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RESUME

Les maladies cardiométaboliques (maladies cardiovasculaires, diabétes) figurent parmi les
premicres causes de mortalité dans le monde et malheureusement leur prévalence continue de
progresser faisant alors de leur prévention un enjeu majeur pour la société. Des facteurs de risque
associés a ces maladies cardiométaboliques ont été identifiés et dernie¢rement, I’implication du
microbiote intestinal dans le développement de ces facteurs a ¢également été rapportée.
L’¢élaboration d’un outil nutritionnel avec des composés bioactifs comme les fibres alimentaires
peut étre un bon moyen pour prévenir le développement des maladies cardiométaboliques et ce
en impactant favorablement le profil cardiométabolique via la modulation du microbiote
intestinal. Toutefois, bien que les effets bénéfiques des fibres alimentaires sur le profil
cardiométabolique soient aujourd’hui bien reconnus, nous ignorons encore tous les mécanismes
sous-jacents a ces effets et notamment ceux qui passeraient par la modulation de la composition
et des fonctions du microbiote. Le but de mes travaux de thése était donc d’améliorer la
compréhension de [D’interaction entre les fibres alimentaires, le microbiote et le profil
cardiométabolique.

Ces travaux se sont basés sur 3 études cliniques d’intervention nutritionnelle avec des fibres
alimentaires dont deux visaient a améliorer le profil cardiométabolique via la modulation du
microbiote intestinal et la troisiéme avait pour but de suivre le devenir métabolique d’une fibre
marquée au *C par le dosage des métabolites de sa fermentation.

Nous avons montré que 1’étude et la caractérisation de I’impact des fibres alimentaires sur le
profil cardiométabolique et le microbiote intestinal peuvent étre améliorées par des choix
méthodologiques et des biomarqueurs adaptés. Le phénotypage complet (métabolique,
métagénomique, métabolomique) réalisé dans le cadre de ces études a par ailleurs permis une
¢tude plus fine de I’interaction entre le profil cardiométabolique et le microbiote intestinal. De
maniére intéressante, nous avons également identifié que le profil de fermentation des fibres, via
I’excrétion des gaz expirés, pouvait étre un biomarqueur pertinent pour distinguer des profils de
réponses spécifiques aux interventions avec les fibres alimentaires. Des interventions
nutritionnelles avec des fibres alimentaires, personnalisées en fonction des réponses aux
interventions, notamment en fonction du profil de fermentation, pourraient donc permettre

d’améliorer la prévention des maladies cardiométaboliques.



ABSTRACT

Cardiometabolic diseases (cardiovascular diseases, diabetes) are among the leading causes of
death in the world and unfortunately their prevalence continues to increase, making their
prevention a major issue for society. Risk factors associated with these cardiometabolic diseases
have been identified and recently, the involvement of the gut microbiota in the development of
these factors has also been reported.

The development of nutritional tools with bioactive compounds such as dietary fiber may be a
good way to prevent the development of cardiometabolic diseases by favorably impacting the
cardiometabolic profile via modulation of the gut microbiota. However, although the beneficial
effects of dietary fiber on the cardiometabolic profile are now well recognized, all the
mechanisms underlying these effects are still not all clarified, particularly those that would
involve modulation of the composition and functions of the gut microbiota. The aim of my thesis
work was therefore to improve the understanding of the interaction between dietary fiber, gut
microbiota and cardiometabolic profile.

This work was based on 3 clinical studies of nutritional interventions with dietary fiber, two of
which aimed to improve the cardiometabolic profile via modulation of the gut microbiota and
the third one aiming at following the metabolic fate of a '*C-labelled fiber once ingested in
healthy subjects by assessing fermentation metabolites.

We have shown that the study and characterization of the impact of dietary fiber on the
cardiometabolic profile and the gut microbiota can be improved by methodological and
biomarkers’ adapted choices. The comprehensive phenotyping (metabolic, metagenomic,
metabolomic) performed in the context of these studies also allowed for a more detailed
assessment of the interaction between the cardiometabolic profile and the gut microbiota.
Interestingly, we also identified that the fermentation profile, assessed by gas excretion could be
a relevant biomarker to distinguish specific response profiles to dietary fiber interventions.
Nutritional interventions with dietary fiber, personalized according to the response to
intervention including the fermentation profile, could therefore improve the prevention of

cardiometabolic diseases.
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PREAMBULE

Cette thése s'inscrit dans des enjeux sociétaux de santé publique de la prévention des maladies
cardiométaboliques et s’intéresse particulierement aux fibres alimentaires. Si aujourd’hui il est
en effet admis que les fibres alimentaires ont des impacts favorables sur la santé, les mécanismes
sous-jacents a ces derniers ne sont pas encore tous connus. Pour essayer d’améliorer la
compréhension des effets des fibres alimentaires, il serait intéressant d’étudier finement leur
interaction avec le profil cardiométabolique et le microbiote intestinal par lequel les effets
pourraient passer.

A cet effet, ce manuscrit de thése commencera donc par une introduction avec une premicre
partie sur le profil de risque cardiométabolique, sa prévalence, ses composants, ses déterminants
et les moyens de prévention. La deuxiéme partie de I’introduction sera consacrée au microbiote
intestinal avec un rappel de sa définition, de sa composition, de ses fonctions et son lien avec le
profil cardiométabolique. Les fibres alimentaires feront 1’objet de la troisiéme partie de
I’introduction avec un rappel de leur définition, leur classification et leurs effets métaboliques
ainsi qu’une partie détaillant leur métabolisme par le microbiote intestinal depuis leur
dégradation jusqu’ a la production de différents métabolites et le role de ces derniers.

Les objectifs de mes travaux de thése seront ensuite exposés, suivis d’une partie sur les choix
méthodologiques et leurs justifications.

Viendra ensuite une partie résultats ou pour chacune des études réalisées dans le cadre de cette
these, le rationnel et le design seront présentés. S’en suivront mon implication dans celles-ci pour
finir avec un résumé des principaux résultats et les articles originaux correspondants.

Enfin, la discussion viendra clore ce manuscrit avec un rappel des principaux résultats et la mise

en perspectives des travaux réalisés.
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1 INTRODUCTION

1.1  Le profil de risque cardiométabolique

1.1.1 Définition et quelques chiffres

Selon les chiffres de ’OMS en 2019 (1), il est tout d’abord important de rappeler que les
maladies cardiométaboliques (CM) (maladies cardiovasculaires (MCV) et diabétes) sont une des
principales causes de mortalité a I’échelle mondiale (Figure 1).

2000 2019

1. Cardiopathies ischémiques
2. AVC
3. Bronchopneumopathie chronique obstructive

4. Infections des voies respiratoires basses
e

5. Affections néonatales

® O

6. Cancer de la trachée, cancer bronchique et cancer du poumon

7. Alzheimer et autres démences
8. Maladies diarrhéiques
9. Diabéte sucré

10. Maladies rénales

0 2 4 6 8 10
Millions de décés

® Maladies non transmissibles @ Maladies transmissibles @ Traumatismes

Figure 1 Les principales causes de mortalité¢ dans le monde. D’apres (1).

Le syndrome métabolique (SM) est caractéris¢é par la présence d’un ensemble
d’anomalies métaboliques liées a la résistance a I’insuline elle-méme associée au surpoids et a
I’obésité (2). Concernant pres de 25 % de la population adulte mondiale (3) avec une prévalence
entre 14,6% et 21,1% sans différence entre hommes et femmes en France (4), le SM est pourtant
connu pour augmenter la probabilité de développer des maladies CM. Un sujet présentant un SM
a en effet cinq fois plus de risque de développer du diabete de type 2 et deux fois plus de risque
de développer ou de mourir de MCV par rapport a un sujet ne présentant pas de SM peu importe
la définition retenue de ce dernier (6,7). Différentes institutions telles que 1’Organisation
Mondiale de la Sant¢ (OMS), I’European Group for study of Insulin Resistance (EGIR), le
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III (NCEP ATP III) ou encore
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la Fédération Internationale du Diabéte (FID), ont proposé plusieurs définitions du SM, basées
sur la présence de facteurs de risque et utilisant différentes valeurs seuils (5). Depuis, une
harmonisation de la définition du SM a été proposée comme la présence conjointe d’au moins 3

des 5 criteres présentés dans le Tableau 1 (6).

Mesures Valeurs seuils

Tour de taille élevé selon la population et chaque pays*

Taux de triglycérides élévé
(un traitement médicamenteux pour des triglycérides

élevés est un indicateur alternatif) 150 mg/dL (1,7 mmol/L)

Taux de C-HDL réduit Homme : 40 mg/dL (1,0 mmol/L)
(un tra.iteltzent médicamel.cteux pour un C-HDL réduit e = 50 sl (1.3 el
est un indicateur alternatif)
Tension artérielle élevée Systolique 130 mm Hg
(un traitement antihypertenseur chez un patient ayant
des antécédents d'hypertension est un indicateur

alternatif) diastolique 85 mm Hg

et/ou

Glycémie a jeun élevée
(un traitement médicamenteux pour une glycémie

élevée est un indicateur alternatif) e O

Tableau 1 Criteres du diagnostic clinique du syndrome métabolique. D’aprés (6).

C-HDL : cholestérol avec des lipoprotéines de haute densité.
*Voir Tableau 2

Néanmoins, le débat se poursuit pour savoir si un nombre défini de facteurs de risque
confére un risque plus élevé de développer des maladies CM que les composants individuels. De
plus, le SM lui-méme étant défini comme 3 critéres sur 5, d’un sujet présentant un SM a un autre,
le profil de risque est hétérogene et le niveau de risque de développer des maladies CM peut étre
différent.

Plus récemment le concept de risque CM s’est donc développé. 11 désigne la présence de
facteurs qui augmentent la probabilité de développer des maladies CM, en englobant les facteurs
de risque traditionnels (4ge, sexe, tabagisme, hypertension, cholestérol a lipoprotéine de faible
densité (C-LDL), cholestérol a lipoprotéine de haute densité (C-HDL), diabéte...) (2,7) ainsi que
la contribution supplémentaire potentielle de 1'obésité abdominale/résistance a l'insuline et des

complications associées telle que I’inflammation de bas grade ou le risque athérogene (2).
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Dans le cadre de ma thése j’aborderai en détails 3 facteurs de risque a savoir : 1’obésité et

particuliérement 1’obésité abdominale.

1.1.1.1 Obésité abdominale

L’obésité abdominale, aussi appelée obésité centrale, est une forme d’obésité dans
laquelle une accumulation excessive de masse grasse est retrouvée au niveau de 1’abdomen.
Comme décrit dans la Figure 2, nous y distinguons :

- le tissu adipeux sous-cutané et

- le tissu adipeux viscéral

tissu adipeux tissu adipeux
viscéral sous-cutané

muscles abdominaux

. tissu adipeux sous-cutané :

tissu adipeux viscéral

Figure 2 Localisation des masses grasses abdominales D’apres (8).
L’image de droite est un diagramme du tissu adipeux viscéral et sous-cutané analysés par
tomographie axiale.

Le tissu adipeux viscéral qui se situe a I’intérieur du péritoine et entre les visceres est
plus plus particulierement associé¢ aux facteurs de risque CM et a une mortalité accrue liée aux
maladies CM, et ce indépendamment du statut pondéral (9—11). Tres sensibles a la lipolyse, les
adipocytes viscéraux liberent en effet des acides gras libres (AGL) dans la circulation pouvant
contribuer a la résistance a I’insuline (12). Cette derniere sera abordée dans le paragraphe
1.1.1.2.

Il existe différentes méthodes pour évaluer 1’obésité abdominale, le gold standard étant
les techniques d’imagerie : tomodensitométrie axiale ou scanner, imagerie par résonance
magnétique (IRM), absorptiométrie double énergie a rayons (DEXA) (13—15). Bien que ces
techniques soient d’une grande précision, elles peuvent étre irradiantes, couteuses et donc moins

accessibles.
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Parmi les méthodes plus simples et économiques figure la mesure du tour taille. Des
¢tudes ont en effet montré que le tour de taille est associé au tissu adipeux viscéral et au risque
CM, et ce indépendamment de 1’indice de masse corporelle (IMC) (16,17). En pratique, la mesure
du tour de taille se fait a mi-chemin entre la derniere cote palpable et la créte iliaque et en fin
d'expiration. Les facteurs tels que le sexe ou I’origine ethnique pouvant induire des variations de
la quantit¢ de graisse intra-abdominale pour un tour de taille donné, différents seuils existent

selon ces facteurs (Tableau 2) (6).

Population Organisation (Référence) Homme Femme
'Europide ~ FDI  >94cm  >80cm
Caucasien OMS >94 cm >80 cm
Etats-Unis AHA/NHLBI (ATP III) >102cm  >88cm
Canada Health Canada >102cm  >88 cm
Européens European Cardiovascular >102cm  >88 cm
Societes
Asiatique (dont japonais) FDI >90 cm >80 cm
Asiatique OMS >90 cm >80 cm
Japonais Japanese Obesity Society > 85 cm >80 cm
Chine Cooperative Task Force > 85 cm >80 cm
Moyen-Orient, Méditerranée FDI >94 cm >80 cm
Sub-saharien Africain FDI >94 cm >80 cm
Ethnique Amérique centrale et du Sud FDI >90 cm >80 cm

Tableau 2 Seuils de tour de taille actuellement recommandés pour évaluer I'obésité abdominale
selon les organisations. D’apres (6).

FDI : Fédération Internationale du Diabete ; OMS : Organisation Mondiale de la Santé ;
AHA/NHBLI (ATP III) : American Heart Association/National Heart, Lung, and Blood Institute
(Adult Treatment Panel III).

1.1.1.2 Reésistance a [’insuline

L’insuline est une hormone pancréatique dont la fonction principale est de réguler le taux
de glucose dans le sang, en favorisant notamment la captation de celui-ci par les tissus cibles a
des fins énergétiques ou de stockage (Figure 3) (18). La résistance a I’insuline est ainsi définie

comme une diminution de ’efficacité et de la capacité de ’insuline a exercer ses actions
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biologiques sur ses tissus cibles. Au niveau du foie, la résistance a I’insuline se traduit
particuliérement par une production accrue de glucose via une inhibition altérée de la
glycogénolyse et une stimulation de la gluconéogenése. Au niveau du muscle, une faible capacité
a utiliser le glucose impacte le transport du glucose et la synthése de glycogéne. Au niveau du
tissu adipeux, la résistance a ’insuline se manifeste par une augmentation de la lipolyse due a la
diminution de l'activité antilipolytique de 1l'insuline. Ces différents dysfonctionnements ont pour
conséquence de maintenir le glucose dans la circulation sanguine élevant alors la glycémie (19)
et conduit a des phénomenes de glucotoxicité et lipotoxicité qui sont responsables des altérations
métaboliques observées lors de maladie CM comme le diabéte de type 2 (20,21).

Le gold standard pour mesurer la résistance a I’insuline sont les clamps euglycémiques
(22). La mesure peut aussi se faire a partir de différents tests dont des tests plutét dynamiques
comme les tests de tolérance au glucose et a I’insuline mais aussi des tests simples tels que la
mesure de la glycémie et de I’insulinémie a jeun a partir desquels sont calculés des indices comme
le Homeostasis Model Accessment of Insuline Resistance (HOMA IR) (glycémie [mM] x
insulinémie [mUI/ml] /22,5). L'indice HOMA-IR est largement utilisé car il est fortement corrélé
avec les clamps euglycémiques (23). De précédentes études réalisées dans différentes
populations et visant a déterminer le seuil ' HOMA-IR ont montré des résultats variables faisant
que jusqu’a présent, il n’y a pas de seuil clairement établi pour définir une résistance a I’insuline
(24). Néanmoins, chez les personnes non diabétiques, les seuils pour le diagnostic de la résistance
a ’insuline se situent entre 1,85 chez les hommes et 2,07 chez les femmes agées de 50 ans. Chez
les femmes non diabétiques, le seuil doit étre estimé pour chaque groupe d'age en raison de I'effet

non linéaire de I'age sur la précision de 1'indice HOMA-IR (24).
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Figure 3 Principales fonctions de I’insuline. D’aprés (18).

1.1.1.3 Dyslipidémie

Un individu est considéré comme présentant une dyslipidémie lorsqu’il présente des
valeurs de cholestérol total, C-LDL, de C-HDL ou de triglycérides (TG) qui sont en deca ou au-
dessus des valeurs considérées comme normales (Tableau 3) (25,26).

En effet, bien que les triglycérides soient des lipides nous étant essentiels en tant que
source d’énergie, un taux ¢levé de ces derniers entraine une augmentation de l'activité¢ de la
protéine de transfert d'ester de cholestérol, ayant pour conséquence une augmentation de la
production de C-LDL, particules petites, denses et trés athérogénes qui vont pouvoir s’infiltrer
dans la paroi des artéres, s'y oxyder et conduire a la formation de la plaque d'athérome (12). A
I’opposé, le C-HDL transporte le cholestérol des tissus vers le foie pour étre ¢liminé dans la bile
(27) (Figure 4).

Pour évaluer le risque athérogéne, d’autres marqueurs lipidiques comme l'apolipoprotéine B

peuvent aussi étre étudié (28).
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Valeurs de référence

CT 3,5—-7mM
C-LDL 1,9-4,1 mM
C-HDL > 1,04 mM chez les hommes

> 1,30 mM chez les femmes

TG 0,4-1,7mM

Tableau 3 Valeurs de référence pour évaluer le profil lipidique. D’apres (25,26).

CT : cholestérol total; C-HDL : cholestérol a lipoprotéine de haute densité ; C-LDL :
cholestérol a lipoprotéine de faible densité ; TG : triglycérides.

arteres

© Esterde cholestérol
]
o Triglycéride

@ Phospholipide

Figure 4 Transport du cholestérol. D’aprés (27).
CETP : protéine de transfert de [’ester de cholestérol ; HDL : lipoprotéine a haute densité ;
LDL : lipoprotéine a faible densité ; VLDL : lipoprotéine a tres faible densité.

1.1.2  Prévention du risque cardiométabolique

Aujourd’hui, la présence du syndrome métabolique requiert souvent une thérapie
médicamenteuse ciblant un ou plusieurs facteurs de risque spécifiques (29). Les médicaments les
plus couramment utilisés sont les agents antihypertenseurs pour le controle de la pression
artérielle ; les statines, les fibrates et la niacine pour les dyslipidémies ; les patients diabétiques
doivent maintenir le contréle glycémique pour atteindre un taux d'hémoglobine A1C inférieur a
7,0 %, mais il n'y a pas encore suffisamment de preuves pour recommander l'initiation de la
metformine ou des thiazolidinediones chez les patients présentant une résistance a 1'insuline pour

prévenir le développement d'une maladie CM.
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Cela étant dit, comme les habitudes alimentaires inadaptées (faible apport en fibres
alimentaires, alimentation riche en graisses saturées et en glucides a index glycémique
¢levé) et/ou une faible activité physique et la sédentarité sont associées aux facteurs de risque
des maladies CM (30,31), les mesures hygiéno-diététiques sont a la premiere ligne pour agir sur
les différents facteurs de risque cardiométabolique.

La pratique réguliere d'un exercice physique a intensité modérée a été associ¢ a des
réductions du tour de taille, du poids et de la graisse viscérale, améliore la sensibilité a I’insuline
et augmente le C-HDL (28). Pour ce qui est des mesures diététiques, la restriction calorique est
intéressante dans la mesure ou indépendemment des régimes alimentaires, elle induit une
amélioration du profil cardiométabolique en diminuant notamment I’adiposité et en améliorant
le profil lipidique et d’insulino-sensibilité (32,33). Pour ce qui est des régimes alimentaires en
particulier, le régime méditérranéen est un des plus efficaces. Toutes les études épidémiologiques
s’accordent en effet a dire qu’il induit des impacts favorables sur le profil cardiométabolique
(amélioration de la sensibibilité a 1’insuline, du profil lipidique, de I’inflammation ...) avec
notamment une diminution de prés de 30% de I’incidence d’événements cardiovasculaires (34—
36). Ce régime se caractérise par un faible apport calorique, une consommation importante de
produits végétaux, une moindre consommation de produits animaux, et 1’utilisation de 1’huile
d’olive comme source essentielle de mati¢res grasses.

Dans le cadre de ma theése, je me suis intéressée a un composant particulier de

I’alimentation : les fibres alimentaires qui ont été rapportées comme ayant un impact favorable
sur le profil CM. Ceci sera détaillé dans le paragraphe 1.3.
Par ailleurs, il apparait également que le microbiote intestinal et plus précisément la dysbiose du
microbiote intestinal, définie comme une altération qualitative ou fonctionnelle de ce dernier,
soit également impliquée dans le développement des facteurs de risque et des maladies CM (37—
39). Par conséquent, la modulation du microbiote intestinal semble étre une cible prometteuse
pour impacter favorablement le profil CM.

Le chapitre suivant va notamment aborder plus en détail ce microbiote intestinal.
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1.2 Le microbiote intestinal
1.2.1 Définition

Nous hébergeons dans et sur notre corps un grand nombre de microorganismes (des
bactéries, archées, eucaryotes et virus non pathogénes) constituant ce que nous
appelons microbiote.

Il existe différents microbiotes selon leur localisation mais dans le cadre de ma these, je
me suis principalement intéressée au microbiote intestinal (Figure 5). Avec 10 000 milliards de
microorganismes représentant un poids de 200g environ pour un individu de 70 kg et contenant
3 millions de genes soit 150 a 200 fois plus que le génome humain, I’intestin abrite le plus grand
nombre de microorganismes participant a diverses fonctions qui seront détaillées dans le
paragraphe 1.2.3 (40). Il faut néamoins savoir que la science du microbiome et ses concepts
évoluent. Si pendant des décennies il était par exemple admis que ’homme hébergait 10 fois plus
de cellules bactériennes que des cellules humaines, Sender ef a/ ont montré que le ratio serait
proche de 1 (41). La mise a jour de ce ratio ne modifie pas pour autant I’importance biologique

du microbiote.

Le microbiote intestinal Il colonise les parois de ...et se concentre
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microbiote du corps.

colon ——La 55

\ Acidita et oxygéne se
du vagin \\__ﬂ// el £)

efient progressivement

J‘? Estomac
Microbiote du ( =4 ¢
ﬂﬁz}bwchef \. + 110 @ 1000 bactériesim|*
pharynx ;. If
Lﬂiclrubiute ) = o}——
e la peau - “ iy 3 .
- % o L T
Microbiote — Foie k’f} Milieu oxygéné et acide
des poumons 1 2
y Estomac—t———o - -
- 5% Intestin gréle
5 . Pancréas——r=el, - g —
Microbiote du [ PN ) | i 10000210 millians
e - = L~ | ‘de bactaerias/ml
y digestif Intestin : = o e
{ gréle 1 4 k= i |
Microbiote § =1 |

Colon
| r—

110 milliards a 10 000
imilliards de bacteries/ml"

Milieu sans oxygéne
ni acidite

=

* micro-organismes vivants/nl icfufly

PlxSclence pour inserm

Figure S Le microbiote intestinal. D’apres (42)
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1.2.2  Composition

Bien que quelques études aient montré la présence de microorganismes dans les tissus de
I’utérus et notamment le placenta (43,44), le microbiote intestinal s’établierait dés la naissance
pour se complexifier de maniére progressive au cours du temps. S’il a toujours été pensé que le
microbiote évoluait jusqu’a atteindre une composition relativement stable entre 2 et 3 ans, des
¢tudes récentes ont suggéré qu’au-dela de 3 ans, le microbiote continue d’évoluer (45). La
composition du microbiote intestinal est unique a chaque individu méme si une part est commune

a la majorité d’entre nous pour assurer des fonctions essentielles (46).

Taxonomiquement, les bactéries sont classées selon les phyla, les classes, les ordres, les
familles, les genres et les especes. 1l est a noter que la nomenclature des bactéries a récemment
¢été mis a jour (47), mais pour des raisons de clarté les anciens noms traditionnels seront utilisés
dans le reste du manuscrit. Ainsi, les principaux phyla du microbiote intestinal sont les
Actinobacteria, les Proteobacteria, les Fusobacteria, les Verrucomicrobia, les Firmicutes et les
Bacteroidetes, les deux derniers y étant présents a 90 %. Le phylum Firmicutes est composé de
plus de 200 genres différents tels que Lactobacillus, Bacillus, Clostridium (95% des phyla
Firmicutes), Enterococcus et Ruminococcus. Bacteroidetes se compose de genres prédominants
tels que Bacteroides et Prevotella. Un entérotype peut €tre attribué a des écosystémes caractérisés
par une distribution marquée de certains genres prédominants. Trois entérotypes ont aujourd’hui

été définis: Bacteroides, Prevotella et Ruminococcus (48).

Il existe différents indices qui permettent de résumer l'information des écosystémes afin
de les décrire et de les comparer (49):

e Jla diversité alpha qui sert a résumer en une valeur les informations sur I'état de
1'écosysteéme.
La richesse en geéne ou le nombre d’espéces présentes est un indice d’alpha diversité.
Néanmoins, la diversité ne dépend pas seulement de la richesse mais aussi de 1'abondance
relative des différentes especes composant une communauté : I’eveness. Dans la Figure
6 par exemple, les communautés 1 (A) et 2 (B) ont la méme richesse en espéces, soit cing
especes chacune. Cependant, les organismes de la communauté 1 (A) sont distribués plus
uniformément que ceux de la communaut¢ 2 (B). Avec les mémes -efforts

d'échantillonnage, A est plus diversifiée que B d'apres la courbe de raréfaction (C).

23



A A A A A A 8 v
A A A A A A (:
A A A A A A % E
A A A 5 :
A A A A A 5
Communauté 1 Communauté 2 Nombre de séquences

Figure 6 Richesse en espéces, eveness et courbe de raréfaction. D’apres_(50).
Les triangles représentent des especes bactériennes, et les différentes espéces sont présentées
dans des couleurs différentes.

Les indices d’alpha-diversité les plus utilisés sont : la richesse ou le nombre d'espéces
présentes ; l'indice de Simpson qui est une mesure de la concentration d'individus de la
méme espece ; et I’l'indice de Shannon qui est une mesure de la distribution (régularité)

de toutes les especes.

o ladiversité béta qui sert a résumer la comparaison de 2 écosytémes en une valeur. Il existe
différents indices de beta-diversité dont les plus utilisés sont la distance de Bray-Curtis,
qui tient compte des différences d'abondance des taxons entre deux communautés ;
l'indice de Jaccard, qui est similaire a la distance de Bray-Curtis mais ne tenant pas
compte des abondances relatives ; et la distance UniFrac, qui est une mesure des

différences de parenté entre deux communautés.

Concernant 1’analyse de la composition du microbiote intestinal, il existe différentes

approches dont les deux principales utilisées sont :

e le ciblage du gene bactérien de I'ARN ribosomique 16S (ARNr 16S)
Retrouvé chez toutes les bactéries et archées, ce géne présente néanmoins des régions tres

variables permettant 1’identification des différentes espéces.
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Il y a 2 grandes limites a cette approche :
- il faut amplifier 'ARNr 16S, ce qui introduit des biais de séquengage
- I'ARNr 168, n'est pas suffisamment résolutif pour différencier des especes (ex :

les bifidobactéries) ou des souches...

e la métagénomique shotgun

Cette méthode consiste a séquencer tous les ADN du microbiote. Elle n'introduit pas de
biais d'amplification et permet d'étre plus résolutive (jusqu'a la souche ou au-dela). Cette
méthode est ainsi considérée comme plus fiable et plus compléte et permet en plus de

réaliser des analyses fonctionnelles.

1.2.3 Fonctions

Le microbiote intestinal exerce différentes fonctions dont la principale est de dégrader les
résidus de notre alimentation non digestibles. Dans le cadre de ma thése, je me suis
principalement intéressée aux fibres alimentaires. Le métabolisme de ces derni¢res par le
microbiote intestinal sera traité en détail dans le paragraphe 1.3.1.4 du chapitre dédié aux fibres

alimentaires.

1.2.3.1 Le métabolisme des acides biliaires et des acides gras polyinsaturés

1.2.3.1.1 Les acides biliaires
Les acides biliaires sont des molécules importantes dans la régulation du métabolisme de
'hote et particulierement dans celui des lipides.

Synthétis¢ dans le foie a partir du cholestérol, les acides biliaires dits alors primaires
(I’acide cholique (CA) et ’acide chénodésoxycholique (CDCA)) sont ensuite conjugués a la
glycine ou a la taurine pour former les sels biliaires. Apres un repas, les sels biliaires sont libérés
dans le canal cystique, circule jusqu'au canal cholédoque puis se déverse dans l'intestin gréle, ou
ils vont pouvoir aller former des micelles comprenant des molécules de cholestérol et de
phospholipides. Et puisque 90 a 95% des acides biliaires sont réabsorbés par l'intestin et renvoyés
au foie (le cycle entéro-hépatique), ils vont donc permettre d’une part 1’absorption du cholestérol,

et d’autre part la dégradation et I’excrétion de celui-ci. Par ailleurs, la dégradation du cholestérol
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en coprostanol par certaines bactéries du microbiote intestinal réduit sa réabsorption et semble
affecter la cholesterolémie de I'hote (51).

Au cours de ce cycle entéro-hépatique, il faut également savoir que 5 a 10% des acides
biliaires primaires peuvent étre métabolisés par certaines bactéries du microbiote intestinal. Il
s’agit notamment de la déconjugaison des acides biliaires primaires et de la glycine ou la taurine
par des bactéries a activité hydrolase des sels biliaires, formant ainsi les acides biliaires
secondaires tels que le désoxycholate (DCA) et le lithocholate (LCA) (52). Ces acides biliaires
secondaires sont des agonistes des récepteurs 5 couplé a la protéine Takeda G (TGRS) qui une
fois activés peuvent stimuler la sécrétion de GLP-1 par les cellules L, augmenter la dépense
énergétique en augmentant la thermogenése dans le tissu adipeux brun ou encore réduire 1’obésité
induite par I’alimentation (53). Les acides biliaires secondaires peuvent également se lier a des
récepteurs farnésoide X (FXR) dont la signalisation affecte de nombreux genes cibles, y compris
ceux impliqués dans la synthése et le transport des acides biliaires, le métabolisme des lipides et

des glucides et la régulation de I'immunité innée intestinale (54).

1.2.3.1.2  Les acides gras polyinsaturés (AGPI)

De précédentes études ont montré que le profil des métabolites des AGPI conjugués et
trans issus de la transformation bactérienne des acides gras insaturés est li¢ a la composition du
microbiote intestinal, puisque seules des bactéries spécifiques (Roseburia spp. et Lactobacilles),
dont 1’abondance peut étre augmentée par les fibres alimentaires, possédent les enzymes
nécessaires au métabolisme des AGPI (55).

Parmi les bactéries connues pour étre modulées par les fibres prébiotiques, certains genres
et/ou especes sont capables de produire des AGPI conjugués ayant des effets potentiels sur la
santé. Des corrélations existent entre certains métabolites bactériens dérivés des AGPI et les
lipides sanguins. De plus, parmi les métabolites bactériens mis en évidence suite aux ¢tudes de
corrélation, certains d'entre eux ont été associés a des effets bénéfiques pour la santé, tels que des

effets potentiels hypolipidémiants et anti-athérogenes (55,56).

1.2.3.2 Autres fonctions

Le microbiote est également impliqué dans le maintien de la fonction de barricre. Il s’agit
d’un réle important puisqu’il a été démontré qu’une perméabilité de cette barriére intestinale est

associée au développement d’une inflammation de bas grade chez 1I’héte, elle-méme associée a
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des troubles CM dont particuliérement la résistance a I’insuline (57-61). Des études ont en effet
montré que la reconnaissance de la flore commensale par les récepteurs toll-like (TLR)
notamment TLR2 améliore l'intégrité de 1'épithélium intestinal grace a la translocation de la
protéine de jonction serrée zonula occludens-1 (ZO-1) (62). L’homéostasie intestinale est
¢galement maintenue grace aux cellules sécrétrices de Paneth localisées a la base des cryptes de
l'intestin gréle qui peuvent déclencher l'expression de multiples facteurs antimicrobiens,
contrdlant ainsi la pénétration de la barriére intestinale par les bactéries commensales et
pathogenes (63).

En outre, le microbiote intestinal facilite aussi I’absorption des minéraux (Mg, Ca, Fe) et
participe a la synthése de vitamines essentielles (Vit K, folate B9) et des acides aminés (64,65).
Pouvant également étre a 1’origine de la production de neurotransmetteurs qui transmettent des
messages d’un neurone a l’autre, le microbiote intestinal peut influencer I’humeur et le
comportement. On parle de I’axe intestin-microbiote-cerveau (66,67). Ces deux dernicres
fonctions du microbiote intestinal ne seront cependant pas développées dans le cadre de cette

these.

1.2.4  Le microbiote intestinal et les facteurs de risque cardiométabolique

Un premier lien entre le microbiote intestinal et ’obésité a été mis en évidence pour la
premiére fois lors d’une importante prise de poids d’une souris axénique chez laquelle un
microbiote de souris obése a été transplanté (68). Le microbiote intestinal et particuliérement la
diversité de celui-ci serait donc bien un nouvel acteur de la santé puisque qu’elle pourrait agir
comme un facteur causal du syndrome métabolique en contribuant au développement des
facteurs de risque de maladies cardiométaboliques (69,70). Chez ’homme, une association entre
l'obésité et un microbiote intestinal a faible diversité a été rapportée (71). De maniére cohérente,
Cotillard et al (33) ont notamment montré qu’une corrélation existe entre une faible diversité du
microbiote intestinal et un phénotype plutot délétere avec une adiposité, une dyslipidémie, une
résistance a I’insuline et une inflammation de bas grade plus importantes en comparaison avec
des sujets présentant une plus grande diversité microbienne.

Le lien entre le profil de risque cardiométabolique et le microbiote intestinal est sous-
tendu par divers mécanismes dont I’inflammation chronique. Un apport excessif en graisse peut
par exemple augmenter 1’abondance de bactéries a Gram négatif du microbiote intestinal. Les

lipopolysaccharides (LPS) issus de ces bactéries, connus pour étre inflammatoire vont pouvoir
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passer dans la circulation sanguine puis dans différents tissus et organes (foie, tissus adipeux,
musculaire) et y induire une inflammation pouvant conduire a des désordres métaboliques (72).
Lorsque la perméabilité intestinale est vraiment trés altérée, des bactéries entieéres peuvent méme

la traverser et maintenir cette inflammation.

1.2.5 Modulation de la composition et des fonctions du microbiote intestinal

Tout au long de la vie, différents facteurs modifiables ou non tels que la génétique, le
mode de naissance, 1’age, le mode d’alimentation, le mode vie, les médicaments ou encore
certaines pathologies peuvent faire varier la composition et les fonctions du microbiote intestinal
(73). La diversité augmente notamment avec 1'age et varie en fonction de I'état de santé (45).
Parmi ces facteurs, je me suis principalement intéressée a 1I’alimentation et donc a la modulation
nutritionnelle du microbiote intestinal.

