Microbiome oral dans les populations humaines ancienn
Apport des nouvelles techniques de sequencage ADN

Sl :
- &y - UNIVERSITE
g . . Faculté
e o adrurgle doraire TOULOUSE Il A M ’ ANTHROPOLOGIE MOLECULAIRE
Y9858 | Université de Strasbourg PAUL SABATIER i UMR 5288 du CNits IMAGERIE DE SYNTHESE



U lia

Bnders b'OﬁV*Fi
'F CHARME E REGIME
DISCRET M|CROB|OTE AICROBIOTE

MINCEUR

DOSAGE GARANTI

_INTESTIN

TOUT
SUR UN ORGANE

MAL AIME..

16 souches de microbi ot
32 milliards par comprimsé




Review > Front Oncol. 2021 Aug 19;11:720842. doi: 10.3389/fonc.2021.720842. eCollection 2021.

The Role of Gut Microbiota in Lung Cancer: From
Carcinogenesis to Immunotherapy

Xiangjun Liu 1, Ye Cheng 2, Dan Zang ', Min Zhang ', Xiuhua Li ', Dan Liu ', Bing Gao 2,
Huan Zhou 1, Jinzhe Sun ', Xu Han ', Meixi Lin ', Jun Chen '

> Gut Microbes. Jan-Dec 2021;13(1):1960135. doi: 10.1080/19490976.2021.1960135.

Gut microbiota associations with metabolic
syndrome and relevance of its study in pediatric
subjects

Ana K Carrizales-Sanchez !, Tomas Garcia-Cayuela T, Carmen Hernandez-Brenes 2,

Carolina Senés-Guerrero '

Affiliations + expand
PMID: 34491882 DOI: 10.1080/19490976.2021.1960135

> J Bvid Based Integr Med. Jan-Dec 2020;25:2515690X20957225. doi: 10.1177/2515690X20957225.

Dysfunction of the Microbiota-Gut-Brain Axis in
Neurodegenerative Disease: The Promise of
Therapeutic Modulation With Prebiotics, Medicinal
Herbs, Probiotics, and Synbiotics

Christine Tara Peterson '



Le microbiote oral
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L’ ADN ancien est degrade

Fragmente




L’ ADN ancien est degrade

Contamine




L’ ADN ancien est degrade

Présent en faible quantité
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Microbiote oral, ADN

» 2013, Adler et collegues
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Composition microbienne des échantillons de tarte ancien allant
du Mésolithique a nos jours, au niveau du phylum (Adler 2013)
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» 2014 et 2021, Warinner et collegues
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Objectifs

» ldentifier, dans une population du XVllle siecle, les sujets présentant des patholo
dentaires spécifiques.

» Caractériser la flore orale de ces sujets au niveau de sa composition taxonomique, es

» Déterminer, a partir d’une dent saine, la présence de bactéries pathogenes orales




Etude du microbiome oral de sujets issus d’une
population rurale de I’Ouest de la France (XVllle
siecle)

Site archéologique : Le Mans, couvent des
Jacobins
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Matériel

» Données archéologiques

Neuf charniers contenant les dépouilles de victimes
de la bataille du Mans (12 et le 13 décembre 1793)

154 sujets, représentant moins de 10% de la
population totale inhumeée.

3 a 53 corps par fosse

Cabot E, Chevet P. Volume 2, tome 1.
mémoire du




Matériel

Contexte historique : ’Armée catholique et royale
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Carte de la Vendée Militaire. (Cabot E, Chevet P. Volume 2, tome 1. La
bataille du Mans des 12-14 décembre 1793 : la mémoire du sol. Texte.
INRAP; 2015)

Gravure de Louis Monziés d’aprés un tableau de.




Matériel

Contexte historique : la Virée de Galerne

o Granville (1a/1/1793)
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Matériel

Détermination (morphologique et génétique) du sexe pour 93% de la population ayant
péri les 12 et 13 décembre 1793

Adult 87% Immature 13%
N Male Female uD’ Male Female uD’

62% masculins Grave 1 9 7 1 1 0 0 0
o Grave 2 V7 6 8 0 1 0 2
;.. Grave 3 13 9 4 0 0 0 0

(o)
31% feminins Grave 4 13 8 4 0 1 0 0
6% non identifiés G =R ’ A B 1 ;
Grave 7° 3 0 2 1 0 0 0
Grave 8 22 0 18 0 0 3 1
Grave 9 13 10 0 0 0 0 3
Grave 10 11 8 1 0 0 0 2

41% femmes et enfants

Total 154 87 44 3 8 4 8

4 Only one subject was determined out of three in grave 7, in consequence this
grave hasn’t been included in further analyses.
" UD: UnDetermined.




Matériel

» Sujets étudiés, échantillonnage des dents et des os

Cabot E, Chevet P. Volume 2, tome 1. La bataille du Mans des 12-14 décembre 1793 : la mémoire du sol. Texte. INRAP; 2015).



