatique des protéines codées par ces cing génes montre qu’il s’agit soit d’une
protéine inconnue soit d’enzymes de type oxydoréductases dépendantes du FAD, soit de protéines se

liant au FAD (Tableau 24). Le FAD ou flavine adénine dinucléotide est un cofacteur d'oxydo-réduction
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dérivant de la riboflavine (vitamine B2). C'est un groupement non protéique (Figure 55) souvent

associé aux enzymes de la classe des oxydo-réductases auxquelles il est lié par une liaison covalente.

OH OH

Figure 55. Structure chimique de la FAD (flavine adénine dinucléotide).

Nous avons ensuite tenté de comprendre l'importance et le rbéle de ces protéines dans la
métabolisation des Flavan-3-ols chez E. lenta. Le génome de la souche type de E. lenta (DSM 2243)
posséde 37 et 35 génes codant respectivement des FAD oxydo-réductases et des FAD-binding proteins
pour lesquelles la fonction enzymatique n’a pas été caractérisée, al’exception d’un seul et unique gene
identifié chez E. lenta souche A2 et codant une FAD oxydo-réductase capable d’ouvrir un cycle similaire
(hétérocycle oxygéné) a ceux retrouvés chez les flavan-3-ols i.e. cycle C (cf. 4.1.1). Ce géne appelé ber
code une benzyl ether reductase (ELEN_RS01850; WP_015759938.1) capable de couper les deux
hétérocycles du pinorésinol (lignane) et former le laricirésinol, puis le secoisolaricirésinol (Figure 27).
Dans les génes du groupe B identifiés ci-dessus, nous avons quatre génes codant pour des enzymes ou
protéines dépendant ou se liant au cofacteur FAD qui pourraient, comme le géne ber, coder une
enzyme ayant une activité benzyl ether reductase ciblant les flavan-3-ols. Afin de confirmer ou
d’infirmer cette hypothése, nous avons dans un premier temps comparé les séquences protéiques de
nos quatre enzymes putatives (Groupe B) avec la protéine BER afin de mettre en évidence des

similarités de séquence en acides aminés.

La comparaison deux a deux des séquences protéiques par blastP (NCBI) a en fait surtout mis en
évidence une grande divergence entre ces 5 protéines, le pourcentage d’identité étant tres bas et

allant de 23,93 % a 32,35 % (Tableau 25).
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Tableau 25. Pourcentage d’identité entre la protéine BER et les protéines candidates (groupe B)
obtenu avec blastP. BER = WP_015759938.1 (Elen_RS01850).

ELEN_RS01850 ELEN_RS06540 ELEN_RS00960 ELEN_RS01395 ELEN_RS03100
WP_015755538.1 WP_003304480.1 WP_015759863.1 WP_009305851.1 WP_009305152.1
t;;igj;?;;;i? 1 23.93% 31% 25.32% 28.64%
ELEN_R3506340
WP 00_9304-5180.1 24.02% 28.29% 28.26% 28.11%
u:;f;li:?;;]sizo 1 30.65% 28.37% 27.73% 30.18%
M:EII’_EEO_BI;SDDS:LB?':IE‘ 1 25.05% 28.34% 27.73% 32.35%
ELEN_R503100
WP_OO_9305152.1 28.64% 28.26% 30.08% 32.15%

Malgré une forte divergence de séquences, des protéines peuvent posséder des motifs ou domaines
riches en acides aminés conservés. Pour mettre en évidence ces acides aminés, nous avons réalisé un
alignement multiple des 5 séquences protéiques avec Clustal Omega v1.2.4. L'alignement montre la
présence d’acides aminés conservés entre les cing protéines, avec des régions plus conservées

(encadrées) que d’autres tout le long de la protéines (Figure 56).

Figure 56. Alignement multiple des séquences de la protéine BER et des protéines candidates. Les
séquences protéiques ont été alignées par Clustal Omega v1.2.4 et la visualisation a été obtenue par
MView v1.63. Les régions encadrées montrent des zones plus conservées entre les cing protéines.

LS

Nous avons aussi recherché la présence de domaines spécifiques au sein de ces cing protéines avec les
outils SignalP-5.0 et Pfam v33.1. Ces domaines sont représentés dans la Figure 57. On observe que les
cing protéines possédent en N-terminal une séquence signal TAT (Twin Arginine Translocation, en
bleu) qui indique que ces protéines, une fois synthétisées dans le cytoplasme, sont prises en charge
par le systeme de sécrétion TAT qui reconnait le motif double arginine (RR) en N-terminal de la
séquence et exporte la protéine soit dans le périplasme (pour les bactéries a Gram négatif) soit dans
le milieu extra-cellulaire (pour les bactéries a Gram positif, cas de E. lenta).

On note également pour les cing protéines la présence d’un domaine « FAD-binding » (en vert) qui
occupe 75 a 85 % de la séquence (Figure 57). On note également la présence de deux courtes régions

avant et apres le domaine FAD-binding (en gris) dont le rGle n’est pas connu.
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Figure 57. Représentation des différents domaines de la protéine BER et des protéines candidates.
Séquence signal TAT (bleu), FAD-binding domain (vert) et régions sans domaines identifiés (gris).

Pour conclure sur I'analyse in silico des protéines codées par les genes du groupe B, la comparaison de
ces cing protéines a permis de mettre en évidence une organisation protéique similaire malgré un
faible pourcentage d’identité dans leur séquence en acides aminés. Ceci met en évidence une diversité
de séquence au sein de la famille des FAD oxydo-réductases qui ne permet pas d’en déduire leur
fonction biologique par simple analyse in silico telle que nous I'avons réalisée.

3.1.6. Geénes du groupe C

Ce groupe est constitué d’un ensemble de genes localisés sur un locus génomique d’environ 20 kb
(Figure 51). L'induction de chacun des genes est similaire pour les trois flavan-3-ols testés (Tableau 26 ;
Figure 58). Parmi les génes sur-exprimés, certains codent des protéines qui seraient impliqués dans
I’oxydoréduction (3 « Acyl-CoA déshydrogenases »), le transfert d’électrons (3 « electron transfer
flavoprotein subunits »), mais également dans une protéine de la famille des transporteurs
membranaires (Tableau 26). Ce groupe de génes étant induit en présence des trois flavan-3-ols testés,
nous ne nous sommes pas focalisés sur ces genes pendant ma theése.

Tableau 26. Génes du groupe C induits en présence des flavan-3-ols.

ID_géne ID_protéine Identifiant Annotation
ELEN_RS09255 WP_015760810.1 a MFS transporter
ELEN_RS09265 WP_009304337.1 b CoA transferase
ELEN_RS09270 WP_009304336.1 c flavodoxin family protein
ELEN_RS09275 WP_009304335.1 d enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
ELEN_RS09295 WP_009304329.1 e 4Fe-4S dicluster domain-containing protein
ELEN_RS09300 WP_009304328.1 f electron transfer flavoprotein subunit alpha/FixB family protein
ELEN_RS09305 WP_009304327.1 g electron transfer flavoprotein subunit beta/FixA family protein
ELEN_RS09310 WP_015760814.1 h acyl-CoA dehydrogenase
ELEN_RS09320 WP_009304324.1 i acyl-CoA dehydrogenase
ELEN_RS09325 WP_009304323.1 J NAD(P)-binding protein
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Figure 58. Organisation génomique et expression différentielle des génes du groupe C en présence
des flavan-3-ols. Région comprise entre les nucléotides 2172079 et 2191935 de I’ADN génomique de
E. lenta DSM 2243, avec I'organisation génomique des genes du groupe C et leur taux d’expression en
présence de (+)-catéchine, (-)-épicatéchine et du dimére de procyanidines de type B (PCB-2) par
rapport a la condition témoin. Le Log2FC (Fold-Change) met en évidence les genes induits (Log2FC>2)
en présence des différents flavan-3-ols.

3.2. Expression hétérologue des génes du groupe B chez E. coli

L'analyse transcriptomique RNAseq réalisée chez E. lenta DSM 2243 a mis en évidence certains genes
trés induits (groupe B) qui sont de bons candidats pour étre impliqués dans le métabolisme de
dégradation des flavan-3-ols. Il restait cependant a démontrer I'activité enzymatique des protéines
codées par ces génes. Pour ce faire, nous avons choisi de faire exprimer chez E. coli les quatre génes les
plus induits, c’est-a-dire Elen_RS00960, Elen_RS01395, Elen_RS01400, Elen_RS03100. Nous avons fait
le choix de ne pas prendre le géne Elen_RS06940. Pour rappel, nos analyses suggerent que les génes
Elen_RS01395 et Elen_RS01400 seraient co-exprimés car organisés en opéron. De ce fait, le géne
Elen_RS01395 a été cloné seul ou avec le géne Elen_RS01400. En effet, nous avons fait I’hypothese
gue l'activité enzymatique était apportée par le gene Elen_RS01395 alors que le gene Elen_RS01400

coderait une protéine accessoire a la fonction enzymatique du premier.

L’obtention des souches de E. coli recombinantes hébergeant les plasmides pBAD portant les génes
d’intérét a nécessité plusieurs étapes (Figure 59) qui sont décrites en détail dans le Matériel et
Méthodes. Nous avons ainsi obtenu les quatre souches recombinantes suivantes : E. coli (pBAD-
RS00960), E. coli (pBAD-RS01395), E. coli (pBAD-RS01395-RS01400) et E. coli (pBAD-RS03100). Les
conditions d’induction de I’expression des génes avec le L-arabinose ainsi que la préparation d’extraits
protéiques (protéines cellulaires) contenant les protéines d’intérét ont été optimisées (optimisation
non présentée dans ce manuscrit de thése). Les conditions expérimentales choisies ont été

développées dans le matériel et méthodes.
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| Récupération des séquences nucléotidiques |

l(EIen_RSOOQGO, Elen_RS01395, Elen_RS01400, Elen_RS03100)

Elimination de la séquence nucléotidique en 5’ du géne correspondant a la séquence signal TAT de la protéine

l

| Ajout de sites de restriction aux extrémités |

l (Ncol, EcoRl, Sall)

| Optimisation de I'usage des codons pour E. coli |

l (Diminution du %GC)

| Synthése et clonage dans le vecteur pBAD/Mys-His A (AmpR) ‘

l

| Transformation dans souche E. coli TOP (Amp®) ]

l(Sélection sur milieu LBA™)

| Sélection et vérification des souches E. coli TOP10 recombinantes (AmpF) |

Figure 59. Schéma expérimental utilisé pour I'obtention de E. coli recombinants exprimant les génes
du groupe B.