Le régime alimentaire peut en effet moduler la composition et I’expression des genes du
microbiote intestinal. La composition du microbiote intestinal entre un herbivore et un carnivore
ne sera par exemple pas la méme puisque chez un herbivore les enzymes hydrolysant les
polysaccharides sont plus abondants tandis que chez un carnivore il y a plus de protéases pour
mieux digérer les protéines (74,75). Néanmoins, il faut noter que le systéme digestif et la plus
grande concentration des microorganismes est présente en des lieux treés différents entre
herbivores (dans le rumen) et carnivores (dans le colon). Il a aussi par exemple été¢ montré qu’un
régime alimentaire occidental induit une perte de la diversité du microbiote intestinal en termes
de génes mais aussi en termes d’especes dont notamment les bactéries capables de fermenter des
composants alimentaires riches en fibres (76). De plus, chez la souris, sur plusieurs générations,
la réintroduction d’un régime riche en glucides dits « facilement accessibles a notre microbiote
», ne permet pas de recouvrer une perte initiale de diversité microbienne (77).

Lorsqu’on parle de modulation nutritionnelle du microbiote intestinal, on entend souvent
les termes « prébiotique » et « probiotique ». Les prébiotiques sont définis comme tout substrat
utilisé sélectivement par les microorganismes de I’hdte et exercant un effet bénéfique sur la santé
(78). Les probiotiques sont des micro-organismes vivants micro-organismes vivants qui,
lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates, conférent un avantage pour la santé¢ de 1'hote
(79).

De maniére intéressante, les fibres alimentaires sur lesquelles j’ai décidé de me focaliser

dans cette thése, peuvent exercer des effets prébiotiques. Nous allons en effet voir dans la suite
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de ce manuscrit que certains des effets bénéfiques des fibres alimentaires passeraient par la

modulation de la composition et des fonctions du microbiote intestinal.

1.3 Les fibres alimentaires et le microbiote intestinal
1.3.1 Les fibres alimentaires
1.3.1.1 Définition

Les fibres alimentaires sont des oligomeres et polymeéres glucidiques, qui en ayant
échappé a la digestion dans I’intestin gréle se retrouvent dans le colon au niveau duquel certaines

sont fermentées partiellement ou totalement (80).

1.3.1.2 Classification

I1y a plusieurs types de fibres alimentaires selon leur structure et leur composition chimique (81).
Ces différents types de fibres sont notamment caractérisées par les résidus glucidiques et la nature
des liaisons qui les composent.

- DPamidon résistant : il s’agit de ’amidon qui n’est pas dégradé par nos enzymes

digestives.

Il est composé d’un mélange d’amylose (polymére d’unités de glucose lies en al-4) et
d’amylopectine (polymeére d’unités glucose liées en a1-4 avec branchements d’unités glucose en
al-6).

Si I’amidon se trouve principalement dans les produits céréaliers et les féculents, la teneur en
amidon résistant d'un aliment varie selon différents paramétres tels que le stockage, la
température, la teneur en eau et dans le cas de produit transformé: la préparation et la
transformation elles-mémes (82)

- les fibres pariétales: comme son nom I’indique, les fibres pariétales sont des

polyosidesconstituant les parois des cellules végétales et aux lignines.
Parmi ces polyosides, on retrouve :
o les hémicelluloses : ensemble de polyosides branchés a base de xylose, mannose,
glucose.
Parmi les hémicelluloses, on peut citer les xyloglucanes et de fagon majoritaire
les xylanes (les glucuronoxylanes (GX), arabinoxylanes (AX),
glucuronoarabinoxylanes (GAX) et les mannanes de levures).

o la cellulose : polymére insoluble d’unités de glucose liées en B1-4.

29



Enfermée dans les hémicelluloses, la cellulose est assez cristalline et difficile a
dégrader.

o les pectines : polyosides complexes a base d’acide galacturonique, galactose,
arabinose et thamnose.

Les fibres pariétales sont essentiellement retrouvées dans les fruits et 1égumes.

- les oligosides
Ce sont des oligomeéres de sucres moins complexes sur le plan chimique et structural. Ils
peuvent étre a base de fructose, de galactose, de xylose ou d’arabinose/xylose pour former
respectivement les fructo-oligosachharides (FOS) (inuline, DP (degré de polymérisation)
< 65) retrouvés dans 1’ail, I’oignon ou la banane, les galacto-oligosaccharides (GOS) (DP
3 a 10) dans le lait, les xylo-oligosaccharides (XOS) et les arabino-oligosaccharides

(AXOS) dans le son de blé.

- certains oses tels que le lactulose, raffinose, sorbitol ...

Les fibres alimentaires peuvent aussi €tre classées selon leur propriétés physico-chimiques, par
exemple selon (Tableau 4) (83) :

- leur solubilité : c’est-a-dire leur capacité a se dissoudre dans I’eau

- leur viscosité : c’est-a-dire leur capacité a résister a 1’écoulement

- leur fermentescibilité : c’est-a-dire leur capacité a étre dégradées par le microbiote

intestinal
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Soluble Visqueux Fermentescible ‘

Alginate Alginate Alginate
Amidons résistants B-glucane Amidons résistants
AXOS-XOS Galactomannane AXOS-XOS
B-glucane Gommes (ex. guar gum) B-glucane
FOS-GOS Pectines FOS-GOS
Galactomannane Psyllium Galactomannane
Gomme Gomme
Inuline Inuline
Pectines Pectines
Polydextrose Polydextrose
Psyllium Psyllium
ol NV P temansie

Cellulose Amidons résistants Cellulose
Hémicelluloses AXOS-XO0S Lignine
Lignine FOS-GOS

Inuline

Polydextrose

Tableau 4 Classification des fibres en fonction de leur solubilité, viscosité et fermentescibilité.
D’aprés (83).

AXOS :  arabino-xylooligosaccharides ; XOS : xylo-oligosaccharides ; FOS: fructo-
oligosaccharides ; GOS : galacto-oligosaccharides ;

1.3.1.3 Apports et recommandations

Aujourd'hui, les fibres alimentaires sont largement promues pour leurs effets bénéfiques
sur la santé, lorsque consommeées en quantité suffisante.

Selon différents organismes de santé publique, les recommandations d’apport en fibres
alimentaires se situent entre 18 et 45 g/j. Les 25g/j de fibres recommandés par I’OMS et

I’Organisation des Nations Unies pour 1’Alimentation et la Sant¢ (OMS/FAQO) et I’ Autorité
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Européenne de la Sécurité Alimentaire (EFSA) sont basés sur la quantité de fibres nécessaires
pour un bon transit (80,84).

En France, la population adulte ne consomme en moyenne que 17,5 g de fibres
alimentaires/jour (18,9 g chez les hommes et 16,1 g chez les femmes) et seuls 13% des adultes
(17,1 % des hommes et 8,3 % des femmes) atteignent les 25 g/jour recommandés (85). Bien qu’il
existe différents aliments vecteurs de fibres et que leur contribution dans 1’apport en fibres
dépend de chaque pays, nos récentes études ont montré que les produits céréaliers dont le pain
ainsi que les fruits et légumes sont généralement les principaux vecteurs de fibres dans
I’alimentation (86,87). Il est a noter que I’évaluation de la consommation de fibres alimentaires
peut étre compliquée puisque d’une part il existe différentes méthodes pour doser le contenu en
fibres alimentaires des aliments (88) et d’autre part, la plupart des tables officielles de
composition des aliments et des questionnaires alimentaires ne fournissent pas assez de données
pour évaluer les fibres alimentaires fermentescibles pouvant exercer un effet sur la santé par leur
interaction avec le microbiote intestinal. A cet effet, Neyrinck et al. (89) ont développé un
répertoire des fibres alimentaires détaillant les fibres totaux, solubles, insolubles et les
(oligo)saccharides prébiotiques (fructanes de type inuline, fructo-oligosaccharides et galacto-
oligosaccharides) dans les produits alimentaires consommés en Europe. Ce repertoire est
accessible a partir du lien ci-dessous :

https://www.mdpi.com/2072-6643/12/9/2824/s1?version=1600856163.

1.3.1.4 Le métabolisme des fibres alimentaires par le microbiote intestinal

1.3.1.4.1 La chaine trophique de dégradation des fibres alimentaires par le microbiote intestinal

Dans le célon interviennent différentes communautés de microorganismes assurant
différentes fonctions depuis la dégradation des fibres alimentaires jusqu’a I’utilisation des

produits de fermentation de ces derniéres (Figure 7) (81).
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Polyosides
Fibrolytiques

Oligosides

Oses

Fibrolytiques & glycolytiques

H, | Formate Succinate Lactate
Hydrogenotrephes Succinate/Lactate utilisatetirs
COZ HS| cH,  Acetate Propionate Butyrate

Figure 7 Chaine trophique de dégradation des fibres alimentaires. D’apres (81).

Organisé en chaine trophique, ce métabolisme des fibres alimentaires par le microbiote
intestinal n’est permis que grace a I’initiation de celui-ci par les bactéries fibrolytiques. Cette
communauté bactérienne particuliére posséde en effet des enzymes notamment des glycosides et
polysaccharides lyases capables de dégrader les polymeres complexes de glucose en des oses
plus simples. Ce sont ce qu’on appelle Carbohydrate-Active enZymes (CAZymes) (90).

Nous avons vu que que sur le plan chimique et structural, le nombre de combinaisons et
de types de liaisons possibles font qu’il existe plusieurs types de fibres alimentaires. D’autre part,
il existe également une grande diversité de CAZymes. Toutes les bactéries ne sont toutefois pas
équipées des mémes CAZymes méme si les Bacteroides et les Firmicutes sont particulierement
riches en glycosides et polysaccharides lyases (91). Ainsi, toutes les bactéries ne vont donc pas
pouvoir aller dégrader toutes les fibres. Pour qu’une bactérie puisse en effet dégrader une fibre
donnée, il faut qu’elle puisse 1) enlever les éléments décoratifs de la chaine polysaccharidique,
2) reconnaitre certaines liaisons et 3) découper au milieu/ a I’extrémité etc. et donc étre dotée des
enzymes nécessaires. De ce fait, cela suggeére qu'un microbiote riche et diversifié pourrait
métaboliser une palette de fibres plus large qu'un microbiote plus pauvre.

Les oses plus simples libérés vont ensuite pouvoir étre fermentés par les bactéries glycolitiques,
étape a I’issue de laquelle vont étre produits des substrats qui vont eux aussi pouvoir étre utilisés

par d’autres communautés bactériennes.
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Par ailleurs, chez I’Homme, ces métabolites issus de la fermentation bactérienne des
fibres induiraient également des effets bénéfiques sur la santé. Nous allons voir un peu plus en

détails ces différents métabolites.

1.3.14.2 Les métabolites issus de la fermentation des fibres par le microbiote intestinal

1.3.1.4.2.1 Les acides gras a chaine courte (AGCC)

Les AGCC sont les principaux métabolites de la fermentation bactérienne des fibres
alimentaires. Ce sont des acides organiques aliphatiques saturés constitués de 1 a 6 carbones. les
plus abondants (95%) sont l'acétate (C2), le propionate (C3) et le butyrate (C4) (92). Il est
important de noter que la majorit¢ des AGCC produits (95%) est rapidement absorbée par les
colonocytes et contribuent selon les estimations & 10% des apports énergétiques tandis que les
5% restants sont sécrétés dans les feéces (93-96).

Les AGCC exercent des fonctions a la fois localement au niveau de 1’intestin mais aussi
au niveau systémique et ce, en se fixant sur des récepteurs couplés a la protéine G (GPR43,
GPR41 et GPR109A aussi connus sous les noms FFAR2, FFAR3 et NIACR1) et des histones
désacétylases (HDAC) (Figure 8) (97).

Tout d’abord, leur production entraine une diminution du pH qui est a 1’origine d’une
modification du microbiote intestinal tout en empéchant le développement des bactéries
pathogénes sensibles au pH telles que les Enterobacteriaceae et les Clostridia (98). Au niveau de
I’intestin, le butyrate sert de principale source d’énergie pour les colonocytes et participe au
maintien de la barriére intestinale via la régulation des protéines des jonctions serrées telles que
Z0-1, les occludines et les claudines. Le butyrate posséde également des propriétés anti-
inflammatoires en inhibant l'activation du facteur nucléaire kB (NF-xB) dans les cellules
¢épithéliales coliques humaines (99) et pourrait prévenir le développement de ’obésité et la
résistance a I’insuline induite par ’alimentation via 1’augmentation de la thermogenése et
I’oxydation des acides gras chez la souris (100).

Des études in vitro et in vivo ont montré qu’au niveau du foie, ’acétate peut servir de
précurseur pour la synthése de cholestérol et le propionate pour la gluconéogenése (101,102).
Pouvant également stimuler la libération d’hormones de satiété telles que le peptide 1 du
glucagon (GLP-1) et le peptide YY (PYY) lors d’une étude sur une culture primaire de modele
de cellule colique humain (103) mais aussi inhiber la synthése de cholestérol et plus généralement

la liponéogénese chez I’animal (104) le propionate semble étre particulierement intéressant pour
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la prévention du risque cardiométabolique. Une étude chez la souris a également montré que

muscle
‘ squelettique

l'acétate pourrait contribuer a réguler la satieté (105).
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Figure 8 Effets métaboliques des acides gras a chaine courte. D’apres (97).

FC : glucides fermentescibles ; AGL : acide gras libre ; FFA2, FFA3 : récepteur des acides gras
libres ; PYY : peptide YY ; GLP-1 : peptide 1 du glucagon ; IGN : néoglucogenese intestinal,
AGCC : acide gras a chaine courte ; TG : triglycérides.

1.3.1.4.2.2 Les composes organiques volatils (VOC)

La fermentation des fibres alimentaires par le microbiote intestinal aboutit également a la
libération d’un large panel de VOC dans 1'haleine (106,107).

Dans le cadre de ma thése je me suis principalement intéressée a la production de gaz tels
que le dihydrogene (H2), le méthane (CH4) ou encore le dioxyde de carbone (CO2). Le Hz et le
CH4 n’ont d’origine que la fermentation bactérienne des fibres. Ainsi, une augmentation
notamment de la production de H: refléterait une augmentation de la fermentation des fibres
(108). Une fois absorbés dans la circulation, ces gaz vont étre diffusés dans les alvéoles
pulmonaires et une certaine quantité (a peu pres 10%) va étre retrouvée dans 1’air expiré. Pour ce
qui est du Ha, il faut noter qu’il peut exister une variabilité interindividuelle importante de sa
production mais aussi de son excrétion a la suite de la fermentation des fibres. Ceci serait
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notamment da a différents facteurs dont tout d’abord la nature elle-méme des fibres mais aussi
le transit gastro-intestinal, le pH du colon, la présence de bactéries hydrogénotrophes ou encore
le cycle menstruel (109-112). La mesure d’au moins une augmentation > 20 ppm de Hz expiré
par rapport a la basale étant considérée comme témoin de la production de H2 (113,114), il existe
entre 2 a 43% de sujets non producteurs de H2 (115).

Concernant le CHa, 35 a 50% de la population ont été rapportés comme produisant du
CHa4 (116). La mesure d’au moins une augmentation > 10 ppm de CH4 expiré par rapport a la
basale est considérée comme témoin de la production de CHa4 (113). Bien qu’il existe d’autres
substrats pouvant contribuer a la biosynthése du CHs (116), celui-ci est principalement issu de
I’hydrogénation du COz par les bactéries méthanogenes (117).

Jusqu’ici, les effets métaboliques de ces gaz ne sont pas encore trés connus.

1.3.1.5 Effets des fibres alimentaires

Sur le microbiote intestinal :

Une corrélation entre les apports en fibres alimentares et la diversité du microbiote
intestinal a été rapportée dans la littérature (118,119). Néanmoins, dans une premicre revue
systématique et méta-analyse s’intéressant aux effets des interventions nutritionnelles avec des
fibres alimentaires sur la composition du microbiote intestinal, il a ét¢ démontré que des études
d’intervention nutritionnelle d'une durée de 4 jours a 3 semaines et mettant en jeu des fibres
alimentaires n'ont pas montré d'effet sur la diversité du microbiote intestinal (120-122). Ces
résultats suggeérent que des interventions alimentaires a court terme seraient peu susceptibles
d’impacter l'alpha-diversité du microbiote intestinal. En termes de composition microbienne, les
interventions impliquant des fibres alimentaires considérés comme prébiotiques ont conduit a
une plus grande abondance de Bifidobacterium et Lactobacillus spp. Aucun effet sur I'abondance
d'autres groupes bactériens couramment mesurés tel que F. prausnitzii n’a été observé. Ceci
suggere que ces especes seraient stimulées par des composants alimentaires autres que les fibres,
tels que les polyols et les polyphénols (123).

Aujourd’hui, les études d’intervention nutritionnelle avec des fibres alimentaires sont
nombreuses avec notamment des quantités variables de fibres et des populations d’étude
différentes. Ceci expliquerait en partie les effets différents des fibres observés sur la composition
du microbiote intestinal et le profil cardiométabolique. De plus, au sein d’une méme cohorte

d’étude il peut exister une variabilité¢ interindividuelle notamment en termes de microbiome
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(124). Aucun effet d’une fibre donnée peut alors étre observé chez un sujet ne possédant pas les
espéces ou genres qui codent pour la machinerie enzymatique nécessaire a la dégradation de

celle-ci (125).

Sur le profil cardiométabolique :

Il a pendant longtemps ét€ pensé que les effets procurés par les fibres alimentaires sur la
santé varient en fonction de leur type et particulierement de leur solubilité ou viscosité (Figure
9) (126). Des études ont en effet suggéré la solubilité des fibres comme étant un déterminant
majeur de leurs effets (127).

S’il en est ainsi, c’est parce que des études réalisées chez I’animal et chez I’Homme ont
notamment montré que les fibres alimentaires solubles, augmentent la satiété (84) (mesurables
via le dosage dans le plasma des hormones tels que la ghréline ou via des échelles de satiété).
Ceci contribue a la diminution de l'apport énergétique, pouvant ensuite se traduire par une perte
de poids qui participerait a limiter le développement des facteurs de risque CM (128). Ayant
¢galement une vidange gastrique rapide et pouvant réduire le temps de transit intestinal, les fibres
solubles limitent I’absorption des nutriments impactant notamment la glycémie postprandiale
(126). 11 a en effet été démontré que, les fibres solubles, comme les B-glucanes réduisent les
réponses glycémique et insulinique lors des tests d’hyperglycémie provoquée par voie orale
(HGPO), ou lorsqu’ils sont ajoutés a différents produits alimentaires (pates, pain, soupe, céréales,
etc.) chez les sujets sains, en surpoids ou diabétiques (129—135). L’hypothése de ces études étant
qu’ils ralentissent I'apparition du glucose dans le plasma et améliorent la réponse insulinique,
entrainant ainsi une inhibition prolongée de la syntheése hépatique du glucose et de la lipolyse
(136). Les fibres solubles ayant aussi une structure moins dense, les bactéries intestinales auraient
plus de facilité a les fermenter (137). Les effets des fibres alimentaires sur la santé médiés par
les métabolites issus leur fermentation par le microbiote intestinal ont été abordés dans le
paragraphe 1.3.1.4.2.

De leur c6té, les fibres alimentaires insolubles sont peu étudiées et les effets qui leur sont
attribués sont souvent résumés a la régulation du transit intestinal puisque cette catégorie de fibres

alimentaires est a I’origine de I’augmentation du volume des selles (138-140).
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Figure 9 Fibres alimentaires et effets bénéfiques sur la santé. D’apres (126).
AGCC : acides gras a chaine courte, GLP-1 : peptide I du glucagon ; PYY : peptide YY.




2 OBIJECTIFS

Il est reconnu que 1'alimentation est I'un des facteurs modifiables les plus importants pour
maintenir une bonne santé (141). Dans le cadre de ma thése, je me suis principalement intéressée
aux fibres alimentaires dont les effets bénéfiques seraient en partie liés a leur interaction avec le
microbiote intestinal. Néanmoins les mécanismes sous-jacents ne sont pas encore tous connus et
I'analyse de la littérature révele certaines divergences quant a I’impact des fibres alimentaires sur
la santé. Ces divergences pourraient s’expliquer par un potentiel manque de sensibilité et de
spécificité des biomarqueurs (ex : parameétres sanguins a jeun) et des modeles expérimentaux
couramment utilisés dans le cadre des études d’intervention nutritionnelle.

J’ai donc cherché a mieux étudier et comprendre les effets des fibres alimentaires et
notamment les mécanismes régissant les interactions des fibres alimentaires avec le microbiote
intestinal et le profil cardiométabolique afin d’optimiser leur utilisation dans la prévention du
développement des maladies cardiométaboliques.

Pour ce faire, différentes hypotheses ont été formulées, chacune associée a des objectifs
pour lesquels des pistes de réponses et de réflexion seront proposées a 1’aide des travaux effectués

au cours de ces 3 ans.

Objectif 1 : Identifier un panel de biomarqueurs de réponse de I’héte aux fibres
alimentaires pour étudier les interactions fibres — microbiote — profil cardiométabolique.

Au-dela des biomarqueurs classiques, d’autres biomarqueurs en lien avec les réponses
postprandiales, la santé intestinale (inflammation et barriére intestinale), les fonctions du
microbiote intestinal et les données métabolomiques (incluant les parametres respiratoires)
peuvent étre utilisées pour évaluer plus précisément 1'impact dynamique de 1'alimentation sur la
santé.

Nous avons émis [’hypothese qu 'un phénotypage plus complet (métabolique a jeun et en
postprandial, métagénomique et métabolomique) ainsi que [’étude conjointe et la mise en
corrélation des différents biomarqueurs permettrait de mieux caractériser ces interactions.

Les verrous identifiés :

- les analyses des cinétiques postprandiales

- peu de données publiées sur les paramétres respiratoires

- les méthodes d’analyses statistiques
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Objectif 2 : Identifier des profils de réponse spécifiques aux interventions avec les
fibres alimentaires.

D’autre part, I’existence d’une importante variabilité interindividuelle expliquerait des
profils de réponses différents a une méme intervention (33,142—-144).

Nous avons émis [’hypothése que des sujets présentant des profils métaboliques différents
a linclusion présenteraient des profils de réponses différents aux interventions avec les fibres
alimentaires.

Les verrous identifiés :

- le design de I’étude (taille et choix de la population, randomisation)

- les criteres de définition des groupes

u'%ﬁ_(_a"/\ Objectif 1:

Profil CM Identifier un panel de
biomarqueurs de réponse
de [I'héte aux fibres
alimentaires pour étudier
les interactions

AN 4 ,’/ = . . .
SaME e 9/ fibres - microbiote -
) e - ; profil cardiométabolique.

Microbiote intestinal
Composition et fonctions

Objectif 2:

Identifier des profils de

: réponse spécifiques aux
Fibres ||'1terven.t|ons -avec les

alimentaires fibres alimentaires.

Figure 10 Objectifs de la these.

Pour répondre a ces objectifs, j’ai travaillé sur 3 études cliniques d’interventions
nutritionnelles avec des fibres alimentaires dont 2 (les études BREATH et FitaChitin) visaient a
améliorer le profil CM via la modulation du microbiote intestinal et la 3¢ (étude FitaBl¢) avait
pour but de suivre le devenir métabolique d’une fibre marquée au '’C via la mesure des

métabolites produits (Tableau 5).
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Design

(n)
Population

Age (ans)

Type
d'intervention

Durée

Dose
(g de fibres/jour)

Comparaison

Critére primaire

Critéres
secondaires

Etude randomisée, controlée,
en cross-over, en double
aveugle

30
A risque CM

22-62

Etude d'intervention
nutritionnelle
impliquant la consommation
de pain enrichi en
un mélange de fibres
alimentaires.

8 semaines

16,05

Pain non enrichi

Richesse en geénes du
microbiote intestinal

Profil glycémique et
lipidique a jeun et en
postprandial
Profil inflammatoire
Anthropométrie et
composition corporelle
Fonctions du microbiote
intestinal

Etude randomisée,
contrdlée, en cross-over, en
double aveugle

15
A risque CM

32-61

Etude d'intervention
nutritionnelle
impliquant la

consommation d'une fibre
insoluble
chitine-glucane

3 semaines

4,5

Maltodextrine

Quantité fécale en AGCC

Profil glycémique et
lipidique a jeun et en
postprandial
Anthropométrie et
composition corporelle
Composition et fonctions
du microbiote intestinal

Etude pilote
descriptive, ouverte

6
Saine

25-37

Etude d'intervention

nutritionnelle
impliquant la

consommation d’un
biscuit au son de blé

enrichi en *C

Prise en aigu et
suivi sur 24h

19,1

Cinétique
d’enrichissement
isotopique en
BC des AGCC
plasmatiques

Cinétique
d’enrichissement
isotopique en
BC des AGCC dans
les selles, des gaz
expirés

Tableau 5 Résumé des 3 études cliniques sur lesquelles s’est basée ma thése.

Apres un chapitre sur les choix méthodologiques généraux des études ainsi que leur

justification, je poursuivrai ce manuscrit par un chapitre « Résultats » avec a chaque fois une

bréve présentation des études et mon implication dans celles-ci ainsi qu'une description des

principaux résultats suivies des articles originaux correspondants.

41



3 CHOIX METHODOLOGIQUES ET JUSTIFICATIONS

3.1 Le choix des sujets d’étude

Les 2 études cliniques d’intervention nutritionnelle FitaChitin et BREATH mettant en jeu
des fibres alimentaires et qui visaient a améliorer le profil CM via la modulation du microbiote
intestinal ont été réalisées chez des sujets a risque CM. Ce choix se justifie tout d’abord par notre
approche qui s’intéresse a la prévention des maladies CM. Nous avons également émis
I’hypothése que cette population spécifique a risque pourrait plus bénéficier de telles
interventions nutritionnelles. Ils présenteraient en effet des troubles métaboliques mais pas aussi
avancés que des sujets malades de telle sorte qu’une intervention nutritionnelle suffirait pour
impacter favorablement leur santé. Les améliorations seraient également plus facilement
observables que chez des sujets sains sans troubles métaboliques identifiés (preuve de concept).
Les sujets a risque CM ont été principalement sélectionnés selon deux critéres simples a savoir :

- un tour de taille élevé : femme > 80 cm et homme > 94 cm, des seuils au-dessus desquels

la présence du facteur de risque « obésité abdominale » est reconnue chez la population

européenne (6).

- une faible consommation de fibres alimentaires : < 25g/j.

Ce critére n’est pas reconnu comme un critére du risque CM. Néanmoins, le risque CM (SM,
inflammation et obésité) a ét¢ démontré comme étant inversement associé a l'apport en fibres
alimentaires (145). De plus, il a ét€ montré qu’une corrélation existe entre des facteurs de risque
CM (I’adiposité, la résistance a I’insuline ou la dyslipidémie) et une faible richesse du microbiote
intestinale (146) et que la richesse du microbiote intestinal peut étre partiellement rétablie grace
a un régime enrichi en fibres alimentaires (33). Ainsi, des sujets faible consommateurs de fibres
serait potentiellement des sujets a risque CM et d’ailleurs des données récentes montrant le taux
de mortalité et le nombre de déces attribuables a l'alimentation mettent 'accent sur le role d'une
faible consommation de fibres alimentaires (147)

Il s’agit également d’une preuve de concept pour étudier si ramener les sujets aux
recommandations actuelles en termes de consommation de fibres alimentaires permet d’ impacter

favorablement la santé.
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3.2  Le modele expérimental

Les études FitaChitin et BREATH étaient des études randomisées, contrdlées, en double
aveugle, et en cross-over.

Le choix d’un plan expérimental en cross-over dont 1’organisation est présentée sur la
Figure 11 a été motivé par le fait que comme son principe est que chaque individu est son propre
témoin, cela permet de limiter la variabilité interindividuelle. Ceci est important puisque dans le
cadre des études sur lesquelles j’ai travaillé, une variabilité interindividuelle importante est
attendue notamment en termes de composition du microbiote. La limitation de la variabilité
interindividuelle a ensuite pour conséquence un nombre moins important de sujet requis pour les
mémes risques I et II par rapport a d’autres plan expérimental comme celui en parallele (148), ce
qui finalement peut étre assez conséquent en termes de réalisation de 1’étude (temps de

recrutement, budget ...).

- ordreAB ———» TraitementA - Traitement A

/

~

Sujets \

g

W

ordreBA —— > TraitementB Traitement B

randomisation période 1 washout période 2

Figure 11 Organisation d’un plan expérimental en cross-over.

Les sujets ont été randomisés de maniere a ce qu’une séquence de traitement leur soit
attribuée de manicre aléatoire et ils ont donc tous été exposés aux différents traitements dans des
périodes successives.

Pour chacune des études FitaChitin et BREATH, deux traitements ont été constitués : un
contrdle et un test. Ceux-ci seront détaillés plus tard dans le chapitre « Résultats » lors de la
présentation des études.

Les périodes d’intervention avec les différents traitements ont ét¢ séparées dans le temps
par une période de « washout » au cours de laquelle aucun traitement n’a été pris, ceci ayant pour
but d’éviter ce qu’on appelle « carry-over effect » ou le traitement de la période 1 aurait encore

eu un effet dans la période 2.
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Les différents biomarqueurs étudiés ont ét¢ mesurés a différents temps : au début et a la
fin de chaque période d’intervention lors de journées d’exploration.

Pour chaque étude, les journées d’exploration ont toutes été similaires. Le déroulé général
de ces journées a été organisé comme suit :
1- La veille de chaque journée d’exploration, les sujets devaient consommer un diner
standardisé sans fibres. Le jour des explorations, ils devaient venir a jeun au centre a 7h30.
2- A leur arrivée, les sujets ont été pris en charge par I’infirmier(e) qui a récupéré les
¢chantillons de selles pour I’analyse du microbiote intestinal (envoi direct au centre d’analyse
pour I’étude BREATH) et qui a réalisé les mesures anthropométriques et de composition
corporelle par impédancemétrie ainsi que les signes vitaux.
3- Les sujets ont vu a tour de role le médecin et les diététiciennes pour vérifier les critéres
d’inclusion et non inclusion ainsi que le remplissage de relevés alimentaires et des questionnaires
de satiété et de tolérance digestive.
4- La pose d’un cathéter veineux a permis de réaliser les différents prélévements sanguins
de la journée en réponse a un petit-déjeuner standardisé et a un repas test challenge standardisé.
Des recueils de gaz expirés ont aussi été réalisés a différents temps (étude FitaChitin et FitaBlé).
5- Une mesure de calorimétrie indirecte de 20 minutes pour évaluer la dépense énergétique
de repos (DER) a été réalisée avant le petit déjeuner qui a été consommeé en 15 minutes.
6- Pour évaluer leur satiété et leur tolérance digestive les sujets ont dii remplir des

questionnaires et des échelles visuelles analogiques (EVA) a différents temps.

33 Biomarqueurs et parametres étudiés

L’ensemble des biomarqueurs utilisés pour chacune des études sur lesquels j’ai travaillé

dans le cadre de ma thése est résumé dans le Tableau 6.
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BREATH FITACHITIN FITABLE

Anthropométrie et composition corporelle

poids X X

taille X X

IMC X X

tour de taille X X

tour de hanche X X

pourcentage de masse grasse X X

Métabolisme glucidique et lipidique 2 jeun et en

postprandial en réponse a un repas test challenge i

standardisé (le FlexMeal)

glucose X X

insuline X X

HOMA X X

TG X X

CcT X X

CLDL X X

CHDL X X

Dépense énergétique de repos X X

Profil inflammatoire et intégrité de la barriére

intestinale
i CRPus X
i LBP X X
i CDI4 X
& zonuline X
& calprotectine X
Composition et diversité du microbiote intestinal composition composition

microbienne et microbienne,
richesse en alpha diversité

genes (shotgun) (en 16S) et
beta-diversité

Fonctions et métabolites du microbiote intestinal

CAZymes X
Meétabolome non ciblé X
& AGCC X x+ |
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& 4GrI X
& AB X
Gaz expirés (H,, CHy, CO;) X X

Tableau 6 Liste des biomarqueurs et parameétres étudiés pour chaque étude.

IMC : indice de masse corporelle;, HOMA : index de la résistance a [’insuline; TG :
triglycérides ; CT : cholestérol total ; CLDL : cholestérol LDL ; CHDL ; cholestérol HDL ;
CRPus : CRP ultrasensible ; LBP : Protéine de liaison au lipopolysaccharide ; CD14 : ligand
du LBP ; CAZymes : enzymes de dégradation des carbohydrates ; AGCC : acides gras a chaine
courte; AAB : acides aminés branchés; AGPI : acides gras polyinsaturés,; AB : acides
biliaires ; H> : dihydrogene ; CHy4 : méthane.

Les méthodes de mesures de ces différents biomarqueurs sont décrites dans les articles

correspondant a chaque étude.

Dans les paragraphes suivants, je vais aborder un peu plus en détail les nouvelles
approches que nous avons utilisées pour évaluer I’impact des fibres alimentaires sur le profil CM
et le microbiote intestinal dont notamment 1’utilisation d’un repas test challenge standardisé et
de biomarqueurs moins invasifs tels que les marqueurs respiratoires moins bien connus

aujourd’hui.

3.3.1 M¢étabolisme postprandial, flexibilité phénotypique et repas test challenge standardisé

Il a été¢ démontré que le métabolisme postprandial, indépendamment des paramétres a
jeun, est associ¢ au profil de risque CM (149). De plus en plus reconnues comme des atouts en
termes de prévention et sensibles aux interventions nutritionnelles, les cinétiques postprandiales
peuvent donc étre utilisées pour quantifier 1'impact de I'alimentation sur la santé et étre des
marqueurs précoces de l'impact métabolique des interventions avant le développement de
troubles métaboliques (150—152).

Aussi, un nouveau paradigme pour définir la santé et son maintien se développe
actuellement autour de la notion de flexibilité phénotypique, c'est-a-dire la capacité du corps a
s'adapter aux modifications de I'environnement et non plus seulement a la présence ou non de
maladie ou d’infirmité¢ (Figure 12) (153,154). Par conséquent, au-dela des biomarqueurs
conventionnels utilisés pour évaluer le risque de développer des maladies chroniques (tension

artérielle, cholestérol etc.), les biomarqueurs pour évaluer la santé devraient comprendre la
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résilience et la capacité de I’organisme a maintenir une homéostasie et donc d’empécher le

développement de maladies.

HOMEOSTASIE

Santé Pathologie

Figure 12 Le concept de flexibilité phénotypique. D’apres (153,154).

Pour étudier la flexibilité phénotypique et donc la capacité du corps a s'adapter aux
modifications environnementales, nous avons soumis les sujets a un challenge nutritionnel en
leur faisant consommer un repas test standardisé développé au CRNH : le FlexMeal (Figure 13).

Le FlexMeal est une version adaptée du « PhenFlex drink » de van Ommen ef al. (155)
qui mime la composition d’un test de surcharge glucidique et d’un test de surcharge lipidique,
pour déclencher un stress nutritionnel et étudier les processus d’adaptation métabolique mis en
jeu pour ramener a un état d’homéostasie post-repas.