Matériel

1) Screening dentaire sur 137 sujets.

2) Sélection de 6 sujets avec des particularités pathologiques bucco-dentaires.

3) Prélevement d’une dent saine / sujet pour analyse ADN.

Sujet Fosse
213 2
306 3
308 3
309 3
403 4
406 4

Age
Adulte jeune (>30ans)

Adulte (>40ans)

Adulte jeune (>30ans)

Adulte jeune (20-30ans)

Adulte jeune (20-30ans)

Adulte jeune (>30ans)

Sexe
M

M

Dent

Canine supérieure
gauche

Molaire inférieure
droite

Molaire supérieure
gauche

Molaire inférieure
gauche

Molaire inférieure
droite

Molaire inférieure
gauche




Méethode

Diagnostic des lésions carieuses

International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems 10th Revision (ICD-10). OMS 2016.



Méethode

» Lésions Inflammatoires Péri-radiculaires d’Origine Endodontique (LIPOE) Ogden 2008

iR

‘ Granuloma Granuloma/Cyst ~ Chronic Abscess

D’apres Ogden (2008) D’apres Ogden (2008)

Ogden A. Advances in human palaeopathology. Pinhasi R, Mays S, editors. Chichester, England; Hoboken, NJ: John Wiley & Sons; 2008.



Méethode

Parodontopathies

Classification de Kerr (1988) basée sur la forme et la texture des septas interdentaires.

Catégorie

Etat parodontal

Non mesurable.

Sain.

Gingivite ou parodontite dans une
phase quiescente ou de cicatrisation.

Aspect clinique

Catégorie

3

Etat parodontal Aspect clinique

Zone de parodontite active associée a
une résorption osseuse.

Zone de parodontite controlée, stable
ou quiescente.

Site étant ou ayant été une zone de
perte osseuse parodontale rapide et
agressive.




Méethode

Principales etapes dans le sequencage New Generation Sequencing (NGS)

Préparation des échantillons Extraction de ’ADN
Construction et

indexation de librairie

Molécule ADN fragmentée et dégradée

Réparer
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Indexer k —  INdex 1
Enrichir k PCR

Sequencage NGS shotgun
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Méethode

Reads
Données brutes

!

Nettoyage
(trimming, collapse)
Controéle de qualité

Données secondaires

11 génomes de
référence de bactéries
dentaires pathogenes

Recherche de

contaminations \ ) M“a‘p“g':ng . Métagénomique
(génome humain nucléaire Piveli

et mitochondrial, génome
Analyse des - bactérien) (MetaPhlAn; MALT)

dommages de 'ADN

Analyse bio-informatique




Résultats

» Assignation taxonomique avec MetaPhlAn et MALT
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Représentation Heat Map de la composition taxonomique microbienne des librairies
issues des échantillons dentaires et osseux avec MetaPhlAn.

Microbiomes oraux spécifiques et
diversifiés.



Résultats

» Mapping avec 11 génomes de référence de bactéries pathogenes dentaires potent
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Représentation graphique illustrant la présence de 11 pathogéenes dentaires dans les échantillons testés et reflét
leur composition bactérienne.



Résultats

Exemple du sujet 306

Tartre
LIPOE radiovisible

Parodontopathie




Résultats

Exemple du sujet 306
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Résultats

Exemple du sujet 309

LIPOE avec fenestration et radiovisible

Caries




Résultats

Exemple du sujet 309
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Résultats

» Exemple du sujet 308

Os alvéolaire et dents saines

Pertes dentaires post-mortem




Résultats

» Exemple du sujet 308
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Discussion
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Conclusion

Combiner deux approches : odontologique (macroscopique et radiologique) et géno
Diagnostiquer des pathologies bucco-dentaires chez des sujets archéologiques.

Association d’une signature microbienne et pathologique spécifique.

E. Cabot©
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« Signature » moléculaire post-mortem

Misincorporation patterns
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5 position along DNA fragment 37
Distribution de la fréquence des substitutions sur des fragments d’ADN ancien

mitochondriaux, issus d’une librairie NGS, d’un sujet appartenant au groupe des premiers
humains modernes (Krause 2010).




Réponse aux questions

» Exemple du sujet 308 100+

-~
(5]
1

Pratiquement pas de bactéries pathogenes

bucco-dentaires retrouvées avec le mapping.

(24
o
1

|dentification taxonomique avec MetaPhLan et MALT

ne détecte pas de pathogenes dentaires.

Proportion of oral bacteria (%)
N

Compatible avec des dents saines et preuve de

’absence de contaminations croisées.




Perspectives

St Mary’s university©
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The infant microbiome development: mom matters. Mueller, N.T. Trends Mol Med. 2015

Dietary quality and the colonic mucosa-associated gut microbiome in humans. Liu,Y. et al. Am J Clin Nutr. 2019.