Nous avons ensuite confirmé la production par E. coli des protéines d’intérét par SDS-PAGE. Les extraits
protéiques ont été préparés a partir des différentes souches recombinantes de E. coli en condition
induite et non induite (témoin négatif). Les profils SDS-PAGE de ces extraits montrent que chaque
extrait contient la ou les bandes protéiques supplémentaires (par rapport au témoin) a la taille
attendue (Figure 60). Nos conditions expérimentales ont donc pu étre utilisées pour produire les

protéines d’intérét pour ensuite valider (ou pas) leur activité enzymatique vis-a-vis des flavan-3-ols.

pBAD - RS01395-
RS01400

| - | + | - | + | - | + | - | + | L-arabinose (0.002% final)

pBAD - RS00960 pBAD - RS01395 pBAD - RS03100

Echelle protéique
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37
25 -
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Figure 60. Analyse SDS-PAGE des protéines cellulaires des souches recombinantes de E. coli avec ou
sans induction par le L-arabinose. Les souches hébergeant les constructions plasmidiques ont été
cultivées en absence (-) ou en présence (+) de l'inducteur L-arabinose (0,002 % final). L’échelle
protéique est en kilodalton (kDa). Les masses moléculaires théoriques des protéines attendues sont de
59,5 kDa pour E. coli (pBAD-RS00960), 64.1 kDa pour E. coli (pBAD-RS01395), 64.1 kDa + 32,1 kDa pour
E. coli (pBAD- RS01395-RS01400) et 61.8 kDa pour E. coli (pBAD-RS03100). Les fleches indiquent la
présence de bandes protéiques a la taille attendue et non détectées dans la condition non induite.
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3.2.1. Activité enzymatique des protéines extraites des E. coli recombinantes sur
différents flavan-3-ols

L'activité enzymatique des quatre souches recombinantes de E. coli (voir ci-dessus) a tout d’abord été
testée sur trois monomeres de flavan-3-ols, la (+)-catéchine, la (-)-épicatéchine (monomeres utilisés
dans I'expérience de transcriptomique), et la (-)-épigallocatéchine (Figure 61a). Ces trois molécules
différent de par 'orientation du carbone C3 et de la présence ou I'absence d’un groupement OH en
Cs'. L'activité enzymatique correspondant a la conversion des trois flavan-3-ols précurseurs en
différents métabolites a été mise en évidence par HPLC-DAD (cf. Matériel et Méthodes). Les résultats
montrent tout d’abord qu’avec les protéines de la souche portant le plasmide pBAD (vide) (témoin
négatif), on note une légere diminution de la concentration des précurseurs dans le milieu sans
apparition de métabolites (Figure 61b). Les résultats montrent que les souches possédant les
plasmides pBAD-RS00960 et pBAD-RS03100 sont capables de dégrader la (+)-catéchine, la
(-)-épicatéchine et la (-)-épigallocatéchine pour produire la forme ouverte au niveau du cycle C i.e.
dérivés dihydroxyphényl propan-2-ols (Figure 61c, e). Le métabolite EGC-A n’a pas encore pu étre
identifié par LC-ESI-MS/MS. La souche portant le plasmide pBAD-RS01395 ne présente aucune activité
enzymatique sur les trois substrats (Figure 61d). En revanche, la souche hébergeant le plasmide pBAD-
RS01395-1400, qui produit les deux protéines codées par I'opéron Elen_RS01395/Elen_RS01400, a une

activité enzymatique sur les trois monomeres (Figure 61f).
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Figure 61. Dégradation des monomeéres de flavan-3-ols en présence des extraits protéiques obtenus
a partir des E. coli exprimant les génes du groupe B. a. Structure chimique des flavan-3-ols testés. b-
f. Suivi de la dégradation de la (+)-catéchine (carré gris), (-)-épicatéchine (triangle noir) et (-
)-épigallocatéchine (rond gris clair) et de I'apparition de leurs métabolites respectifs (+)-1-(3’,4'-
dihydroxyphényl)-3-(2”,4”,6"-trihydroxyphényl)propan-2-ol (carré jaune, (+)-3’,4’-diOHPP-2-0l)), (-
)-1-(3’,4’-dihydroxyphényl)-3-(2”,4””,6"'-trihydroxyphényl)propan-2-ol  (triangle orange, (-)-3’,4'-
diOHPP-2-0l)) et le métabolite de la (-)-épigallocatéchine (rond vert, EGC-A) par HPLC-DAD a t = 48 h.
Chaque point représente la moyenne (* écart-type) de 3 analyses réalisées en triplicat biologique.

Ensuite, pour tester I'importance du carbone C3 libre sur 'activité enzymatique, nous avons testés les
deux molécules (-)-épicatéchine-3-O-gallate et (-)-épigallocatéchine-3-O-gallate (Figure 62a). Les
résultats montrent que l'ajout du résidu gallate inhibe toute activité enzymatique sur la
(-)-épicatéchine et la (-)-épigallocatéchine (Figure 62) puisqu’aucun métabolite n’est formé et que la
concentration des précurseurs diminue aussi bien dans la condition témoin (pBAD vide, Figure 62b)

gue dans les conditions testées (pBAD hébergeant les génes d’intérét, Figure 62c-f).
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Figure 62. Dégradation des monomeéres gallatés de flavan-3-ols en présence des extraits protéiques
obtenus a partir des E. coli exprimant les génes du groupe B. a. Structure chimique des flavan-3-ols
testés. b-f. Suivi de la dégradation de la (-)-épicatéchine-3-O-gallate (carré noir) et (-
)-épigallocatéchine-3-0-gallate (rond gris) par HPLC-DAD a t = 48 heures. Le profil de dégradation des
monomeres gallatés est similaire entre le témoin négatif sans bactéries et les souches E. coli
transformées. Chaque point représente la moyenne (* écart-type) de 3 analyses réalisées en triplicat

biologique.

Enfin, nous avons testé la capacité enzymatique des protéines d’intérét sur des molécules de flavan-3-
ols plus complexes, telles que le dimeére et le trimére de procyanidines de type B (Figure 63a). Aucune
des souches exprimant les enzymes d’intéréts n’a montré de capacité a dégrader ces deux flavan-3-ols
(Figure 63b-f). Le fait de ne retrouver aucune activité enzymatique avec la souche E. coli (pBAD-
RS01395-1400) est surprenant car les génes de cet opéron étaient induits chez E. lenta en présence du

PCB-2.
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Figure 63. Dégradation des procyanidines de type B en présence des extraits protéiques obtenus a
partir des E. coli exprimant les génes du groupe B. a. Structure chimique des flavan-3-ols dimére (PCB-
2) et trimére (PCB-3). b-f. Suivi de la dégradation du dimére (carré noir) et trimére (rond gris) PCB par
HPLC-DAD a t = 48 heures. Le profil de dégradation des procyanidines est similaire entre le témoin
négatif sans bactéries et les souches E. coli transformées. Chaque point représente la moyenne (+
écart-type) de 3 analyses réalisées en triplicat biologique.

3.3. Rodledel’opéron ELEN_RS01395-1400 dans I’activité de dégradation du dimére PCB-2

Les données de transcriptomique ont montré que les génes Elen_RS01395 et Elen_RS01400 étaient
fortement induits en présence du dimere de procyanidines de type B (PCB-2). Nous venons de voir
gu’aucune activité enzymatique n’était observée sur le dimére et trimere quand ces deux genes étaient
co-exprimés chez E. coli alors qu’une activité enzymatique était observée sur les trois monomeéres
((+)-catéchine, (-)-épicatéchine et (-)-épigallocatéchine) de flavan-3-ols. Notre hypothése est que les
protéines codées par ces deux genes jouent un réle dans la dégradation des oligomeres mais que dans
les conditions testées avec E. coli, il manque d’autres facteurs codés par le génome de E. lenta qui sont
nécessaires a I'expression de I'activité enzymatique. Pour mettre en évidence de fagon indirecte le réle
de ces deux génes dans la métabolisation des procyanidines, nous avons utilisé une autre stratégie qui
a consisté a comparer I'activité enzymatique de souches hébergeant ou pas cet opéron dans leur

génome. En effet, nous avons identifié deux souches de E. lenta disponibles dans la collection DSMz et
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ne possédant pas cet opéron DSM 110914 et DSM110915. Ces deux souches ont été comparées a une
souche témoin DSM 110913 ayant cet opéron (Figure 64.a) pour leur capacité a dégrader le dimere
PCB-2. Comme le montre la Figure 64.c, en présence de I'opéron chez la souche E. lenta DSM 110913,
il y a dégradation de PCB-2 avec la formation du métabolite PCB-2A (Figure 64c). En absence de cet
opéron chez les deux autres souches, nous ne retrouvons pas d’activité de dégradation (Figure 64d-e).
Donc l'activité de dégradation de PCB-2 serait bien porté par cet opéron bien que I'expression

hétérologue chez E. coli n’ait pas permis de le mettre en évidence.
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Figure 64. Dégradation du dimére PCB-2 par différentes souches de E. lenta portant ou non I'opéron
Elen_RS01395-RS01400. a. Trois souches E. lenta utilisées, avec la souche DSM 110913 possédant
I’opéron Elen_RS01395-RS01400 et les souches DSM 110914 et 110915 ne le possédant pas. b-e. Suivi
de la dégradation du dimere PCB-2 par HPLC-DAD aux temps 24 et 48 heures. b,d-e. Le témoin négatif
sans bactéries et les souches E. lenta DSM 110914 et 110915 présentent le méme profil. c. Aprés
24 heures de culture avec la souche E. lenta DSM 110913, il y a apparition du métabolite PCB2-A et
diminution de la concentration en PCB-2 et stabilisation a 48 heures. Expérience réalisée en triplicat
biologique.
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3.4. Recherche des génes d’intéréts dans les génomes et métagénomes intestinaux
humains

3.4.1. Geénes du groupe A

Nous avons analysé la prévalence des deux opérons du groupe A et le degré de conservation des
protéines codées par ces deux opérons chez 52 souches de I'espéce E. lenta, dont quatre de notre
collection de souches. On constate que les opérons sont présents dans les génomes de certaines
souches et pas d’autres, et que les protéines traduites de ces genes sont tres conservées au sein de
I'espéce E. lenta (99 a 100 % d’identité en acides aminés) (Tableau 27a), avec seulement quelques
souches ou la protéine codée par le troisieme géne (Hypothetical protéin) est conservée a 90-93 %. On
constate finalement que I'opéron induit par la (-)-épicatéchine est présent chez 40 % des souches alors
que celui induit par la (+)-catéchine n’est retrouvé que dans 23 % des souches (Tableau 27b). Parmi les
souches de notre collection, les souches E. lenta 0:1-65 et P1-71 possédent les deux opérons, alors que
les souches P3-J7.5 et T1Z1 en sont dépourvues (Tableau 27). On observe également que I'opéron induit
en présence de la (+)-catéchine n’est jamais retrouvé seul ; sa présence est toujours liée a celle de
I’opéron ciblant la (-)-épicatéchine (Tableau 27a).

Tableau 27. Prévalence et conservation des génes du groupe A a travers les souches de I’espéece
bactérienne E. lenta. a. Analyse de la présence des deux opérons et du taux de conservation (%
identité en acide aminées) des protéines codées par ces six génes chez I'espéce Eggerthella lenta
(N=52). La protéine est considérée comme conservée si elle présente plus de 70 % d’identité en acides
aminés avec les séquences protéiques (codées par les six génes) de E. lenta DSM 2243 (analyses
tblastN). Les carrés blancs indiquent que les deux clusters de genes sont absents dans les génomes des
souches de E. lenta. En gras et italique, souches de notre collection. b. Matrice de comptage du nombre
de souches possédant les deux opérons ou ne possédant pas d’opéron.
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Apres avoir étudié la prévalence des génes du groupe A chez les Eggerthella lenta, nous avons voulu
étudier la prévalence de ces genes a partir de catalogues de genes issus de métagénomes de
microbiotes digestifs humains. Nous avons choisi de rechercher les enzymes « molybdoterin-
dependant oxydoreductases » traduites des deux geénes Elen_RS02535 et Elen_RS02575
respectivement induits par la catéchine et I'épicatéchine. Cette recherche a été effectuée grace a la
plateforme en ligne MetaQuery (Nayfach et al, 2015) qui regroupe les métagénomes intestinaux de
1962 individus issus de plusieurs études. Pour cette recherche, nous avons sélectionné ces deux génes
car ils permettent de discriminer les deux opérons du fait que les deux enzymes traduites de ces genes
ne présentent que 53 % d’identité en acides aminés (Tableau 23) ; De plus, la présence de ce gene
suffit pour déduire la présence de I'opéron (Tableau 27). Par cette analyse (identité protéique >95 %,
couverture >70 %), nous avons pu mettre en évidence la faible prévalence de ces deux opérons dans
la population humaine, avec 56 % des individus qui ne possédent aucun des deux opérons, 20 % des

individus qui possédent les deux opérons et 25 % des individus qui ont soit I'un, soit I’autre (Figure 65).
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Figure 65. Prévalence des génes de dégradation des flavan-3-ols du groupe A dans les métagénomes
intestinaux humains. Recherche des deux genes d’intéréts dans les métagénomes de 1962 individus
via la plateforme MetaQuery (Nayfach et al. 2015). Les ronds de couleur indiquent la présence du gene,
avec en bleu le geéne ELEN_RS02535 (induit par la (+)-catéchine) et en vert le gene ELEN_RS02575
(induit par la (-)-épicatéchine). Sur les 1962 individus, 56 % ne présentent aucun des deux genes
d’intéréts, alors que 20 % présente |'association des deux. Les 25 % restant sont composés de |'un ou
I"autre.