Le FlexMeal a été donné aux sujets lors des journées d’exploration réalisées avant et apres
chaque période d’intervention nutritionnelle, et les cinétiques postprandiales en réponse a ce

FlexMeal ont été analysées.
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repas semi-liquide

riche en sucre et en gras

923 kcal,

32,5% de glucides, 58,9% de lipides, 8,7% de protéines

potage

dessert lacté

Figure 13 Le FlexMeal.

3.3.2 Biomarqueurs de la pérméabilité intestinale

Nous avons vu dans le paragraphe 1.2.3.2 de I’introduction que le maintien de 1’intégrité de la
barriére intestinale fait partie des roles du microbiote intestinal.

Etant donné I’effet bénéfique attendu des fibres alimentaires sur le maintien de 1’intégrité
de la barriére intestinale via leur métabolisme par le microbiote intestinal et la production
d’AGCC (voir paragraphe 1.3.1.4.2.1), I’évaluation de la perméabilité de la barriére intestinale
apparait alors comme un paramétre pertinent a étudier pour caractériser I’interaction entre les
fibres alimentaires et le microbiote.

L’évaluation de la perméabilité de la barriére intestinale peut se faire in vivo grace a
différents tests basés sur I’ingestion de molécules inertes (53 Cr-EDTA, différents sucres)
(60,156). Ces tests sont toutefois relativement complexes et pas toujours bien acceptés par les
sujets, soulignant alors un besoin d’identifier d’autres biomarqueurs mesurables dans le sang ou
dans les selles.

Nous nous sommes donc intéressés aux biomarqueurs suivants en s’appuyant sur le
principe que la mesure d'éléments bactériens dans le sérum ou dans les selles indique une
translocation de la lumiére intestinale vers le sang. Une autre fagon de mesurer la perméabilité

de l'intestin consiste a examiner le flux inverse du sang vers la lumiére.

- La lipopolysaccharide-binding protein (LBP) :
Les LPS sont des endotoxines présentes de maniere endogéne dans le microbiote
intestinal qui peuvent étre partiellement transloqués dans le sang en raison de 1'altération de la

barricre intestinale mais aussi lors de I'absorption des graisses. Les LPS atteignant la circulation
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sanguine se lient a la LBP puis est transférée a deux types de récepteurs : le CD14 lié a la
membrane (mCD14) et une forme soluble de CD14 présente dans le sang (sCD14), déclenchant
ainsi une cascade pro-inflammatoire (157).

La LBP est donc une protéine témoin de la translocation bactérienne (60,156).

- La calprotectine :
La calprotectine est une protéine libérée par les neutrophiles, sa mesure dans les selles est

un témoin de I’inflammation (60,156).

- Lazonuline :

La barriere intestinale fait intervenir des protéines a jonctions serrées qui controlent le
flux paracellulaire entre le sang et la lumicre. La zonuline, protéine exprimée dans le foie et
I’intestin a été démontrée comme régulant les jonctions serrées et pouvant étre modulée par le
microbiote (60,156). Lorsqu’elle est mesurée a grande concentration dans les selles, elle est alors

témoin d’une augmentation de la perméabilité intestinale.

3.3.3 Analyses des métabolites du microbiote intestinal

Concernant spécifiquement les effets bénéfiques de I’interaction entre les fibres
alimentaires et le microbiote, ceux-ci peuvent résulter des changements dans la composition et
les fonctions du microbiote intestinal et ou de la modulation de la production de métabolites

bioactifs qui sont censés étre a I'origine des avantages des fibres pour la santé.

Concernant particulierement le recueil de gaz expirés, la procédure est décrite dans la

Figure 14 suivante :
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Vous devrez expirer seulement une fois pour
chaque prélévement

Prenez une inspiration normale (pas
profonde): fermez votre bouche autour de
I'embout puis soufflez normalement

Expirez une fois pour chague prélévement
d'échantillon.

Comme vous expirez, le sac se remplit d'air.
Gardez-le gonflé.

(Il v & un petit trou dans le sac, c'est
intentionnel)

Pendant votre expiration, insérez
complétement le tube 3 essai dans le porte-
aiguille afin que le bouchon du tube soit
perfore.

Retirer le tube aprés 1-2 secondes. Gardez le
sac gonflé jusqu'a ce que le tube soit retiré de
I'embout.

Compléter les étiguettes fournies et les coller
sur les tubes.

Tenez l'embout buccal avec le  sachet
Easysample # dans une main et un tube de
recueil dans 'autre main

Figure 14 Procédure de recueil de gaz expirés.

3.3.4 Analyses métabolomiques non ciblées

Toujours pour essayer de comprendre comment les fibres alimentaires impactent le profil
CM via la modulation du microbiote intestinal, des analyses métabolomiques non ciblées ont été
réalisées. Celles-ci consistent en un profilage de tous les métabolites détectables dans une matrice
donnée (fluides biologiques, cellules, tissus). Les profils de métabolites pouvant refléter le
phénotype d’un sujet, les étudier permettrait d’identifier des signatures ou des biomarqueurs
potentiels des interventions nutritionnelles. Les analyses métabolomiques non ciblées réalisées

dans le cadre de 1’étude BREATH sont détaillées dans le paragraphe 4.1.2.
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3.4  Les analyses statistiques

Les analyses statistiques réalisées avaient pour but de montrer si I’effet induit par le
traitement test était différent de celui du traitement controle et que cette différence n’était pas
due a des facteurs inhérents au plan expérimental en cross-over a savoir I’effet séquence et I’effet
période.

En présence d’un effet séquence, les différences observées seraient en effet en partie dues
a I’existence d’un effet rémanent du traitement de la période 1 sur celui de la période 2. L’effet
du traitement test ne serait donc pas le méme que s’il avait ét¢ donné avant ou apres le traitement
controle.

Quant a I’effet période, on regarde si globalement les changements observés, peu importe
le traitement, sont les mémes lors de la période 1 et de la période 2. Il se pourrait en effet qu’un
effet global moyen soit plus important avec les deux traitements lors de la période 1 parce que
les sujets ont commencé le protocole et se voient leurs habitudes un peu changées et qu’au cours
de la période 2, I’effet global moyen est plus faible car ils se sont un peu plus habitués au
protocole.

Une différence d’effet global moyen peut aussi par exemple étre due au fait que la période
1 et 2 aient été réalisées a des saisons différentes avec donc des habitudes de vie différentes
(alimentation, activité physique ...).

Etant donné notre but et notre plan expérimental en cross-over, les analyses statistiques
se sont donc basées sur la décomposition de la variance avec une part imputable aux facteurs
temps, traitement, séquence, période mais aussi en considérant le fait que 1) les mesures ayant
été répétées a différents temps et période sur un sujet, on s’attendait a ce qu’il y ait une
covariance/corrélation entre les mesures répétées chez un méme sujet et que 2) des effets
aléatoires associés aux sujets pouvaient impacter I’ordonnée a I’origine et pas tant les effets des
traitements eux-mémes.

Ainsi, nous avons donc procédeé a :

1- écriture du modele avec les effets fixes temps, traitement, séquence et période

2- introduction, modélisation et analyse des graphes de structure de covariance de 1’effet
répété temps(période)

3- écriture de différents modeles avec différentes structures de covariance selon
I’interprétation des graphes obtenus précédemment et introduction ou non d’un random sujet

pour les différents modeles
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4- comparaison des différents modeles selon le critére d'information bayésien qui ne
privilégie pas systématiquement la complexité mais favorise quand cela est possible des modeles
moins complexes

A I’issue de ces différentes étapes, le meilleur modéle linéaire mixte a mesures répétées
avec une structure de covariance donnée a été retenu pour chacun des différents biomarqueurs
étudiés. Néanmoins, le second meilleur modeéle pour un biomarqueur donné a parfois été choisi
afin de pouvoir choisir le méme mode¢le pour tous les biomarqueurs ou du moins pour un groupe
de biomarqueurs.

Pour mettre en lien les différents biomarqueurs du profil CM et de la composition et
fonction du microbiote intestinal, nous avons calculé les deltas « aprés — avant » ’intervention
avec le traitement test pour chaque parametre métabolique et caractéristique bactérienne qui ont
été différemment impactés par les deux interventions et avons réalisé des corrélations de

Spearman.

3.4.1 L’identification de profils de réponse spécifique

Chez I’homme, I’existence d’une grande variabilité interindividuelle fait qu’il est parfois
difficile d’analyser les réponses a des interventions nutritionnelles. En effet, il se peut que les
réponses aux interventions nutritionnelles, parfois vastes et subtiles, soient dissimulées par les
variances entre les sujets eux-mémes. A cela peut venir également s’ajouter le fait que la réponse
et l'impact des interventions peuvent différer d’un sujet a l'autre. Un effet moyen des
interventions pourrait donc ne pas étre le plus approprié dans les études ou des sous-groupes de
sujets réagissent différemment des autres. Il est donc pertinent d’aller identifier des sujets qui
auraient plus bénéficier de I’intervention autrement dit voir si les effets sont cohérents entre les
sujets de la population d’étude.

Pour identifier des profils de réponse spécifique aux interventions et notamment de
répondeurs non/répondeurs, des analyses en sous-groupe peuvent étre réalisés. Pour cela, il existe
différentes approches (ou dans tous les cas, les sous-groupes sont définis selon le profil du sujet
a I’inclusion):

- analyses en sous-groupe pré-spécifiées : pour tester des hypotheses formulées avant le
début méme de I’¢tude
- analyses en sous-groupe non planifiées//exploratoires//rétrospectives//posthoc : pour

générer de nouvelles hypotheses et vérifier la robustesse des résultats
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C’est a ce deuxieme type d’analyses que nous nous sommes intéressés. Les résultats obtenus
avec I’ensemble de la population d’étude nous ont en effet conduit a de nouvelles hypotheses que
nous avons alors testées. Des analyses stratifiées classiques a postériori ont donc été réalisées
(selon leur IMC, leur tour de taille, les critéres du SM, leur consommation en fibres, les profils
de réponses postprandiales ...). Et pour prendre au mieux en compte les deux limitations
statistiques majeures de multiplicité et de puissance réduite dans le cadre des analyses en sous-
groupes, nous avons réalisé des tests d'interaction avant d’estimer 1’effet du traitement pour

chaque niveau du sous-groupe.
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4 RESULTATS

4.1 ETUDE BREATH : Impact d’un mélange de fibres alimentaires, sur la composition et les

fonctions du microbiote intestinal ainsi que sur le profil cardiométabolique chez des sujets a

risque
4.1.1 Présentation de 1’étude

L’¢tude BREATH était une étude que nous avons réalisée en partenariat avec 1’équipe de
Joél Dor¢ de I’'INRAE de Jouy-en-Josas (MetaGenoPolis et Micalis) et 1’industriel Bridor qui a
fourni le produit de I’étude.

De précédentes ¢tudes, dont certaines réalisées par nos collegues de I'INRAE, qui
s’intéressaient principalement au microbiote intestinal, ont mis en évidence une corrélation entre
les facteurs de risque CM et une faible richesse du microbiote (146). 1l a aussi été démontré
qu’une intervention alimentaire de courte durée permettait de rétablir partiellement la richesse
du microbiote et améliorait en parallele le profil CM (33). Il s’agissait notamment d’une
intervention avec un régime hypocalorique riche en protéines et en aliments a faible index
glycémique et surtout enrichi en fibres. De plus, de manicre intéressante, lors d’une étude
d'intervention nutritionnelle, il a été observé que plus les sujets consommaient une grande
diversit¢ de légumes et donc de sources de fibres, plus riche était leur microbiote (142).
Ensemble, tout ceci suggerait donc un role clé du régime alimentaire, en particulier de la
consommation de fibres en termes non seulement de quantité mais aussi de diversité, dans la
composition du microbiote et potentiellement dans la gestion des facteurs de risque CM.

Le but de I’é¢tude BREATH était donc de déterminer I’impact de I’augmentation de
I’apport en fibres en termes de quantité et de diversité sur le microbiote et le profil
cardiométabolique chez les sujets a risque cardiométabolique.

Pour pouvoir réaliser cette étude, une véritable réflexion et des échanges ont tout d’abord
eu lieu entre spécialistes du microbiote (INRAe) et BRIDOR, une industrie agro-alimentaire
spécialisée dans la production de pain. Cela a abouti a la sélection de 7 fibres alimentaires en
particulier et a la production de deux pains qui avaient une structure identique, mais qui
différaient par leur teneur en fibres. Le pain PF était particulieérement enrichi avec le mélange des
7 fibres sélectionnées (dextrine de blé, flocons d'avoine, inuline, gomme de caroube, son

d'avoine, pectine, son de blé¢ micronisé).
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Concernant le choix de ces fibres, elles ont été choisies pour étre les premiers
représentants des glucides alimentaires entrant dans l'intestin, c'est-a-dire I'amidon résistant, les
polysaccharides de la paroi cellulaire végétale ou les gommes, les B-glucanes et les
oligosaccharides non digestibles (158). Leur structure moléculaire comprend différentes unités
de sucre (glucose, mannose, fructose, arabinose, galactose, xylose, acide glucuronique...) et des
liaisons glycosidiques (types alpha et béta avec des liaisons variées (159) conduisant a de
nombreuses combinaisons de sucre leur conférant une structure macromoléculaire plus ou moins
complexe et augmentant leur résistance a la digestion. Comme cette diversité moléculaire de
fibres complexes nécessite des enzymes spécifiques au mode d'action complémentaire pour étre
dégradée efficacement et contribuer a la croissance et au maintien des microorganismes, nous
avons en émis l'hypothése que ce mélange particulier de fibres alimentaires assurerait une
dégradation efficace des fibres en engageant un panel d'enzymes aux modes d'action
complémentaires, ouvrant ainsi des niches écologiques pour des microbes spécialisés, eux-
mémes alimentant les microorganismes fermentaires avec les sous-produits de 1'hydrolyse.

Un impact sur le profil cardiométabolique était également attendu en parallele de la
modification de la composition et des fonctions du microbiote intestinal.

Les flocons d'avoine sont riches en fibres alimentaires telles que I'amidon et le B-glucane, et sont
couramment utilisés dans l'industrie de la boulangerie. Le B-glucane est un polysaccharide
linéaire composé de glucose 1ié¢ par une combinaison de liaisons osidiques (1,4) et -(1,3) (160).
Grace a cette structure spécifique, les B-glucanes génerent de la viscosité et ont plusieurs effets
positifs sur la santé tels que la modulation des niveaux de glucose postprandiaux et le maintien
de concentrations normales de cholestérol LDL dans le sang (161).En outre, les Bacteroidetes de
l'intestin humain utilisent des B-glucanes a liaison mixte en faveur de loci d'utilisation des
polysaccharides (PUL) spécifiques dédiés a ces derniers, y compris les enzymes spécifiques
GHI16 et GH3, trouvés dans les populations humaines (161,162). Des expériences in vitro ont
confirmé que les isolats de Bacteroides et de Prevotella se développent sur des B-glucanes, ce
que les autres espéces ne font pas.

L'amidon, et en particulier les amylopectines, sont des homopolysaccharides de glucose que 1'on
trouve dans les flocons d'avoine et le son d'avoine. Les amylopectines sont des polysaccharides
majeurs et abritent des liaisons 1,6 formant des chaines latérales de glucose le long d'un squelette
de glucose 1i¢ en 1,4. Elle nécessite des enzymes GH13 (-amylases, pullulanases, dextrinases,
glucosidases) qui appartiennent a la plus grande famille de glycoside hydrolases dédiée a la

rupture des liaisons alpha glycosides (comprenant 44 sous-familles), trés souvent associées aux
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enzymes GH31 pour réaliser une dégradation compleéte. La GH13 est I'une des familles
d'enzymes les plus abondantes trouvées dans les bactéries intestinales pour traiter la dégradation
de l'amidon. Ainsi, les espéces de Bacteroides, Eubacterium, Ruminococcus, Roseburia,
Bifidobacteria ont développé différentes stratégies moléculaires pour la dégradation de 1'amidon
et de I'amylopectine conduisant a la production d’AGCC dans l'intestin. Ruminococcus bromii
est reconnu comme une espece clé dans la dégradation de I'amidon résistant alimentaire grace a
un complexe multiprotéique d'amarrage appelé amylosome riche en GH13. Il en est de méme
pour Bifidobacterium adolescentis qui possede un systeme multi-modulaire d'utilisation des
hydrates de carbone riche en GH13. Les malto-oligosaccharides libérés alimentent de maniére
croisée d'autres especes du microbiote jusqu'au métabolisme complet de I'amidon (163). R.
bromii et B. adolescentis représentent respectivement 3% et jusqu'a 1,4% du microbiote fécal des
Européens (164).

La dextrine de blé est une fibre résistante soluble plus courte dérivée du blé, composée de liaisons
glucosidiques linéaires et ramifiées (principalement 1,4 et 1,6), qui a été utilisée précédemment
comme prébiotique pour moduler le microbiote intestinal, en particulier pour augmenter les
producteurs de butyrate.

La gomme de caroube (Ceratonia siliqua) fait également partie du mélange de fibres. Elle est
constituée d'au moins 80 % de fibres dont le mannane, un polymere de 1-4 -D-mannose substitué
par des chaines latérales de 1-6 -D-galactose naturellement présent dans les haricots et souvent
utilis¢ comme hydrocolloide dans les produits alimentaires transformés. Le métabolisme du
mannane est l'une des principales voies du microbiote intestinal humain, l'espéce Roseburia
intestinalis étant le principal agent de dégradation (165). L'alimentation croisée entre les espéces
Bacteroides et Roseburia avec Faecalibacterium prausnitzii a montré une coopération trés
efficace entre les espéces pour la déconstruction du mannane et a mis en évidence un nouveau
locus spécifique pour le métabolisme des mannooligosaccharides chez F. prausnitzi comprenant
les enzymes GH1, GH36, GH113, GH130 et les estérases de glucides (166).

L’inuline est utilisée dans le mélange de fibres pour ses propriétés prébiotiques reconnues (167).
C'est un polymere linéaire de fructose a liaison (2,1) mal digéré dans I'intestin gréle en raison de
ses liaisons béta. Les fructanes de type inuline présentent différents degrés de polymérisation
(entre 2 et 60) conduisant a leur consommation par les espéces du microbiote et favorisant la
croissance des microorganismes bénéfiques comme les bifidobactéries et les lactobacilles tout en
limitant la croissance des pathogenes (168—170). Plus récemment, il a ét¢ démontré que F.

prausnitzii métabolise l'inuline en butyrate et en fructose(171), fournissant une activité anti-
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inflammatoire in vitro. L'utilisation bactérienne des fructanes de type inuline dépend de la
présence d'inulinases et de fructofuranosidases appartenant généralement aux familles d'enzymes
GH32 et GHI1 (172).

Il est également a noter que le choix de ces 7 sources de fibres a été motivé par le potentiel
d'augmentation de la diversité moléculaire mais a été contraint par la nécessité de les incorporer
dans une matrice de pain sans en altérer le gotit et les propriétés texturales.

Les investigations cliniques ont commencé au CRNH en juillet 2017 et ont duré 1 an.

L’objectif de cette étude était d’étudier ’impact de la consommation pendant 8
semaines de 150g/j de pain enrichi en un mélange de 7 fibres alimentaires vs. un pain blanc
standard sur la composition et la fonction du microbiote intestinal ainsi que sur le profil
cardiométabolique (Figure 15 et 16).

L’hypothese de départ était qu’une augmentation de la consommation en fibres non
seulement en termes de quantité mais aussi en termes de diversité augmenterait la richesse en
genes du microbiote intestinal et qu’en parallele, une amélioration du profil cardiométabolique
serait observée. Il s’agit aussi d’une étude en double aveugle et en cross-over, réalisée chez 39
sujets a risque CM toujours sur la base de leur tour de taille élevé et leur faible apport en fibres.

Grace également a de précédents stages réalisés au CRNH, j’ai pu participer a une grande
partie de la mise en place (fin recrutement), a la réalisation (préparation des journées tests, prise
en charge des échantillons biologiques, préparation du FlexMeal) et au suivi (remplissage des
cahiers d’observation, saisie des résultats et gestion des tableaux de résultats) de 1’¢tude
BREATH. J’ai réalisé toutes les analyses statistiques des données diététiques et cliniques. Celles
des données du microbiote ont été réalisées en collaboration avec la biostatisticienne de
MetaGenoPolis. J’ai ensuite rédigé le draft de 1’article sur ces premiers résultats. Par la suite,
des dosages complémentaires pour étayer les pistes mécanistiques intermédiaires des effets
bénéfiques observés ont aussi ét€ envisagés. J’ai réalisé dans un premier temps une bibliographie
a ce sujet et ai organisé des réunions et coordonné les échanges entre les différents partenaires.
Nous avons décidé de réaliser des analyses métabolomiques non ciblées et je me suis donc occupé
de I’organisation de celles-ci depuis le transfert des échantillons jusqu’aux analyses des données

auxquelles j’ai pris part.
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Figure 16 Déroulé des journées métaboliques de I’é¢tude BREATH.

AGNE : acide gras non estérifie, CT : cholestérol total, CHDL : choléstérol a lipoprotéine de
faible densité, CLDL : cholestérol a lipoprotéine de haute densité, TG : triglycérides
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4.1.2 Principaux résultats

Article 1

e Ranaivo, H.; Thirion, F.; Béra-Maillet, C.; Guilly, S.; Simon, C.; Sothier, M.; Van Den
Berghe, L.; Feugier-Favier, N.; Lambert-Porcheron, S.; Dussous, I.; Roger, L.; Roume, H.;
Galleron, N.; Pons, N.; Le Chatelier, E.; Ehrlich, S. D.; Laville, M.; Doré¢, J.; Nazare, J.-A.
Increasing the Diversity of Dietary Fibers in a Daily-Consumed Bread Modifies Gut
Microbiota and Metabolic Profile in Subjects at Cardiometabolic Risk. Gut Microbes
2022, 14 (1), 2044722. https://doi.org/10.1080/19490976.2022.2044722. 1F: 10,2.

Dans le papier principal de cette étude, nous avons démontré que par rapport a un pain controle,

le pain enrichi en un mélange de 7 fibres alimentaires a induit les effets suivants :

Modification de I’abondance relative de certaines espéces bactériennes sans impact sur la
richesse globale de celui-ci (nombre de génes et nombre de MSP).

Impact sur le potentiel de bioconversion des fibres alimentaires via la modification de
l'abondance relative de certains CAZymes et GMM (modules métaboliques du microbiote
intestinal).

Amélioration des profils lipidique et d’insulino-sensibilité.
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ABSTRACT

Some cardiometabolic risk factors such as dyslipidemia and insulin resistance are known to be
associated with low gut microbiota richness. A link between gut microbiota richness and the
diversity of consumed dietary fibers (DF) has also been reported. We introduced a larger diversity
of consumed DF by using a daily consumed bread in subjects at cardiometabolic risk and assessed
the impacts on the composition and functions of gut microbiota as well as on cardiometabolic
profile. Thirty-nine subjects at cardiometabolic risk were included in a double-blind, randomized,
cross-over, twice 8-week study, and consumed daily 150 g of standard bread or enriched with
a 7-dietary fiber mixture (5.55 g and 16.05 g of fibers, respectively). Before and after intervention,
stool samples were collected for gut microbiota analysis from species determination down to gene-
level abundance using shotgun metagenomics, and cardiometabolic profile was assessed. Multi-
fiber bread consumption significantly decreased Bacteroides vulgatus, whereas it increased
Parabacteroides distasonis, Fusicatenibacter saccharivorans, an unclassified Acutalibacteraceae and
an unclassified Eisenbergiella (q < 0.1). The fraction of gut microbiota carrying the gene coding for
five families/subfamilies of glycoside hydrolases (CAZymes) were also increased and negatively
correlated with peaks and total/incremental area under curve (tAUC/iAUC) of postprandial glycemia
and insulinemia. Compared to control bread, multi-fiber bread decreased total cholesterol
(-0.42 mM; q < 0.01), LDL cholesterol (-0.36 mM; g < 0.01), insulin (-2.77 mIU/l; g < 0.05), and
HOMA (-0.78; q < 0.05). In conclusion, increasing the diversity of DF in a daily consumed product
modifies gut microbiota composition and function and could be a relevant nutritional tool to
improve cardiometabolic profile.
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Introduction vegetables, thus higher quantity in dietary fiber

Cardiometabolic diseases (CMD) are among the
leading worldwide causes of death. Indeed,
ischemic heart disease, stroke, and diabetes
accounted for about 16.8 million deaths in 2019.
Adiposity, dyslipidemia, and insulin resistance are
known to increase the risk of developing CMD.'
Studies focusing on gut microbiota analysis have
shown that such deleterious phenotypes are asso-
ciated with low gut microbiota gene richness.”
Furthermore, studies comparing geographically
distinct populations, both close and distant, have
shown that an increased consumption of fruits and

intake, is associated with higher gut microbiota
diversity.”” In overweight and obese subjects initi-
ally presenting a low gene count, a short-term
energy-restricted diet including an increased quan-
tity of dietary fibers, partly restored gut microbiota
richness in parallel to improvement of the cardio-
metabolic profile.® Taken together, this supports
a key role of diet, particularly dietary fiber, in gut
microbiota modulation and potentially in cardio-
metabolic risk factor management;” especially since
average dietary fiber intake is less than the recom-
mended 25-30 g/day.'™"!
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Interestingly, a link between gut microbiota rich-
ness and consumed vegetable diversity has also been
shown,'? suggesting that beyond quantity, the diver-
sity of dietary fiber intake may also affect gut micro-
biota richness. Moreover, in a pig model, in the
context of a high-fat diet, an improved control of
lipid metabolism has been reported following supple-
mentation with a mixture of three dietary fibers.”
Dietary fibers are mainly composed of resistant starch
and non-starch polysaccharides (NSPs) from plant
cell walls, particularly found in legumes, vegetables,
and cereals. Other types of carbohydrates such as
oligosaccharides, gums, and sugar-alcohols also
reach the colon after escaping digestion in the small
intestine. Fiber NSPs are complex polymers of cellu-
lose, hemicellulose (xylan, xyloglucan, mannans,
mixed-linkage glucans ...) and pectins composed of
a central sugar backbone, some branched with various
side-chains by different glycosidic linkage patterns to
form large, diverse molecules. All these polysacchar-
ides are embedded in a complex matrix and represent
various substrates for the gut microbiota, and parti-
cularly promote fibrolytic and glycolytic microbes
that are genetically equipped with a panel of enzymes,
substrate-binding proteins, and transporters to effec-
tively hydrolyze these complex polymers.'* The
human gut microbiota harbors 80 to 160 families of
carbohydrate active enzymes (CAZymes) in healthy
humans from different countries, compared to the 4
enzyme families of the human genome, which only
break down starch, trehalose, and sugars in human
milk.">'® Thus, the more complex the structure of
carbohydrates, the more the enzyme systems must
be diversified to allow bacteria to completely break
down complex fibers and convert sugar units into
energy for its maintenance and multiple-host
benefits."” In turn, fiber breakdown delivers oligosac-
charides that may feed the overall microbial commu-
nity organized in a trophic network and promote
a more global functional impact. The diversity and
characteristics of fibers are thus thought to play a key
role in this selective or global modulation of commen-
sal bacteria and the host benefits."®

In this cross-over study, we thus aimed at increas-
ing the quantity but also the diversity of dietary fiber
intake using a daily consumed product such as sour-
dough bread and evaluated the induced effects on gut
microbiota composition and function as well as on
cardiometabolic risk profile. For this purpose, we

defined a mixture of 7 dietary fibers of different mole-
cular structures, with various physiochemical proper-
ties (both soluble and insoluble). We hypothesized
that this particular mixture of dietary fibers would
promote efficient fiber degradation by engaging
a panel of enzymes with complementary modes of
action. Due to the nature and metabolism of fibers,
an impact on the cardiometabolic profile is also
expected in parallel with the modification of the gut
microbiota composition and functions.

Results
Participants characteristics

Forty-five subjects with cardiometabolic risk profile
were included and randomized: 39 completed the
cross-over study (17 men, 22 women) and were ana-
lyzed (Figure 1). Ninety-two percent were dyslipi-
demic (high triglycerides (TG) and/or low high-
density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and/or high
low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and/or
high total cholesterol (TC). They had neither fasting
hyperglycemia nor diabetes nor elevated hs-CRP
(high-sensitivity C-Reactive Protein) nor hyperten-
sion (Table 1).

Participants dietary intake and compliance

The mean compliance to the dietary interventions
(control (CTL) and multi-fiber (MF) bread con-
sumption) was high (99%). Dietary records showed
that subjects did not modify their energy and macro-
nutrient intakes throughout the study. Likewise, the
daily dietary fiber intake (without including con-
sumed bread) in quantity and diversity remained
low (<20 g/day, <3 fiber-rich food group/day) and
was not modified throughout the study (Table S1).
Consumed fiber-rich food items were mainly from
starchy food, vegetables, and fruits (Figure S1).

Impact of dietary interventions on gut microbiota
composition

Only the multi-fiber bread significantly modified gut
microbiota composition

The two-month consumption of MF bread altered
gut microbiota composition by modifying the rela-
tive abundance of specific gut bacterial species.
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Figure 1. Consort flow diagram of participants.

Table 1. Subjects’ anthropometric, metabolic characteristics and
habitual dietary fiber intake at baseline (n = 39).

female male
n=22 n=17

Age (years) 43.0 + 106 416 + 129
Weight (kg) 75.7 * 89 939 + 108
Height (m) 1.6 * 0.1 18 % 0.1
BMI (kg/m?) 284 0+ 26 290 = 31
Waist circumference (cm) 97.1 = 66 1039 + 79
Hip circumference (cm) 110.0 + 6.0 1084 + 6.7
Blood biomarkers

TG (mmol/L) 12 + 0.4 13 & 0.6

TC (mmol/L) 5.8 * 1.0 52 & 0.7

HDL-C (mM) 1.4 + 03 11+ 0.2

LDL-C (mM) 39 + 0.9 35 = 0.6

Glucose (mmol/L) 4.7 + 03 51 + 0.5

hs-CRP (mg/L) 30 =+ 3.1 37 5.6

HbA1c % 52 + 0.2 53 + 0.4
Blood pressure (mmHg)

Systolic pressure 1200 = 132 1250 = 124

Diastolic pressure 71.9 + 110 789 % 9.2
Habitual dietary fiber intake

Quantity (g/d) 1745 + 16 163 + 23

Diversity (food group/d) 3 ES 0.1 3 + 0.1

Data are expressed as mean + SD. BMI: body mass index; TG: triglyceride; TC:
total cholesterol, HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol, LDL-C: low-
density lipoprotein cholesterol; hs-CRP: high sensitivity C reactive protein;
HbATc: glycated hemoglobin.

Bacteroides vulgatus msp_0069 significantly
decreased (cliff’'s delta (CD), effect size: —0.27,
small), whereas Parabacteroides distasonis

msp_0012 (CD: 0.72, large), Fusicatenibacter sac-
charivorans msp_0154 (CD: 0.49, large), the unclas-
sified Acutalibacteraceae msp_0291 (CD: 0.47,
medium), and the unclassified Eisenbergiella
msp_0125 (CD: 0.46, medium) significantly
increased (q < 0.1) (Figure 2). CTL bread did not
significantly alter gut microbiota composition.
Consistently, when assessing intra-individual
changes, of species relative abundance, based on
Bray-Curtis dissimilarity index before and after
each bread consumption, we observed that com-
pared to control bread, Bray-Curtis dissimilarity
index of gut microbiota was larger with multi-
fiber bread consumption 0.38 + 0.08 wvs
0.34 + 0.10 (p = .02) (Figure S2).

The washout period was appropriate. When
assessing intra-individuals Bray-Curtis dissimi-
larity index between the different visits in the
group that consumed MF bread and the group
that consumed CTL bread during the period 1,
we actually showed that there was no difference
concerning the dissimilarity between V2 and V5
in the two groups (p = .75) although the dissim-
ilarity between V2 - V4 was different (p = .06).
Moreover, the species, which were increased or
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Figure 2. Abundance of the MSP significantly impacted by mul

ti-fiber bread (n=39). Increased MSP (panel 1-5); decreased MSP

(panel 6). MSP: Metagenomic Species; MF: multi-fiber bread; CTL: control bread. P-values from Wilcoxon signed-rank test are displayed.

decreased in abundance with the multi-fiber
bread showed no significant difference between
V2 (baseline) and V5 (after wash-out)
(Figure S3).

All along the dietary intervention, microbiota
richness in terms of gene count and MSP
(Metagenomic Species) count did not significantly
differ (CD: 0.07 and 0.04 negligible respectively)
(Figure 3).

Impact of dietary interventions on gut microbiota
functions

Only the multi-fiber bread significantly modified gut
microbiota functions

The bioconversion potential of dietary fibers
according to the microbial CAZymes patterns
was assessed as the fraction of gut microbiota
carrying a given CAZyme, i.e. the sum of species
(MSP) with at least one gene annotated with this

Gene richness MSP richness
12500004 0.99 0.94
1
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1
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Figure 3. Gut microbiota richness throughout the interventions (n=39). Gene and MSP richness (left and right panel, respectively)
evolution per bread. MSP: Metagenomic Species; MF: multi-fiber bread; CTL: control bread. P-values from Wilcoxon signed-rank test are

displayed.
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CAZyme (see Methods). Out of the 200 examined
CAZyme families, MF bread impacted the relative
abundance of CAZymes from eight different
families and sub-families, among which six were
significantly increased and two significantly
decreased (absolute CD ranging from 0.23, small
to 0.58, large, q < 0.1), while remaining stable with
control bread (Figure 4). The increased CAZymes
belong to glycoside hydrolase (GH) families
(GH30_2, GH43_8, GH43_28, GH43_33, and
GH76) and glycosyl-transferase (GT) family
(GT17), while the decreased CAZymes belong to
polysaccharide lyase (PL) family (PL26) and
GH13_29 subfamily. Among the increased puta-
tive GHs, two GH30_2 proteins shared 51% and
52% aminoacid (aa) identity with a characterized
B-D-xylosidase  from  rumen  bacterium
(ADO20355), respectively. One putative GH43_8
protein has 37% aa identity with a p-
D-galactofuranosidase from Bacteroides salyersiae
(EIY66405) and a GH43_33 sequence shared 39%
aa identity with an a-L-arabinofuranosidase from
Halothermothrix orenii H168 (ACL70803). Two
GH76 putative proteins presented 31% and 38%
aa identity with an endo-a-1,6-mannanase from
Bacillus circulans (BAA75632), respectively. No
characterized protein sequence was yet available
for similarity search to the GH43_28 subfamily.
Consistently, all the five increased putative GH
families were found in P. distasonis msp_0012,
two of them were also found in F. saccharivorans
msp_0154 (GH43_28) and in the unclassified
Eisenbergiella msp_0215 (GH76), respectively.
Furthermore, the protein sequences of GH30_2,
GH43_8, GH43_28, GH43_33, and GH76 were
identical to those of several strains of
P. distasonis already annotated for CAZymes
(http://www.cazy.org/bP.html). Homologous pro-
teins were also found in numerous P. distasonis
sequences available in the databases (not shown).