En conclusion, les deux opérons mis en évidence dans cette étude issue des genes du groupe A sont
fortement conservés (90-100 % d’identité protéique) a travers I'espéce E. lenta. L'opéron « catéchine »
et I'opéron « épicatéchine » sont prévalents dans respectivement 23 et 40 % des 52 souches isolées
de E. lenta dont les génomes ont été séquencés. lls sont absents chez 56 % des individus et quand ils

sont présents (44 % des individus), les individus hébergent I'un ou I'autre ou les deux opérons.
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3.4.2. Génes du groupe B

La présence des cing génes d’intérét du groupe B a été analysée chez les bactéries de la famille des
Eggerthellaceae, et plus particulierement des genres Adlercreutzia, Eggerthella, Gordonibacter et
Slackia décrits comme étant impliqués dans la métabolisation des flavan-3-ols (cf. 4.1). Nous avons
utilisé la séquence protéique traduite des cing génes de E. lenta DSM 2243 pour rechercher des
protéines homologues chez les Eggerthellaceae dont le génome était disponible dans les bases de
données. Nous avons considéré que les protéines étaient codées par ces génomes en prenant comme
seuil un pourcentage d’identité en acides aminés supérieur a 50 %.

Tableau 28. Prévalence et conservation des génes du groupe B a travers les Eggerthellaceae.

a. Analyse de la présence des genes du groupe B et du taux de conservation ( % identité en acide
aminées) en comparant les séquences protéiques des cing genes candidats de différentes souches et
especes d’Eggerthella (N=55) avec la souche type E. lenta DSM 2243 utilisée comme référence par
tblastN (NCBI). Absence de la protéine si le taux de conservation <50 % (carré blanc). En gras et italique,
souches de notre collection. b. Pourcentage de souches ayant plus de 80, 90 ou 95 % d’identité en
acide aminé selon que les souches appartiennent a I'espéce E. lenta, ou a d’autres espéces du genre
Eggerthella (non lenta).
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a

ID_géne
ID_protéine

Espéces
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FAAL-1-60AUCSF
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SECO-MT75m2
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MRI-F 36
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MRI-F 40
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J1101437_171008_A1
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BSDZFE0120875 150330 _C12

1001 311H_170123_F12
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WP_009305851.1

ELEN_R501400
WP_009305853.1
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P3I7.5
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Eggerthello imonensis | Marssille-F3135
HF-1101
Eggerthella sp. HF-4214
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b *Reference
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Cette analyse montre que les cing génes sont fortement présents chez Eggerthella lenta (N = 50)
(Tableau 28a). Les genes prévalents chez cette espece sont le gene Elen_RS03100 retrouvé chez toutes
les souches et le gene Elen_RS00960 présent chez 96 % des souches (Tableau 28b). On retrouve ensuite
les genes Elen_RS01395 et Elen_RS01400 qui sont retrouvés dans 87 % des souches de E. lenta. On
observe que quand l'un de ces deux génes est absent, 'autre I’est également (Tableau 28a). Comme
décrit plus haut, ces deux genes sont organisés en opéron. Enfin, le géne Elen_RS06940 est le moins
prévalent puisqu’il est présent dans seulement 74 % des souches de E. lenta. |l faut noter que ce
dernier géne était le moins induit des cing en présence de flavan-3-ols (Tableau 24).

En plus d’une importante prévalence de ces geénes chez les souches de I'espéce E. lenta, on note que
les protéines codées par chacun de ces genes sont trés conservées avec un pourcentage d’identité
compris entre 99 et 100 % (Tableau 28a). Enfin, les souches représentatives de notre collection de E.
lenta possédent I'ensemble des genes étudiés avec également une trés forte conservation de la
séquence protéique (99 a 100 % d’identité) (Tableau 28a).

Ces genes sont également retrouvés chez d’autres Eggerthella telles que E. sinensis DSM 16107, E.
timonensis Marseille-P135 et deux Eggerthella sp. (non affiliées au niveau de I'espece) HF-1101 et HF-
4212, mais présentent une certaine divergence dans leurs séquences protéiques (Tableau 28a). En
effet, le pourcentage d’identité entre les protéines de E. lenta (souche type DSM 2243) et les protéines
de ces autres espéces est autour de 90 % pour quatre des cing protéines et d’environ 50 % pour la
protéine codée par le géne Elen_RS06940 (Tableau 28a). On observe que la souche Eggerthella sp.
YY7918 ne possede pas de genes et protéines homologues. Cette divergence s’expliquerait par une
mauvaise affiliation taxonomique de cette souche qui n’appartiendrait pas au genre Eggerthella,
comme on peut le voir sur I'arbre phylogénétique basé sur la séquence de ’ADNr 16S ouU cette souche

ne se regroupe pas avec les autres Eggerthella (Figure 66).

0.10 0.20 0.30
1 1 1 1 ]

Eggerthella sp. HF-1101

Eggerthella sp. HF-4214

Eggerthella sinensis DSM 16107
Eggerthella timonensis Marseille-P3135
Eggerthella lenta DSM 2243

| Eggerthella sp.YY7918

Escherichia coliK02555
(Groupe extérieur)

Figure 66. Arbre phylogénétique de quelques souches affiliées au genre Eggerthella. Généré a partir
des séquences d’ADN ribosomique 16S. La souche Escherichia coli KO2555 a été utilisée comme groupe
extérieur aux Eggerthella.
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Pour finir, la recherche des cing génes du groupe B chez d’autres genres bactériens qu’Eggerthella
appartenant a la famille des Eggerthellaceae indique que seuls les génes Elen_RS03100, Elen_RS00960
et Elen_RS01395 seraient présents chez 12 souches du genre Adlercreutzia, Paraeggerthella,
Denitrobacterium, Gordonibacter, et Slackia sur un total de 53 souches testées appartenant a 21
especes et six genres différents (Tableau 29). Les séquences protéiques sont néanmoins trés
divergentes de celles de E. lenta (50 a 84 % d’identité selon les souches et les protéines candidates)
(Tableau 29).

En conclusion, la présence de ces genes n’a pas pu étre mise en évidence dans d’autres especes que
celles de la famille des Eggerthellaceae. Ces génes sont donc uniques a cette famille de bactéries et

principalement au genre Eggerthella.

Tableau 29. Prévalence et conservation des génes du groupe B a travers les souches, espéces et genre
bactériens de la famille des Eggerthellaceae. Analyse de la présence des genes du groupe B et du taux
de conservation ( % identité en acide aminées) en comparant les séquences protéiques des cing genes
candidats de différentes especes de la famille des Eggerthellaceae (N=53) avec la souche type E. lenta
DSM 2243 utilisée comme référence par tblastN (NCBI). Absence de la protéine si le taux de
conservation <50 % (carré blanc).

- - - - -
0o Sl 2T 2H|E RSN
5213838322228
qoIFwIII32I32328
o S |::|2 n:lg n:lg n:l8 ¢::I8
M ENRENENENER
Espéces Souches
Adlercreutzia caecimuris 1xD42-21 0.76 -
Adlercreutzia mucosicola NM66_B29
Adlercreutzia muris D2-1X-25 0.76
DSM 29508 0.57
Denitrobacterium detoxificans NPOH1 0.71
Gordonibacter sp. An230 e o.s0
Paraeggerthella hongkongensis RC2/2 A -
Slackia equolifaciens DSM 24851 0.51
Slackia isoflavoniconvertens 0B21 GAM31 0.60
Slackia piri , MGYG-HGUT-01409 0.50
ackia piriformis YIT 12062 0.50
Slackia sp. CM382 0.72 0.78
Adlercreutzia sp. N=5
Adlercreutzia caecicola N=2
Adlercreutzia caecimuris NM80_B27
Adlercreutzia equolifaciens N=4
Adlercreutzia equolifaciens subsp. celatus |[N=4
Gordonibacter pamelaeae N=3
Gordonibacter sp. N=2
Gordonibacter urolithinfaciens N=9
Paraeggerthella hongkongensis DSM 16106
Slackia sp. N =3
Slackia faecicanis DSM 17537
Slackia heliotrinireducens DSM 20476
Slackia isoflavoniconvertens DSM 22006
Identité en acide aminé (%) - >80% | | >70% | | >50% |
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Apres avoir étudié la prévalence de ces génes chez les Eggerthellaceae, nous avons voulu étudier la
prévalence de ces génes dans le microbiote intestinal humain. Cette étude s’est faite en recherchant
(identité protéique >95 %, couverture >70 %) les trois génes Elen_RS00960, Elen_1395 et Elen_3100
dans des métagénomes intestinal humain de 1962 individus disponibles par le biais de la plateforme
en ligne MetaQuery (Nayfach et al, 2015). Par cette analyse, nous avons pu mettre en évidence la forte
prévalence de ces genes dans la population humaine, avec seulement 27 % des individus qui ne
présentent aucun des trois genes, alors que 73 % possedent soit un, soit deux, soit les trois génes
(Figure 67). On a pu également observer que la présence des trois genes chez un méme individu est la

situation la plus fréquemment retrouvée.
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Figure 67. Prévalence des génes de dégradation des flavan-3-ols du groupe B dans les métagénomes
intestinaux humains. Recherche des trois génes d’intéréts dans les métagénomes de 1962 individus
via la plateforme MetaQuery (Nayfach et al, 2015). Les ronds de couleur indiquent la présence du gene,
avec en rouge le géne ELEN_RS00960, en bleu le géne ELEN_RS01395 et en vert le gene
ELEN_RS03100. Sur les 1962 individus, 27 % ne présentent aucun des trois génes d’intéréts, alors que
37 % présentent I'association des trois. Les 36 % restant sont composés des différentes associations
des génes, soit seuls, soit en duo.

En conclusion, les génes du groupe B mis en évidence dans cette étude sont fortement conservés
(90-100 % d’identité protéique) et prévalents chez I'espéce E. lenta puisqu’on les trouve dans la
majorité des souches i.e. 87 % des souches pour I'opéron [Elen_RS01395/Elen_RS01400], 96 % des
souches pour le gene Elen_RS00960 et 100 % des souches pour le géne Elen_RS03100. IIs sont
également spécifiques de I'espéce E. lenta (et semblent avoir des homologues dans d’autres especes
du genre Eggerthella). lls sont absents chez environ un tiers des individus et quand ils sont présents

(73 % des individus), la moitié seulement des individus hébergent I’ensemble de ces genes.
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V4

Eléments a retenir

L’analyse transcriptomique a mis en évidence chez la souche de référence E. lenta DSM 2243 trois
groupes de génes (A, B et C) induits en présence des monomeéres ((+)-catéchine et (-)-épicatéchine)
et du dimeére de procyanidines de type B (PCB-2). Nous avons surtout étudié les genes des groupes
A et B.

GROUPE A

Ce groupe est constitué de deux opérons de trois genes respectivement induits par la (+)-catéchine
et par la (-)-épicatéchine. La divergence entre ces deux opérons est principalement portée par
I’enzyme (molybdopterin-dependant oxidoreductase) codée par le premier géne de I'opéron.

L'opéron induit par la (+)-catéchine présente 100 % d’identité protéique avec les protéines de
I’opéron cadh (catechin dehydroxylase) décrit chez une autre souche (A2) de E. lenta (Maini Rekdal
et al. 2020). Par analogie, nous appellerons nos deux opérons cadh et ecadh (pour epicatechin
dehydroxylase).

Les protéines codées par les opérons cadh et ecadh sont trés conservées au sein de I'espéce E.
lenta. En termes de prévalence, ils ne sont respectivement présents que chez 23 et 40 % des
souches de l'espece E. lenta et ne sont respectivement retrouvés que dans 31 et 34 % des
métagénomes intestinaux humains.

GROUPE B

Ce groupe est constitué de cing genes fortement induits en présence d’un ou deux des trois flavan-
3-ols étudiés ; quatre génes codent des protéines de la famille des FAD oxydo-réductases qui
présentent un faible pourcentage d’identité entre elles (~30 %). Deux génes, dont un code pour
une « hypothetical protein », sont organisés en opéron.

L'expression hétérologue des genes Elen_RS03100, Elen_RS00960 et de [I'opéron
[Elen_RS01395/Elen_RS01400] chez E. coli a montré que ces génes codaient pour des enzymes
responsables de I'ouverture du cycle C de trois monomeres de flavan-3-ols: (+)-catéchine,
(-)-épicatéchine et (-)-épigallocatéchine (a confirmer). Cette approche n’a pas permis de mettre en
évidence I'ouverture du cycle C sur le dimére PCB-2. Une approche indirecte avec des souches de
E. lenta hébergeant ou pas I'opéron [Elen_RS01395/Elen_RS01400] a permis de mettre en
évidence son implication dans I'ouverture du cycle C de PCB-2.

Ces cing genes sont hautement prévalents (76-100 %) et conservés (99-100 %) a travers I'espece
E. lenta, mais également chez d’autres especes du genre Eggerthella. Seulement 27 % des
métagénomes intestinaux humains ne présentent aucun des trois genes d’intéréts du groupe B
(Elen_RS00960, Elen_RS03100, Elen_RS01395).

La moitié des souches de notre collection portent les deux opérons du groupe A, et la totalité
possedent I’'ensemble des genes du groupe B.

149



Discussion et perspectives

Discussion et perspectives

Cette theése avait pour objectif d’approfondir les connaissances sur la dégradation des monomeéres et

oligomeéres de flavan-3-ols (sous-classe de polyphénols) par le microbiote intestinal humain.
Les questions auxquelles nous avons voulu répondre :

e Quels sont les micro-organismes impliqués dans la dégradation des flavan-3-ols ?
e Quels sont les métabolites microbiens produits par ces microorganismes ?

e Quels sont les génes fonctionnels mis en jeu dans ces voies métaboliques ?

Micro-organismes impliqués dans la dégradation des monomeres de flavan-3-ol et identification
des métabolites

En utilisant une stratégie d’isolement associée a un suivi de la métabolisation du monomeére de (+)-
catéchine par HPLC-DAD, nous avons pu obtenir 20 isolats de I'espéce bactérienne Eggerthella lenta a
partir de 4 campagnes d’isolements effectuées a partir des selles (O, P1, P3, T) de trois individus en
bonne santé et 2 isolats de I'espece bactérienne Flavonifractor plautii a partir du prélevement P3.
L'analyse préliminaire des génomes de ces isolats a permis d’éliminer les souches clonales ou tres
proches génétiquement. Nous avons ainsi pu réduire notre collection de 20 a 4 souches de E. lenta et
de 2 a1souchedeF. plautii. Finalement, notre stratégie d’isolement a permis d’isoler une seule souche
de E. lenta par prélevement de selles, dont deux sont issues du méme individu. Ces résultats soulignent
le caractere laborieux et le rendement faible des isolements de bactéries anaérobies a partir d’un
microbiote complexe quand on cible un phénotype métabolique particulier tel que la capacité a

dégrader un polyphénol.

Nous avons mis en évidence que les quatre souches de E. lenta (nommées O, P1, P3, T d’apres leur
prélévement d’origine) étaient capables d’ouvrir le cycle C de la (+)-catéchine et de son stéréoisomere
la (-)-épicatéchine, pour former respectivement les métabolites ouverts ((+)-3’,4’-diOHPP-2-ol et (-)-
3’,4’-diOHPP-2-0l) et que la moitié de nos souches (O et P1) était ensuite capable de déshydroxyler le
cycle B au niveau du carbone C," des deux premiers métabolites pour former deux autres composés
phénoliques ((+)-3’-OHPP-2-ol et (-)-3’-OHPP-2-0l) (Figure 68). Les quatre souches de notre collection
de E. lenta peuvent donc étre séparées en deux groupes métabolique selon leur capacité (souches O,

P1) ou pas (souches P3, T) a déshydroxyler le cycle B.

Suite aux premiéres réactions de bioconversion de la (+)-catéchine par E. lenta, |a souche F. plautii est
guant-a-elle capable d’ouvrir le cycle A pour former deux métabolites ((+)-3’,4’-diOHPVA et (+)-3’,4'-
diOHPval) a partir du (+)-3’,4’-diOHPP-2-ol et deux autres métabolites ((+)-3’-OHPVA et (+)-3’-OHPval)

a partir du (+)-3’-OHPP-2-ol (Figure 68). F. plautii est également capable de réaliser les mémes
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réactions a partir des métabolites produits par E. lenta en présence de la (-)-épicatéchine. La structure
chimique de tous ces métabolites a été validée par des analyses LC-ESI-MS/MS. En revanche, leur
chiralité probablement similaire a celle de leurs précurseurs i.e. (+)-catéchine et (-)-épicatéchine
mériterait d’étre validée par HPLC-DAD en utilisant une colonne énantiosélective, ce qui confirmerait

les résultats obtenus par Takagaki et Nanjo (2015a).

L'ensemble de ces résultats (bactéries isolées et métabolites produits) est en adéquation avec ce qui
est déja décrit dans la littérature (Figure 24 ; Figure 25) (Kutschera et al., 2011; Takagaki et Nanjo
2015a; Braune et Blaut, 2016). En effet, E. lenta et F. plautii font partie des espéces connues pour
métaboliser les monomeres de flavan-3-ols. Par cette étude, nous confirmons expérimentalement la
capacité de déshydroxylation du cycle B de certaines souches de E. lenta et pas d’autres, différences
suggérées par Maini Rekdal et al. (2020) par des analyses des génomes de 22 souches de E. lenta pour
la présence ou pas de I'opéron cadh. lls n’ont toutefois pas séparé ces deux groupes métaboliques en

deux groupes phylogénétiques distincts.

HO

Opéron cadh /A

Déshydroxylation du cycle B > X
Eggerthella lenta

+ 2 souches (0, P1) OH
Gordonibacter faecihominis

U
(+)-3',4’-diOHPP-2-0l (+)-3’-OHPP-2-0l
Flavonifractor plautii Flavonifractor plautii
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Figure 68. Bilan des espéces et genes impliqués dans le métabolisme de la (+)-catéchine par des
bactéries isolées du microbiote intestinal et décrites dans la littérature (cf. Etude bibliographique
4.1). Les souches E. lenta et F. plautii isolées dans notre étude, ainsi que les génes de E. lenta codant
les enzymes ou complexes enzymatiques impliqués dans les réactions hydrolytiques sont surlignées en
gris. E. lenta et F. plautii réalisent les mémes réactions a partir de la (-)-épicatéchine tout en conservant
la chiralité (-) des métabolites. Cette conservation de la chiralité a été montrée par Takagaki et Nanjo
(2013).
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On peut donc se demander pourquoi nous avons isolé des espéces déja décrites. Est-ce que cela est lié
a la méthodologie d’isolement que nous avons utilisée ? ou est-ce que nos résultats associés a ceux de
la littérature refletent une réalité biologique, c’est-a-dire que ces espéces seraient, avec les espéces
du genre Slackia, Adlercreutzia et Gordonibacter, les seules espéces bactériennes cultivables capables

de dégrader les flavan-3-ols ?

La stratégie d’isolement que nous avons utilisée était basée sur la stratégie de Kutschera et al. (2011),
a I’exception du fait que ces auteurs avaient ajouté un antibiotique (tétracycline) dans leurs milieux de
culture pour une raison qui n’est pas précisée dans leur protocole. Sans ajouter d’antibiotique, nous
avons isolé les mémes espéces bactériennes et identifié les mémes voies métaboliques de dégradation
de la (+)-catéchine et de la (-)-épicatéchine que ces auteurs. Les fortes prévalence et abondance de
I’espéce Eggerthella lenta dans le microbiote fécal de 'Homme respectivement estimées a 81,6 % par
gPCR ciblant elnmrk1 (géne spécifique de cette espéce) et & 107 bactéries/g de selles séches (Koppel
et al. 2018) expliquerait que nous ayons isolé préférentiellement des souches de cette espéce. De plus,
I'ajout dans nos milieux de culture de la L-arginine, acide aminé indispensable a la croissance de
I'espéce E. lenta (Clavel et al. 2014) a aussi pu favoriser la sélection de cette espece. Enfin, notre
stratégie d’isolement basée sur le principe d’enrichissements successifs de suspensions bactériennes
capables de dégrader la (+)-catéchine, suivi par la sélection de colonies isolées sur gélose a pu induire
des biais. En effet, les micro-organismes a croissance faible, a densité faible, ou ceux actifs uniquement
en consortium ont peut-étre été perdus pendant ces étapes (Alain et Querellou, 2009). Malgré
I'utilisation d’un milieu de culture riche en nutriments et micronutriments (acides aminés, sucres,
vitamines, minéraux, oligoéléments, jus de rumen), certains co-facteurs essentiels a la croissance
bactérienne de certaines souches peuvent étre manquants. La culturomique haut débit décrite par
Lagier et al. 2016, et qui met en ceuvre une robotisation d’'une grande partie des étapes (dilutions,
étalements, piquage des colonies, typages phylogénétiques), permettrait de s’affranchir des étapes
d’enrichissements et de travailler sur de grandes cohortes d’individus (N > 100). Par cette approche,
Lagier et al. (2016) ont isolé plus de mille especes procaryotiques dont environ 20 % seraient
potentiellement des espéces nouvelles. A titre de comparaison, nous sommes partis de trois individus
et avons piqué 380 isolats qui ont ensuite été criblés pour la dégradation des flavan-3-ols. Un probléme
lié a la culturomique haut débit est qu’en aval de I'isolement, elle n’inclut pas un criblage haut débit
ciblant un métabolisme particulier. A notre connaissance, il existe des criblages haut débits qui ciblent
le métabolisme des fibres alimentaires (Tasse et al. 2010) mais aucun n’a encore été mis au point pour

cibler le métabolisme des polyphénols.