Regarding gut-metabolic modules (GMM),
only the cysteine pathway of methionine degra-
dation (methionine = > L-homocysteine) chan-
ged significantly during the intervention and
was increased with MF bread consumption
(CD: 0.32, small; p = .026) (Figure 4).
Interestingly, the mercaptan pathway of

GUT MICROBES (&) 20447225

methionine degradation (methionine = >
methanethiol) showed the opposite evolution
with similar effect size, non-significantly after
multiple test, though (p = .04, q = 1). Short-
chain fatty acids-related GMM were not modu-
lated during the intervention.

Impact of dietary interventions on metabolic
parameters

The multi-fiber bread significantly improve lipid
profile and insulin sensitivity

Compared to CTL bread, MF bread significantly
decreased total cholesterol (TC: —-0.42 mM), low-
density lipoprotein cholesterol (LDL-C:-0.36 mM),
insulin (-2.77 mUI/l) and homeostasis model
assessment (HOMA: -0.78) (q < 0.05) (Figure 5).
There was no significant impact of MF bread on
anthropometric and inflammatory parameters as
well as on the postprandial metabolism of glucose
in response to a standardized test meal challenge
(Table 2).

Association between gut microbiota composition
and function, and metabolic parameters

We correlated the delta (after - before multi-fiber
bread consumption) of impacted metagenomics fea-
tures with those of clinical variables related to cho-
lesterol and glucose metabolisms (Figure 6). We
showed that a group of features enriched after multi-
fiber bread consumption, P. distasonis, an unclassi-
fied Eisenbergiella, methionine degradation, and a set
of GHs (GH30_2, GH43_8, GH43_28, GH43_33,
GH76) were negatively correlated with the peaks
and total/incremental area under curve (tAUC/
iAUC) of postprandial glycemia and insulin, in
response to a standardized test meal challenge.

Discussion

To our knowledge, this study investigated for
the first time the impact of increasing the diver-
sity of the dietary fiber intake, beyond the
quantity, on the composition and the functions
of the gut microbiota as well as on cardiometa-
bolic profiles using a daily consumed product
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Figure 4. Gut microbiota function (n=39) Gene abundance of CAZy

mes (A) and GMM (B) impacted by multi-fiber bread. GMM: gut

metabolic modules; MF: multi-fiber bread; CTL: control bread. P-values from Wilcoxon signed-rank test are displayed. GH: glycoside

hydrolase; GT: glycosyl transferase; PL: polysaccharide lyase.

such as bread. We demonstrated that in sub-
jects at cardiometabolic risk, such interventions
alter gut microbiota composition and function
by modifying the relative abundance of specific
gut bacterial species, CAZymes and GMM,
accompanied by a significant improvement of
cholesterol and insulin sensitivity parameters.
In this study, we showed that in a population of
subjects at cardiometabolic risk of whom 92% were
dyslipidemic, 2 months of consumption of multi-

fiber bread significantly decreased total cholesterol
(-0.42 mM) and LDL cholesterol (-0.36 mM) com-
pared to 2 months of consumption of standard
bread. Epidemiological studies have shown an
inverse association between dietary fiber intake and
cholesterol levels.' Dietary intervention trials (2 to
16 weeks), based on different fiber-enriched diets
with a dose varying from 5 to 23 g/d and conducted
in dyslipidemic subjects, consistently showed
a significant mean decrease of total and LDL
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Figure 5. Effects of multi-fiber bread compared to control bread on lipid profile and insulin sensitivity (n=39). Plasma concentrations of
clinical variables impacted by multi-fiber bread. MF: multi-fiber bread; CTL: control bread. HOMA IR: homeostasic model assessment of
insulin resistance; TC: total cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol. EGD: estimated group difference. P-values from

mixed linear model for repeated measures are displayed.

cholesterol between 0.1 and 0.3 mM and 0.1 to
0.2 mM, respectively.”®** Such decrease of LDL
cholesterol is important in terms of reducing cardi-
ometabolic risks, as 1 mM LDL cholesterol reduction
was shown to be associated with a 19% lower risk of
coronary mortality”* and a much greater decrease of
52% CM risk in case of early intervention.**
Literature suggests that the cholesterol-lowering
effect of dietary fiber is due to different factors.
First, the transformation of dietary cholesterol to
coprostanol by coprostanoligenic bacteria includ-
ing Bacteroides sp. D8 closely related to B. vulgatus,
based on its morphological and biochemical
characteristics.””> However, we reported here
a decrease of B. vulgatus not supporting a major
impact of this mechanism on the cholesterol-
lowering effect of the mixture of fibers. Then, fibers
are also known to affect bile acids. In the colon,
bacteria can modify bile acids by hydrolyzing them,
resulting in cholesterol-lowering. Bacteria capable
of such reactions are those with bile salt hydrolase
activity including bacteria belonging to Bacteroides,
Parabacteroides and Clostridium genera®®* and

particularly P.distasonis.”**° Since P.distasonis was
significantly increased after multi-fiber bread, this
mechanism could have been involved in the cho-
lesterol-lowering effect of the mixture of fibers.

Interestingly, multi-fiber bread consumption sig-
nificantly improved insulin sensitivity parameters.
Epidemiological studies have reported a positive
relation between dietary fiber intake and insulin
sensitivity.”™*" A clinical study conducted in over-
weight and at cardiometabolic risk subjects has
reported an improvement of insulin sensitivity esti-
mated by HOMA following diet incorporating
resistant starch, with an average HOMA decrease
of 10.4%.%” Other studies all involving at cardiome-
tabolic risk subjects, supported that wholegrain,
oat-based products, p-glucan extract, and refined-
grain products had no impact on insulin
sensitivity.”*~*® Here, we demonstrated a much lar-
ger 21%-decrease of HOMA and thus insulin
resistance.

In this study, we hypothesized that using the
dietary fiber mixture instead of a single one
would promote gut microbiota diversity and
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Table 2. Effects of multi-fiber bread compared to control bread on metabolic parameters (n = 39).

Fiber-enriched bread

Control Bread Effect of multi-fiber bread

Baseline Post-Intervention Baseline Post-Intervention EGD 95% IC

Anthropometric parameters
Weight (kg) 8465 + 137 8479 + 1335 8459 + 133 8467 + 1343 0.06 (-0.65 to 0.78)
BMI (kg/mz) 2902 + 276 291 = 270 29.03 = 281 2905 + 272 0.06 (-0.19 to 0.30)
Fat mass (kg) 3286 + 811 327 + 804 3283 + 819 3283 + 806 011  (-048 to 0.69)
Waist circumference (cm) 10023 + 837 10028 + 844 9974 =+ 824 10017 + 802 038 (-1.64 to 087)
Height circumference (cm) 10991 + 587 11005 + 599 10979 + 588 11028 + 621 035 (-1.15 to 0.46)
Fasting metabolic parameters
Glucose (mM) 535 + 049 522 + 040 531 =+ 048 529 £ 040 011 (026 to 0.04)
NEFA (uM) 4461 + 15915 43828 =+ 16374 4941 + 16199 48487 =+ 22114 141 (-906 to 93.4)
Insulin (mlU/1) 1341 + 763 1094 + 437 1134 = 418 1196 + 489 -277% (-479 to -0.74)
HOMA 323+ 192 254 £+ 101 269 + 104 283 + 123 -078% (=131 to -0.24)
TG (mM) 132+ 051 126 + 043 129 + 059 128 + 049 —005 (-023 to 0.14)
Total cholesterol (mM) 529 + 092 503 =+ 086 497 + 078 513  + 085 -042% (-064 to -0.20)
HDL cholesterol (mM) 124 = 027 119 + 030 119 = 026 120 = 031 =005 (=011 to 0.00)
LDL cholesterol (mM) 346 + 080 327 %= 072 320 = 066 336+ 077 -036" (055 to -0.17)
CRPus (mg/L) 336 £ 647 341 £ 468 400 = 569 293+ 428 028 (=022 to 0.79)
RMR (kcal) 1490.27 + 33033 1699.97 = 33294 171704 + 359.58 170098 + 334 0.01 (=002 to 0.05)
CD14 (pg/mL) 153 + 042 145 + 042 157 = 042 148 + 032 0.01 (-0.19 to 0.21)
LBP (ug/mL) 1606 + 694 1633 + 580 16.20 + 651 1581 + 749 0.67 (-227 to 3.61)
Ratio LBP/CD14 1081 + 469 1269 =+ 875 1055 = 438 1096 * 53 1.67 (-1.26 to 461)
Postprandial metabolic

parameters
Glucose tAUC (mM*min) 10313 + 938 102447 = 7346 104832 + 9624 104361 + 12298 -212 (-4078 to 36.54)
Glucose IAUC (mM*min) 14716 + 11839 15114 = 10346 197.89 =+ 13242 19277 =+ 15153 9.10 (-41.02 to 59.23)
Glucose peak (mM) 726 = 1.04 699 = 076 725 = 109 718 £ 1.05 -02 (-062 to 0.23)
Insulin tAUC (mUI/Pmin) 7676 + 2951.96 7568.86 + 3181.22 770786 + 3098.25 769425 + 3568.1 2418 (-1090 to 1139)
Insulin iAUC (mUI/I*min) 5827.22 + 2804.61 5837.54 + 2941.38 5991.59 + 2901.58 5996.27 + 32528 112 (-1085 to 1308)
Insulin peak (mlU/1) 90.28 + 51.08 8739 =+ 6301 8627 =+ 41.12 8826 + 5799 644 (-28388 to 15.99)

Data are expressed as mean + SD. Effects of multi-fiber bread were analyzed using linear mixed model for repeated measures with heterogeneous Toeplitz or
autoregressive as covariance structure. MF: multi-fiber bread; CTL: control bread; BMI: body mass index; RMR: resting metabolic rate; HOMA IR: homeostasic
model assessment of insulin resistance; TC: total cholesterol; HDL cholesterol: high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol,
TG: triglyceride; NEFA: non-esterified fatty acid; hs-CRP: high sensitivity C-reactive protein. EGD: estimated group difference. Adjusted p value *< 0.05 ** <0.01.

functions since it would stimulate the metabo-
lism of a larger number of ecological niches and
generate a larger variety of by-products usable
by the entire microbial ecosystem. However, we
did not detect any change in gut microbiota
richness in our study. Previously, Cotillard
et al. showed that in overweight and obese sub-
jects, a short-term energy-restricted diet includ-
ing an increased quantity of dietary fibers partly
restored the gut microbiota richness, but only in
the subgroup initially presenting a markedly
lower gene count (LGC) (compared to a higher
gene count subgroup (HGC). Due to differing
sequencing technologies used in this study and
that of Cotillard et al., it was not possible to
robustly compare gut microbiota richness
between the subjects from the two studies.
However, it has been reported that the body
mass index (BMI) negatively correlates with gut
microbiota richness.>*** As the subjects included
in this study presented a lower BMI compared to

those from Cotillard et al. (28.9 + 2.8 vs 33.2 *
0.6), their gut microbiota richness may be
higher, which could explain why we did not
impact this parameter. Consistently, when com-
paring our cohort to a nationality- and sequen-
cing technology-matched overweight cohort™
(our cohort < BMI: 31.4 + 3.0 < Cotillard et al.
cohort), richness was 17% higher than for this
cohort (data not shown). Baseline microbiota
richness could therefore be an important inclu-
sion criterion to consider for such studies.
Although we managed to increase both the
quantity and the diversity of dietary fiber intake
of included subjects, modifying one component
of the diet without energy restriction or change
in macronutrient composition may not have
been sufficient to significantly alter overall
microbiota richness in this population.
However, we observed a significant decrease in
abundance of B. vulgatus and a significant
increase of P. distasonis, F. saccharivorans, an
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Figure 6. Correlation between metagenomic features and clinical variables (n=39). Heatmap of Spearman’s correlation coefficient
between deltas (after — before multi-fiber bread) of metagenomics features impacted by MF bread (in rows) and deltas of clinical
variables related to cholesterol and glucose metabolisms (in columns). The right side bar stands for the metagenomics features Cliff's
Delta (red: decreased with MF, green: increased with MF). Black dots stand for correlations that are significant after Benjamini-
Hochberg correction (¢ < 0.1). Empty circles stand for correlations that are significant regarding non-corrected p-values (p < 0.05).
P. distasonis and the modules/CAZymes it carries are denoted with ' at the end of their name. CD: Cliff's Delta; GH: glycoside

hydrolase; GT: glycosyl-transferase; PL: polysaccharide lyase.

unclassified Acutalibacteriaceae, and an unclassi-
fied Eisenbergiella after 2 months of multi-fiber
bread consumption. Multi-fiber bread nutritional
interventions thus more specifically targeted cer-
tain taxa. Previous studies have also evidenced
an increase in the level of P. distasonis after
a dietary intervention using either single fiber
supplementation®>?® or mixtures.””

Most if not all, glycoside hydrolases families
increased with multi-fiber bread consumption
have been found in P. distasonis, emphasizing
the role this species may play in fiber supple-
mentation. Among them, GH43_8/28/33 and
GH30_2 are thought to be debranching enzymes
aiding in the degradation of NSPs such as ara-
binoxylan from hemicelluloses, and galactoman-
nan found in gums and pectin, although very
few information is available in the literature
regarding these subfamilies (from zero to two
characterized members). Furthermore, GH43
are among the most abundant CAZymes found
in the human gut microbiome and probably
access to a wide range of complex

carbohydrates.”® All together, these enzymes
families are consistent with the nature of plant
cell wall polysaccharides or gums provided by
the cereals of multi-fiber bread and locust bean
gum, respectively. GH76 are putative a-
1,6-endomannanases dedicated to the degrada-
tion of mannans from yeast glycoproteins. Both
multi-fiber and control breads are sourdough
bread, but the presence of various types of fibers
in the multi-fiber bread during the fermentation
process with yeasts appeared to enhance bacteria
bearing enzymes that hydrolyze yeast cell wall
mannans. By regularly consuming yeast-leavened
bread and other fermented products,
Bacteroidetes in the gut microbiota have evolved
the capacity to metabolize these glycans, in par-
ticular Bacteroides and Parabacteroides.” Multi-
fiber bread could therefore have enhanced this
metabolic function through the increase of
P. distasonis. Concerning the decreased families,
GH13_29 includes a-glucosidase and a-
phosphotrehalases related to the hydrolysis of
starch and trehalose. Enzymes encoding-genes
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from this subfamily are rather observed in the
genome of Enterobacteriacea, and lactic acid
bacteria’®*' but many other GH13 enzymes
dedicated to the disruption of alpha glycoside
linkages are found in P. distasonis according to
the CAZy database, PL26 is thought to degrade
rhamnogalacturonan from pectins but only one
fungal enzyme from this family has been char-
acterized so far,*? therefore other functional
characteristics may exist. Nevertheless, numer-
ous PL26 encoding genes have been found in
Bacteroides species including B. vulgatus™
which is also significantly decreased with MF
bread consumption. B. vulgatus has been
reported to be associated with alteration of insu-
lin resistance.*® Thus, its observed decrease
could partly explain the improvement of insulin
sensitivity. Moreover, we showed a significant
increase of Parabacteroides distasonis whose
involvement in type 2 bile acid production and
farnesoid X receptor (FXR) pathway activation
resulting in insulin sensitivity improvement has
recently been shown.'” Moreover, the methio-
nine degradation to L-homocysteine was the
metagenomics features that displayed the highest
number of significant correlations with the post-
prandial glycemia and insulinemia parameters.
Both methionine and homocysteine have been
related to insulin resistance.**”>' Hence, the
modulation of methionine metabolism through
the increase of P. distasonis could be a possible
mechanism to explain the decrease of insulin
observed in this study.

It is well known that studying the impact of
dietary interventions on human microbiota has
some limitations, such as a limited number of par-
ticipants like in our study, and the fact that studies
normally provide fecal samples reflecting the
microbiota of the distal colon, but do not allow
access to the microbiota of the actual site of food
fermentation (cecum and proximal colon).”?
Beyond the effects on gut microbiota functions
mediated by the modulation of the microbiome,
we would expect observing effects on the
metabolome.

In conclusion, increasing the diversity of dietary
fibers in a daily consumed product modified gut
microbiota composition and promoted GH families
involved in the degradation of plant

polysaccharides and locust bean gum found in the
seven selected dietary fibers. The parallel improve-
ment of lipid and insulin sensitivity parameters
suggests that such intervention could be a relevant
nutritional approach to improve cardiometabolic
profile and further prevent cardiometabolic risk.

Materials and methods
Study participants

Forty-five subjects with CMR profile were included
in this study between November 2017 and
July 2018. Inclusion criteria included age: 18-
70 years old, body mass index (BMI): 25-35 kg/
m?, waist circumference >80 cm for women and
>96 cm for men, daily bread consumption <200 g/
day, low dietary fiber intake <20 g/day, stable
weight and moderate physical activity, no known
gastrointestinal disease, no previous bariatric sur-
gery, no use of antibiotics or other drugs interfering
with microbiota composition in the 3 months prior
and during the study.

Study design

This study was a single-center, randomized, dou-
ble-blind crossover trial conducted at the Human
Nutrition Research Center of Rhone-Alpes
(CRNH-RA) and carried out in accordance with
the Second Declaration of Helsinki and French
Jardé’s law. It was reported and registered on
http://www.clinicaltrials.gov (NCT03875898). All
participants received and signed informed consent
approved by the Scientific Ethics Committee of
Bordeaux Sud-Ouest and Outre-Mer III.

After a 1-week run-in period (150 g/day of stan-
dard sourdough bread (control CTL)), subjects
received two 8-weeks dietary interventions in
a random order according to randomization. The
two dietary interventions were: 1) 150 g/d of sour-
dough bread enriched with a mixture of 7 selected
dietary fibers (multi-fiber; MF) and 2) 150 g/d of
CTL. Group A started with MF, whereas group
B started with CTL. A 4 to 6-weeks washout period
and another run-in separated the two interventions
(Figure S4). CTL and MF bread were structurally
matched (color, size, and texture), although had
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different dietary fiber content (Table S2). 150 g of
MEF bread contained 16.05 g of 7 selected fibers with
a 1:1 ratio of insoluble to soluble fiber.

Every week, baked and frozen breads were
directly delivered to the subjects in individual
sealed pack of 3 x 50 g and stored in their freezer
until consumption. Compliance was checked by the
number of returned empty packs.

During the intervention periods, subjects were
asked to maintain the same diet in terms of caloric
and macronutrients content and were ordered to
fill in a 3-day dietary record. Data from this 3-day
dietary record were processed using NUTRILOG®
which allowed to estimate energy and macronutri-
ent intake. In parallel, the subjects also completed
a questionnaire concerning 128 fiber-rich food
items to evaluate their dietary fiber intake in
terms of diversity.'” A fiber-rich food group (break-
fast and biscuits, starchy food, dried vegetables,
vegetables, fruits, nuts, chocolate, and probiotics)
is made of different items (for example, apple is an
item belonging to fruits). For each subject, fiber-
rich food group was taken into account when he/
she ate at least one item/day of this group on 2 days
out of three.

At the beginning and the end of each nutritional
intervention period, metabolic assessment days
were scheduled to evaluate CM risk factors (V2,
V4, V5, and V7).

During the 3 days before metabolic assessment
days, subjects were ordered to collect a stool sample
at ambient temperature using a specific kit contain-
ing RNAlater® as stabilizing solution, following the
International Human Microbiome Standards
(IHMS, SOP 05) (http://www.human-microbiome.
org/index.php?id=Sop&num=005) and send it to
the French National Research Institute of
Agriculture, food and Environment (INRAE)
MetaGénoPolis  (mgps.eu)  for  analysis.
Intermediate visits with dietician were also sched-
uled to ensure a good compliance (V3 and V6).

On metabolic assessment days, subjects arrived
at CRNH-RA after an 8 h overnight fast following
the ingestion of a standard low dietary fiber evening
meal (one serving of lean meat or fish, rice, a dairy
product and fruit compote). Body weight, fat mass
percentage, height, and waist circumference were
measured using standardized methodologies with
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a calibrated weighing scale, a Bodystat Quadscan
4000 (BQ4000; Bodystat Ltd. Douglas, UK) stadi-
ometer and non-elastic tape, respectively. BMI was
calculated as weight/height’. The resting metabolic
rate (RMR) was measured by indirect calorimetry
using a QUARK calorimeter (Cosmed, Rome,
Italy). Subjects were served a breakfast at TO (the
study product (multi-fiber or control bread), hot
drink, jam, and butter) and a standardized chal-
lenge test meal at T240. Fasting and postprandial
blood (T0, T15 T30 T45 T60 T90 T120 T180 T210
T240 T255 T270 T300 T330 T360 T390 T420) were
collected using an antecubital vein catheter.

Biochemical blood analyses

Collected blood was centrifuged immediately for
10 min at 4,500 rpm. Plasma was stored at —20°C
until the assays were conducted.

Glycemia was measured by spectrophotometry
according to Architect Abbott Hexokinase method;
C-reactive protein (CRP) by immunoturbidimetry;
Non-esterified Fatty Acid (NEFA) by colorimetric
technic; total cholesterol (TC), HDL-cholesterol
(HDL-C) and triglyceride (TG) by spectrometry
using Architect Module Chimie Abbott method;
insulin by radio immunoassay (RIA) according to
RIA CisBio IBA method, LBP and sCD14 by sand-
wich ELISA according to CliniSciences instructions.
LDL-cholesterol was calculated using Friedwald for-
mula and HOMA as plasma glucose (mmol/L) x
plasma insulin (mUI/L)/22.5.

Microbiota analysis

DNA extraction of stool samples and shotgun
sequencing

DNA extraction from aliquots of fecal samples was
performed following the IHMS SOP 07 V2 (http://
www.human-microbiome.org/index.php?id=
Sop&num=005). DNA was quantitated using Qubit
Fluorometric ~ Quantitation (ThermoFisher
Scientific, Waltham, US) and qualified using DNA
size profiling on a Fragment Analyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, US). Three pg of high
molecular weight DNA (>10 kbp) was used to build
the library. Shearing of DNA into fragments of
approximately 150 bp was performed using an
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ultrasonicator (Covaris, Woburn, US) and DNA
fragment library construction was performed
using the Ion Plus Fragment Library and Ion
Xpress Barcode Adapters Kits (ThermoFisher
Scientific, Waltham, US). Purified and amplified
DNA fragment libraries were sequenced using the
Ion Proton Sequencer (ThermoFisher Scientific,
Waltham, US), with a minimum of 20 million high-
quality reads of 150 bp (in average) generated per
library.

Microbial gene count table

To create the gene count table, the METEOR
software was used: first, reads were filtered for
low-quality by AlienTrimmer (https://forgemia.
inra.fr/metagenopolis/meteor).” Reads that
aligned to the human genome (identity > 95%)
were also discarded. Remaining reads were
trimmed to 80 bases and mapped to the
Integrated Gut Catalog 2 (IGC2),”>>* comprising
10.4 million of genes, using Bowtie2.”” First, the
unique mapped reads (reads mapped to a unique
gene in the catalog) were attributed to their
corresponding genes. Second, the shared reads
(reads that mapped with the same alignment
score to multiple genes in the catalog) were
attributed according to the ratio of their unique
mapping counts of the captured genes. The
resulting count table was further processed
using the R package MetaOMineR v1.31.7 Tt
was downsized to 14 million mapped reads to
take into account differences in sequencing
depth and in mapping rate across samples.
Then the downsized matrix was normalized for
gene length and transformed into a frequency
matrix (fragments per kilobase of exon model
per million reads mapped) (FPKM) normaliza-
tion). Gene count was computed as the number
of genes detected (i.e., whose abundance is
strictly positive) in a given sample after
downsizing.

Metagenomic Species (MSP) profiles

The IGC2 catalog was organized into 1990
Metagenomic Species (MSP), clusters of minimum
100 genes, using MSPminer™* MSP taxonomy was
assigned with the Genome Taxonomy Database.™

Relative abundance of an MSP was computed as the
mean abundance of its 100 ‘marker’ genes (that is,
the genes that correlate the most altogether). If less
than 10% of ‘marker’ genes were seen in a sample,
the abundance of the MSP was set to 0. Relative
abundances at higher taxonomical ranks were com-
puted as the sum of the MSP that belong to a given
taxa. MSP count was assessed as the number of
MSP present in a sample (that is, whose abundance
is strictly positive).

Microbiome functional potential

Genes from the IGC2 catalog were mapped with
diamond™ onto KEGG orthologs (KO) from the
KEGG database (version 8.9).°® Each gene was
assigned to the best-ranked KO among hits with
e-value <10-5 and a bit score >60. For a given
sample, we assessed the abundance of a KEGG
module or a Gut-Metabolic Modules (GMMs)*
with the following procedure:

» We restricted the gene content of each MSP
detected in the sample to its genes also detected
in the sample, plus the core genes of the MSP;

* We computed the fraction of the module pre-
sent in the restricted set of genes for the pair
sample/MSP;

» We considered that an MSP carried a module
in a given sample if the computed fraction was
above 90%;

* We summed the abundance of all MSPs that
carried the module for a given sample.

The IGC2 was also annotated on the
Carbohydrate-Active  enZYmes  Database
(CAZy, November 2018) (http://www.cazy.
org/®®).*" The abundance of each CAZYme
group (glycoside hydrolases (GH), glycosyl-
transferases (GT), polysaccharide lyases (PL),
and carbohydrate esterases (CE)) was computed
using the same process as KEGG modules
and GMM.

The abundance of each CAZyme group (gly-
coside hydrolases (GH), glycosyl-transferases
(GT), polysaccharide lyases (PL), and carbohy-
drate esterases (CE)) was computed using the
same process as KEGG modules and GMM.
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Statistics

The primary outcome of this study was an increase
of 20% of gut microbiota richness which corre-
sponds to 76 000 genes according to the distribu-
tion of gut microbiota richness of two cohorts of
obese and overweight subjects.>® An increase of 76
000 genes allowed the individuals to move from
Low Gene Count (LGC) status to High Gene
Count (HGC) status. LCG and HGC individuals
significantly differed on metabolic profile, HGC
individuals presenting a better metabolic profile.
Assessing the impacts on cardiometabolic profile
was actually the secondary outcome of this study.

According to these data, to achieve a significance
of p < .05 and a power (type II error) of 95%, a size
of 40 subjects was required.

All statistical analyses and graphs were per-
formed with R software v3.6.0 and SAS software
9.4 TS Level 1M6.*"

To assess if a given metagenomic feature was
impacted by the multi-fiber bread, we used the
R package nparLD®® to perform non-parametric
analysis of the longitudinal data. P-values from
the interaction of the factors “bread” and “visit”
were corrected for multiple test with the
Benjamini-Hochberg procedure. A feature was
considered significant when corrected p-values
<0.1. Finally, Wilcoxon signed-rank test were per-
formed on each bread separately (i.e., before/after
multi-fiber bread, and before/after control bread)
to assess which bread impacted the feature. Effect
size was computed using the Cliff’s Delta with the
R package effsize.*> This measure gives an informa-
tion similar to log-fold change, but is comprised
between -1 and 1. (0: no effect; +1 or —1: large
effect). The magnitude of the effect size d is assessed
as negligible if |d| <0.147, small if |d| <0.33, med-
ium if |d| <0.474, and large otherwise.*!

For clinical variables, the effect of multi-fiber bread
was evaluated by calculating the estimated group dif-
ference, ie., the difference between the changes
induced by each of the two breads. A linear mixed
model for repeated measures, with Toeplitz or auto-
regressive structure (AR) as covariance structure, was
used to determine whether the difference between the
changes induced by each of the two breads was statis-
tically significant. Bread, time, period, and sequence
were included as fixed variables. In order to account
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for variability between subjects and to adjust for any
nonspecific differences, subjects were included as ran-
dom effects. When the normality of the model resi-
duals was not assumed, a logarithmic transformation
of the data has been done.

Correlations between variables were performed
using Spearman’s correlations. All p-values were
adjusted for multiple testing with the Benjamini
Hochberg Procedure. Unless stated otherwise,
a corrected p-value is considered significant if
inferior to 0.1; a non-adjusted p-value is significant
if inferior to 0.05.
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SUPPLEMENTARY

Consumed item/d per -rich food group

S
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Figure S1. Origin of consumed dietary fibres (n=39).
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Figure S2: Comparison of the intra-individual Bray-Curtis dissimilarity: before and after each bread
consumption (n=39).

MF: multi-fibre bread; CTL: control bread. P-value from Wilcoxon signed-rank test is displayed.
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Figure S3: Intra-individuals Bray-Curtis dissimilarity in the group that consumed MF bread or CTL bread
during the period 1 (n=39).

Top left: Between start (V2) and end (V4) of period 1. Top right: between start of period 1 (V2) and
start of period 2 (V5, after wash-out). MF: multi-fibre bread; CTL: control bread. Bottom: Evolution of
MSP altered by MF consumption in the group consuming MF bread during the period 1, at V2 (start of
period 1), V4 (end of period 1) and V5 (start of period 2 after wash-out). P-values from Wilcoxon
signed-rank test are displayed.
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Figure S4. Protocol design of the intervention and metabolic assessment day.

IC: indirect calorimetry; MF: multi-fibre bread; CTL: control bread.
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Fibre-enriched bread Control Bread Time effect

Baseline Post-Intervention Baseline Post-Intervention adjusted p

Energy (kcal) 1655.71 + 427.68 165138 + 476.04 1668.76 + 438.82 1690.25 + 381.74 ns
Total carbohydrate (g) 159.24 + 47.97 161.13 = 47.42 15794 + 5293 165.52 + 45.72 ns
Sugar (g) 82.19 + 30.44 83.75 + 261 81 + 34.04 81.14 + 29.32 ns
Protein (g) 69.64 + 19.38 7042 + 19.19 6894 + 2238 68.71 + 18.58 ns
Fat (g) 7479 + 24.01 73.88 + 27.37 76.81 + 20.98 77.78 + 24384 ns
Saturated fat (g) 30.87 * 9.56 30.39 * 12.95 31.67 = 9.03 31.81 = 11.97 ns
Total dietary fibre (g) 1437 + 462 13.00 * 457 1401 + 5.40 1425 + 535 ns
Fibre-rich food (item) 8 + 2 7 + 2 7 £ 2 8 + 2 ns
Fibre-rich food (group) 3 £+ 1 3 + 1 3 + 1 3 + 1 ns

Table S1. Daily dietary intake throughout the study (n=39).
Energy and macronutrients intakes. Data are expressed as mean + SD. Consumed bread was not
included in the calculation of dietary intake. Time effect was analyzed using linear mixed model

for repeated measures with Toeplitz as covariance structure.
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Standard Bread Multi-fibre bread

Ingredients wheat flour, water, salt, pectin, yeast, wheat flour, water, wheat dextrin, oat
roasted corn flour, wheat gluten, malted flakes, inulin, salt, locust bean gum, yeast,
wheat flour, flour treatment agent (E300) oat bran, pectin, ground flour, roasted corn

Saturated fat
Total carbohydrate
| Proteins |
ET

Contains: gluten.
May contain traces of nuts,
traces of sesame.

Suitable for vegans: Yes
Suitable for vegetarians: Yes

GMO: none
Tonization: none

1090 kJ / 260 kcal
0.6g
01g
53.2g
12g
3.7g
798¢
147¢g

flour, micronized wheat bran, wheat gluten,
malted wheat flour, flour treatment agent
(E300)

Contains: gluten.
May contain traces of nuts,
traces of sesame.

Suitable for vegans: Yes
Suitable for vegetarians: Yes

GMO: none
Tonization: none

1040 kJ / 250 kcal
0.7g
0.2g
475¢g
13g
10.7 g
74¢
134¢g

Table S2. Bread composition and nutrition facts.

Nutrition facts are indicated for 100 g of bread. Data presented in bold highlight the main differences

between the two breads.
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Article 2 : en préparation, résultats préliminaires

e Impact of a daily consumption of a dietary fiber-enriched bread for 8 weeks in subjects
at cardiometabolic risk: metabolomic analyses and integration with metagenomic and
clinical data
Ranaivo, H.; ... ; Nazare, J.-A ; Martin JC.

Je vais vous présenter les matériels et méthodes utilisés ainsi que les tous premiers résultats
que nous avons obtenus dans le cadre des analyses métabolomiques qui ont été réalisées en

collaboration avec Jean-Charles Martin de la plateforme Métabolomique BIOMET a Marseille.

Impact of a daily consumption of a dietary fiber-enriched bread for 8 weeks in subjects at
cardiometabolic risk: metabolomic analyses and integration with metagenomic and clinical

data
OBJECTIVE:

We previously showed significant changes in the composition of the gut microbiota in parallel to
the improvement of the cholesterol levels and insulin sensitivity, which are strongly associated
with the risk of developing cardiometabolic diseases. To support the role of increasing dietary
fiber diversity in gut microbiota-related health effects, it is now important to investigate the
underlying mechanisms linking these observed metabolic effects to the gut microbiota. By using
metabolomics, we therefore analyzed the subjects’ plasma in the fasting state before and after each

intervention to characterize involved biomarkers and metabolic pathways.

MATERIALS AND METHODS

Sample preparation

Collected blood samples were centrifuged immediately for 10 min at 4,500 rpm and stored at
—80°C until the essays were conducted.

The samples were run on a Q-Exactive™ Plus quadrupole-orbitrap high-resolution hybrid mass
spectrometer (HRMS) (Thermo Scientific, Les Ulis, France) equipped with electrospray ionization
source (H-ESI II) and hyphenated to an UltiMate™ 3000 HPLC system (Thermo Scientific, Les
Ulis, France). The metabolomics workflow used in the present analysis is the one described in
{Fraser, 2020} {Moro, 2021}. In all instances, sample preparation and analyses were performed
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randomly. Polar/semi-polar compounds in plasma were extracted by adding 400 pL of ice-cold
methanol to 100 uL of plasma and a 100-pL aliquot of each sample placed in two separate vials:
one for polar analysis using HILIC LCHRMS and one for semi-polar analysis using reverse-phase
(RP) LCHRMS operated both in positive and negative ionization mode for each chromatographic
condition in order to broaden metabolite coverage. Quality control samples (QC) made from small
aliquot of all samples were intersperced every 5 samples in the analytical series to monitor
acquisition quality and analytical drift. Four resulting matrices were therefore obtained before
being merged. Metabolite redundancy was removed by choosing variables with less coefficient of
variation (CV) and higher intensity in QC. The following analytic workflow was applied to all
samples: on the C18 column, during a 16 min gradient, samples were analyzed with solvents A
and B, 0.1% formic acid in H20, and 0.1% formic acid in acetonitrile, respectively; on the HILIC
column, samples were analyzed during a 27 min gradient with solvents A and B, 16mM
ammonium formate in H20, and 0.1% formic acid in acetonitrile, respectively. All samples were
analyzed in FullScan and some were also analyzed in MS/MS to facilitate compound annotation.
Mass spectra data files were converted to mzXML format using ProteoWizard prior to Data
extraction performed by XCMS from mzXML data acquired in FullScan. Data were curated by
visual inspection of EIC (extracted ion chromatogram) generated by XCMS to remove extracted
chemical noise and poorly integrated peaks. Data were normalized to QC with the Van Der Kloet
algorithm using R scripts, in order to correct instrument analytical drift {van der Kloet, 2009} .
Variables with coefficients of variation greater than 30% in the pools were removed.

Finally, the selected variables were matched with to the in-house database of the
laboratorycontaining over 1400 pure metabolites with their MS and MS/MS mass spectra and
retention time using the data in-house LCMS tool of the W4M platform

(https://workflow4metabolomics.org/) {Giacomoni, 2015}.

Mass feature annotations

Each annotated metabolite was assigned a biological role based on HMDB Metabocards,
PubChem descriptions, and KEGG pathways. Complementary information was found in PubMed
publications where available. The annotated metabolites were then grouped according to their
functional role {Fraser, 2020} {Rosique, 2020}. Metabolites were analyzed utilizing a hierarchical
PLS procedure as described in {Wold, 1996} {Thabuis, 2011} {Fraser, 2020} (please see below)
in which each functional set combining metabolites can be translated into a workable composite

score for each individual.
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Statistical analyses and data display

All metabolomics data were first pretreated with the probabilistic quotient normalization method
(PQN) {Dieterle, 2006} using the median signal as a reference vector. PQN is a normalization
method enabling the reduction of uncontrolled variations due to instrumental and sample factors
in the signals. Intensity values were then ‘auto-scaled’ before multivariate statistical analysis or
log2-transformed for univariate analyses when the criteria for normal distribution were not met.
Hierarchical PLS-DA modelling was performed based on the contribution of separate orthogonal
PLS-DAs calculated from all functional sets of metabolites, allowing to generate for each
functional set a composite score value for each individual.

Multiblock PLS or hierarchical PLS enables aggregation of the data into biological function to
ease data interpretation and biological understanding of the impacts induced by our interventions.
The functional metabolic blocks were weighted to take into account the number of metabolites per
block {Wold, 1996}.

Scores from the hierarchical-PLS-DA multiblock analysis were analysed ( test) to determine the
most significant biological functions related to the treatment.

Univariate statistical analysis, HCA, heatmapping, pathway enrichment and visualization, PQN
normalization were performed using the online tool MetaboAnalyst {Xia, 2009}, while partial
correlations were calculated with the R package GeneNet and network visualization performed
using Cytoscape.

Cross-over imbalance effects was corrected using the batch effect correction tool in
MetaboAnalyst. Multivariate statistical analyses (principal component analysis, non-hierarchical
and hierarchical partial least squares—discriminant analysis) were performed using SIMCA 12

software (Umetrics, Umea, Sweden).

PRELIMINARY RESULTS
Metabolomic data

Identification of 226 metabolites

A total of 226 metabolites have been detected and annotated in the plasma of the subjects. They
were amino acids, purines, carnitines, amines, organic acids, sugars, lysophospholipids, and fatty
acids. A summary of these annoted metabolites with assigned metabolic functional groupings for

multiblock analysis is provided in the Data Supplement (Table S1).
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Biological functions
CTL and MF bread differently impacted biological functions

To ease data interpretation and biological understanding of the impacts induced by our
interventions, the data were aggregated into biological function. We then showed that 14 biological

functions were differently impacted by the two breads (q<0.05) (Table 1).

Name FC log2(FC) p.adjusted -log10(p.adjusted)
xenobiotics 0.16 -2.63 0.0001 3.93
metabolic disorders 0.22 -2.17 0.0001 3.93
microbiota metabolism 0.15 -2.78 0.0010 2.98
antioxidant 0.19 -2.40 0.0010 2.98
vascular health 0.25 -2.01 0.0036 2.44
energy metabolism 4.57 2.19 0.0071 2.15
mitochondrial function 0.32 -1.63 0.0078 2.11
tryptophan metabolism 0.31 -1.70 0.0122 1.92
antiinflammatory 0.29 -1.78 0.0293 1.53
phospholipid metabolism | 0.35 -1.51 0.0293 1.53
fatty acid B-oxidation 0.36 -1.47 0.0293 1.53
CHO metabolism 0.26 -1.93 0.0415 1.38
purine metabolism 3.76 1.91 0.0415 1.38
m-oxidation 3.30 1.72 0.0423 1.37

Table 1: Impacted biological functions sorted by decreasing statistical significance.
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Biochemical pathways attached to biological functions

To identify the biochemical pathways attached to biological functions, we first extracted the
metabolites involved in the differentially impacted biological functions. Then, the enrichment
analyses of the biochemical pathways using KEGG database with these metabolites showed that

several biochemical pathways were impacted (p<0.05) Table 2.

Name Hits p-value -log10(p)
Arginine biosynthesis 6 0.00002 4.68194
Caffeine metabolism 5 0.00004 4.35164
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 4 0.00029 3.54212
Glycine, serine and threonine metabolism 7 0.00035 3.46092
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 6 0.00154 2.81248
Glycerophospholipid metabolism 4 0.00244 2.61261
Taurine and hypotaurine metabolism 3 0.00490 2.30980
Arginine and proline metabolism 6 0.00677 2.16941
Pantothenate and CoA biosynthesis 4 0.00704 2.15243
Sphingolipid metabolism 3 0.00710 2.14874
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 5 0.01370 1.86328
beta-Alanine metabolism 4 0.01530 1.81531
D-Glutamine and D-glutamate metabolism 2 0.02970 1.52724
Nitrogen metabolism 2 0.02970 1.52724
Nicotinate and nicotinamide metabolism 3 0.03130 1.50446
Histidine metabolism 3 0.03730 1.42829
Tryptophan metabolism 5 0.04200 1.37675

Table 2: Biochemical pathways related to the impacted biological functions
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In the Figure 3 are shown the biological and biochemical translation of the impacted biochemical
pathways and biological functions. We showed that each biochemical pathway differently
impacted by the two breads is associated to one or more biological functions also differently

impacted by the two breads and vice versa. This reinforced the coherence of the results previously
described.

BIOLOGICAL TRANSLATION

metabolic disorders I————_

AR, prginine biosynthesis

IS caffeine metabolism xenobiotics  FE——
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Figure 3. Biological and biochemical translation of the impacted biochemical pathways and

biological functions differentially regulated by the multifiber and normal breads.
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Co-regulation and integration with metagenomics and clinics fiber specific

Multilevel analyses were performed to establish the relationships between the impacted biological
functions, clinical parameters and metagenomic features by calculating partial correlations
displayed in an interaction network. The network node edges calculated for the control bread has
been subtracted to that of the multi-fiber bread to focus on the specific interplays of this latter
(Figure 4).

We showed that B.vulgatus which abundance was decreased with the multi-fiber bread is closely
related to inflammation, vascular health and LDL concentrations. P.distasonis, which abundance
was increased with the multi-fiber bread, is closely related to purine metabolism which is in turn
related to HOMA, inflammation and anti-inflammatory outcomes. Whilst F.Saccharivorans is also
closely related to inflammation, the unclassified Accutalibacteraceae is related to CHO and amino

acids metabolism.

w-oxidation
aminoacids_metabolism

msp_0291
unclassified Accutalibacteraceae

CHO_metabolism

. ] microblota_metabolism

F. saccharivorans
msp_0154

Chol
Insuline |tryptophan_metabolism |

energy_matnbohsr%

HOMA inflammation—mitochondrial_function
‘ (
phospholipid_metabolism 6
rurine metabolism msp_0069
| B. vulgatus
/  fatty_acid_metabolism
msp_0012 / ‘
: =
hedistasarls vascularheath  metabolic_disorders
antiinflammatory " \

antioxidant

Figure 4. Partial correlation network displaying interplays between the impacted biological

functions, clinical parameters and metagenomic features.
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PRELIMINARY CONCLUSION

In conclusion, these preliminary results showed that the fiber-enriched bread induced a broad but
low-grade biological effect, impacting important areas of cellular metabolism. Multilevel analyses
showed interesting correlations between metabolomic, metagenomic and clinical measurements.
Interestingly, inflammation regulation, as approximated with plasma metabolites, seemed to be at
the crossroad of the multilevel effects induced by the multi-fiber bread and thus appeared as an

important biological effector of that bread intake.

Je suis en train d’affiner ces résultats tout en analysant les données de la littérature pour finir de

rédiger ce papier.
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SUPPLEMENTARY:

Table S1: Summary of the 226 annoted metabolites with assigned metabolic functional

Metabolite name

Pathway 1

Pathway 2

Pathway 3

(S)-3-Hydroxybutyric acid

fatty acid b-oxidation

lipid metabolism

energy metabolism

1,7-Dimethyluric acid

redox status

antioxidant

caffeine metabolism

10-HYDROXYDECANOATE

w-oxidation

fatty acid metabolism

14-0_LysoPC phospholipid metabolism | metabolic disorder inflammation
14-0_LysoPE phospholipid metabolism oxidative stress inflammation
16-0_LysoPC phospholipid metabolism | metabolic disorder inflammation
16-0_LysoPE phospholipid metabolism oxidative stress inflammation
16-0_LysoPI phospholipid metabolism | metabolic disorder inflammation
17a-Hydroxyprogesterone steroid metabolism

18-0_LysoPC phospholipid metabolism | metabolic disorder inflammation
18-0_LysoPE phospholipid metabolism oxidative stress inflammation

1-METHYLADENOSINE

purine metabolism

gene expression

immune function

1-METHYL-L-HISTIDINE

redox status

stress response

1-METHYLNICOTINAMIDE

thrombotic process

metabolic disorder

inflammation

1-Methyl-pyrogallol-3-O-sulfate antioxidant exogenous compound
1-Methyluric acid purine metabolism oxidative stress antioxidant
1-Methylxanthine purine metabolism caffeine metabolism antioxidant

2,6-Dihydroxybenzoic acid

microbiota metabolism

exogenous compound

inflammation

21-Deoxycortisol

steroid metabolism

2-AMINOPHENOL

tryptophan metabolism

2-hydroxy-2-methylbutyric acid

branched-chain

acid

. . ) microbiota metabolism aminoacids metabolic disorder
(2-hydroxyisovaleric acid) .
metabolism
2-HYDROXY-4- methionine metabolism dru
(METHYLTHIO)BUTANOATE &
2-hydroxy-5-methoxylbenzoic microbiota metabolism xenobiotic

2-Hydroxybenzyl alcohol (
Salicyl alcohol, Saligenin)

exogenous compound

2-Hydroxyisocaproic acid

branched-chain
aminoacids metabolism

metabolic disorder

gut function

2-HYDROXYPHENYLACETATE

phenylalanine

catecholamines

metabolism metabolism

. . branched-chain aminoacids
2-Isopropylmalic acid . . . .

aminoacids metabolism metabolism

2-METHYLGLUTARATE

TCA

2-Methylhippuric acid (ortho-
Methylhippuric acid)

detoxication

2-pyrrolidinone

neurone metabolism and
neurotransmitters

3-(2-
HYDROXYPHENYL)PROPANOATE

exogenous compound
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3-(3,4,5-
Trimethoxyphenyl)propionic
acid

xenobiotic

3,7-Dimethyluric acid

purine metabolism

uric acid metabolism

metabolic disorder

3-AMINO-4-
HYDROXYBENZOATE

microbiota metabolism

3-b-Hydroxyandrost-5-en-17-
one (Dehydroepiandrosterone)

steroid metabolism

3-HYDROXYANTHRANILATE tryptophan metabolism antioxidant m|crob|9ta
metabolism
3-Indolelactic acid microbiota metabolism tryptophan
metabolism

3-METHOXYTYROSINE

catecholamines
metabolism

tyrosine metabolism

3-Methyladipic acid

w-oxidation

fatty acid metabolism

3-Methylxanthine

cell signaling

caffeine metabolism

cystein and homocystein

3-SULFINOALANINE _ antioxidant
metabolism

4-HYDROXYBENZOATE exogenous compound mlcrob|9ta

metabolism

4-Hydroxyhippuric acid

microbiota metabolism

4-IMIDAZOLEACETATE

histamine metabolism

neurone metabolism
and
neurotransmitterss

purine metabolism

4-0O-methylgallic acid 3-O-
sulfate

antioxidant

exogenous compound

5-acetylamino-6-amino-3-
methyluracil

caffeine metabolism

5b-cholanic acid-3a,6a,7a-TRIOL bile acid metabolism choleste.rol
metabolism
. . catecholamines . .
5-Hydroxyindole tryptophan metabolism metabolism cell signalling

5-HYDROXYLYSINE

protein metabolism

collagen metabolism

7-Methylxanthine

purine metabolism

caffeine metabolism

cell signaling

ADENINE

purine metabolism

general metabolism

ADENOSINE

purine metabolism

energy metabolism

cell transduction
and communication

ADENOSINE-MONOPHOSPHATE

purine metabolism

energy metabolism

alpha-aminobutyric acid (L-2-
aminobutyric acid)

redox status

gluthation
metabolism

Alpha-methyl-DL-histidine
dihydrochloride

histamine metabolism

vascular health
(vasodilator)

AMINOADIPATE

oxidative stress

metabolic disorder

androsterone glucuronide

steroid metabolism

ANILINE-2-SULFONATE

muscle metabolism

energy metabolism

ANSERINE

muscle metabolism

ASPARTATE

mitochondrial function

protein metabolism

neurotransmitter

BETA-ALANINE

muscle metabolism

mitochondrial
function

neurotoxicity
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BETAINE

cystein and homocystein
metabolism

neurone
metabolism and
neurotransmitterss

BILIRUBIN

heme metabolism

Butyryl-l-carnitine

muscle metabolism

mitochondrial
function

metabolic disorder

C3 Propionyl-L-carnitine*HClI

mitochondrial function

metabolic disorder

vascular health

CAFFEINE exogenous compound (vasodilator) antiinflammatory
CHENODEOXYCHOLATE bile acid metabolism
CHOLINE vitamin metabolism phOSph0|.lp|d
metabolism
neurone metabolism
CITICOLINE phospholipid metabolism and
neurotransmitterss
CITRATE TCA
CITRULLINE NO metabolism ammoac.lds urea cycle
metabolism

cmpf(3-carboxy-4-methyl-5-
propyl-2-furanpropionic acid)

uremic toxins

kidney function

mitochondrial
function

Colfosceril palmitate

phospholipid metabolism

CORTICOSTERONE steroid metabolism

CORTISOL steroid metabolism metabolic control

CORTISONE steroid metabolism

CREATINE energy metabolism metabolic disorder | muscle metabolism
CREATININE energy metabolism metabolic disorder | muscle metabolism
Cyclic(glu-ile) active dipeptide

Cyclo(leucyl-prolyl)

active dipeptide

Cyclo(Pro-Val)

active dipeptide

CYS-GLY-2M

active dipeptide

CYSTINE

cystein and homocystein
metabolism

redox status

oxidative stress

D-(-)-Erythrose

CHO metabolism

Decanoyl-L-carnitine

fatty acid b-oxidation

mitochondrial
function

metabolic disorder

DEHYDROASCORBATE

antioxidant

delta-valerolactam

xenobiotic

DEOXYCARNITINE

energy metabolism

fatty acid b-oxidation

DEOXYCHOLATE

bile acid metabolism

microbiota
metabolism

inflammation

DIETHANOLAMINE

exogenous compound

dimethylmaleate(2-)

nicotinic acid metabolism

vascular health

DL-3-Phenyllactic acid

microbiota metabolism

xenobiotic

immune function

catecholamines

DOPAMINE neurotransmitter . tyrosine metabolism
metabolism
catecholamines
EPINEPHRINE neurotransmitter n
metabolism
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ETHANOLAMINE PHOSPHATE

neuroprotection

phospholipid
metabolism

ETHYL 3-INDOLEACETATE

microbiota metabolism

ETHYLMALONATE metabolic disorder m|tocho.ndr|al fattY aCI.d b-
function oxidation

GALACTOSE CHO metabolism energy metabolism

GALACTURONATE detoxication

GLUCOSE 6-PHOSPHATE

CHO metabolism

glycogen metabolism

glu-val

active dipeptide

glycerone erythrocyte metabolism lipid metabolism
GLYCINE aminoacids metabolism energy metabolism folate metabolism
holesterol
glycochenodeoxycholate bile acid metabolism choles e.ro
metabolism
icrobiot
GLYCOCHOLATE bile acid metabolism microblota
metabolism
holesterol
glycodeoxycholic acid bile acid metabolism choles e.ro
metabolism

GUANINE

purine metabolism

general metabolism

neuroprotection

GUANOSINE

purine metabolism

neuroprotection

hexanoylglycine

fatty acid metabolism

metabolic disorder

mitochondrial
function

Hexanoyl-L-carnitine

fatty acid b-oxidation

mitochondrial

metabolic disorder

function
HIPPURATE aminoacids metabolism m|crob|9ta metabolic disorder
metabolism
H-Leu-Phe -OH active dipeptide

HOMOCYSTEINE

cystein and homocystein
metabolism

vascular health

neurotoxicity

Homogentisic acid

metabolic disorder

HOMOVANILLATE

catecholamine
metabolism

tyrosine metabolism

neurotransmitter

HYDROXYPHENYLLACTATE

tyrosine metabolism

antioxidant

microbiota
metabolism

HYPOTAURINE

antioxidant

neurotransmitter

HYPOXANTHINE

purine metabolism

stress response

Imidazolepropionic acid

histamine metabolism

aminoacids
metabolism

metabolic disorder

INDOLE-3-ACETATE

tryptophan metabolism

neurotransmitter

INDOXYL SULFATE microbiota metabolism tryptoph.ane uremic toxins
metabolism
neurone
INOSINE purine metabolism antioxidant metabolism and
neurotransmitterss

ISOCITRATE TCA

branched-chain - .
ISOLEUCINE metabolic disorder | energy metabolism

aminoacids metabolism

Isovaleryl-L-carnitine

branched chain
aminoacids metabolism

mitochondrial
function

metabolic disorder
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ITACONATE

C5-branched dibasic acid
metabolism

inflammation

Kynurenic acid

tryptophan metabolism

metabolic disorder

KYNURENINE tryptophan metabolism multiple disorders neurotoxicity

L-ALANINE protein metabolism CHO metabolism ammoac.lds
metabolism

L-arginine aminoacids metabolism NO metabolism arginine metabolism

L-Asparagine

aminoacids metabolism

protein metabolism

LAUROYLCARNITINE

energy metabolism

fatty acid b-oxidation

L-beta-Homoisoleucine
hydrochloride

microbiota metabolism

L-beta-homomethionine-HClI

unknown

L-CARNITINE

energy metabolism

fatty acid b-oxidation

muscle metabolism

LEUCINE aminoacids metabolism protein metabolism antioxidant
L . aminoacids . .
L-Glutamic acid neurotransmitter . protein metabolism
metabolism
. . aminoacids . .
L-Glutamine neurotransmitter . protein metabolism
metabolism
L-Histidine aminoacids metabolism redox status inflammation
L-Lysine stress response muscle metabolism vascular health
tei dh tei i ti
L-Methionine cysteinan omocys en gene expression eplg'(?ne‘lc
metabolism modification
- i
L-ORNITHINE arginine metabolism metabolic disorder ammoac.l >
metabolism
LPC(20:5) phospholipid metabolism inflammation
holami
L-Phenylalanine aminoacids metabolism catecho ammes
metabolism
holami
L-Serine aminoacids metabolism catecho ammes
metabolism
L-Threo-3-Phenylserine (DL-3- henylalani
reo 3. enylserine (DL-3 aminoacids metabolism pheny:a a.mne
Phenylserine) metabolism
neurone metabolism collagen
L-Threonine aminoacids metabolism and 8 .
. metabolism
neurotransmitters
L-tyrosine tyrosine metabolism neurotransmitter metabolic hub
MALATE TCA
MALEATE TCA
MALONATE TCA
MALTOSE metabolic disorder CHO metabolism
Maltotriose CHO metabolism
MANDELATE catecholarnme
metabolism
MANNOSE CHO metabolism metabolic disorder immune function

METHYL GALACTOSIDE

exogenous compound

m-hydroxyhippuric acid

microbiota metabolism

MYOINOSITOL

cell signaling

multiple disorders

Myristoleic Acid

fatty acid metabolism

N,N,N-TRIMETHYLLYSINE

energy metabolism

gene expression
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N,N-dimethylglycine

cystein and homocystein
metabolism

energy expenditure

metabolic disorder

N-ACETYLALANINE

metabolic disorder

kidney function

post-translational
regulation

N-ACETYLGLUCOSAMINE

epigenetic modification

cell transduction and
communication

liosid
N-ACETYLNEURAMINATE phospholipid metabolism gangiosiae
metabolism
N-ACETYLPHENYLALANINE metabolic disorder aminoacids
metabolism
N-ACETYLTRYPTOPHAN tryptophan metabolism antioxidant antiinflammatory

NICOTINAMIDE

niacin metabolism

general metabolism

neuroprotection

N-Methyl proline

xenobiotic

N-methyl-2-pyridone-5-
carboxamide

nicotinic acid metabolism

kidney function

uremic toxins

nonanoylcarnitine

mitochondrial function

fatty acid b-oxidation

NORMETANEPHRINE

catecholamine
metabolism

o-acetyl-I-carnitine

energy metabolism

mitochondrial

hydrochloride function
. . — mitochondrial o
Octanoyl-L-carnitine fatty acid b-oxidation . metabolic disorder
function

octenoylcarnitine

mitochondrial function

fatty acid b-oxidation

o-Hydroxyhippuric acid

microbiota metabolism

Oleoyl-CAR mitochondrial function | fatty acid b-oxidation

OMEGA- oxidation fatty acid w-oxidation

HYDROXYDODECANOATE y

OXOPROLINE redox status gluthatlpn
metabolism

PALMITOLEATE

fatty acid metabolism

lipid metabolism

PANTOTHENATE vitamin metabolism general metabolism
p-Cresol sulfate microbiota metabolism

PEG200 3 xenobiotic

PEG200_9 xenobiotic

phenylacetylamino-acetic acid

mitochondrial function

metabolic disorder

fatty acid b-
oxidation

phenylacetyl-L-glutamine

microbiota metabolism

kidney function

PHENYLETHANOLAMINE

vascular health
(vasocontriction)

metabolic disorder
(obesity)

Phosphoric acid

vitamin metabolism (vitD)

kidney function

metabolic disorder

PHOSPHORYLCHOLINE

phospholipid metabolism

cell growth and
proliferation

metabolic disorder

pimelic acid

mitochondrial function

w-oxidation

vitamin metabolism

P-OCTOPAMINE

catecholamines

neurotransmitter

metabolism
. . i id Il
PROLINE protein metabolism amlnoacll > o aggn
metabolism metabolism
pyroGlu-asp active dipeptide
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pyruvic acid

metabolic hub

energy metabolism

TCA

QUINATE polyol metabolism exogenous compound
QUINOLINATE tryptophan metabolism neurotoxicity
cell growth and
RETINOATE vitamin metabolism (vitA) gene expression proliferation (non
cancer)
RIBOSE nucleotide metabolism CHO metabolism nucleic a.CId
metabolism
henylalani icrobiot
SALICYLATE exogenous compound pheny’a a.nlne micro K.) @
metabolism metabolism
SALSOLINOL neurotransmitter
Sebacic acid fatty acid w-oxidation metabolic disorder
SEROTONIN neurotransmitter hemostasis cell signaling
SPERMIDINE nucleic acid metabolism cell growth and biogenic amine

proliferation

SPHINGOMYELIN

phospholipid metabolism

cell transduction and
communication

Sphingosine 1-phosphate

inflammation

immune function

gut function

stachydrine (proline betaine) aminoacids metabolism anti-inflammatory antioxidant
succinic acid TCA metabolic hub eplggnet.lc

modification
SUCROSE CHO metabolism gut function metabolic disorder
Taurine antioxidant

taurocholic acid

bile acid metabolism

cholesterol
metabolism

Tetrahydrocortisol

steroid

vascular health

THEOBROMINE

exogenous compound

vascular health
(vasodilator)

THEOPHYLLINE

exogenous compound

vascular health
(vasodilator)

Trans -2-decenoyl-I-carnitine

lipid metabolism

mitochondrial
function

metabolic disorder

TRANS-4-HYDROXY-L-PROLINE

collagen metabolism

stress response

TRANS-CYCLOHEXANEDIOL

unknown

TRIGONELLINE

niacin metabolism

metabolic disorder
(favorable)

kidney function

trimethylamine N-oxide

microbiota metabolism

vascular health

TRYPTOPHAN tryptophan metabolism multiple disorders metabolic hub
. . lar health .
TYRAMINE tyrosine metabolism vascuiar (.ea. neurotransmitter
(vasoconstriction)
- . . leic acid
URACIL pyrimidine metabolism metabolic hub nucleic a.CI
metabolism
URATE metabolic disorder purine metabolism antioxidant

UREIDOPROPIONATE

pyrimidine metabolism

mitochondrial
function

redox status

URIDINE

nucleic acid metabolism

phospholipid
metabolism

URIDINE 5'-DIPHOSPHATE

cell signaling

cell growth and
proliferation
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Urolithin B

xenobiotic

antioxidant

VALINE

branched-chain
aminoacids metabolism

metabolic disorder

muscle metabolism
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4.2 ETUDE FitaChitin : Impact d’une fibre alimentaire insoluble, le chitine glucane, sur la

composition et les fonctions du microbiote intestinal ainsi que sur le profil cardiométabolique

chez des sujets a risque

4.2.1 Présentation de 1’étude

Cette étude a été réalisée dans le cadre du projet FiberTAG (Joint Programming Initiative
« A Healthy Diet for a Healthy Life » 2017-2020 https://www.fibertag.eu/) ayant réuni des
scientifiques et des industriels européens dans le but d’établir un ensemble de biomarqueurs
liant ’apport en fibres, le microbiote intestinal et la santé.

Dans cette ¢tude, nous nous sommes particulierement intéressés a une nouvelle fibre
insoluble : le chitine glucane (CG). C’est une fibre insoluble constituant majoritairement la paroi
cellulaire de certains champignons appelé Aspergillus Niger et il est principalement composé
d’enchainement de polysaccharides : de chitine (liaison osidique du type B-1,4) et de béta-glucanes
(liaison glycosidique de la chaine principale : B-1,4 et f-1,3).

L’ensemble des résultats obtenus suite a des études précliniques chez le rongeur dans un
contexte de régime riche en graisse ¢€tait en faveur d’un effet potentiel bénéfique de Ila
supplémentation en cette fibre, sur le microbiote intestinal (notamment en augmentant certaines
bactéries qui font partie du genre Roseburia qui sont des bactéries productrices de butyrate associé
a des effets bénéfiques) mais aussi sur le profil CM (notamment en améliorant certains paramétres
métaboliques comme la glycémie a jeun ou I’accumulation de lipides dans le foie) (173,174).

Cependant les effets de cette fibre sur la composition et la fonction (en termes de production
de métabolites bactériens) du microbiote intestinal mais aussi sur le profil CM n’ont jamais été
¢tudiés chez ’homme et donc dans ce contexte des études cliniques pilotes ont été simultanément
réalisées chez des sujets sains dans 1’équipe belge du Pr Nathalie Delzenne, et nous au CRNH
Rhone Alpes, avec un intérét surtout pour la prévention des maladies CM, nous nous sommes
intéressés aux impacts que pourraient avoir ce CG chez des sujets a risque.

L’étude FitaChitin était une étude en double aveugle randomisée en cross-over réalisée
chez 15 sujets a risque cardiométabolique (tour de taille €levé, faible apport en fibres) avec 3
semaines de supplémentation en 4,5g/j de fibre chitine-glucane en comparaison avec de la
maltodextrine (Figure 17 et 18).

Les investigations cliniques ont duré¢ 8 mois : de novembre 2018 a juin 2019. Ayant été en

stage au CRNH avant mais aussi pendant cette période-1a, j’ai eu 1’occasion de rédiger et mettre
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en forme les documents nécessaires au suivi de cette étude (feuille de route, tableur de résultats)
et ai participé a la réalisation et au suivi de celle-ci (préparation des journées tests, prise en charge
des échantillons biologiques, préparation du FlexMeal, suivi et saisie des résultats). Au début de
ma thése, les investigations cliniques étaient terminées et les échantillons avait été envoyées
courant été pour dosage chez les partenaires du consortium FiberTAG. J’ai ensuite fait le suivi de
la réception et la vérification de la qualité des différents résultats et réalisé un travail conséquent
de gestion de données. J’ai également réalis¢ I’ensemble des analyses statistiques des données
diététiques et cliniques a jeun mais aussi en postprandial ainsi que les analyses statistiques des

données du microbiote intestinal. Enfin, j’ai rédigé un article sur la base des résultats obtenus.
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Période de consommation
3 sachets/jr de 1.5g de Chitin-Glucan

Période de Wash-Out

Période de consommation
3 sachets/jrde 1.5g de Chitin-Glucan

ou Placebo

<4 semaines +/- 7 jrs> <3 semaines +/- 1 jr>

Visite de sélection Visite d’exploration

V1 V2 V3
J-28 Jo J22
S —
J-7 —J-1
EVA et
quest?onnaires 1/jr -2 . .
EVA et questionnaires 1/sem
- Carmet J15— J21
Signature alimentaire sur 3 EVA et questionnaires 1/jr
consentement iours
Interrogatoire et Quiestionnaire sur Recueil d'échantillons de
examen médical les fibres selles entre J19 et J21
Entretien
diététique R i Entre J19 — J21
Bilan sanguin et dfcae' il d Carnet alimentaire sur 3 jrs
testau lactulose seellce .an fllons:de:

(recueil respiratoire
toutes les 20min
pendant 4 h)

Remise du carnet
alimentaire, du kit
de recueil de
selles, des EVA et
des questionnaires

Randomisation :

entre J-3 et J-1 Jo

Visite d’exploration

) X ou Placebo
<4 semaines +/-14jrs>

<3 semaines +/- 1 jr> ’

Visite d’exploration

V4
J50

‘
J43 — J49
B e ey || 351 U84
guestionnatres EVA et questionnaires 1/sem
Carnet J65— J71
alimentaire sur 3 EVA et questionnaires 1/jr
fours Recueil d’échantillons de
Recueil selles entre J69 et J71
d'échantillons de
selle: Entre J69 — J71
entre J47 et J49 Carnet alimentaire sur 3 jrs

Fin d’étude

Figure 17 Design de 1’étude FitaChitin.

Petit déjeuner test
(15 minutes)

Déjeuner test
(20 minutes)

Arrivée du sujet Fin du test
) l
Période basale Période post prandiale
<€ > € >
| E] E El # Bl 13 = | El ] £ £
A A A A A A
@ @ E: @ o e L] L - L] L]
B

Calorimétrie ind rec(%' depenssl energetique de repos

-60  -45 -30 0 30 60 90 120

180 240 255 270 300 330 360 420 (480 540 600)

;T.
Recherche d'événements indésirables et de prise de traitement
concomitant
Mesures anthropométriques
Signes vitaux
Bioimpédancemétrie
Retour des EVA et des échelles sur la consistance etla fréquence des
selles (Echelles de Bristol et de Lickert)
Retour des échantillons de selle collectés a domicile @)
Retour du carnet alimentaire et du questionnaire spécifique sur les fibres
Evaluation de la compliance aux consignes diététiques
Evaluation de la compliance 2 la prise des produits de I'étude (V3 et V5)

Prélevements sanguins :
Glucose, insuline, AGNE, TG, plasmathéque,
sérothéque (») CT, CLDL, CHDL 2 t0

Recueils respiratoires :

H2, CO2,CH4 (4)

EVA (»)

+SF-36 et Echelles de Bristol et de Lickerta t0
Recueil urinaire : azoturie (»)

Recueils de selles : acides biliaires, zonuline,
calprotectine, AGPI

AGCC et composition microbiote ( @ )

Figure 18 Déroul¢é des journées métaboliques de I’étude FitaChitin.

AGNE : acide gras non estérifie, CT : cholestérol total, CHDL : choléstérol a lipoprotéine de
faible densité, CLDL : cholestérol a lipoprotéine de haute densité, TG : triglycérides, EVA :

échelle visuelle analogique, CO: : dioxide de carbone, CHs : méthane, H: : dihydrogene,
AGCC : acide gras a chaine courte, AGPI : acide gras poly insaturés
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4.2.2  Principaux résultats

e Ranaivo, H.; Zhang, Z.; Alligier, M.; Van Den Berghe, L.; Sothier, M.; Lambert-Porcheron,
S.; Feugier, N.; Cuerq, C.; Machon, C.; Neyrinck, A. M.; Seethaler, B.; Rodriguez, J.;
Roumain, M.; Muccioli, G. G.; Maquet, V.; Laville, M.; Bischoff, S. C.; Walter, J.;
Delzenne, N. M.; Nazare, J.-A. Chitin-Glucan Supplementation Improved Postprandial
Metabolism and Altered Gut Microbiota in Subjects at Cardiometabolic Risk in a
Randomized Trial. Sci Rep 2022, 12 (1), 1-14. https://doi.org/10.1038/s41598-022-12920-
z. IF: 4,4,

Dans cette étude, nous avons démontré que par rapport & une supplémentation en maltodextrine,

la supplémentation en chitine-glucane a induit les effets suivants :

- Augmentation du dihydrogéne (Hz) expir¢ a la suite de la prise d'un petit-déjeuner enrichi
en fibres.

- Modification de la composition du microbiote intestinal au niveau taxonomique sans
impact sur la diversité globale de celui-ci (OTU observées, indice de Shannon et Pielou,
distance Bray-Curtis) et sur les biomarqueurs de la fonction de barriére intestinale
(zonuline fécale et calprotectine, LBP plasmatique).

- Amélioration des profils glycémique et lipémique postprandiaux a la suite du repas test
challenge standardisé.

- Identification du profil de fermentation, évalué par un test respiratoire au lactulose réalisé
a D’inclusion, comme un biomarqueur non invasif pertinent pour définir des profils de

réponse spécifiques a I’intervention.
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‘EN Chitin-glucan supplementation
improved postprandial metabolism
and altered gut microbiota
in subjects at cardiometabolic risk
in a randomized trial

Harimalala Ranaivo?, Zhengxiao Zhang?, Maud Alligier2, Laurie Van Den Berghe':?,
Monique Sothier'2, Stéphanie Lambert-Porcheron’?, Nathalie Feugier'?, Charlotte Cuerg®*,
Christelle Machon®, Audrey M. Neyrinck®, Benjamin Seethaler’, Julie Rodriguez®,

Martin Roumain®, Giulio G. Muccioli®, Véronique Maquet®, Martine Laville’?,

Stephan C. Bischoff’, Jens Walter'?, Nathalie M. Delzenne® & Julie-Anne Nazare?**

Chitin-glucan (CG), an insoluble dietary fiber, has been shown to improve cardiometabolic disorders
associated with obesity in mice. Its effects in healthy subjects has recently been studied, revealing

its interaction with the gut microbiota. In this double-blind, randomized, cross-over, twice 3-week
exploratory study, we investigated the impacts of CG on the cardiometabolic profile and gut
microbiota composition and functions in 15 subjects at cardiometabolic risk. They consumed asa
supplement 4.5 g of CG daily or maltodextrin as control. Before and after interventions, fasting and
postprandial metabolic parameters and exhaled gases (hydrogen [H,] and methane [CH,]) were
evaluated. Gut microbiota composition (165 rRNA gene sequencing analysis), fecal concentrations of
bile acids, long- and short-chain fatty acids (LCFA, SCFA), zonulin, calprotectin and lipopolysaccharide
binding protein (LBP) were analyzed. Compared to control, CG supplementation increased exhaled
H, following an enriched-fiber breakfast ingestion and decreased postprandial glycemia and
triglyceridemia response to a standardized test meal challenge served at lunch. Of note, the decrease
in postprandial glycemia was only observed in subjects with higher exhaled H;, assessed upon
lactulose breath test performed atinclusion. CG decreased a family belonging to Actinobacteria
phylum and increased 3 bacterial taxa: Erysipelotrichaceae UCG.003, Ruminococcaceae UCG.005 and
Evbacterium ventriosum group. Fecal metabolites, inflammatory and intestinal permeability markers
did not differ between groups. In conclusion, we showed that CG supplementation modified the

gut microbiota composition and improved postprandial glycemic response, an early determinant of
cardiometabolic risk. Our results also suggest breath H, preduction as a non-invasive parameter of
interest for predicting the effectiveness of dietary fiber intervention.
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Figure 1. CONSORT flow diagram of participants.