Dans notre étude, nous n’avons pas pu mettre en évidence une autre espece que Flavonifractor plautii

qui serait impliqguée dans le métabolisme des métabolites ouverts de la (+)-catéchine et de la
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(-)-épicatéchine (Figure 68). Comme pour E. lenta, les fortes prévalence et abondance (respectivement
80 % des individus et 108-10° bactéries/g de selles séches) de cette espéce chez ’'Homme pourrait
expliquer ce résultat (Schoefer et al. 2003). Une seule campagne d’isolement a été organisée pour
identifier les micro-organismes impliqués dans ce métabolisme, réduisant ainsi nos chances
d’identifier de nouvelles espéces. Il faut cependant considérer que cet isolement nécessite I'utilisation
de substrats (dérivés hydroxyphényl-propan-2-ols) qui ne sont pas commercialisés. Nous avons donc
d{ recourir a la production in vitro du métabolite (+)-3’,4’-diOHPP-2-0l en utilisant une de nos souches
E. lenta, ce qui a fortement limité la quantité de métabolites obtenue et le nombre de campagne

d’isolements.

En conclusion, nos résultats confirment I'importance de deux espéces du microbiote intestinal humain,

Eggerthella lenta et Flavonifractor plautii dans le métabolisme des monomeéres de flavan-3-ol, espéces

qui pourraient servir de margueurs bactériens de ce métabolisme chez 'Homme.

Micro-organismes impliqués dans la dégradation des oligoméres de flavan-3-ol et identification des
métabolites

Pour tester la dégradation microbienne des oligomeres de flavan-3-ols et identifier leurs métabolites,
il fallait disposer de suffisamment de substrat pour réaliser les expérimentations. En |I'occurrence, tres
peu de procyanidines purifiées (B, et A;) sont commercialisées et elles sont trés cheres (de I'ordre de
200 € les 10 milligrammes). Par conséquent, nous avons choisi de préparer et purifier des
procyanidines de type B avec des degrés de polymérisation précis a partir de parenchyme de pommes
de la variété Marie Menard. La caractérisation par thioacidolyse des fractions purifiées a montré que
nous avions purifié une fraction de diméres (DPn = 2), trimeéres (DPn = 2,7) et tétrameres (DPn = 3,4)
de procyanidines de type B avec comme unité constitutive principale la (-)-épicatéchine. Nous

disposions ainsi d’environ 500 mg de chacune des fractions.

En testant I'activité métabolique de nos souches sur les procyanidines de type B purifiés (DP 2 a 4),
mais également de type A (dimére A;) nous sommes les premiers a montrer que I'espéce E. lenta est
capable de dégrader ces procyanidines. L'identification des métabolites produits par les souches E.
lenta de notre collection a montré que les dimeres B, et A, sont ouverts au niveau du cycle C sur I'unité
terminale. Cette réaction est similaire a celle catalysée par E. lenta sur le monomére de

(-)-épicatéchine.

Stoupi et al. (2010b) ont identifié par LC-(MS)" 24 métabolites issus de |la dégradation du dimére B; par
le microbiote humain, dont 4 métabolites caractérisés avec méme m/z 579 que le métabolite PCB-2A.
Ces 24 métabolites n’ont été détectés que sur les neuf premiéres heures d’incubation et représentent
20 % du substrat initial. L'espece E. lenta serait donc impliquée dans la premiére étape de la

dégradation des dimeéres B, en ouvrant le cycle C de I'unité terminale. En revanche, nous n’avons pas
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mis en évidence une activité de dégradation de notre souche F. plautii sur les procyanidines de type B
ni sur les formes ouvertes par E. lenta, alors que cette souche possede une activité métabolique
(ouverture du cycle A) sur les formes ouvertes des monomeres (Figure 68). Notre souche ne serait
donc pas capable d’une telle activité sur les métabolites générés par E. lenta a partir de dimeres de
type B. Néanmoins, dans les métabolites identifiés par Stoupi et al. (2010b), certains métabolites du
dimeére B, présentent deux cycles C ouverts. On peut donc faire I’hypothése que F. plautii intervienne

sur les dimeéres qu’a partir du moment ou les deux cycles C du dimére sont ouverts.

Le métabolite PCA-2A produit par nos souches E. lenta a également été décrit par Engemann et al.
(2012) apres incubation in vitro du dimere A, avec le microbiote fécal de porc. L'espéce E. lenta est
aussi une espece commensale du microbiote de porc ; elle pourrait étre I'espéce impliquée dans la

formation de ce métabolite chez le porc (Stewart 1997).

En ce qui concerne le trimere de type B, I'analyse par LC-ESI-MS du métabolite PCB-3A produit a
montré qu’il était réduit par rapport au précurseur PCB-3, suggérant une ouverture de cycle. La
position de cette ouverture n’a pas encore pu étre déterminée par thioacidolyse. Le métabolite PCB-
4A produit a partir du tétrameére n’a pas encore pu étre analysé par LC-ESI-MS. Ces analyses sont
primordiales pour rendre compte du réle majeur de E. lenta dans la dégradation des oligomeéres de

type B.

Nos résultats confirment donc I'importance de I'espéce E. lenta dans le métabolisme des flavan-3-ols

en _montrant pour la premiere fois que cette espece est impliquée dans les premiéres étapes de

dégradation des procyanidines de type B et A en catalysant I’ouverture du cycle C de 'unité terminale.
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Tableau 30. Bilan des génes impliqués dans le métabolisme des flavan-3-ols. CAT : (+)-catéchine ; EC:

(-)-épicatéchine ; EGC:

(-)-épigallocatéchine ; PCB-2 : dimére de procyanidines de type B; fmber:

flavanol monomer benzyl ether reductase ; pber : procyanidin benzyl ether reductase ; cadh : catechin

dehydroxylase ; ecadh : epicatechin dehydroxylase.

Geénes Anr ion automatique Flavan-3-ols hydrolysés Source Réaction enzymatique . 3 3 Stagé
P Témoin - CAT EC PCB-2 proposé E. lenta ) E. lenta Métagénomes
ELEN_RS00960 B FAD-dependent oxidoreductase I 113 CAT, EC, EGC Cette étude  Ouverture du cycle C fmber1 0O,P1,P3,T 56%
ELEN_RS03100 B FAD-binding protein [5s SSSEN 669 | 222 |  CAT,ECEGC Cette étude  OuvertureducycleC  fmber2 o,ryp3, T [NE00RNN 4% |
Opéron| ELEN_RS01395 B FAD-binding protein [ o [ 3 | CAT, EC, EGC, PCB-2  Cette étude  Ouverture du cycle C pber 0,P1,P3,T 50%
ELEN_RS01400 B hypothetical protein 7 3 4216
) ELEN_RS02535 A Eo_<wno.nﬁm_‘_:,qmnm:.nm3 0x_.aw«macnﬁmm.m 1 1085 0 0 Maini Rekdal Déshydroxylation du C4
Opéron | ELEN_RS02540 A 4Fe-4S dicluster domain-containing protein 1 1315 1 1 CAT etal. (2020) du cycle B cadh O, P1 23% 30%
ELEN_RS02545 A hypothetical protein 2 1083 1 1 '
ELEN_RS02575 A molybdopterin-dependent oxidoreductase 0 1 258 0 . . ,
. R A o ) . Déshydroxylation du C4
Opéron | ELEN_RS02580 A 4Fe-4S dicluster domain-containing protein 0 0 246 1 EC Cette étude ducycle B ecadh o,P1 40% 33%
ELEN_RS02585 A hypothetical protein 1 1 350 1
Légende

Heatmap / transcrits (FPKM)

Heatmap / prévalences (%)

[ so% ]
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Geénes de E. lenta impliqués dans I’ouverture du cycle C des flavan-3-ols (Groupe B)

L'étude transcriptomique réalisée avec la souche type E. lenta DSM 2243 a mis en évidence quatre
génes tres induits et tres exprimés en présence d’un ou deux des trois flavan-3-ols testés, dont deux
seraient organisés en opéron. Ces quatre génes ont été plus particulierement étudiés car jamais décrits
jusgu’a présent (Tableau 30). Un cinquieme gene (ELEN_RS06940), intégré au début dans ce groupe,

n’a pas fait I'objet d’'une étude aussi approfondie, et ne sera donc pas considéré dans cette discussion.

L'annotation automatique des protéines codées par trois des quatre genes du groupe B et une analyse
plus poussée des séquences protéiques suggerent que les genes ELEN_RS00960, ELEN_RS03100 et
ELEN_RS01395 codent des enzymes appartenant a la famille des FAD oxydo-reductases. Ces enzymes
seraient sécrétées par E. lenta via un systeme de sécrétion (Twin Arginin translocation) qui ne prend
en charge que les protéines ayant pris leur conformation repliée et donc active avant d’étre exportées

de la cellule (Palmer et Stansfeld, 2020).

De maniére surprenante, ces genes sont induits soit par un des trois flavan-3-ols testés soit par deux
flavan-3-ols (Tableau 30). Ainsi, le géne ELEN_RS00960 est induit par la (+)-catéchine et la
(-)-épicatéchine et la protéine exprimée chez E. coli (TOP10) s’est avérée active sur ces deux
monomeres ainsi qu’un troisieme monomeére, la (-)-épigallocatéchine. Nous proposons donc de
nommer ce géne flavanol monomer benzyl ether reductase 1 (fmber1) puisque I'enzyme clive la liaison
éther (C-O-C) du cycle C de la (+)-catéchine et de la (-)-épicatéchine (a confirmer pour la
(-)-épigallocatéchine). Le gene ELEN_RS03100 est surtout induit par la (+)-catéchine, et la protéine
exprimée chez E.coli ouvre aussi le cycle C des trois monomeéres (a confirmer pour la
(-)-épigallocatéchine). Nous proposons donc de nommer ce géne flavanol monomer benzyl ether
reductase 2 (fmber2). L'opéron de deux genes ELEN_RS01395 et ELEN_RS01400 est induit par la
(-)-épicatéchine et le dimére PCB-2 et la aussi, la co-expression de ces protéines chez E. coli montre
une activité d’ouverture du cycle C sur les trois monomeéres (a confirmer pour la (-)-épigallocatéchine).
Nous n’avons pas pu confirmer 'activité enzymatique sur le dimére PCB-2 par cette approche. Par
contre, nous avons pu le faire de fagon indirecte, en comparant des souches ayant ou pas cet opéron.
Au regard de ces résultats, et du fait que cet opéron ciblerait les dimeres de procyanidine de type B en
plus de la (-)-épicatéchine (monomere prépondérant a 95 % dans les dimeres PCB-2) nous avons
nommé cet opéron procyanidin benzyl ether reductase (pber). Le rble respectif des protéines codées
par cet opéron pber reste a préciser sachant que nous faisons I’hypothese que le géne ELEN_RS01395
code I'enzyme et le gene ELEN_RS01400 code une protéine accessoire qui semble indispensable a la