The beneficial effects of dietary fibers (DF) are now well recognized and the current recommended daily intake
is 25-30 g/day'. When assessing DF contribution to health, DF interaction with gut microbiota is also widely
reported as of interest. DF may actually affect gut microbiota composition and function and induce the pro-
duction of gut-derived metabolites such as short-chain fatty acids (SCFA), which in turn can improve glucose
and lipid parameters”. DF can have different origins and can be classified according to their physicochemical
properties (including solubility, viscosity or fermentability)’. These parameters are used to classify DF which
are thus subdivided into resistant starch (RS), non-starch polysaccharides (NSPs) and resistant oligosaccharides
(ROs)*>. DF also have different physiological effects which are not always associated with their classification,
particularly in terms of their solubility™*. Actually, solubility is often correlated with fermentability so that solu-
ble DF are fermented more quickly than insoluble DF, with the exception of RS which are highly fermentable
although the majority of them are insoluble DF*’. Of note, the health effects and the underlying mechanisms of
action of insoluble DF remain undear. In this context, the project FiberTAG (Joint Programming Initiative “A
Healthy Diet for a Healthy Life” 2017-2020 https://www.fibertag.eu/) aimed at establishing a set of biomarkers
of gut barrier function and bacterial co-metabolites beyond SCFA, such as long-chain fatty acids (LCFA), bile
acids (BA), intestinal permeability and endotoxemia, which link DF intake and gut-microbiota related health
effects. Moreover, we also focused on noninvasive biomarkers such as exhaled gases®. In particular, lactulose
hydrogen (H,) breath test is primarily used as a marker for small intestinal bacterial overgrowth (SIBO). Since
several reports compared the fermentation of DF using the measurement of end-expiratory H; concentrations
and suggested that they depend on the type of DF?, exhaled H, during lactulose H, breath test could be of interest
as it would allow to assess the fate of DF and its cardiometabolic effects.

Here, we were particularly interested in chitin-glucan (CG}), a novel insoluble DF considered as safe food
ingredient by the European Food Safety Authority™. It is the major component of the cell walls of the fungi
Aspergillus niger and is mainly composed of a branched p-1, 3/1, 6 glucan that is linked to chitin via a -1, 4
linkage. Preclinical studies in high fat diet (HFD) rodent models showed potential beneficial effects of CG sup-
plementation, namely on gut microbiota composition and function but also on the cardiometabolic profile' "2
The first attempt to study the effect of this CG on gut microbiota in humans was carried out as part of an in vitro
model using a Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem (SHIME)"*. This study showed that CG
was fermented in the colon and induced the production of gut-derived metabolites such as short chain fatty
acids (SCFA). Consistently, CG-derived effects on gut microbiota and bacterial metabolites in humans have been
studied recently, revealing the interaction of CG with the gut microbiota in healthy subjects'*. Together, these
results suggest that it would be of interest to study the eftects of CG in subjects at cardiometabolic risk who may
benefit more distinctly than healthy individuals from such intervention.

In this double-blind, randomized, cross-over exploratory study, we aimed at assessing whether a 3-week
daily supplementation of 4.5 g of CG had different effects from maltodextrin (as control} on gut microbiota
composition and functions as well as cardiometabolic profile (including postprandial phenotyping) in subjects at
cardiometabolic risk (CMR) by assessing a comprehensive set of biomarkers. We also investigated the relevance
of targeted biomarkers to identify responders to the fiber intervention, allowing us to further characterize those
participants who were able to metabolize CG.

Results

Participant characteristics, compliance, and dietary intake. Sixteen subjects with CMR pro-
file were included and randomized: 15 completed the cross-over study (9 men, 6 women) and were analyzed
(Fig. 1). They were overweight/obese, showed an elevated waist circumference (abdominal obesity), and had
neither fasting hyperglycemia, diabetes, elevated high-sensitivity C-reactive protein levels, nor hypertension
(Table 1). 90% were dyslipidemic (abnormal fasting concentration of triglycerides and/or total cholesterol and/
or high- and low density lipoprotein cholesterol (HDL and LDL cholesterol)}. The mean daily fiber intake was
19+4 g/day and the mean increase over the baseline of exhaled hydrogen concentration following the lactulose
breath test was 84+ 44 ppm. The compliance to study product consumption was high (96%) and dietary records
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Mean +SD
Anthropometry
Age (vears) 44410
Weight (kg) 83+13
Height (m) L.7+0.1
BMI (kg/m?) 28+2
Waist circumference (cm)
Male 104+ 8
Female 93+6
Hip circumference (cm)
Male 107+6
Female 1074
Blood pressure (mmHg)
Systolic pressure 123211
Diastolic pressure 75+ 11
Blood biomarkers
Glucose (mM) 52+ 041
HbAlc (%) 541026
TG (mM) 119+ 042
TC (mM) 5.52+0.86
HDL-C{mM) 1.2440.30
LDL-C (mM) 3.73:£0.81
hs-CRP (mg/L) 3.15+2.88
AST (UI/L) 28+ 10
ALT (UI/L) 35428

Table 1. Subjects’ anthropometric and metabolic characteristics at baseline (n=15). Data are expressed as
mean +5D. BMI, body mass index; HbAlc, glycated hemoglobin; TG, triglyceride; TC, total cholesterol, HDL-
C, high density lipoprotein cholesterol, LDL-C, low density lipoprotein cholesterol; hs-CRP, high sensitivity C
reactive protein; AST, Aspartate Aminotransferase; ALT, Alanine Aminotransferase.

CG CTL Time

Before After Before After pvalue
Energy (keal) 2174 +414 19384323 1928 +295 19924257 ns
Total carbohydrate (g) 23354431 21264301 2140+ 38.6 21574438 ns
Protein (g) 8391189 73.61176 742£12.0 8291169 ns
Far (g) 924 +26.0 80.9+ 20,0 799+18.2 8L.2+14.1 ns
Saturated fat (g) 388112 3452103 34187 34382 ns
Alcohol (g) 4.5+6.9 3.8+93 22+4.2 3.7+71 ns
Fibers (g) 180451 17438 167 4.6 17.246.1 ns

Table 2. Daily dietary intake throughout the study (n=15). Data are expressed as mean + SD. CG, chitin
glucan; CTL, control. A mixed linear model with treatment, time, period and sequence as fixed variables and
subjects as random effect has been performed. None of the p values associated to time is significant.

showed that subjects followed the instructions they were given. No modification of their physical activity has
been reported and they actually did not modify their energy, macronutrient and dietary fiber intakes - exclud-
ing CG - throughout the study (Table 2). At baseline, consumed fiber-rich food items were mainly from starchy
food, vegetables and fruits (Fig. 2) and this was not modified throughout the study (data not shown).

CG increased exhaled H, and improved postprandial glycemic and lipemic profiles. Anthro-
pometry, body composition and fasting metabolic parameters (glycemia, insulinemia, homeostasic model
assessment (HOMA), non-esterified fatty acid (NEFA), triglycerides, total, HDL and LDL cholesterol, and also
resting metabolic rate were not differently impacted by CG and maltodextrin (as control) supplementations
(Table S1). Compared to control, the 3-week supplementation of CG resulted in increase of the incremental area
under the curve (iAUC) of postprandial exhaled H, (+ 722 ppm.min) following the ingestion of a fiber-enriched
breakfast. Still, compared to control, we also showed that CG decreased the iAUC of postprandial glycemia
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Figure 2. Origin of consumed dietary fibers at baseline (g/d).

(= 60 mM.min) and triglyceridemia (- 35 mM.min) and also the peak of triglyceridemia (-0.55 mM) in response
to a standardized test meal challenge served at lunch (p <0.05) (Fig. 3).

Impact of dietary interventions on gut microbiota and related metabolites. CG altered gut mi-
crobiota composition.  After a 3-week supplementation, CG and control differently modified the relative abun-
dance of 24 bacteria at different taxonomy levels. In particular, CG significantly decreased a family of bacteria
belonging to Actinobacteria, increased Erysipelotrichaceae UCG.003, Ruminococcaceae UCG.005 and Eubac-
terium ventriosum group; while control did not impact these microbial taxa except for Eubacterium ventrio-
sum group which was significantly increased (p<0.05). 12 Amplicon Sequence Variants (ASVs) were differently
modified by both treatments. The relative abundance of an ASV belonging to Ruminococcus sp. was significantly
decreased after control (p<0.05) whereas it remained stable after CG supplementation (Table 3). Overall gut
microbiota diversity (observed OTUs, Shannon and Pielou index, Bray-Curtis distance) and biomarkers of gut
barrier function (fecal zonulin and calprotectin, plasmatic LBP) were not altered (Figure 51).

The concentrations of fecal metabolites (SCFA, BA, and LCFA) were not differently impacted by the two
treatments (Figure S2).

Subgroup analysis according to fermentation profile. The improvement in postprandial glycemic
profile following the supplementation in CG is only observed in High-H, group. At inclusion, the results of the
lactulose hydrogen breath test allowed to distinguish different profiles among the subjects: “High-H,"” and “Low-
H,” (Fig. 4). We then assessed if the impacts induced by the dietary interventions were different between the two
subgroups. Among all assessed metabolic parameters, we found that the decrease in the iAUC of postprandial
glycemia in response to the standardized test meal challenge, was only observed in “High-H,” subgroup (Fig. 5).

At baseline, “High-H,” and “Low-H,” subgroups differed by the fasting concentration of NEFA, the glycemic
peak after the fiber-enriched breakfast, tAUC, iAUC, and peak of glycemia after the standardized test meal chal-
lenge, which were all higher in the “High-H,” subgroup (Table S2). Thus, subjects belonging to the “High-H,”
group especially appeared to be presenting an impaired postprandial metabolic profile.

“High-H,"” and “Low-H,” also differed at baseline in terms of abundance of some bacteria at different taxo-
nomic levels (family, genus, ASV). Actually, compared to the “Low-H,” subgroup, the “High-H,” subgroup had
a higher abundance of Actinomycetaceae, Tyzzerela, and a species belonging to the PAC001207_g genus, as well
as a lower abundance of Acidaminococcaceae, Methanobacteriaceae, Methanobrevibacter, Paraprevotella, and
Methanobrevibacter smithii (Table 4). Of note, bacteria with lower abundances in the “High-H,” subgroup were
mainly methanogenic bacteria. Subgroup analysis of gut microbiota composition after the dietary interventions
showed that the bacterial features differently impacted by the two treatments were not the same according to
subgroups but there was no specific effect of CG supplementation (Table 5).

Correlation analysis between bacterial features and metabolic parameters. To assess the rela-
tionship between gut microbiota and cardiometabolic profile alterations, we performed a correlation analysis
between bacterial features and metabolic parameters which were differently altered by the dietary interven-
tions (Fig. 6). Correlation analyses showed that the iAUC of exhaled H, after the fiber-enriched breakfast cor-
related with Eubacterium coprostaligenes, Barnesiella, Faecalitalea and ASV belonging to Colinsella aerofaciens,
and inversely correlated with Ruminococcus. The iAUC of glycemia after the standardized test meal challenge
inversely correlated with Slackia. The iAUC of triglyceridemia after the standardized test meal challenge posi-
tively correlated with Bacteroidaceae, Bacteroides and Erysipelotrichaceae UCG.003, and inversely correlated
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Figure 3. Impacted postprandial metabolic parameters (n=15). (A) iIAUC of postprandial exhaled H, following
the ingestion of a fiber-enriched breakfast, iAUC of postprandial glycaemia (B}, triglyceridemia (C) and
triglyceridemia peak (D} following the ingestion of a standardized test meal challenge at lunch. Empty circles
and horizontal lines within each box represent respectively the mean and median values. iAUC, incremental
area under the curve; CG, chitin glucan; CTL, control. A mixed linear model for repeated measures with
treatment, time, period and sequence as fixed variables and subjects as random effect has been performed. p
values associated to CG effect assessed with the estimated treatment difference (ETD) and its 95% confidence
interval are shown and considered as significant when <0.05.

with an ASV belonging to Eisenbergiella sp. Bacteroides and Bacteroidaceae also positively correlated with the
peak of triglyceridemia after the standardized test meal challenge.

Discussion

In this exploratory study performed in a population of subjects at CMR of whom 90% were dyslipidemic, we
showed that compared to maltodextrin as control, 3-week supplementation with CG modified the gut microbiota
composition by changing the relative abundance of several gut bacterial taxa. This effect was accompanied by a
significant improvement of postprandial glucose and lipid profiles.

The effects of CG supplementation on gut microbiota and bacterial co-metabolites in humans has been
recently studied in healthy subjects, revealing that CG increased the relative abundance of the butyrate-producing
bacteria Roseburia sp, and coherently increase SCFA production including butyric acid". In our study, Roseburia
sp abundance and fecal SCFA concentrations were not differently modified by the two treatments, even if butyric
acid tended to be higher after CG supplementation. These results suggest that the production of metabolites could
differ according to the metabolic status of participants or to their gut microbiota characteristics. It is also well
known that the pathways of metabolites’ production are diverse and redundant among the different microbiota
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cG CTL
pvalue pvalue | pvalue

TAXA or ASV Before After <0.05 | Before After [<0.05 | <0.05
Phylum
Proteobacteria La1420707 125540798 | [172a51313 [198301409 | [o0as
Family
Bacteroidaceae 570442656 | 4941 +3.189 6.161+3478 6.238+3.170 0.020
Unclassified Actinobacteria 0.203+0.459 | 0.016+0.034 | 0.021 0.14+0.412 | 0.093+0.193 0.024
Genus
Bacteroides 5704 42,656 | 4.941+3.189 6.161+ 3478 6.238+3.170 0.021
Erysipelotrichaceae. UCG.003 0875+0.877 | 1.303+£0.915 | 0.048 115620903 | 0.745%0.595 0012
Ruminecoccaceae. UCG.005 0.577+0.516 | L0O60x0.871 | 0.013 0.545+0.533 [ 0.622x0.611 0.043
Lachnoclostridivm 0.661+0.636 | 0416£0.381 0.380£0354 | 0.558£0.403 0.007
Bamesiella 0.396+0.326 | 035420352 0.290£0217 [ 043320522 0.045
Escherichia Shigella 0.194+0.280 | 0.182 +£0.496 0.315+0.779 | 0.415+0.555 0.038
Unclassified Actinobacteria 0.203£0459 [ 0.016£0.034 01400412 [ 0.093 20,193 0.036
Eubacterium coprostanoligenes group 2029+ 1462 2119+1.294 2395+1.170 (2.092+1.229 0.038
Eubacteriunt venlriosum group 0.349+0.351 (1.564+1.232 | 0.008 0.285+0.252 (0.54920496 | 0.021 0.014
ASV
ASVO15_Subdoligranudum sp. 0.669+0.529 | 0.504£0617 04900605 | 0.539£0.395 0.008
ASV025_Faecalibacterium sp. 029610405 | 0.701 £0.564 0.580+0.468 | 0.286£0.417 0.030
ASV027_Collinsella aerofaciens (99%) 051520385 | 0.444 £0.356 0400£0.314 | 0,489+ 0457 0.043
ASV033_Eisenbergiella sp. 0.594+0.516 | 0.480 £0.566 0.235+0.400 | 0.403£0.508 0.045
ASVO75_Faecalibacillus intestinalis sp. 0.121£0.295 | 0.289+0.350 0424 20,434 | 0.221£0.372 0.007
ASVO079_Eubacterium_g23 sp. 0.198£0.324 | 0.297£ 0403 0.333 10,410 0.21£0.339 0.036
ASVO083_Bacteroides vulgatus (100%) 0.235+0.331 0.181+0.273 0.223 +0.355 0.37 +0.447 0.028
ASV109_Subdoligranulum varialile (99%) 0.124+0.224 | 0.351£0333 0.152+0.217 | 0.181£0.262 0.038
ASVIIZ_PAC001207_g sp. 0127 +0.276 | 0.236+0.265 0315+0.385 | 0.109+0.211 0.038
ASV161_Blautia sp. 0127 +0.276 | 0.236+0.265 0315+0.385 | 0.109+0.211 0.021
ASVI 7,?_B{ﬁdni-nc!m'um adolescentis (99%) | 0.093+0.157 | 0.096 + 0.170 0.118+0.171 0227 +0.242 0.025
ASVI75_Ruminococcus sp. 0.000 £0.000 | 0.163+0.319 0.280+0.417 | 0.088+0.277 | 0.025 0.025

Table 3. Effects of chitin glucan compared to control on gut microbiota composition (n=13). Data are
expressed as mean percentage of relative abundance + SD. To compare the shifts (i.e. the delta between the
two treatments) and the baseline and endpoint, Wilcoxon signed-rank tests were performed and considered
as significant if p< 0.05. Bacterial taxa with significant p inter- and intragroup are presented in bold. For ASV
identification, species name are indicated when the identity is > 98%.

species. It is therefore possible that the impacted microbial features may be involved in opposite pathways with
the resultant corresponding to the “no effect” we observed when measuring the metabolites.

In this study, we also showed that exhaled H, following the intake of a fiber-enriched breakfast was increased
by CG compared to control, suggesting the ability of CG to induce a higher fermentation in response to the
dietary fiber intake.

Interestingly, still compared to control, CG improved postprandial glucose and lipid metabolism as illustrated
by the decrease in iAUC of glycemia and triglyceridemia, but also the peak of triglyceridemia in response to a
standardized test meal challenge, the FlexMeal. In a 6-week, randomized, double-blind and placebo-controlled
study conducted in healthy overweighed volunteers, the same dose of CG also exhibited beneficial effects by
reducing blood levels of oxidized low-density lipoproteins (ox-LDL)'®. We did not observe such effect here,
possibly due to the difference in terms of study duration. In accordance with the effects observed on postpran-
dial glycemic and lipemic profiles in this study, it has been previously shown that in mice fed with a high-fat
diet (HFD), a 4-week administration of CG significantly improved metabolic parameters, including glucose
tolerance'”. Another in vivo study also demonstrated beneficial effects of CG in lowering plasma triglycerides
in hamsters fed with an atherogenic diet but at fasting state'". Presently, the observation of effects at postpran-
dial and not at fasting state, bolsters the interest of postprandial phase when assessing the effects of nutritional
interventions and more generally human health'”. Furthermore, postprandial hyperglycemia and hyperlipemia
are now recognized as independent cardiometabolic risk factors'®. An exacerbated and prolonged postprandial
lipemia is typically observed in subjects with metabolic disorders'”. Also, epidemiological data reported that
post-challenge glycemia is associated with cardiovascular risk, regardless of fasting biomarkers such as fasting
glycemia and glycated hemoglobin (HbAlc) and even has a greater predictive power of cardiovascular events®.
Indeed, abnormally increased levels of glucose and lipids generates excessive amounts of free radicals (or reactive
oxygen species triggering a biochemical cascade throughout the circulation, inducing inflammation, endothelial

Scientific Reports |

(2022)12:8830 | https://doi.org/10.1038/s41598-022-12920-z nature portfolio

107



www.nature.com/scientificreports/

/ N Subjects
[ ] 501
§.03
S04

150

5.06
so07

s.08
100 High-H, (n=8) s.08
$.10

s1n

Exhaled H,

s.12
514
- 815
817
§.18
- 819

o
S

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
time {min)

Figure 4. Exhaled H, excretion profiles in response to lactulose breath test (n=15). Subjects profile response

to lactulose breath test from which two groups have been created: we computed A H,=H, peak —baseline;
“High-H,” =subjects with A H, > A H, median; “Low-H,” =subjects with A H, < A H, median.
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Figure 5. Impacted metabolic parameters according to gut fermentation profile (High-H, (n=8); Low-H,
(n=7)). Empty circles and horizontal lines within each box represent respectively the mean and median values.
A mixed linear model with treatment, time, period, sequence and subgroup as fixed variables and subjects as
random effect has been performed once the interaction time*treatment*subgroup has been tested and showed
significance. p values associated to CG effect assessed with the estimated treatment difference (ETD) and its 95%
confidence interval is shown and considered as significant when < 0.05.

dysfunction, hypercoagulability, sympathetic hyperactivity and a more atherogenic lipoprotein profile?!-2%).
Therefore, a reduction of postprandial hyperglycemia and hyperlipemia excursions, as demonstrated in the
present study with 3-week supplementation of CG, is of interest to improve cardiometabolic profiles.

H, has been reported to have antioxidant, anti-inflammatory, and anti-apoptotic properties™. In patients with
type 2 diabetes or impaired glucose tolerance, supplementation of H,-rich water improved lipid and glucose
metabolism®. Similarly, in db/db mice, drinking H,-water has been shown to decrease levels of plasma glucose,
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[ pvalue
TAXA 0r ASV High-H, Low-H, <005
Family
Acidaminococcaceae 0.778+0.793 2032+1.059 0.030
Actinomycetaceae 0390 +0.247 0129 +0.099 0.041
Merhanobacteriaceae 0.000 +0.000 0.376 +0.430 0.021
Genus
Methanobrevibacter 0.000 +0.000 0.360 +0.424 0015
Tyzzerella 0.304£0.282 0.028 £0.073 0015
Paraprevotella 0.032+0.079 0.302 +0.558 0.041
ASV
ASVII2_PACD01207_g sp 0.559£0.389 0071 £0.187 0.015
ASV209_Methanobrevibacler smithii (99%) 0.000 £0.000 0.18420.228 0.030

Table 4. Subgroup analysis: gut microbiota composition at baseline (n=13). Gut microbiota composition
differences at baseline between the two subgroups according to lactulose hydrogen breath test responses.

Data are expressed as mean percentage of relative abundance and presented as mean +SD. Wilcoxon-Mann
Whitney tests were performed and considered as significant if p <0.05. For ASV identification, species name is
indicated when the identity is> 98%.

insulin, and triglyceride, the effect of which on hyperglycemia was similar to diet restriction®. The suggested
underlying mechanism is an observed increase of the expression of a hepatic hormone, fibroblast growth factor
21 (FGF21), which is a regulator of energy expenditure. Here, the energy metabolism as measured by resting
metabolic rate did not show significant differences between the two treatments. Subgroup analyses revealed
that the improvement in postprandial glucose metabolism, especially the decrease in the IAUC of postprandial
blood glucose, was only observed in the “High-H," subgroup composed of subjects with a higher concentra-
tion of exhaled H, in response to the lactulose H, breath test. This study is the first of its kind to identify the
production of H, as an indicator of a fiber-derived impact on glucose metabolism. “High H,” subjects had a
lower abundance of methanogenic bacteria including Methanobrevibacter smithii, which is the most dominant
methanogen in the gastrointestinal tract in humans®. It has been reported that methanogens increase in ob/ob
mice?® and that in obese humans CH, production is associated with a higher BMI*. The suggested mechanism
is that methanogens use the H; produced by syntrophic organisms for their own anaerobic metabolism, after
which CH, is produced as a by-product. This H, scavenging allows syntrophic organisms to be more productive,
increasing SCFA production and availability of calories for the host***!. Subjects included in our study were all
H, producers and even if the comparison between the two subgroups showed that they differed by their abun-
dance in methanogenic bacteria, no significant difference in terms of exhaled CH, was found. Interestingly, at
baseline, when firstly challenged with the standardized test meal, subjects belonging to the “High-H, subgroup
were the ones who presented a higher fasting concentration of NEFA and glycemia peak after the fiber-enriched
breakfast, tAUC, IAUC and peak of glycemia after the standardized test meal challenge. Thus, the subjects who
have benefited the most from the intervention in terms of glycemic profile improvement would actually be those
who already have impaired postprandial metabolic profiles.

Of note, betaglucan (BG) is one component of CG. It has been shown to decrease postprandial glycemia after
an oral glucose test tolerance (OGTT) or when added to food products (pasta, bread, soup, cereals, etc.) in healthy
or diabetic subjects**~*°. Their postprandial glucose lowering effect has long been reported to be essentially due
to a delayed and somewhat reduced carbohydrate absorption from the gut*”*. However, since different studies
have shown BG impacts on gut microbiota without assessing in parallel the impacts on glycemic response, other
mechanisms may exist but need further investigations to be elucidated™.

When assessing the link between impacted metabolic and bacterial parameters, Slackia was the only bacterial
feature which showed direct correlation with postprandial glycemia. It has been reported that the abundance
of this genus was higher in prediabetic subjects and reduced after supplementation in xylooligosaccharide™.
Here, we showed that this genus was differently impacted by the two treatments and particularly decreased by
CG even if not statistically significant and only in « Low-H,». The improvement of postprandial triglycerides
metabolism with CG supplementation was correlated with the decrease in rather pro inflammatory microbial
features. The correlation analyses also suggested that the increase of exhaled H, after the fiber-enriched breakfast
may be explained by abundance’s modification of a cluster of microbial features including butyrate-producers.
Consistently, a link between bacterial substrate metabolism and H, gas formation have already been proposed
in butyrate-producing colon bacteria® .

Our study presents some strengths and limitations. We assessed a cross-over design study with a comprehen-
sive set of biomarkers from gut microbiota composition and functions to fasting and postprandial phenotyping.
Even though 4.5 g chitin-glucan were not sufficient to increase SCFA or barrier function biomarkers, it allowed to
improve postprandial metabolism, which has been reported to be associated to cardiometabolic risk profile. For
the first time, we identified an interesting non-invasive biomarker: exhaled H; following a lactulose breath test,
which could be of interest to evaluate dietary fiber impact on postprandial glucose metabolism. We also showed
that CG supplementation increased exhaled H, following a fiber-enriched breakfast. Although several beneficial
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CG CTL
pvalue pralue | pvalue

TAXA or ASV Before After <005 | Before After <0.05 | <005
(A)
Family
Bacteroidaceae 599543285 | 495643919 ‘ | 5.229 5.364+2.743 ‘ |(m22
Genus
Bacteroides 599543285 | 4956+3919 522943.669 | 5.364+2.743 0036
Erysipelotrichaceae. UCG.003 LI50£1.140 | 1751 £0.828 1.365£0.772 | 0.895+0.764 0035
Lachnoclostridium 0967+0.729 | 0470+0.286 0269+0.241 | 0477+0.394 0022
Butyricimonas 0.36£0.411 | 0237 £0.468 0.175£0.150 | 0384+0.437 0022
Faecalitalea 0376+0.622 | 0.135+0.285 0.189£0.434 | 0487£0.911 0022
ASV
ASV033_Eisenbergiella sp. 0702£0371 | 0.758 £0.564 0245£0.402 | 0631 £0.554 0,035
ASV045_Dorea sp. 0318+0499 | 0832+0.859 0497 +0.717 | 021340522 0022
ASV075_Faecalibacillus intestinalis sp. | 0.137£0335 | 027940356 0466 £0.440 | 0219+0.353 0,035
ASV078_Roseburia intestinalis (99%) | 0273+0.429 | 0.082+0.202 0.040+0.098 | 0499+0.576 0022
ASVI61_Blautia sp 0.163£0.399 | 0157 £0.384 0.000£0.000 | 030240.392 0,036
(B)
Family
Enterobacteriaceae 037420528 [047721.179 | [07224 1868 [ 111521390 | [0022
Genus
Ruminococcus 116540769 | 1153 £0.612 1480 £0.761 | 0922£0.943 0035
Coprococcus 0794+0535 | 0636£0.446 0727£0.694 | 0346+0.686 0022
Erysipelotrichaceae 0564+1.103 | 0.500£0.940 0412£0.705 | 0639+ 1.166 0035
Escherichia_Shigella 027440363 | 0288 +0.678 0405+1.056 | 0696+0.623 0022
Slackia 0252£0331 | 0.197£0256 0.195£0.280 | 0276£0.383 0035
ASV
ASVOI5 Subdoligranulum sp. 0565+0.620 | 0343+0.493 0417 +0.665 | 0446 +0.403 0022
ASV027_Collinsella aerofaciens (99%) | 051040450 | 0.37+0368 0265+0.379 | 0402+0.620 0036
ASVO044_Collinsella aerofaciens (99%) | 0431£0358 | 035540272 0.148+0.269 | 0262+0.319 | 0.035 | 0036
ASV055_ [Ruminococcus] faecis (99%) | 0.546£0512 | 0395 £0.441 0324£0.483 | 0308+0.385 0022
ASV092_ [Ruminococcus] faecis (99%) | 0155+0.410 | 012940221 0436+0.467 | 0205+0.371 0,035
ASVI95_Oribacterium sp. 0.000£0.000 | 0.098£0.260 0.055£0.146 | 0229+0.332 0.042

Table 5. Subgroup analysis: Impacted microbial features (n=13). (A): Impacted microbial features in
“High-H," subgroup. (B): Impacted microbial features in “Low-H,” subgroup. Data are expressed as mean
percentage of relative abundance and presented as mean +5D. To compare the shifts (i.e. the delta between the
two treatments) and the baseline and endpoint, Wilcoxon signed-rank tests were performed and considered as
significant if p<0.05. For ASV identification, species name is indicated when the identity is >98%.

metabolic effects of H, enrichment have been reported (antioxidant, anti-inflammatory, and anti-apoptotic
properties, lipid and glucose metabolism improvement)**2%, we cannot say if the present H, could have the same
effects. The limitations of this study is that it was a short-term exploratory study performed in a small number of
participants, with a comprehensive set of biomarkers so that after adjustment for multiple comparisons, none of
the p values remain significant. Due to the explorative character of the study, we thus presented and considered
non-adjusted p values < 0.05 as significant.

To conclude, this study showed the potential effects of a 3-week supplementation of CG compared to malto-
dextrin in at cardiometabolic subjects. No specific fecal biomarkers of CG interactions with the gut microbiota
(as shown in the study in healthy volunteers) has been demonstrated in the present study. However, presently the
improvement in the postprandial glycemic and lipemic profiles, early determining markers of cardiometabolic
risk, underlies the interest of such dietary intervention in this specific at-risk population. The profile response
to lactulose H, breath test seems to be a parameter of interest to predict the effectiveness of the intervention
especially in terms of glycemic response. Further investigations are needed to confirm these observations and
to elucidate the underlying mechanisms of CG on cardiometabolic profile in subjects at cardiometabolic risk.

Materials and methods

Ethical statements. This study was reviewed and approved by the local ethical committee CPP lle de
France IV 2018/69, ID-RCB: 2018-A02155-50. [t was conducted between November 2018 and June 2019 at the
Human Nutrition Research Center of Rhéne-Alpes (CRNH-RA) and carried out in accordance with the Second
Declaration of Helsinki and French Jardés law. It was reported and registered on http://www.clinicaltrials.gov
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Microbial features

Metabolic parameters

Figure 6. Correlations analyses between altered microbial features and metabolic parameters. The deltas
(after—before) following CG supplementation for each metabolic parameter and microbial feature which were
differently impacted by the two interventions (including those impacted in subgroup analysis) are presented.
iAUC: incremental area under the curve; gly: glycemia; TG: triglyceridemia; H2: hydrogen; bf: standardized
breakfast; fm: Flexmeal (standardized test meal challenge). Spearman’s correlations were performed. * indicate
the significant correlations (p value <0.05).

NCT03773900 (12/12/2018). All participants received and signed informed consent before the initiation of any
study-related procedure.

Study participants. Sixteen subjects with CM risk profile were recruited. Inclusion criteria included age:
30-65 years old, BMI: 25-35 kg/m?, waist circumference >80 cm for women and > 94 cm for men, daily fiber
consumption < 25 g/day, exhaled H, (max-min > 20 ppm) in response to lactulose test, stable weight and moder-
ate physical activity, no known gastrointestinal disease, no previously bariatric surgery, no use of antibiotics or
other drugs interfering with microbiota composition in the 3 months prior to the beginning of the study.

Study design. Thiswas adietary monocentric, randomized, double blind and cross-over study. Each subject
received two 3-week dietary interventions in a random order according to a randomization list per block of per-
mutations established with SAS software 9.4 by the statisticians. The two dietary interventions were, 1) 4.5 g/d of
chitin-glucan (CG) and 2) 4.5 g of maltodextrin as control (‘Table 53). A 4 to 6-week washout period separated
the two interventions. Before and after each intervention, fecal samples were collected for gut microbiota com-
position and its derived-metabolites ‘analysis. Fasting and postprandial metabolic parameters were evaluated
during metabolic assessment days (Figure §3).

CG and CTL had the same galenic form and visual aspect but mainly differed by their fiber content (Table 53).
Both were presented as a 3 g sachet powder to be diluted in water. Each sachet included 1.5 g of CGor 1.5 g
control, thus subjects consumed 3 sachets per day (20-30 min before the 3 meals of the day) to reach the target
dose of 4.5 g/d. The set of sachets to be consumed for each period was given to subjects at the beginning of
each period during which, they were asked to keep the same diet and usual physical activity. A French National
Authority for Health (HAS) questionnaire assessed with NUTRILOG software (version 3.10b, released in Febru-
ary 2017) was used to evaluate subjects’ dietary fiber intake at inclusion. To evaluate dietary intake and ensure
a good compliance during the intervention periods, subjects were ordered to fill in a 3-day dietary record. Data
from this 3-day dietary record were also processed using NUTRILOG software which allowed to estimate energy,
macronutrient, and dietary fiber intakes. Study’s products consumption compliance was evaluated by counting
full and empty sachets they brought to the center at the end of every intervention period.