fonction enzymatique de la premiére.
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Le fait que le gene fmberl soit induit par les deux stéréoisomeres, la (+)-catéchine et la
(-)-épicatéchine, suggere que le senseur ou le régulon qui contréle I'expression de ce gene ne distingue
pas les formes chirales de la molécule. De la méme facon, le fait que I'opéron pber soit induit par la
(-)-épicatéchine et par son dimére suggére aussi que les deux molécules sont reconnues par un méme
senseur ou régulon. Par contre, ce qui est moins logique, c’est que les protéines codées par ces genes
et exprimées chez E. coli ne présentent pas de spécificité de substrat (Tableau 30). Ce type de résultat
a déja été observé par Braune et al. (2016) qui ont montré que la chalcone isomérase identifiée chez
Eubacterium ramulus était capable d’isomériser plusieurs substrats (+)-taxifoline (flavanonol) et
(+)-dihydrokaempferol (flavanonol) ; par contre, elle était stéréospécifique et ne pouvait pas
isomériser la (-)-taxifoline. Une explication a nos résultats serait que les enzymes codées par les génes
fmber ou pber possédent un site actif qui tolére les différentes formes chirales d’une molécule, mais
également la présence d’un groupement OH supplémentaire sur le cycle B, ceci pour expliquer la
dégradation observée du monomere (-)-épigallocatéchine. La comparaison des différentes enzymes a
montré qu’elles avaient une structure similaire (domaines et tailles). En revanche, elles ne possedent
que 24 a 32 % d’identité protéique, avec quelques régions en acides aminés conservées. Ceci peut
paraitre surprenant compte tenu de leur activité enzymatique a priori identique. Une analyse plus
poussée de chaque enzyme (modélisation, recherche de site actif) devra étre menée pour comprendre
le mode d’action de ces enzymes. Une autre explication serait que les enzymes exprimées chez E. coli
ne prennent pas la conformation prise par ces mémes enzymes produites et exportées a la surface de
E. lenta par le systéme de sécrétion TAT, ce qui induirait une perte de spécificité. Nous n’avons pas pu
restaurer |'activité de dégradation sur le PCB-2 par I’expression de I'opéron pber chez E. coli, montrant
ainsi que nous ne répliquons pas a l'identique le systéme enzymatique mis en jeu dans la bactérie
d’origine.

Enfin, nos observations montrent I'importance du groupement hydroxyle libre sur le C3 du cycle C pour
faciliter I'ouverture de ce dernier, puisque qu’aucune de nos enzymes exprimées chez E. coli n’est
capable de dégrader les formes galloylées : (-)-épicatéchine-3-O-gallate et
(-)-épigallocatéchine-3-O-gallate. Le clivage de la liaison ester est donc nécessaire pour qu’il y ait

ouverture du cycle C (Hackett et al. 1985; Meselhy et al. 1997).

Ces résultats mettent en évidence pour la premiére fois chez une bactérie du microbiote intestinal,

Eggerthella lenta, des génes impliqués dans I'ouverture du cycle C des monomeéres (génes fmberl et

fmber2) et des oligomeéres (opéron pber) de flavan-3-ols.
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Geénes de E. lenta impliqués dans la déshydroxylation du cycle B des flavan-3-ols (Groupe A)

Notre étude transcriptomique chez E. lenta (souche DSM 2243) a également mis en évidence deux
opérons de trois genes (groupe A), induits en présence des deux monomeres de flavan-3-ols testés.
Ces deux opérons ont une organisation similaire, et c’est le premier gene qui code pour une enzyme
annotée « molybdopterin-dependent oxidoreductase » qui porte I'essentiel de la divergence entre les

protéines codées par ces opérons (Tableau 30).

L'opéron constitué des genes [ELEN_RS02535 — ELEN_RS02540 — ELEN_RS02545] est induit en
présence de la (+)-catéchine. L'induction de cet opéron par la (+)-catéchine a déja été mise en évidence
par une approche transcriptomique RNAseq chez une autre souche de E. lenta (souche A2) par Maini
Rekdal et al. (2020). Ces auteurs ont suggéré que cet opéron codait un complexe enzymatique exposé
a la surface de la bactérie et dont I'activité serait de déshydroxyler le métabolite (+)-3’,4’-diOHPP-2-o0l
au niveau du C4. lls ont appelé cet opéron cadh pour « catechin dehydroxylase », nom qui n’est pas
forcément pertinent puisque la réaction hydrolytique ne se fait pas directement sur la (+)-catéchine
mais sur son métabolite microbien, le (+)-3’,4’-diOHPP-2-ol. De facon similaire a I'opéron pber
(caractérisé ci-dessus, groupe B), ils n’ont pas réussi a valider cette activité enzymatique par expression
hétérologue chez E. coli mais ils I'ont déduite en comparant des souches de E. lenta qui portaient ou
pas cet opéron. Les protéines codées par notre opéron [ELEN _RS02535 — ELEN_RS02540 -
ELEN_RS02545] et les protéines codées par I'opéron cadh étant 100 % identiques, nous en avons
déduit qu’il s’agissait du méme opéron. Par conséquent, notre opéron a été renommé cadh (Tableau

30).

D’autre part, l'autre opéron que nous avons identifié comme étant induit en présence de la
(-)-épicatéchine et qui est constitué des genes [ELEN_RS02575 — ELEN_RS02580 — ELEN_RS02585]
présente de trés fortes similarités génomiques et protéiques avec I'opéron cadh. Notre collection de
guatre souches de E. lenta comporte deux souches, O et P1, qui portent cet opéron et catalysent la
déshydroxylation en C4’ du (-)-3’,4’-diOHPP-2-ol alors que les souches P3 et T ne portent pas cet opéron
et ne catalysent pas cette réaction. Il est donc tres probable que cet opéron code pour un deuxiéme
complexe enzymatique impliqué dans la déshydroxylation en C, du (-)-3’,4’-diOHPP-2-ol. Par
conséquent, méme si I'activité enzymatique n’a pas été validé par une méthode plus directe comme
I’expression hétérologue chez E. coli ou la mutagéneése dirigée chez E. lenta, nous avons nommé cet

opéron ecadh pour « epicatechin dehydroxylase » (Tableau 30).

A la différence de ce que nous avons obtenu avec les génes du groupe B (fmberl, fmber2, pber), le
niveau d’expression des genes cadh et ecadh est beaucoup moins élevé (Tableau 30). Une explication

possible viendrait de la temporalité des réactions catalysées par E. lenta a partir des monomeéres de
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flavan-3-ols. En effet, nous pensons que la (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine induisent dans un
premier temps les génes fmberl, fmber2, pber, qui expriment les enzymes d’ouverture du cycle C des
monomeres pour produire les métabolites (+/-)-3’,4’-diOHPP-2-ols, et que ce sont ces métabolites qui
apparaissent ultérieurement dans le milieu de culture qui induisent les opérons cadh et ecadh. Il aurait
doncfalluincuber E. lenta plus longtemps que 2 heures en présence des monomeres précurseurs pour

augmenter le niveau d’expression des genes cadh et ecadh.

Nos résultats montrent aussi que l'induction des opérons cadh et ecadh est spécifique du
stéréoisomere et dépend donc de I'orientation de I’hydroxyle sur le carbone Cs. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Wang et al. (2001) qui ont montré que la souche E. lenta SDG-2 pouvait

déshydroxyler le (-)-3’,4’-diOHPP-2-ol et pas le (+)-3’,4’-diOHPP-2-ol.

Notre étude n’a pas révélé d’induction d’'un opéron similaire qui serait impliqué dans la
déshydroxylation du métabolite ouvert du dimeére de procyanidine de type B (PCB-2A). Il est possible
gu’un tel opéron ne soit pas présent chez la souche E. lenta DSM 2243 utilisée en transcriptomique, ni
chez nos quatre souches E. lenta pour lesquelles nous n’avons pas observé cette activité. Ce résultat
est en accord avec les travaux de Stoupi et al. (2010b) effectués a I’échelle du microbiote complet qui
n‘ont pas révélé de formes déshydroxylées des PCB-2 et de leurs métabolites. Par contre, la
déshydroxylation d’autres métabolites tels que les (-)-3’,4’,5’-triOHPP-2-0l, (-)-3’,4’,5’-diOHPval et
(-)-3’,4’,5’-diOHPVA générés par F. plautii a pu étre observé par les especes E. lenta mais aussi
Adlercreutzia equolifaciens (Figure 24) (Takagaki et Nanjo 2015c). Maini Rekdal et al. (2020) ont aussi
montré qu’il existe une grande variété de genes codant des déshydroxylases chez Eggerthella et
Gordonibacter. Les recherches doivent donc se poursuivre pour montrer I'implication de ces genes

dans la déshydroxylation des monomeres et oligoméres de flavan-3-ols.

En conclusion, nous avons découvert chez E. lenta un nouvel opéron (ecadh) qui serait responsable de

la déshydroxylation du (-)-3’,4’-diOHPP-2-ol, métabolite produit a partir de la (-)-épicatéchine. Nous

confirmons aussi 'importance de "opéron cadh décrit par Maini Rekdal et al. (2020) dans la

déshydroxylation du (+)-3’,4’-diOHPP-2-ol.

Prévalence des génes du métabolisme des flavan-3-ols dans les génomes et métagénomes

Notre étude montre que les génes fmberl et fmber2 sont ubiquitaires chez Eggerthella lenta (présent
respectivement chez 96 et 100 % des souches) et que I'opéron pber est également treés prévalent chez
cette espéce (présent chez 88 % des souches) (Tableau 30). Par comparaison, les opérons cadh et
ecadh sont beaucoup moins retrouvés chez Eggerthella lenta puisque I'opéron cadh n’est présent que

chez 23 % des souches de cette espéce et I'opéron ecadh chez 40 % des souches (Tableau 30).
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On observe les mémes tendances dans les métagénomes intestinaux humains ou les genes fmberl,
fmber2 et pber sont respectivement présents chez plus de la moitié des individus (52 a 56 %) alors que
les opérons cadh et ecadh ne sont détectés que chez un tiers des individus (respectivement 30 et 33 %).
Sachant que 'espéce E. lenta est prévalente dans la population humaine (détectée chez 80 % des
individus) (Koppel et al. 2018) et que les genes fmberl, fmber2 et pber sont fortement présents chez
cette espece, il est possible que certains biais méthodologiques aient induits une sous-estimation de

la prévalence de ces genes dans les métagénomes, tel que suggéré par Bess et al. (2020).

Selon nos résultats, la présence des genes fmberl et fmber2 s’étendraient a d’autres especes du genre
Eggerthella. Sur la base des fortes homologies de séquence observées au niveau protéique (80 %
d’identité), il est aussi possible que des génes homologues a fmberl et fmber2 soient présents chez
d’autres Eggerthellaceae dégradant les monomeres de flavan-3-ols tels que les genres bactériens

Adlercreutzia et Slackia.

Nous avons donc découvert des marqueurs moléculaires liés au métabolisme de dégradation des
monomeres de flavan-3-ol et du dimére B, qui sont portés par I'espéce bactérienne E. lenta. Etudier la
prévalence et I'abondance de ces génes dans les microbiotes devrait permettre de mieux comprendre
les différences interindividuelles de métabolisation microbienne des flavan-3-ols (Aura et al. 2008;
Serra et Aida, 2012) et peut-étre a terme corréler ces données au métabotypes des individus (Cortés-

Martin et al. 2019; Mena et al. 2019).

PERSPECTIVES
A l'issu de ces travaux de these, de nombreuses perspectives sont envisagées et seront déclinées par

ordre de priorité :

- Comme introduit au début de la thése, des travaux antérieurs ont montré que le métabolome
généré par le microbiote de volontaires sains a partir de flavan-3-ols de pommes présentait une
activité anti-inflammatoire (Le Bourvellec et al. 2019). Une perspective directe sera de déterminer
si les métabolites générés par E. lenta et F. plautii a partir de différents flavan-3-ols participent a
cette activité anti-inflammatoire.

- Une analyse plus approfondie des génomes de E. lenta et F. plautii sera réalisée, avec notamment
la comparaison de nos souches a celles déja séquencées. Cette analyse permettra de dégager des
caractéristiques propres a nos souches, afin notamment de valoriser leur utilisation, mais
également d’optimiser leurs conditions de culture. La recherche de certains genes
(antibiorésistances, phages, transposons, facteurs de virulence, synthése de toxines...) permettra
de sélectionner les souches n’ayant potentiellement pas d’effets délétéres pour une future

utilisation de ces souches en tant que probiotiques.
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- Les approches de transcriptomique seront poursuivies pour révéler d’autres genes impliqués dans
la dégradation des flavan-3-ols. Notre premier objectif sera de réaliser une étude transcriptomique
RNAseq sur la souche F. plautii pour laquelle nous avons séquencé le génome afin d’identifier les
génes (et les enzymes) impliqués dans la genése des métabolites microbiens de la série des
phényl-y-valérolactones et des acides phénylvalériques.

- Disposer de marqueurs moléculaires du métabolisme microbien des flavan-3-ols permettra de
continuer a explorer les métagénomes et les métatranscriptomes des individus afin de corréler
I'absence ou la présence de ces marqueurs au statut physiopathologique des individus. Ces
marqueurs seront peut-étre a terme des criteres essentiels pour définir si une nutrition
personnalisée ou I'apport de bactéries probiotiques est a préconiser chez certains individus.

- Enfin, poursuivre I'effort de culturomique (en envisageant le haut débit) est également nécessaire
pour identifier I'ensemble des microorganismes impliqués dans la dégradation des flavan-3-ols.
Par exemple, il serait intéressant de savoir si seule I'espece Flavonifractor plautii est capable de
générer les dérivés phényl-y-valérolactones et d’acides phénylvalériques, métabolites microbiens
spécifiques du métabolisme des flavan-3-ol. Identifier les microorganismes qui dégradent ces
dérivés pour former les dérivés d’acides phénylpropioniques nous semble tout aussi important. En
effet tous ces métabolites microbiens sont biodisponibles et semblent étre déterminants dans la
stratification des individus en métabotypes, méme si pour l'instant le lien entre métabotype et

santé est loin d’étre établi.
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Figure Al. Spectres de masse en mode négatif de la (+)-catéchine. En haut, détection des molécules
par spectrométrie de masse. En bas, spectre de masse aprés fragmentation de I'ion parental 288,7 m/z
((+)-catéchine).
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Figure A3. Spectres de masse en mode négatif du métabolite Bc. En haut, détection des molécules
par spectrométrie de masse. En bas, spectre de masse apres fragmentation de I'ion parental 274,51
m/z (métabolite Bc).
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Figure A4. Spectres d’absorbance des métabolites A et B. L’absorbance a été mesurée entre 200 et
400 nm et exprimée en mAU (unité arbitraire).
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m/z (métabolite Dc).
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Figure A7. Spectres de masse en mode négatif du métabolite Ec. En haut, détection des molécules
par spectrométrie de masse. En bas, spectre de masse apres fragmentation de I'ion parental 208,51
m/z (métabolite Ec).
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Figure A10. Comparaison des spectres de masse en mode négatif de PCB-2 et de son métabolite
PCB-2A. a. Fragmentation du dimeére de procyanidines de type B (PCB-2), avec un ion parental a 577
m/z. b. Fragmentation du métabolite PCB-2A, avec un ion parental a 579 m/z.
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Figure A11. Comparaison des spectres de masse en mode négatif de PCB-3 et de son métabolite
PCB-3A. a. Fragmentation du trimere de procyanidines de type B (PCB-3), avec un ion parental a 865
m/z. b. Fragmentation du métabolite PCB-2A, avec un ion parental a 867 m/z.
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Figure A12. Comparaison des spectres de masse en mode négatif de PCA-2 et de son métabolite
PCA-2A. a. Fragmentation du dimére de procyanidines de type A (PCA-2), avec un ion parental a 575

m/z. b. Fragmentation du métabolite PCA-2A, avec un ion parental a 577 m/z.
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Figure A13. Gel d’agarose aprés amplification par ERIC-PCR sur les 20 souches E. lenta isolées.
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Tableau Al. Tampon anaérobie utilisé pour I'isolement.

Tampon anaérobie

Hydrogénophosphate de potassium trihydraté : 0,59 mg/L
Potassium dihydrogénophosphate dihydraté : 0,57 mg/L
Sulfate d'ammonium: 0,9 mg/L
Chlorure de sodium : 0,9 mg/L
Sulfate de magnésium heptahydraté : 0,19m g/L
Chlorure de calcium dihydraté : 0,12 mg/L
Résazurine (0,1%):0,1%
pH:6,8
Porter a ébullition pendant 10 minutes
Refroidir sous CO,, maintenir la température a 60 °C

Bicarbonate de sodium : 4 g/L
L-Cystéine hydrochloride : 0,5 g/L

Tableau A2. Milieu de culture anaérobies pour isolement et souches pures.

Milieu complet a 20 % de jus de rumen (MCR20)

Jus de rumen centrifugé : 20 %
Hydrogénophosphate de potassium trihydraté : 0,59 mg/L
Potassium dihydrogénophosphate dihydraté : 0,57 mg/L
Sulfate d'ammonium: 0,9 mg/L
Chlorure de sodium : 0,9 mg/L
Sulfate de magnésium heptahydraté : 0,19 mg/L
Chlorure de calcium dihydraté : 0,12 mg/L
Hémine (0,5 %) : 0,5 %

Résazurine (0,1 %) : 0,1 %

L-arginine : 5 g/L
Glucose : 2 g/L
Cellulose : 2 g/L
Maltose : 2 g/L
pH:6,9
Porter a ébullition pendant 10 minutes
Refroidir sous CO,, maintenir la température a 60 °C
Solution vitamine K1 : 2 mg/L
Bicarbonate de sodium : 4 g/L
L-Cystéine hydrochloride : 0,5 g/L

Tableau A3. Milieu de culture aérobie pour Escherichia coli

Luria Bertani (LB)

Tryptone 10 g/L
Chlorure de sodium : 10 g/L
Extrait de levures : 5 g/L
pH du milieu prét a 'emploia 25 °C: 7,0
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Tableau A4. Génes de Eggerthella lenta DSM 2243 surexprimés en présence de (+)-catéchine. Ce
tableau contient uniquement les genes significativement (FRD < 0.001) induits ou réprimés en prenant comme
seuil LogFC>2 ou <2. Les genes en gras correspondent aux genes sélectionnés pour notre étude. ID : Identifiant ;
FC (Fold Change) : ratio du taux d’expression d’un gene exprimé en FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads) entre la condition traitée et la condition témoin.

ID_géne

ID_protéine

Log2FC

((+)-catéchine/

témoin)

Annotation

ELEN_RS00960
ELEN_RS02540
ELEN_RS02535
ELEN_RS02545
ELEN_RS03100
ELEN_RS09270
ELEN_RS09275
ELEN_RS06940
ELEN_RS09325
ELEN_RS09320
ELEN_RS09265
ELEN_RS09255
ELEN_RS09305
ELEN_RS09310
ELEN_RS09300
ELEN_RS09295
ELEN_RS15840
ELEN_RS02460
ELEN_RS02455
ELEN_RS02450
ELEN_RS02550
ELEN_RS02465
ELEN_RS09250
ELEN_RS14690
ELEN_RS09245
ELEN_RS02445
ELEN_RS15185
ELEN_RS09240
ELEN_RS16245
ELEN_RS09285
ELEN_RS09315
ELEN_RS09220
ELEN_RS09215
ELEN_RS12960
ELEN_RS05140
ELEN_RS02055
ELEN_RS12670
ELEN_RS11075
ELEN_RS12675
ELEN_RS11900

WP_015759863.1
WP_009608072.1
WP_009607964.1
WP_015760017.1
WP_009305152.1
WP_009304336.1
WP_009304335.1
WP_009304480.1
WP_009304323.1
WP_009304324.1
WP_009304337.1
WP_015760810.1
WP_009304327.1
WP_015760814.1
WP_009304328.1
WP_009304329.1
WP_081434177.1
WP_009306121.1
WP_009306120.1
WP_009306119.1
WP_009608113.1
WP_009306122.1
WP_009304340.1
WP_015761463.1
WP_009304341.1
WP_009608027.1
WP_015761510.1
WP_009304342.1
WP_143924751.1
WP_009304332.1
WP_009304325.1
WP_009304346.1
WP_009304347.1
WP_009609359.1
WP_015760361.1
WP_015759964.1
WP_015761233.1
WP_009607775.1
WP_015761234.1
WP_015761124.1

12.08
10.94
10.27
9.82
9.12
7.02
6.93
6.92
6.85
6.67
6.67
6.26
5.92
5.92
5.89
5.78
5.61
5.17
5.05
4.95
4.84
4.67
3.89
3.83
3.60
3.57
3.48
3.31
2.93
2.73
2.70
2.60
2.24
2.10
-2.13
-2.15
-2.43
-2.45
-2.90
-3.34

FAD-dependent oxidoreductase
4Fe-4S dicluster domain-containing protein
molybdopterin-dependent oxidoreductase

hypothetical protein
FAD-binding protein
flavodoxin family protein
enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
FAD-dependent oxidoreductase
NAD(P)-binding protein
acyl-CoA dehydrogenase
CoA transferase
MFS transporter
electron transfer flavoprotein subunit beta
acyl-CoA dehydrogenase
electron transfer flavoprotein subunit alpha
4Fe-4S dicluster domain-containing protein
hypothetical protein
molecular chaperone TorD family protein
4Fe-4S dicluster domain-containing protein
4Fe-4S binding protein
LysR family transcriptional regulator
hypothetical protein
LysR family transcriptional regulator
FAD-binding protein
hypothetical protein
AAA family ATPase
hypothetical protein
LysR family transcriptional regulator
hypothetical protein
MBL fold metallo-hydrolase
phage tail protein
electron transfer flavoprotein FixB
acyl-CoA dehydrogenase
cytochrome ¢3 family protein
alpha/beta hydrolase
helix-turn-helix transcriptional regulator
P-1l family nitrogen regulator
ABC transporter substrate-binding protein
ammonium transporter
hypothetical protein
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Tableau A5. Génes de Eggerthella lenta DSM 2243 surexprimés en présence de (-)-épicatéchine. Ce
tableau contient uniquement les genes significativement (FRD < 0.001) induits ou réprimés en prenant comme
seuil LogFC>2 ou <2. Les genes en gras correspondent aux genes sélectionnés pour notre étude. ID : Identifiant ;
FC (Fold Change) : ratio du taux d’expression d’un gene exprimé en FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads) entre la condition traitée et la condition témoin.