During the 3 days before metabolic assessment day, subjects were ordered to collect stool samples using
a specific kit. Stool samples were kept in the subject’s freezer until they brought them to the center using a
turnished cooler bag. On metabolic assessment days, subjects arrived at CRNH-RA after an 8-h overnight fast
following the ingestion of a standardized low dietary fiber evening meal (one serving of fish, rice, cheese, rusk
or soft bread, dried biscuits and butter). Body weight and fat mass percentage were measured using standard -
ized methodologies using a calibrated weighing scale and a Bodystat Quadscan 4000 (BQ4000; Bodystat Ltd.
Douglas, UK) respectively. RMR was measured by indirect calorimetry using a QUARK calorimeter (Cosmed,
Rome, Italy). Subjects were served a dietary fiber-enriched breakfast at TO (rye bread, hazelnut carob spread,
fruit juice) and a standardized challenge test meal: the FlexMeal challenge at T240. The FlexMeal is a revised
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version of the “PhenFlex drink”*. It consists on a standardized challenge test meal composed by a soup and a
dairy dessert presenting 923 kcal, 32.5% of carbohydrates, 58.9% of lipids and 8.7% of proteins. Fasting and 4 h
postprandial blood (T0, T30, T60, T90, T120, T180, T240, T255, T270, T300, T330, T360, T420) were collected
using an antecubital vein catheter. Fasting and postprandial exhaled gases were also collected (T0, T60, T120,
T180, T240, T300, T360, T420, T480, T540, T600).

Biochemical blood analyses. Collected blood was centrifuged immediately for 10 min at 4500 rpm.
Plasma was stored at— 20 °C until the assays were conducted.

Glycemia was measured by spectrophotometry according to Architect Abbott Hexokinase method; TC,
HDL-C and TG by spectrometry using Architect Module Chimie Abbott method; insulin by radio immunoas-
say according to RIA CisBio IBA method, NEFA by automatized spectrometry with PENTRA 400 HORIBA
ABX. LDL-C was calculated using Friedwald formula and HOMA as plasma glucose (mmol/L) x plasma insulin
(mUI/L)/ 22.5.

Exhaled gases analyses. Exhaled gases have been collected using EASYSAMPLER Breath Test Kit (Quin-
tron, Milwaukee, W1, USA). The concentrations of H,, CH, and CO, were then measured by gas chromatogra-
phy using a QUINTRON BREATH TRACKER analyzer (Quintron, Milwaukee, W1, USA).

Microbiota analysis.  Fecal microbiome sequencing analysis. Bacterial DNA was extracted from fecal sam-
ples using the QlAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany}, following the ‘Protocol (¥ that was
described by Costea and colleagues* with a slight modification: a reduction in time of bead beating step. Cells
are mechanically lysed by running the FASTPREP Instrument for 2 min at max speed (beating 1 min and resting
5 min).

Library construction and the [llumina sequencing protocol has been previously described in detail®”. In
brief, the V5-V6 regions of the 165 rRNA gene were targeted for PCR amplification using primers 784 F [5'-
RGGATTAGATACCC-3'] and 1064 R [5'- CGACRRCCATGCANCACCT-3']. 165 rRNA gene amplicons were
sequenced by the MiSeq platform (300 bp paired-end length) at the University of Minnesota Genomics Center.
All samples of this study were sequenced in the same run. Paired-end reads were merged, demultiplexed and
conducted quality control implementation (length =281 bp, mean sequence quality score = 30) using QIIME2
pipeline with DADA2¥, which we refer to herein as amplicon sequences variants (ASV). The average of the
sequence in all samples (n=60) was 19,884. An even depth of 8,290 sequences per sample was used to conduct
microbiome diversity. We assigned the sequences to taxonomic categories including kingdom, phylum, class,
order, family and genus levels using a pre-trained Naive Bayes classifier based on Silva 132 99% OTUs database®®.
For significant ASV, in order to have a higher resolution of the ASV identification, online 165 rRNA databases
on both NCBI blast and EzBioCloud platforms were also used.

SCFA analysis. The methodology has been described before”. In brief, the native fecal samples were
homogenized and subsamples of 400-500 mg were diluted 1:4 in ultrapure water and analyzed using a capillary
gas chromatograph (HP6890 Series; Hewlett Packard Corp., Paolo Alto, California, USA). Fecal dry mass was
assessed by drying 300-500 mg of native sample overnight at 103 °C.

Markers of intestinal permeability.  All biomarkers included were validated as markers of intestinal per-
meability before (https://pubmed.ncbinlm.nih.gov/34009040/). Zonulin and calprotectin were measured using
enzyme-linked immunosorbent assay kits (K5600; K6927; Immundiagnostik AG, Bensheim, Germany} follow-
ing the manufacturer’s protocol. The fecal samples were diluted to the working concentration in sample buffer
using stool sample tubes (K6998SAS; Immundiagnostik AG, Bensheim, Germany). LBP (REFs: DY870-05 and
DY008; Bio-Techne GmbH, Wiesbaden, Germany) was measured in plasma.

Bile acids analysis. Bile acids were analyzed using method validated method adapted from Guillernot-
Legris et al.*”. Briefly, lyophilized feces (5 mg) were homogenized in ice-cold distilled water prior to protein
precipitation using acetone containing seven deuterated bile acids used as internal standards. Samples were
next centrifuged, and the supernatant was evaporated to dryness under nitrogen steam. The resulting residue
was resuspended in methanol and injected in the HPLC-MS system consisting of an LTQ-Orbitrap XL mass
spectrometer (Thermo Fisher Scientific) coupled to an Accela HPLC system (Thermo Fisher Scientific). Analyte
separation was performed on an Ascentis Express C-18 column (2.7 pm, 100 x 4.6 mm) (Sigma-Aldrich) using
a gradient between acetonitrile and water, both containing formic acid. Mass spectrometry analysis was per-
formed using an electrospray ionization source in the negative mode. Calibration curves were prepared in the
same conditions.

LCFA analysis. To determine the LCFA profile in feces, we used 40 mg of previously lyophilized feces during
48 h (Labconco, freeze dryer 4.5). Forty microliter of C19 were added as extraction standard for homogenization
with methanol:chloroform (1:2 V/V) by brief sonication in ice (Labsonic U, B. Braun). Homogenates were then
filtered with Whatman filters n°1 (10 pm of porosity). Filters were rinsed with 2 ml of chloroform and 1 ml of
methanol. Homogenates were purified with KCI 0.88% and KCI 0.88%: methanol (1:1 V/V). After centrifuga-
tion (1500 g, 5 min), the chloroform phase was collected in new tubes and evaporated under nitrogen flux until
samples were completely dry. The esterified fatty acids were then subjected to alkaline hydrolysis (saponification)
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and free fatty acids were methylated and quantified by gas chromatography with flame ionization detector as
previously described™.

Statistics. The primary outcome of this study was the measure of SCFA production. Due to the lack of avail-
able published data on this specific fiber, a standard power calculation to obtain the number of subjects needed
for the study was not possible. The choice of the primary outcome relayed on data from two studies. The first one,
carried out in an in vitro model simulating the intestine showed that a dose of 4.5 g of CG was able to increase
the production of SCFA". The second one showed that a supplementation of 3 g/day for 2 months of BG, a
component of CG and a dietary fiber which structure is closely related CG, resulted in a significant increase of
SCFA in the feces of 26 subjects™.

All statistical analyses and graphs were performed with R software v3.6.0 and SAS software 9.4 TS Level IM6%.

To find out whether CG had a different effect from the effect of control on clinical variables and to assess if the
difference was statistically significant, we performed a linear mixed model for repeated measures, with Toeplitz
or autoregressive structure (AR} as covariance structure. In order to account for variability between subjects
and to adjust for any non-specific differences, subjects were included as random effects. To quantify the effect of
CG compared to the effect of control, we estimated the difference in terms of change ETD = After Fiber - Before
Fiber - (After Control - Before Control) to which the p value of the interaction treatment*time is associated.

For gut microbiota analysis, relative abundances performed in Qiime2 were calculated in R for each taxa and
ASV. To avoid analyzing spurious sequences, ASV with an average relative abundance below 0.1% in all samples
were removed. The same cut-off was applied for analysis of bacterial genera. To assess if a given microbial feature
was differently impacted by the two treatments, we first computed the delta (after-before) in abundance for both
treatments. Then, a Wilcoxon signed-rank test has been performed to assess if the difference between the two
deltas was statistically significant; if so, we evaluated the impact of each treatment by comparing the abundances
before and after its consumption with a Wilcoxon signed-rank test.

Beta-diversity indices were compared by PERMANOVA using the Adonis function in the vegan package on
R Software and data were visualized using non-metric multidimensional scaling.

For subgroup analysis, we computed A exhaled H, = exhaled H, peak - baseline and defined two subgroups:
“High-H,” = subjects with A exhaled H, > A exhaled H, median and “Low-H," = subjects with A exhaled H, <A
exhaled H, median. The interaction treatment*time*subgroup was tested for all variables and the linear mixed
model for repeated measures was only performed when the interaction was significant (p < 0.05).

For correlation analyses, we computed the deltas (after-before) following CG supplementation for each
metabolic parameter and bacterial feature which were differently impacted by the two intervention. Spearman’s
correlations were performed.

All statistical analyses were performed with adjustment using false discovery rate (FDR <0.05) for multi-
ple tests according to the Benjamini-Hochberg procedure and none of the adjusted p values were significant.
Nevertheless, non-adjusted p values <0.05 were considered significant due to the explorative character of these
approaches.

Data availability

The raw sequencing data are deposited into the Sequence Read Archive (SRA) of NCBI (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/sra) under BioProject PRINA803331. The study protocol and the datasets generated during and/or ana-
lyzed during the current study, including deidentified participant data will be available from the corresponding
author on reasonable request.
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Figure S1. Gut microbiota diversity and biomarkers of gut barrier function

e

B3 Before_CG B After CG EH Before_CTL B3 After_CTL

A-C: measures of a-diversity: Observed OTUs, Shannon and Pielou’s indexes (n=13)
D: Non-metric multidimensional scaling of the B-diversity index Bray-Curtis (n=13)
E-F: fecal concentrations of zonulin and calprotectin (n=15)

G: plasmatic concentration of LBP (n=15)

LBP: Lipopolysaccharide Binding Protein.

Empty circles and horizontal lines within each box represent respectively the mean and median values.
None of the p-values associated to CG effect assessed with the estimated treatment difference (ETD) or
Permanova test was significant.
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Figure S2. Gut bacterial co-metabolites (n=15)

A: Fecal concentrations of SCFA.

B: Fecal concentrations of BA.

C: Fecal concentrations of LCFA.

Data are normalized to the mass of dry matter and are expressed as mean * SD. SCFA: short-chain fatty
acids; BA: bile acids; LCFA: long-chain fatty acids. A mixed linear model for repeated measures with
treatment, time, period and sequence as fixed variables and subjects as random effect has been
performed. None of the p-values associated to CG effect assessed with the estimated treatment

difference (ETD) was significant.
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4 weeks 3weeks 4to 6 weeks 3weeks
+7days +3days +3days +3days

Chitin-Glucan
4.5g/d

Chitin-Glucan
45g/d

Placebo
4.5g/d

Placebo
4.5g/d

dietary intake  gut microbiota *vz *v3 *v4 * Vs
and composition
compliance and function

Start: breakfast: Flexmeal: End:
M subjects’ arrival rich in fibers test meal challenge subjects' departure

7 -60 -45 -30 0 30 60 90 120 180 240 255 270 300 330 360 420 480 540 600
<

\Expired gases (H2, CHO)X X X X X X X X X X X X X X X X X
Blood sampling: X X X X X X X X X X X X

L, glucose, insulin, NEFA, TG
LBP, Tc, LDLc, HDLc (at fasting)

Figure S3. Protocol design of the study and metabolic assessment days.
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CG CTL ETD

Before After Before After p-value
Weight (kg) 83.14 + 1273 8292 + 1248 83.17 + 1234 83.17 + 1261 ns
BMI (kg/m?) 2855 + 513 2845 + 488 2858 + 516 2857 + 5.23 ns
Fat mass (%) 30.72 + 8.15 30.76 + 8.42 3064 + 8.23 30.86 * 8.12 ns
Glycemia (mM) 538 + 0.39 549 + 0.44 5,51 + 0.32 551 + 0.37 ns
Insulinemia (mIU/l) 11.57 + 4.59 10.8 + 548 1002 + 207 1135 + 549 ns
HOMA 277 + 1.13 267 + 145 246 * 0.58 281 + 1.48 ns
NEFA (uM) 483 + 167 497 + 218 509 + 139 445 + 149 ns
TG (mM) 1.14 + 035 1.1 = 0.38 098 = 0.32 1.07 £ 0.42 ns
TC (mM) 449 + 0.76 494 + 0.76 472 + 0.66 481 + 0.72 ns
HDL-c (mM) 1.12 + 0.22 153 + 1.05 1.09 *+ 0.25 1.12 + 0.2 ns
LDL-c (mM) 315 = 0.73 291 £ 093 32 = 061 321 *+ 0.65 ns
RMR (kcal/24h) 1629 + 277 1674 + 357 1656 + 319 1626 * 263 ns

Table S1. Effects of chitin glucan compared to control on anthropometry, body composition and fasting
metabolic parameters (n=15)

Data are expressed as mean + SD. CG: chitin glucan; CTL: control; BMI: body mass index; HOMA:
homeostasic model assessment; NEFA: non-esterified fatty acid; TG: triglycerides; TC: total cholesterol;
HDL cholesterol: high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol; RMR:
resting metabolic rate. A mixed linear model for repeated measures with treatment, time, period and
sequence as fixed variables and subjects as random effect has been performed. Unadjusted p-values
associated to CG effect assessed with the estimated treatment difference (ETD) are shown and
considered as significant when <0.05.
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High-H; (n=8) Low-H; (n=7) p value <0.05

exhaled H; (lactulose breath test)

(ppm) 119 s 33.34 50.88 s 16.74 0.01
a linolenic acid (pg/ mg) 0.08 + 0.03 0.67 + 1.09 0.01
Post breakfast

glycemia peak (mM) 7.23 + 0.55 6.41 + 0.63 0.05
Post FlexMeal

glycemia iAUC (mM.min) 20941 + 56.87 63.65 + 23.2 0.01

glycemia peak (mM) 8.11 + 0.87 7.14 + 0.61 0.04

Table S2. Subgroup analysis: cardiometabolic profile at baseline

Cardiometabolic profile differences at baseline between the two subgroups according to lactulose
hydrogen breath test responses

Data are expressed as mean * SD. Wilcoxon signed-rank tests were performed and considered as
significant if p < 0.05.
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Chitin-glucan Control
RAW MATERIAL mg/dose % mg/dose %
Kiotransine ® (chitin-glucan from Aspergillus niger)  1500.000 50.000 _ _
maltodextrin 1026.700 34.223 2526.700 84.223
acidity regulator: citric acid 300.000 10.000 300.000 10.000
flavour 100.000 3.333 100.000 3.333
flavour 50.000 1.667 50.000 1.667
colour: beta carotene 10.000 0.333 10.000 0.333
anticaking agenht: silicon dioxide 7.000 0.233 7.000 0.233
sweetener: sucralose 2.800 0.093 2.800 0.093
sweetener: acesulfame K 1.750 0.058 1.750 0.058
sweetener: sodium saccharin 1.750 0.058 1.750 0.058
TOTAL 3000.000 1000.000 3000.000 100.000

Table S3. Study products composition

Raw material is indicated for the 3g sachet of product
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4.3  ETUDE FitaBI¢ : Signature métabolique de la consommation de son de blé¢ marqué au

13C liée a la fermentation intestinale chez 'homme : une étude pilote

4.3.1 Présentation de 1’étude

L’étude FitaBIl¢, qui comme 1’étude FitaChitin faisait partie du projet FiberTag, avait pour
objectif de suivre chez des volontaires sains le processus de fermentation d’un son de blé
marqué au 3C, ingéré sous forme de biscuit, afin d’identifier des biomarqueurs de
Pinteraction des fibres alimentaires, du microbiote intestinal et du profil CM (Figure 19 et
20).

A la suite des résultats de 1’étude FitaChitin, je me suis intéressée aux profils de
fermentation. Dans I’étude FitaBl¢é, une analyse plus compléte des profils d’excrétion de gaz en
postprandial (Hz2, CH4, CO2 marqué ou non) a justement été réalisée.

Ma contribution dans cette étude FitaBlé a donc été dans I’interprétation des résultats
d’excrétion des gaz pour identifier potentiellement différents profils de fermentation en réponse a
I’ingestion de la fibre étudiée. J’ai également participé a 1’écriture du papier avec particuliérement
I’enrichissement de celui-ci avec mes connaissances sur le métabolisme des fibres alimentaires et

les métabolites produits notamment en termes de gaz.
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Figure 20 Déroulé des journées métaboliques de I’étude FitaBI¢.

EVA : échelle visuelle analogique, CO: : dioxide de carbone, CH4 : méthane, H: : dihydrogene,

AGCC : acide gras a chaine courte, cAGPI : acide gras poly insaturés conjugué
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4.3.2 Principaux résultats

e Metabolic signature of 13C-labelled wheat bran consumption related to gut
fermentation in humans: a pilot study Authors: L Meiller '*, V Sauvinet '* AE
Breyton!?, H Ranaivo'?, S Lambert-Porcheron> C Machon®, A Mialon’, L
Vandenberghe'?, M Sothier'?, A Meynier, A Neyrinck®, M Laville!*?, N Delzenne®, S
Vinoy*, JA Nazare!~

en cours de soumission a European Journal of Nutrition IF : 4.66.

Cette étude a montré 1’existence de :

- deux groupes avec des profils de fermentation distincts: de faible et de fort producteurs de
CH4 suite a I’ingestion des biscuits.

- différences de cinétique d’apparition des AGCC plasmatiques entre les deux groupes de
profil de fermentation : les concentrations plasmatiques et fécales de '3C acétate et de °C
propionate étaient plus élevées chez les fort producteurs de CHa tandis que la proportion
de '*C butyrate dans le plasma et les selles était plus élevée chez les faibles producteurs de
CHa.

- différence d’apparition des acides gras branchés par rapport aux AGCC.
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Abstract

Purpose

The aim of this pilot study was to follow the metabolic fate of **C-labelled DF through the assessment
of C-labelled gut-derived metabolites in three biological matrices ( breath, plasma, stools), identify
different fermentation profiles among subjects and compare '*C-labelled gut-derived metabolites
accordingly.

Methods

Six healthy women (29.7+1.7 years old, BMI: 23.240.9 kg/m?, fiber intake: 2311g/d) consumed a
controlled breakfast containing **C-labelled wheat bran biscuits (40g of labelled wheat bran, 3.0 At%
13C). H; and CH4 concentrations in breath were measured by gas chromatography (GC), as well as *CO;
and '*CH; by gas chromatography coupled with an isotope ratio mass spectrometer (GC-IRMS).
Plasmatic and fecal concentrations of *C-short-chain fatty acids (SCFAs : acetate, propionate, butyrate,
valerate, isobutyrate and isovalerate) were measured using GC-combustion-IRMS (GC-C-IRMS).
Results

H> and CH, 24h-kinetics measurements distinguished two groups in terms of fermentation-related gas
excretion: the high-CHs producers with high baseline CHs-concentrations (45.3+13.6ppm) and low
baseline H;-concentrations (7.315.8ppm) vs the low-CHs producers with low baseline CHs-
concentrations (6.5x3.6ppm) and high baseline H.-concentrations (20.8£16.0ppm). The appearance of
13CH, was enhanced from 120 min and prolonged in high-CH, producers compared to low-CH,
producers, corroborating distinct fermentation profiles. The proportion of plasma and stool C-
butyrate was higher in low-CH,4 producers, and it was the opposite for **C-acetate. Plasma branched
SCFAs revealed a different kinetic of apparition compared to linear SCFAs suggesting different
metabolism.

Conclusion

This pilot study allowed to consider novel procedures for the development of biomarkers of fiber-gut
microbiota interactions. The assessment of exhaled gas following 3C-labelled fibers ingestion
enabled to decipher distinct fermentation profiles: high-CH4 producers vs low-CH4 producers. The
isotope labelling permits a specific in vivo caracterisation of the dietary fiber impact consumption on
microbiota metabolite production is possible.

Keywords

Short-chain fatty acids, dietary fiber, stable isotopes, gut microbiota metabolites, *C-wheat bran,
methane, branched short-chain fatty acids
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1. Introduction

From many years now, dietary fibers represent a huge interest for the scientific and medical
community, but also for the agri-food industry. Dietary fibers are known to be beneficial for human
health, and now especially through their interaction with the gut microbiota. Their consumption at a
sufficient level (most countries recommend a daily intake of 25-35g for adults) is associated to reduced
blood glucose and cholesterol concentrations, and reduced risk of developing some types of cancers
and cardiovascular diseases [1, 2]. However, because of the broad diversity of dietary fibers (resistant
starches, non-starch polysaccharides, oligosaccharides, lignin and analogous polysaccharides), their
specific mechanism of action related to human health needs to be more clearly elucidated. Indeed,
dietary fibers are generally classified according to their water solubility and viscosity, usually obtained
via in vitro methods and do not always predict their distinct physiological effects [3, 4].

When assessing the impact of dietary fiber consumption on human health, the metabolites produced
by bacterial communities such as hydrogen (H:), methane (CH4) and short chain fatty acids (SCFAs)
could be of major interest. Depending on the microbiota composition, it is well known now that
hydrogen and/or methane are actually produced from the bacterial fermentation of polysaccharides.
Once absorbed into the bloodstream, these gases diffuse into the pulmonary alveoli and ~10% end up
in the exhaled air [5]. The measurement of these two gases in the exhaled air could thus be a potential
biomarker of gut microbiota related health effects of fibers. Hydrogen originates exclusively from the
gut microbiota and play a key role in many microbial metabolic pathways [6]. Methane is a final
product of the fiber degradation and is produced by methanogen microorganisms from hydrogen and
CO; coming from the gut microbiota [7]. It was observed that the coproduction of methane and
hydrogen measured in breath test was associated with greater body mass index and body fat. [8-10] .
In addition to dietary sources, short chain fatty acids are produced in the colon during bacterial
fermentation of undigested carbohydrates and to a lesser extent of proteins. They constitute the main
products of saccharolytic fermentation of non-digestible carbohydrate in the large intestine [11, 12].
Their numerous roles in human metabolism are now well documented and make them of greatest
interest as well (Blaak et al. 2020).

In order to characterize the metabolic fate of dietary fibers and impact on microbiota-host interaction,
the use of stable isotope labelled dietary fiber appears as an interesting tool. Most of the studies using
stable isotopes to study the impact of dietary fiber, used them according to an indirect strategy. Boets
et al. (2015) used the stable isotope dilution method by infusing **C-SCFA to subjects in the aim to
quantify the in vivo colonic production of SCFA after consumption of inulin, a readily fermentable
carbohydrate. Deroover et al. (2017 and 2021) used uniformly stable isotope labelled inulin to study
the impact of wheat bran consumption on SCFA production. We developed a more direct strategy
consisting on labelling the fiber of interest itself [14, 15]. In this exploratory study, *C- labelled wheat
bran biscuits have been given to 6 healthy female subjects at breakfast. Expired H; and CHs
concentrations were measured to identify the fermentation profile of the subjects. The first objective
was to follow the kinetics of labelling appearance in microbiota metabolites in 3 different biological
matrices (plasma, stools, breath). To our knowledge that has never been investigated. The second
objective was to investigate whether differences in the fermentation profile alter the labelled
metabolites’production. Moreover, we took a closer look at the branched short-chain fatty acid
(BCFAs) in plasma and stools, since there is a growing interest for their potential role in the gut

environment.
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2. Materials and methods

2.1. Study population
Six healthy women, 29.711.7 years, were recruited to participate in the study. All subjects had a body
mass index (BMI) of 23.240.9 kg/m? and a regular diet defined as three meals per day. Exclusion criteria
were the use of antibiotics, prebiotics and probiotics, in the month preceding the study. Their usual
fiber consumption was of 23+1 g/d.

2.2.Wheat bran biscuits
Naturally **C-labelled wheat bran was obtained from wheat cultivated under *3*CO; enriched
atmosphere. This labelled wheat bran was mixed with a native wheat bran to form a homogeneous
mixture with an atom percent (AP) of 3.0%. Biscuits were then made from this wheat bran and had
the following composition (Table 1). Only the wheat bran part of the biscuits was labelled with
carbon 13.

:‘f::::: Lipids Proteins Carbohydrates Starch Dflleb::_?
Biscuits (g) 136 21.1 15.5 248 40.4 19.2
Of which labelled wheat bran (g) 40 1.8 6.1 1.8 9.4 16.7
Energy % - 34.7 11.3 18.1 29.5 6.4

Table 1: Nutritional composition of the **C-naturally labelled wheat bran biscuits

2.3. Study design

Each subject performed one test day (Figure 1). During the seven days before the test, they were asked
to avoid *C-labelled food (maize based, sugar cane, exotic fruits, etc...). Three days prior to the test
day, subjects were instructed to consume a low fiber diet, consisting on white bread, and no more
than 100 g of cooked vegetables per day among a selection given to the subjects, raw fruits and
vegetables being totally excluded. They were also asked to avoid alcohol consumption. In the evening
prior to the test day, the subjects consumed a fully-digestible and non-fermentable standardized meal.
After an overnight fasting, the subjects presented themselves at the laboratory and two fasting breath
samples for the measurement of exhaled metabolites, and one basal stool were collected. A catheter
(Introscan Safety®, B. Braun, Melsungen, Germany) was placed into an antecubital vein in the forearm
to collect all blood samples during the test day. After collection of a basal blood sample, a standardized
test breakfast was administered to the subjects (8:00 am). The breakfast consisted on 8 x 17 g of
biscuits (containing *C wheat bran) accompanied by a 300 ml drink (water, unsweetened tea or coffee,
according to their choice). This represented 40g of labelled wheat bran and 19.2g of dietary fiber. The
detailed course of the test day is displayed in the Figure 1. Briefly, plasma (n=17) and breath (n=20)
samples were collected on various time points for 24 hours, as well as a baseline stool samples and the
three stools following the post *C-wheat bran ingestion. A standardized -lunch (12:00 am), -collation
(16:00 pm), and -dinner (20:00 pm) were served to the subjects.
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Pulse, blood (17) Standardized breakfast : coffee or tea ;l;cc;ulo A amchmentl e CHy ™0
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circumference (20) (lunch) or 100g of chicken (dinner), 200g of Postprandial : *C-SCFAs
white rice, 2 rusks, 30g of cheese
Stoolsamples (emmental) Stool samples: “C-SCFAs
) Collation : cottage cheese, 5g of white
sugar, 2 rusks

Fig.1 Metabolic test design. A standardized test breakfast including *C-labelled wheat bran biscuits,
and several standardized meals or collations were administered throughout the 24h-exploration day.
Breath samples were collected for the measurement of Hz, CH4, **COz and *CH,; blood samples were
collected for the analysis of **C-SCFA concentrations; stools were collected for the analysis of *C-
SCFA concentrations up to 4 days post ingestion, depending on the subjects (3 stools collected post
ingestion for all)

2.4. Analysis of breath samples

H, and CH4 concentrations were analysed through the Breath Tracker analyser Quintron using solid-
state sensors and patented breath collection systems (Quintron, Quintron Instruments, Milwaukee,
wi).

The BC-labelling apparition from the ingested biscuits was measured in exhaled CO; and CHa collected
into 12mL glass tubes (Exetainer®, Labco, Ltd, UK). *3CO; to *2CO, ratios were measured on a
continuous-flow inlet system connected to an Isoprime isotope ratio mass spectrometer (Elementar
UK Ltd, Cheadle Hulme, UK), the abundance of 3CH. was measured using a greenhouse gas system
interfaced to the Precision Isotope ratio Mass Spectrometry (Elementar UK Ltd, Cheadle Hulme, UK).

2.5.SCFA analysis of plasma samples
Blood samples were centrifuged at 3600 g and 4°C for 10 min. EDTA-Plasma was stored at -80°C until
extraction. SCFA concentrations and isotopic enrichments were determined after a deproteinisation
and an acidification. First, 15uL of an internal standard (2-Ethylbutyric Acid, 1mM) was added to 1 mL
of plasma in a centrifugal filter device (Vivaspin 2 CTA 20KD, Sartorius), gently vortexed and then
centrifuged at 4000 g and 4°C for 120 min to remove proteins and high molecular weight compounds.
Plasma filtrate was then acidified to pH 2-3 by adding 18ul of HCI 2M before analysis.

Plasma *C-SCFA enrichment and concentration were measured combining SPME (solid phase
microextraction) autosampler (MPS robotics, Gerstel) with GC/C/IRMS (Isoprime, GV Instruments,
Manchester, UK). SCFAs were adsorbed by liquid immersion SPME onto the coated fiber
(Carboxen/polydimethylsiloxane; 75um film thickness; automatic from Supelco, Bellefonte, PA, USA)
at 50 °C for 50 min, and then were thermally desorbed in the GC injector at 250 °C for 1 min. The
injector is fitted with a pre-drilled septum (Agilent) and a narrow bore SPME injection liner (0.75 mm
i.d.; Supelco). Analyses were performed in splitless mode at 250 °C on a fused-silica column (DB-FFAP
30m x 0,25mm x 0,25um film thickness; Agilent), with a splitless time of 1 min. Helium was used as the
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carrier gas. The SCFAs were separated at constant flow (1.2 mL.min™) with the following oven
program: (a) 80 °C for 1 min; (b) increase at a rate of 20 °C.min* to 120 °C; (c) increase at a rate of 10
°C.min™! to 205 °C; (d) hold at 205 °C for 2.5 min. A post run of 2 min at 240°C was applied between
each injection. The GC effluent was diverted to a flame ionisation detector until the elution of the
target peaks. The effluent from the gas chromatograph was then switched into a copper oxide furnace
maintained at 850 °C which produced CO; and water from the sample. Water and CO; passed through
Nafion tubing, where water was removed, while CO, was transferred to the IRMS instrument via an
open-split interface. Before and after the CO; peaks arising from sample combustion, a reference CO,
gas calibrated against PDB was sequentially injected in the IRMS instrument for 30 s. The *3C0,/*CO;
ratios of samples were expressed as 6°C %o relative to PDB where PDB is the Pee Dee Belemnite
international standard ((**C/*2C)pps = 0.0112372).

2.6.SCFA analysis of stool samples

All subjects were provided with sterile containers and instructed on how to collect the fecal samples
at home and how to send back the samples to the CRNH Rhéne-Alpes. The faecal samples (about one
gram) were frozen immediately at -20°C after collection at subjects’ home and stored at -80°C when
received at the CRNH Rhéne-Alpes until analysis.

Sample was thawed and homogenized using a spatula. They were then maintained at +4°C.
Approximately 200mg (exactly weighted) were used for the determination of the dry matter and the
same quantity was needed for the SCFA analysis. Briefly, 200mg of stools were suspended in 1mL of
HCl 120mM so that the pH of the suspension be between 2 and 3 (< SCFA pKa). 2-ethylbutyric acid was
used as the internal standard (IS) and was spiked to obtain 88ug of IS / 200mg of thawed feaces. The
suspension was vigourously vortexed and then centrifuged at 4000 g and +4°C for 30 min. The
supernatant was filtered (Chromafil Xtra CA-45/25- cellulose acetate, Macherey Nagel, Duren,
Germany) before analysis.

Stool **C-SCFA enrichment and concentration were measured by GC/C/IRMS (Delta V Advantage,
Thermo Scientific, Bremen, Germany). Analyses were performed with the same GC/C/IRMS
parameters as the plasma SCFA except for the following parameters: injection of 1plL with a split 1:10
ratio at 270°C, and combustion at 1000°C (Isolink, Thermo Scientific).

2.7.SCFA Standard curves
Calibration curves were used to quantify the SCFAs from plasma and stools.
For plasma samples, two calibration curves were prepared. For the first one, a pool of plasma was
spiked with increasing amounts of standard solution VFA (10mM, Supelco) from 0 to 15uM and for the
other, with acetic acid only (10mM, Sigma) from 0 to 150uM.
For stools samples, the matrix was too heterogenous to make adequate standard curve, so calibration
curve was prepared with standard solution VFA only (10mM) from 0 to 1,5mM in HCI 3,5mM.
VFA standard (10uM) and acid acetic (100uM) solutions were used as quality control.

2.8. Calculations and statistical analysis
13C-SCFA concentrations were calculated as described elsewhere [16]. Briefly, the **C-SCFA plasma and
stool concentrations were calculated according to Equation below :
SCFA]| X APE
[13C SCFA] = #
APfiber - APbasal

Where [**C-SCFA] is the *C-concentration of each SCFA at time point; [SCFA] is the total concentration

of each SCFA at time point; APE is the Atom Percent Excess of each SCFA at time point ; APsiber is the
atom percent of the **C-wheat bran of the ingested biscuits; APp.s.l is the atom percent of each SCFA
at time point t0.
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The cumulative concentrations of **C-SCFAs in plasma and stools, of *C0O; in breath were calculated
using the linear trapezoidal rule (AUC) and expressed in umol/L-h, mg/g.d and Atom Percent Excess.h
respectively. We measured 520min- and 24h-cumulative '3*C-SCFAs concentrations in plasma, 24h-
cumulative *CO; in breath. For stools, we cumulated the results of the three stools following the *C-
wheat bran ingestion. Data are presented as means * SEMs. Due to the exploratory nature of the
study, only descriptive analyses were performed.

3. Results

3.1.CHg4 and H; excretion profiles in breath samples at baseline and following **C-
labelled biscuit ingestion

As shown in Figures 2A and 2B, at baseline, the analysis of H, and CH. kinetics in breath samples
allowed to distinguish two groups in terms of fermentation-related gas excretion: a high-CH, producer
group (n=3) with high baseline CH4 concentration (45.3 £ 13.6 ppm) and low baseline H; concentration
(7.3 £ 5.8 ppm) vs a low-CH, producer group (n=3) with low baseline CH4 concentration (6.5 + 3.6 ppm)
and high baseline H; concentration (20.8 + 16.0 ppm). Following the **C-wheat bran biscuits’ ingestion,
the differences in exhaled H, and CHs concentrations between the two groups were maintained
throughout the test. Between 3 to 5 hours after the ingestion of the **C-wheat bran biscuits, a
substantial increase in breath H, concentrations was observed in both groups; this was also observed
for CHa concentrations in the low-CHa4 producers but was not visible in the high-CHs producers due to
the important relative basal concentrations.

<+ Low-CH, producers -®- High-CH, producers

75

CH, concentration (ppm)

H, concentration (ppm)

= E & & ol &
Time (min) » =
Fig.2 CH4 and H; excretion profiles in breath samples. Concentrations in CH4 (a) and H: (b) of breath
samples collected at baseline and following the 24 hours after the standardized test breakfast
ingestion for all subjects (n=6, individuals kinetics grayed out) as well as the mean = SEM for the
three low-methane producers versus the mean £ SEM for the three high-methane producers
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3.2.13CHs- and 3CO;- excretion profiles in breath samples

Figures 3 A and B show the *CHq4- and 3CO,- excretion profiles in breath samples respectively. A
difference between the high-CH, and low-CH, producer groups in **CHa-and **CO;- kinetic appearance
was observed, and was much more pronounced for *CH,.