ID_géne

ID_protéine

Log2FC
((-)-épicatéchine/
témoin)

Annotation

ELEN_RS00960
ELEN_RS02575
ELEN_RS01395
ELEN_RS02580
ELEN_RS01400
ELEN_RS02585
ELEN_RS09270
ELEN_RS09275
ELEN_RS09265
ELEN_RS09320
ELEN_RS09325
ELEN_RS09255
ELEN_RS09300
ELEN_RS09295
ELEN_RS09305
ELEN_RS09310
ELEN_RS15840
ELEN_RS03100
ELEN_RS15845
ELEN_RS00905
ELEN_RS09250
ELEN_RS09245
ELEN_RS09240
ELEN_RS09290
ELEN_RS15185
ELEN_RS02460
ELEN_RS07150
ELEN_RS02450
ELEN_RS02455
ELEN_RS16245
ELEN_RS09315
ELEN_RS08970
ELEN_RS12960
ELEN_RS02465
ELEN_RS09220
ELEN_RS01030
ELEN_RS01995
ELEN_RS09215
ELEN_RS03445
ELEN_RS15300
ELEN_RS02055

WP_015759863.1
WP_009608048.1
WP_009305851.1
WP_009607966.1
WP_009305853.1
WP_041691699.1
WP_009304336.1
WP_009304335.1
WP_009304337.1
WP_009304324.1
WP_009304323.1
WP_015760810.1
WP_009304328.1
WP_009304329.1
WP_009304327.1
WP_015760814.1
WP_081434177.1
WP_009305152.1
WP_009305855.1
WP_015759859.1
WP_009304340.1
WP_009304341.1
WP_009304342.1
WP_015760813.1
WP_015761510.1
WP_009306121.1
WP_009609125.1
WP_009306119.1
WP_009306120.1
WP_143924751.1
WP_009304325.1
WP_009307188.1
WP_009609359.1
WP_009306122.1
WP_009304346.1
WP_015759876.1
WP_015759959.1
WP_009304347.1
WP_015760096.1
WP_009305406.1
WP_015759964.1

11.90
11.57
9.78
9.56
9.16
8.51
7.22
6.87
6.70
6.57
6.50
6.19
6.17
6.14
5.99
5.95
5.84
5.27
4.49
4.04
3.88
3.61
3.44
3.25
3.23
3.06
2.99
2.95
2.88
2.72
2.51
2.47
2.38
2.38
2.36
2.29
2.13
2.12
-2.07
-2.13
-2.20

FAD-dependent oxidoreductase
molybdopterin-dependent oxidoreductase
FAD-binding protein
4Fe-4S dicluster domain-containing protein
FAD-binding protein
hypothetical protein
flavodoxin family protein

enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
CoA transferase
acyl-CoA dehydrogenase
NAD(P)-binding protein
MFS transporter
electron transfer flavoprotein subunit alpha
4Fe-4S dicluster domain-containing protein
electron transfer flavoprotein subunit beta
acyl-CoA dehydrogenase
hypothetical protein
FAD-binding protein
hypothetical protein
FAD-dependent oxidoreductase
LysR family transcriptional regulator
hypothetical protein
LysR family transcriptional regulator
NUDIX hydrolase
hypothetical protein
molecular chaperone TorD family protein
translocase
4Fe-4S binding protein
4Fe-4S dicluster domain-containing protein
hypothetical protein
phage tail protein

D-alanyl-lipoteichoic acid biosynthesis protein DItD

cytochrome c3 family protein
hypothetical protein
electron transfer flavoprotein FixB
gamma carbonic anhydrase family protein
molybdopterin-dependent oxidoreductase
acyl-CoA dehydrogenase
FAD-dependent oxidoreductase
response regulator transcription factor
helix-turn-helix transcriptional regulator
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ELEN_RS02150
ELEN_RS12675
ELEN_RS12670
ELEN_RS12965

WP_015759974.1
WP_015761234.1
WP_015761233.1
WP_009306706.1

-2.83
-3.48
-3.50
-3.55

Tat proofreading chaperone DmsD
ammonium transporter
P-1l family nitrogen regulator
ammonia-forming cytochrome c nitrite reductase

Tableau A6. Génes de Eggerthella lenta DSM 2243 surexprimés en présence du PCB-2. Ce tableau
contient uniquement les génes significativement (FRD < 0.001) induits ou réprimés en prenant comme seuil
LogFC>2 ou <2. Les génes en gras correspondent aux geénes sélectionnés pour notre étude. ID : Identifiant ;
FC (Fold Change) : ratio du taux d’expression d’un géne exprimé en FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript
per Million mapped reads) entre la condition traitée et la condition témoin. PCB-2 : Dimere de procyanidines de

Type B
ID_géne ID_protéine (PCI:-;g/fgioin) Annotation

ELEN_RS01395 WP_009305851.1 9.99 FAD-binding protein
ELEN_RS01400 WP_009305853.1 9.51 hypothetical protein
ELEN_RS09270 WP_009304336.1 7.18 flavodoxin family protein
ELEN_RS09275 WP_009304335.1 6.93 enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
ELEN_RS09320 WP_009304324.1 6.68 acyl-CoA dehydrogenase
ELEN_RS09325 WP_009304323.1 6.66 NAD(P)-binding protein
ELEN_RS09265 WP_009304337.1 6.58 CoA transferase
ELEN_RS09305 WP_009304327.1 6.36 electron transfer flavoprotein subunit beta
ELEN_RS09300 WP_009304328.1 6.35 electron transfer flavoprotein subunit alpha
ELEN_RS09295 WP_009304329.1 6.32 4Fe-4S dicluster domain-containing protein
ELEN_RS09310 WP_015760814.1 6.24 acyl-CoA dehydrogenase
ELEN_RS09255 WP_015760810.1 6.22 MEFS transporter
ELEN_RS00960 WP_015759863.1 5.59 FAD-dependent oxidoreductase
ELEN_RS15845 WP_009305855.1 5.02 hypothetical protein
ELEN_RS06940 WP_009304480.1 4.77 FAD-dependent oxidoreductase
ELEN_RS09250 WP_009304340.1 4.03 LysR family transcriptional regulator
ELEN_RS00905 WP_015759859.1 3.88 FAD-dependent oxidoreductase
ELEN_RS09245 WP_009304341.1 3.73 hypothetical protein
ELEN_RS09240 WP_009304342.1 3.51 LysR family transcriptional regulator
ELEN_RS09290 WP_015760813.1 3.50 NUDIX hydrolase
ELEN_RS09285 WP_009304332.1 2.98 MBL fold metallo-hydrolase
ELEN_RS09315 WP_009304325.1 2.88 phage tail protein
ELEN_RS07150 WP_009609125.1 2.65 translocase
ELEN_RS09220 WP_009304346.1 2.65 electron transfer flavoprotein FixB
ELEN_RS09215 WP_009304347.1 2.27 acyl-CoA dehydrogenase
ELEN_RS01030 WP_015759876.1 2.13 gamma carbonic anhydrase family protein
ELEN_RS12670 -2.75 P-1l family nitrogen regulator
ELEN_RS12675 -2.83 ammonium transporter
ELEN_RS12965 -3.05 ammonia-forming cytochrome c nitrite reductase
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Tableau A7. Eggerthellaceae utilisées pour les analyses de génomes.

Espéces Souches Numéro d’accession (WGS)
Adlercreutzia caecicola NM48 B13 SSTMO01
DSM 22242 JACHYAO1
Adlercreutzia caecimuris NM80_B27 SSTJO1
1xD42-21 QZEAO1
Adlercreutzia equolifaciens KCTC 15235 QvolJol
ResAG-91 WPOOO01
IPLA 37004 VINEO1
DSM 19450 NC_022567.1 (RefSeq)
Adlercreutzia equolifaciens subsp. celatus JCM 14811 QVPVO01
AP38TSA PPUUO1
0B21 GAM 11 PPUTO1
Adlercreutzia mucosicola NM66_B29 WSRRO1
Adlercreutzia muris DSM 29508 WAIJSO1
D2-1X-25 QzDz01
Adlercreutzia sp. 8CFCBH1 NZ_AP022829.1 (RefSeq)
21473 JAAVTOO01
21176 JAAKECO1
2)242 JAAKEEO1
Z)305 JAAKEDO1
Asaccharobacter celatus DSM 18785 AP024470.1 (RefSeq)
Denitrobacterium detoxificans NPOH1 NZ_CP011402.1 (RefSeq)
Eggerthella lenta DSM 2243 PPUAO1
SV_Bg7063_mod2 CABHNGO1
MGYG-HGUT-02544 CABMOO01
C592 NZ_CP021140.1 (RefSeq)
A2 PPULO1
CC8/2 BHI2 PPUFO1
DSM 110913 PPUJO1
19C PPUPO1
22C PPUOO1
RC4/6F PPTWO1
14A PPURO1
32-6-1 6 NA PPUMO1
CC8/6 D5 4 PPUEO1
AB12 #2 PPUKO1
11C PPUSO1
16A PPUQO1
DSM 110914 PPUGO1
DSM 11863 PPUCO1
W1BHI 6 PPTUO1
MR1 #12 PPTX01
DSM 11767 PPUDO1
DSM 110915 PPUIO1
28B PPUNO1
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FAA1-1-60AUCSF PPTYO1

DSM 15644 PPUBO1
SECO-MT75m2 VEVPO1
Valencia PPTVO1
MRI-F 36 WPOJ01
ResAG-88 WPOMO1
MRI-F 37 WPOIO1
ResAG-145 WPOKO01
ResAG-121 WPOLO1
MRI-F 40 WPOHO01
TF05-26B-4 QSSLo1
D33t1_170424 F11 JADNJWO1
J1101437_171009_A1l JADNJKO1
1001302B_160321_A1 JADNIOO1
1001095H_ 141210 C9 JADNERO1
1001287H_170206_A6 JADNCPO1
1001713B170221_170320_D6 JADMYQO1
BSD2780120875_150330_C12 JADMOTO01
1001311H_170123 F12 JADNMIJO1
BSD2780120874_150323_H10 JADNKNO1
1001136B_160425 H2 JADNNTO1
D33t1_170424 B8 JADNOBO1
10010951J_161003_H5 JADMUVO01
Eggerthella sinensis DSM 16107 PPTTO1
Eggerthella sp. YY7918 NC_015738.1 (RefSeq)
HF-1101 NZ_CP063310.1 (RefSeq)
HF-4214 VTFYO1
Eggerthella timonensis Marseille-P3135 FXXA01
Gordonibacter massiliensis N22 JACMSEO1
Marseille-P2775 LT827128.1
Gordonibacter pamelaeae 3C PPTSO1
BIOML-A2 WKPNO1
7-10-1-bT NC_021021.1 (RefSeq)
Gordonibacter sp. Marseille-P4307 UWPDO1
28C PPTRO1
An230 NFJPO1
Gordonibacter urolithinfaciens JCM 16058 QiBvo1
DSM 27213 QiBwo1
BIOML-A1 WKZA01
An234A NFJNO1
ResAG-26 WPOFO01
ResAG-50 WPODO1
ResAG-5 WPOGO01
ResAG-43 WPOEO1
ResAG-59 WPOCO01
Paraeggerthella hongkongensis RC2/2 A PPTQO1
DSM 16106 Qicbo1l
Slackia equolifaciens DSM 24851 NZ_QIBX00000000.1(RefSeq)
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Slackia exigua NCTC12994 UGGMO01
ATCC 700122 ACUX02
Slackia faecicanis DSM 17537 NZ_QICB00000000.1(RefSeq)
Slackia heliotrinireducens DSM 20476 NC _013165.1 (RefSeq)
Slackia isoflavoniconvertens DSM 22006 JACHYQO1
0B21 GAM31 PPTOO1
Slackia piriformis MGYG-HGUT-01409 CABKRIO1
YIT 12062 ADMDO1
Slackia sp. UBG103 RKDHO1
Cm382 ALNOO1
Z2)119 JAAKENO1
ZJ350 JAAKEOO1
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