In high-CH4 producer group, *CH, appearance in breath samples started from the 2¢ hour following
the 3C-wheat bran biscuits’ ingestion and was massive and prolonged until the end of the exploration
with no back to the baseline. The maximal **C-enrichment compared to the baseline was 0.4487 +
0.0380 Atom % Excess. In the low-CH4 producer group a weak *CH, appearance in breath was
measured from the 6" hour post-ingestion until the 17 hour, with a maximal enrichment compared
to baseline at 0.0024 + 0.0004 Atom % Excess. (Figure 3A)

For both groups, the *CO, excretion (Figure 3B) rapidly increased after ingestion of *C-wheat bran
biscuits and reached a maximum between approximately 4 and 5 hours post-ingestion which was
respectively 0.2590 + 0.0075 and 0.2218 £ 0.0120 Atom % Excess in high-CHs and low-CHs producer
groups. The **CO, excretion declined to almost baseline after 24h. Nevertheless, the **C-enrichment
was more important in the high-CH, producer group especially over the period from 4h and 10h post-
test meal ingestion and the cumulative **C-enrichment over 24h tended to be more important too for
high-CHa producer group compared to low-CHs producer group (AUC Figure 3B).

0.60 <+ Low-CH, producers ~#~ High-CH, producers 0.02
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Fig.3 3CH4 and >CO; excretion profiles in breath samples. Atom Percent Excess (APE) of *CHa (a) and
13C0; (b) of breath samples collected at baseline and following 24 hours after meal ingestion for the
three low- or high-methane producer subjects. Data are represented as mean + SEM. Corresponding
24h-AUC for *CO; (b)

3.3. 13C-SCFA plasma concentrations
Mean fasting plasma SCFAs concentrations were 77 + 11 uM for acetate, 1.8 £ 0.3uM for propionate,
0.9£0.2 uM for butyrate, 1.7 0.4 uM for isobutyrate, and 5.0 £ 0.6 pM for isovalerate. Figure 4 shows
concentrations of plasma “*C-acetate, *C-propionate, *C-butyrate, *C-isobutyrate and **C-isovalerate
measured for 24h following the ingestion of the *C-wheat bran biscuits. Valerate was not detectable
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in the plasma samples. The results showed a quick emergence of the labelling in the plasma SCFAs
from the first or second hour after ingestion of the *C-labelled wheat bran biscuits. Two patterns of
the labelled SCFAs appearance were observed. On the one hand, linear SCFAs *C-acetate, “C-
propionate and *C-butyrate (Figure 4 A,B,C) exhibited continuous appearance kinetics throughout
the day of exploration, with no return to baseline after 24 hours. On the other hand, branched SCFAs
(BCFAs): 3C-isobutyrate and *C-isovalerate (Figure 4 D,E), produced a rapid and important rise in
concentrations with a plateau between the 2¢ and the 5" hour post-ingestion for *C-isobutyrate
concentrations and between the first and the fifth hour post-ingestion for *C-isovalerate
concentrations. The return to basal values operated from more than 8 hours post ingestion (520 min).
The difference between the two patterns was even clearer when cumulative concentrations from the
0-520min period were reported to the cumulative concentrations measured during all the exploration
day: 75 + 3% of the branched *C-SCFAs appeared in plasma during this first period against 47 + 9% for
the linear chain **C-SCFAs (data non shown).

Figure 5 compares plasma *C-SCFA concentrations between the two groups low- and high-CH,
producers in breath. The sum of 3C-cumulative plasma concentrations of the five SCFAs appeared to
be not different (Figure 5 A). Individually, no difference in 3C-butyrate-, *C-iscbutyrate- and *C-
isovalerate- plasma apparition was observed between low- and high-CHs producer groups. However,
a difference of kinetics was observed for plasma concentrations in *C-acetate and *C-propionate
(Figure 5 B,C). Plasmatic concentration of these two SCFAs actually tended to increase in the high-CH,
producers compared to the low-CHs; producers. The corresponding cumulative plasmatic
concentrations over 520min also tended to be more important for high-CHa producer group compared
to low-CH,4 producer group for acetate and propionate respectively (69.5 + 8.6 vs 44.7 + 11.4 and 0.7
+0.2 vs 0.4 + 0.1 pmol.h/L).

Figure 5D represents the percentage of each **C-SCFA found in the plasma for both groups. More
than 93% of the plasma *C-SCFAs was ‘3C-acetate whatever the group. Differences between groups
were observed for *C-acetate and **C-butyrate. Notably, *C-butyrate proportion was higher in low-

319 g than in high-CH4 producer group (regpectively 3.27 + 0.66 % vs 1.19 + 0.4¢%) , and it was the

320
321

322
323

324

opposite for *C-acetate (respectively 92.9 + 1.7 vs 95.8 + 0.6 %), while no proportion variation was
noted for the other SCFAs between both groups.

"*C-butyrate

C-acetate 13C-propionate

&

£
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Fig.4 Plasma concentrations kinetics of **C-acetate (a), **C-propionate (b), **C-butyrate (c), *C-
isobutyrate (d), **C-isovalerate (e), as a function of time (n=6). Data are represented as mean t SEM
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Fig.5 *C-SCFA plasma concentrations according to the fermentation profile of the subjects. For the
three low- or high-methane producer subjects : AUC of total **C-SCFA plasma concentrations in (a);
13C-acetate (b) and **C-propionate (c) concentrations with the corresponding AUC (0-520min); **C-
SCFA proportions recovered in plasma over 24h (d)

Oacetate mpropionate Bbutyrate
misobutyrate  Disovalerate

100% -

90% -

UM.h

80% -

% SCFA AUC '3C plasma

70% -

/7 7 7

N [
low-CH, high-CH,
producer producer

3.4.13C-SCFA stool concentrations

In stool samples, basal SCFA concentrations from the six subjects were 6.93 + 0.61mg/g dry matter for
acetate, 2.32 + 0.57 mg/g dry matter for propionate, 2.87 * 1.04 mg/g dry matter for butyrate, 0.58 +
0.10 mg/g dry matter for valerate, 0.53 + 0.09 mg/g dry matter for isobutyrate, and 0.85 + 0.16 mg/g
dry matter for isovalerate. Enrichment and concentration were sufficient to evaluate the kinetics of
excretion of six *C-SCFAs: acetate, propionate, butyrate, isobutyrate, isovalerate and valerate
presented in Figure 6 as a function of time for each subject. First, the kinetic of stool excretion of the
six C-SCFA was quite similar for one given subject. However, a high inter-individual variability was
observed. Among the 6 subjects, 4 subjects continued to excrete the *C-SCFAs in the third stool
collected after the ingestion of the 3C-wheat bran biscuits, while 1 subject reached his maximal **C-
SCFA concentrations in the second stool collected post ingestion and 1 subject did not exhibit any
increase in C-SCFAs concentrations. The maximal *C-SCFA concentrations measured in the six
subjects after the *C-wheat bran ingestion were 792 pg/g dry matter for acetate, 292 pg/g dry matter
for propionate, 24 pg/g dry matter for butyrate, 58 pg/g dry matter for valerate, 61 pg/g dry matter
for isobutyrate, and 74 ug/g dry matter for isovalerate. If making the assumption that one carbon 13
atom from the fiber is transferred on the produced SCFAs, that is equivalent to a *C-enrichment
expressed in mole percent excess of 0.23 for acetate, 0.38 for propionate, 0.47 for butyrate, 0.48 for
valerate, and 0.40 for isobutyrate and isovalerate.

Proportions of each *C-SCFA reported to the total **C-SCFAs measured in the stools are shown in
Figure 7, according to the fermentation profile of low- or high-CHs producers. Differences between
groups were observed for *C-acetate, *C-propionate, *C-butyrate and *C-isobutyrate. Notably, **C-
propionate and 3C-butyrate proportions seemed to be more important in the low- than in the high-
CH, producer group (**C-propionate : 23.5+ 6.9 % vs 13.2 £ 0.9 %; *C-butyrate : 20.1 2.2 % vs 11.7
0.8 % respectively) whereas *C-acetate and 1*C-isobutyrate proportions looked less important in the
low- than in the high-CH. producer group (*C-acetate : 48.6 + 7.1 % vs 65.5 * 2.0 %; C-isobutyrate :
1.3 +1.3 % vs 8.1 3.0 % respectively). No proportion variation was noted for *C-Isovalerate and 3C-
valerate between both groups.
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Fig.6 Time course for the excretion of 3C-acetate (a), 1*C-propionate (b), 1*C-butyrate (c), *C-
isobutyrate (d), *C-isovalerate (e), **C-valerate (f) in the 3 stools collected post *C-wheat bran
ingestion for each subject (n = 6). Stool concentrations are expressed in mg/g dry matter
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Fig.7 *C-SCFA stool concentrations according to the fermentation profile of the subjects.
Proportions of cumulative *C-SCFAs excreted in stools in the three low- or high-methane producer

subjects

4. Discussion

In this pilot study, we followed the metabolic fate of a *C-labelled dietary fiber, specifically *C-wheat
bran formulated into biscuits. We investigated whether fermentation profile differs among subjects
and if so, whether labelled gut microbiota metabolite production in 3 biological matrices was altered
accordingly (**CH, in breath, *C-SCFAs in plasma and stools). We showed that there were two distinct
fermentation profiles: low- or high-CH4 producers and that differences in plasmatic SCFAs kinetics also
exist between the two groups. After *C-wheat bran ingestion, higher plasma and stool **C-acetate and
plasma **C-propionate concentrations were observed in the high-CH, producer group. The proportion
of plasma and stool *C-butyrate was higher in low-CH, producers,. To the best of our knowledge, this
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is the first study that revealed differences in plasma- and stool- SCFA production according to the
fermentation profile of the subjects. The results of this study also revealed differences in plasma SCFAs
kinetics according if linear or branched.

First, when analyzing exhaled H, and CH, 24h-kinetics following the wheat bran ingestion, we showed
two fermentation profiles : the high-CHs producers and the low-CH, producers, which were
respectively low-H; producers and high-H; producers. Consistently, the kinetics of apparition of *CH,
in exhaled air were extremely different between the two groups with a much higher **CH; in the high-
CH,4 producers group. These findings corroborate the results of previous works reviewed a few years
ago [7]. Indeed, according to the composition of gut microbiota, H; and/or CH,4 are produced following
dietary fiber fermentation. Interestingly, CHs is a by-product of the anaerobic metabolism of
methanogen, which involves the use of H,and CO,. Since H; is used for CH; production, this then
explains the existence of high-CHs producers with low Ha. In the literature, 35 to 50% of the adult
population have been reported to be CHs-producer [17]. Similarly, 50% of the 6 subjects included in
our study were high-CH, producers. This breath methane production is largely associated to the
presence of methanogens that belong to the Archaea domain and are located in the distal part of the
colon [18]. It would be of great interest to combine microbiota analysis in such a study to establish
direct links between labelled metabolites and implicated species. It is possible to go even further, using
a more enriched dietary fiber and RNA stable isotope probing, to show carbon utilization from the
labelled fiber by specific bacterial populations in gut microbiota [19].Concerning the exhaled **CO,,
differences observed on the kinetics between the two fermentation profile groups remain a tendency,
and should be considered with caution.Indeed, in the present study, *3C0O; is not exclusively related to
microbiota metabolism, as it represents here both, the *C-metabolite oxidation resulting from the
fermentation by the intestinal microbiota but the oxidation of the digestible part of the fiber too. If we
refer to Table 1, it appears clearly that not only dietary fibers are *C-labelled, but carbohydrates,
starch, lipids, and proteins too. These macronutrients are digestible and represent a mass ratio of 1,1
: 1 compared to the non-digestible dietary fibers. In comparison, inulin is entirely non digestible and
reach the colon intact [15].

The major end-products of microbial fermentation, acetate, butyrate and propionate have a
recognized and well documented health interest [13]. Regarding SCFAs measurements, up to now, the
majority of studies have presented measurements of fecal SCFA concentrations. In recent years, due
to the development of analytical techniques adapted to small concentrations of these analytes, SCFA
measurement in serum or plasma are more frequent. The meaning of these measurements in stools
or in blood circulation should be nevertheless considered with caution regarding their physiological
significance. Fecal SCFA concentrations are the resultant of three parameters that are the colon SCFA
production, their use by the colonocytes to fullfill their energetic needs (80% of the absorbed SCFAs
[20]) and their absorption in the blood circulation. It was shown in Human post-mortem [21] that SCFA
concentrations were the highest in the ascending colon and decreased progressively until the rectal
area which was found similar to stools in term of SCFA concentrations. However, more than 95% of
SCFAs produced by microbial fermentation are absorbed by colonocytes [22] that means that fecal
SCFAs represent around 5% only of the initial colonic production. As for plasma concentrations, based
on data in the same study [21], and approximating that 1 kg of luminal matter is equivalent to 11 [13],
it appeared that acetate, propionate and butyrate measured in peripheral blood represented
respectively only 0.1% , 0.02%, and 0.02% of the ascendant colon concentration, that means an
extremely minor part of SCFAs produced following the fermentation process. Indeed, if 80% of the
absorbed SCFA are used by colonocytes, the 20% remaining are transported first in the portal vein, and
then to the liver, where a non negligeable part is uptaked [23]. It is also necessary to keep in mind that
SCFAs can be produced by other routes than microbial fermentation. Acetate is produced by fat
oxidation, propionate is produced by branched-chain amino acid metabolism [24], and butyrate can
be synthetized de novo from acetyl Co A, even if this hepatic pathway is sparingly used under normal
circumstances in humans [25]. All of these elements can complicate the interpretation of the
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appearance kinetics of short-chain fatty acids in both matrices. This underlines the advantage to use a
13C-labelled dietary fiber in a such study which permits to goal specifically the metabolites coming from
the fermentation of the ingested fiber. Nevertheless, fasting plasma [26-29] and basal fecal [30-32]
SCFA concentrations observed during this study were in accordance with those published in the same
type of population.

Concerning plasma, labelled **C-SCFAs were calculated according to Deroover et al. (2017) from the
product of the SCFA concentration and its *C-abundance. We showed a transitional increase in plasma
for each *C-SCFAs measured, with two different apparition profiles depending on the type of SCFA’s
carbon tail. The linear SCFAs (acetate, propionate, butyrate), had a constant but of medium intensity
labelled appearance kinetic throughout the exploration day, similar to those presented by Verbeke et
al.(2010), whereas the branched short-chain fatty acids, BCFAs, (isobutyrate and isovalerate), had a
sharp rise of labelling appearance in the first 5 hours only. To the best of our knowledge, it is the first
time that BCFAs plasma kinetics are shown, demonstrating the great difference of profile in relation to
linear SCFAs. Historically, the attention has been especially focused on the major SCFAs produced by
microbial fermentation in the gut (acetate, propionate and butyrate); little is known about the role
that branched SCFAs, called BCFAs (isobutyrate and isovalerate) play. They are produced, in more
confidential quantities, through the microbial fermentation of branched-chain amino acids [33]. In our
case, they probably come from the fermentation of the *C-wheat bran protein part. Nowadays, there
is a growing interest to better understand the health impact of BCFAs and which role they can play in
the gut environment [32]. Indeed, some authors have reported that an increased production of BCFAs
has been associated with preventing irritable bowel syndrome [34] or improving insulin sensitivity on
population with disturbed metabolism [35]. On the other side, BCFAs seem to be involved in the
developpement of benign prostatic hyperplasia [36], has been related to a worse lipid profile in
hypercholesterolaemia patients [37] and isovalerate may be one of the contributors to depressive
disorders [38].

Concerning *C-SCFAs concentrations measured in stool, whereas the excretion kinetics from one
given subject were similar for each measured SCFA, a huge inter-subject variability was observed. This
inter-variability may be partly related to the intestinal transit time and the variable excretion profiles,
inherent to the subjects. The number of three stools collected post *C-wheat-bran ingestion was
clearly insufficient in our pilot study. Van der Beek et al. (2018) collected one single stool the first day
following the investigation day that means around 24-48h post ingestion of 2*C-inulin (3 At% as in our
study) and observed *C-labelling between 0.3 and 0.4 MolPercent Excess for acetate, propionate and
butyrate. The maximal MPE values measured in our subjects between 24-48h post ingestion were
similar. For future studies, if the oro-fecal transit time can not be evaluated as performed by Deroover
et al. (2017, 2021), the number of stools collected post **C-labelled dietary fiber ingestion should at
least be of 5.

The present strategy, consisting on labelling the fiber of interest itself using stable isotope, has already
been performed in the past using barley (Verbeke et al. 2010) or inulin [15]. However to our knowledge
this is the first study using isotopic labelling which follows gut microbiota metabolites simultaneously
in 3 different biological matrices. Compared to some previous studies (Boets et al. 2015, Deroover et
al. 2017; 2021), giving the 3C-labelled wheat bran incorporated into biscuits was a more physiological
and more direct strategy. This is all the more interesting since, the SCFA production is known to be
dependent on the type of dietary fiber consumed. Indeed, in vitro dietary fiber fermentation
experiments using fresh fecal inocula showed that SCFA profiles were different according to the dietary
fiber used as a substrate [39]. Recently our team showed that increasing the diversity of dietary fiber
intake in a population of subjects at cardiometabolic risk improved lipid and insulin sensitivity
parameters, and modified gut microbiota, promoting families involved in their degradation [40]. This
underlines the importance to caracterise in vivo and specifically, thanks to the isotope labelling, the
impact of dietary fiber consumption on gut microbiota metabolite production to propose the best mix
of dietary fibers in the aim to improve metabolic health linked to the gut microbiota in patients at
cardiometabolic risk.
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5. Conclusion

This pilot study demonstrates the possibility to follow specifically the metabolic fate of a dietary fiber
using stable isotope methodology and allows to consider novel procedures for the development of
biomarkers of fiber-gut microbiota interactions. It is indeed possible to compare the production of

metabolites by the microbiota according to the fermentation profile of the subjects.
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5 DISCUSSION

Les maladies CM (maladies cardiovasculaires, diabétes) figurent parmi les premicres
causes de mortalité¢ dans le monde. Des facteurs de risque leur étant associés ont été identifiés et
malheureusement la prévalence de ces facteurs continue de progresser faisant alors de leur
prévention un enjeu majeur de santé publique. En termes justement de prévention, la modulation
du microbiote via I’alimentation et particulierement via les fibres alimentaires parait étre un levier

intéressant pour moduler favorablement le profil CM.

Pour mettre toutefois ceci en évidence dans le cadre d’études d’intervention nutritionnelle,
les enjeux sont multiples autour de la sélection des composants alimentaires les plus pertinents
d’une part, le choix du modéle expérimental, des biomarqueurs et des méthodes d’analyses

adéquats d’autre part.

Dans I’¢tude BREATH, nous avons montré qu’une alimentation enrichie en un mélange de
fibres sélectionnées pendant deux mois modifiait la composition et les fonctions du microbiote
intestinal notamment avec une augmentation de sa capacité a dégrader des polysaccharides
majoritaires. Parallelement a cela, nous avons observé une amélioration significative des profil
lipidique et d’insulino-sensibilité. Une corrélation entre les groupes fonctionnels (CAZymes) et
les paramétres glucidique et lipidique en postprandial a également été montrée et de manicre
intéressante la plupart de ces groupes fonctionnels ont été identifiées chez P. distasonis, une des
especes dont I’abondance a été augmentée par le pain enrichi, soulignant ainsi le role que cette
espece peut jouer dans la supplémentation en fibres. Les tous premiers résultats préliminaires des
analyses métabolomiques non ciblées ont montré que le pain enrichi en fibres a induit des effets
biologiques larges mais de faible intensité, impactant des domaines importants du métabolisme
cellulaire avec des analyses multi-échelles montrant également des corrélations intéressantes entre
les mesures métabolomiques, métagénomiques et cliniques. L’analyse des réseaux de corrélation,
telle qu'approchée avec les métabolites plasmatiques, a montré que la régulation de I'inflammation
semble étre au carrefour des effets multi-échelles induits par le pain enrichi en fibres et apparait
ainsi comme un effecteur biologique potentiel important de la consommation du pain enrichi. En
cohérence avec cela, I’abondance de B. vulgatus, une espéce connue pour étre pro inflammatoire,
a été diminuée par le pain enrichi. Chez les diabétiques de type 2 ou elle est prévalente,
I’implication de cette espece dans la baisse de la perméabilité¢ de la barriere intestinale a été
rapportée avec une cascade d’inflammation aboutissant a une perturbation du métabolisme

glucidique (175). Dans notre étude, le dosage des LBP/sCD14 abordé dans cette thése comme
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biomarqueur de la perméabilité intestinale, n’a cependant pas montré de différence significative
entre le pain enrichi et le pain controle. Il serait donc intéressant d’étudier d’autres parametres

inflammatoires pour approfondir cette hypothése.

Dans I’¢étude FitaChitin, la supplémentation en chitine glucane a induit une modification
de la composition du microbiote et une augmentation de Hz expiré a la suite d’un petit déjeuner
test enrichi en fibres et une diminution de la glycémie et de la triglycéridémie postprandiales en
réponse au FlexMeal, le repas test challenge standardisé. Les métabolites fécaux AGCC, AGPI,
acides biliaires et les biomarqueurs de la perméabilité intestinale (zonuline, calprotectine et LBP)
n’ont pas montré de différence significative entre le chitine glucane et la maltodextrine qui était le
produit controle. De maniére intéressante, nous avons montré¢ que la diminution de la glycémie
postprandiale en réponse au repas test challenge standardisé n’était observée que chez les sujets
qui produisaient le plus de Hz par rapport aux autres sujets lors du test au lactulose réalisé a
I’inclusion. Ces sujets étaient aussi ceux qui présentaient une plus faible abondance en quelques
bactéries productrices de CHa.

Dans I’¢étude FitaBI¢, la mesure des cinétiques de H2 et CHa4 sur 24h aprés 1’ingestion d’un
son de blé marqué a permis de distinguer deux groupes en termes de profil de gaz expirés, lice a
la fermentation, cette fois-ci avec des forts et des faibles producteurs de CH4. En comparaison aux
forts producteurs, les faibles producteurs de CHs présentaient une proportion de '3C butyrate plus
élevée et une proportion de '3C acétate plus faible dans le plasma et les selles. Les AGCC ramifiés
plasmatiques ont révélé une cinétique d'apparition différente par rapport aux AGCC linéaires

suggérant un métabolisme différent.

A travers I’analyse des résultats de ces différentes études nous allons maintenant essayer

d’apporter des réponses aux objectifs de cette these.

Tout d’abord, quand il s’agit d’évaluer les impacts des interventions notamment
nutritionnelles chez ’homme, il existe différents défis méthodologiques auxquels il nous faut faire
face.

Concernant particulierement le design des études, nous avons opté pour un design en cross-
over parce que son principe étant que chaque individu est son propre témoin, il permet de limiter
la variabilité interindividuelle. Comme nous voulions analyser le microbiote intestinal et que celui-
ci est caractérisé par une grande diversité de composition (176) nous nous attendions justement a
une grande variabilité interindividuelle. De plus, comme le design est généralement choisi de telle
sorte a avoir une puissance statistique suffisante et une taille d’échantillon minimale (177) le
design en cross-over nous a semblé un bon compromis. Néanmoins, il présente certains
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inconvénients comme un risque de perte de vue plus importante lorsque la durée des interventions
ou de la période de washout est longue. L’analyse des résultats peut aussi étre difficile lors d’un
effet significatif d’un facteur inhérent au design (effet séquence, effet session). Ces inconvénients
n’ont cependant pas été rencontrés dans le cadre de ma these. Au-dela de la puissance statistique
et de la taille de I’échantillon, le choix du design des études devrait donc tenir compte des objectifs
des études a réaliser mais également de la faisabilité et des conditions de mise en ceuvre de celles-

cl.

Dans le but d’étudier I’interaction entre les fibres alimentaires, le microbiote intestinal et le
profil CM, nous nous sommes intéressés a la caractérisation de 1’activité du microbiote en utilisant
différentes approches omiques notamment métagénomique et métabolomique, en s’intéressant
particulierement au profil de fermentation.

Des études d’intervention nutritionnelle ont montré que méme si une moindre modification de
la composition du microbiote intestinal est observée, des modifications de 1’expression de certains
geénes du microbiote peuvent en effet étre observées (178). Dans le cas de I’étude BREATH, les
analyses des CAZYmes et des GMM ont permis de soutenir notre hypothése que le mélange de
fibres alimentaires favoriserait une dégradation efficace de celles-ci en engageant un panel
d'enzymes aux modes d'action complémentaires. La limite a cette approche est qu’il s’agit
d’analyses de potentielles fonctions puisque 1’on ne sait pas si les génes en question sont exprimés,
bien que leur abondance ait ét¢ modifice.

Par ailleurs, il est désormais bien établi que le microbiote intestinal peut étre a 1’origine d’un
spectre de métabolites qui peuvent influencer la santé humaine. Dans le cadre de cette thése nous
avons notamment étudié les AGCC, les AGPI, les acides biliaires dans I’étude FitaChitin mais qui
n’ont cependant pas été impactés bien qu’une modification du microbiote intestinal ait été
observée. Ceci peut s’expliquer par le fait que les voies de production des métabolites sont diverses
et redondantes parmi les différentes espéces du microbiote intestinal (179). Il est donc possible
que les caractéristiques microbiennes impactées soient impliquées dans des voies opposées, ce qui
explique I'absence d'effet observée lors de la mesure des métabolites. Il est également a noter que
quel que soit le ou les métabolites choisis pour étudier 1’interaction entre 1’alimentation, le
microbiote intestinal et le profil CM, le ou les types d'échantillons recueillis sont cruciaux. S’il est
par exemple généralement admis que les métabolites fécaux reflétent l'interaction entre
I’alimentation, le microbiote intestinal et I'hote (180), ceci peut étre sujet a discussion. L’ impact
des métabolites fécaux sur le métabolisme de 1’hote pourrait étre plus limité puisqu’ils ne sont a

priori pas absorbés par le tube digestif. Ainsi, les métabolites urinaires, plasmatiques ou sériques
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pourraient apporter des informations complémentaires. Pour cela, il est néanmoins important de
tenir compte de la cinétique de production, d’absorption et de la clairance des métabolites. Les
métabolites du microbiote intestinal apparaissent généralement dans le sang 5 a 7 heures post
ingestion et sont rapidement ¢liminés. Les mesures a jeun peuvent donc ne pas étre trés pertinents
puisqu’apres 12 a 18 heures, seuls des faibles niveaux persistent. Par conséquent, il serait donc
intéressant d’étudier les cinétiques des métabolites dans différentes matrices comme réalisé dans
le cadre de I’é¢tude FitaBlé. Le marquage isotopique permettrait en plus une caractérisation
spécifique in vivo de I'impact de la consommation de fibres alimentaires sur la production de
métabolites du microbiote.

D’autre part, lorsque nous avons abordé les biomarqueurs étudiés dans le cadre de cette these,
nous avons évoqué le concept de flexibilité phénotypique et I’intérét de 1’étude du métabolisme
postprandial en réponse a un repas test challenge standardisé pour évaluer les réponses aux
interventions nutritionnelles qui font souvent intervenir plusieurs cibles, voies simultanées ainsi
que différents organes ou systemes biologiques. Dans le cadre de 1’étude FitaChitin nous avons
justement montré que si aucun effet sur le métabolisme a jeun n’a été observé, I’analyse du
métabolisme postprandial et en particulier I’aire sous la courbe de la glycémie et de la
triglycéridémie apres le repas test challenge standardisé ont été modulées. Les cinétiques
postprandiales sont généralement décrites par plusieurs indicateurs : timing du ou des pics,
amplitude maximale des pics, aire sous la courbe absolue ou incrémentée, délai de retour au basal
(181). C’est d’ailleurs ce qui a été réalisé dans cette étude et dans 1’étude BREATH.

Par ailleurs, I’intérét d’étudier la métabolomique en réponse a des tests challenge plutot qu’a jeun
comme nous I’avons réalisé dans nos études a été rapporté dans la littérature (182). Il a en effet été
démontré qu’il y avait plus de différences dans les profils métabolomiques apres un test challenge
qu’a jeun. Néanmoins I'étude de la réponse postprandiale du métabolome est encore plus complexe
car implique souvent des design en cross-over et l'intégration de trés grands ensembles de données
de mesures répétées, ce qui nécessite de nouvelles méthodes statistiques pouvant décomposer les

effets du test challenge, du temps et de la variabilité intra-sujet (182—185).

Ensuite, 1’objectif de ma thése étant d’essayer d’étudier les mécanismes sous-jacents des
effets des fibres alimentaires sur le profil CM médiés par le microbiote intestinal, des analyses de
corrélations ont été réalisées en corrélant notamment les évolutions (les deltas aprés — avant) des
différents biomarqueurs étudiés qui ont ét€ modulés par nos interventions. Néanmoins, les effets
induits par une intervention nutritionnelle peuvent étre multiples (plusieurs parametres modulés)

mais de moindre amplitude. Il peut aussi étre d’autant plus difficile de montrer un effet significatif
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sur un biomarqueur donné. Ainsi, d’autres approches au-dela de simple corrélation entre les
biomarqueurs impactés devraient également étre envisagées. Notamment, une modélisation
mathématique mécanistique permettrait d'aller plus loin dans l'interprétation biologique des
données, et de suggérer quel(s) processus physiologique(s) pourraient expliquer les différences
observées. Bouwman et al. puis Van den Broek et al. (186,187) ont proposé une méthode de
visualisation des sujets et de leur réponse a une intervention nutritionnelle : la méthode « Health
space ».

Bouwman et al. ont réalis¢é une étude dans laquelle 36 sujets ont regu une intervention
nutritionnelle de 5 semaines contenant plusieurs ingrédients anti-inflammatoires. Les
concentrations plasmatiques de 79 protéines et 145 métabolites ont été quantifiées avant et apres
I’intervention. Ils ont ensuite projeté les phénotypes nutritionnels pré- et post-intervention dans un
espace 3D qu’ils ont appelé « Health space ». Chacun des 3 axes formant cet espace était une
combinaison prédéfinie de différentes mesures : un axe regroupant tous les biomarqueurs en lien
avec le stress oxydatif, un autre avec tout ce qui est inflammation et un dernier avec tout ce qui
relevait du métabolisme. La projection des phénotypes des sujets dans ce « Heatlh space » permet
alors de suivre leur évolution sur ces 3 axes.

I1 a aussi par exemple été suggéré que 1’on pourrait avoir recours a des algorithmes de traitement
de données telles que des approches de machine learning pour collecter, comparer et intégrer les
vastes données récoltées lors des études cliniques ce qui nous permettra d’élargir notre

compréhension des interactions hote-microbe (188).

Les ¢études d’intervention nutritionnelles rapportant des répondeurs et des non-répondeurs
nous incitent a déterminer les caractéristiques individuelles pour mieux appréhender 1'efficacité de
nos interventions (33,142,143,189).

Dans le cadre de ma thése et notamment des études FitaChitin et Fitablé, nous avons
observé une grande variabilité en termes de profils de fermentation évalué via les gaz expirés a la
suite d’un test respiratoire au lactulose ou I’ingestion du son de bl¢ marqué.

Nous avons en effet montré pour la premiere fois que le profil de fermentation et
particulierement le H2 expiré apres un test respiratoire au lactulose permettait d’identifier des sujets
chez lesquels I’intervention avec la fibre chitine glucane était efficace sur le métabolisme
glucidique postprandial. Jusqu’ici, le H2 expiré lors de ce test respiratoire au lactulose est surtout
utilisé comme un outil de diagnostic de la colonisation bactérienne chronique de l'intestin gréle
(SIBO) et moins étudié comme un biomarqueur d’intérét pour évaluer les effets des fibres

alimentaire.
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Par ailleurs, il a été rapporté dans la littérature que le profil de fermentation dépendait de
différents facteurs dont la nature de la fibre ingérée (190). L’étude FitaBl¢ nous a montré que pour
une méme fibre ingérée, les sujets pouvaient présenter des profils de fermentation différents mais
¢galement des différences dans la production de métabolites.

Le profil de fermentation nous parait donc intéressant pour identifier des profils de réponse

spécifique.

Ensuite, dans le cadre d’interventions nutritionnelles avec des fibres alimentaires il a aussi
été rapporté que les effets observés sur le profil CM différaient selon la richesse (33), la diversité
(191) ou encore le ratio Prevotella/Bacteroides (192) du microbiote intestinal de base du sujet.
Dans le cadre de I’étude BREATH, 1’analyse en sous-groupe selon la richesse du microbiote
intestinal initial des sujets n’a pas permis d’identifier des profils de réponse spécifique (data not
shown). D’autre part, il a également été abordé que les sujets qui étaient initialement les plus
altérés pouvaient présenter des profils de réponse différents aux interventions. Des analyses en
sous-groupes selon les critéres du SM, le niveau basal d’insuline, la consommation de fibres
alimentaires, la réponse glycémique/insulinique au FlexMeal ont été réalisées (data not shown)

mais n’ont pas non plus permis d’identifier des profils de réponse spécifique.

Plus généralement, il est a noter que la définition de sous-groupes pertinents reste un travail
difficile : celui qui bénéficie le plus de I’intervention est-il celui qui améliore le mieux tel
paramétre ou tel parameétre ?

Des travaux antérieurs ont utilisé des méthodes de stratification définies sur la base d'un
seul biomarqueur pour démontrer les effets différentiels des traitements et des interventions sur le
mode de vie, mais ces approches restent limitées en raison du choix complexe et a-priori des
criteres de définition des sous-groupes (193,194). La question scientifique clé n'est pas le résultat
global positif ou négatif d'une intervention, mais d’identifier des marqueurs qui pourraient
expliquer pourquoi des sous-groupes d'individus présentent des réponses marquées alors que
d'autres non (195). Des classifications telles que les entérotypes (c'est-a-dire des groupes
d'individus définis par un genre bactérien prédominant) ou les métabotypes (c'est-a-dire des
groupes d'individus définis par un profil métabolique similaire) ont ét¢ montré comme
différentiellement associés a la fois au risque de maladie, aux résultats de santé et aux réponses
aux interventions (196). Les travaux cruciaux de Zeevi et al ont montré que la réponse glycémique
postprandiale ne dépend pas seulement du type d'aliment mais aussi de multiples facteurs

individuels, dont le microbiome intestinal et les sensibilités métaboliques individuelles (197).

150



Aussi, comme les réponses aux interventions nutritionnelles font intervenir plusieurs
cibles, voies simultanées, organes ou systémes biologiques ; I'utilisation d’un systéme plus
intégratif qui prend en compte I’ensemble des différents biomarqueurs étudiés dont ceux en
postprandial, serait plus pertinent. A cet effet, ’approche « Heath space » de Bouwman ef al. puis
Van den Broek et al. (186,187) décrite plus haut pourrait étre réalisée. Un algorithme de clustering
hiérarchique pourrait en effet étre utilisé dans ce "health space" pour découvrir des clusters de
sujets qui présentent des phénotypes nutritionnels similaires et/ou des réponses similaires a
l'intervention. Cette approche permettra, le cas échéant, de distinguer des clusters de sujets

répondant différemment aux interventions au sein de la population d’étude.

Conclusions et perspectives

Mes travaux de thése ont montré que 1’élaboration d’un outil nutritionnel avec des
composés bioactifs comme les fibres alimentaires peut étre un bon moyen pour prévenir le
développement des maladies CM. Des impacts intéressants sur le profil CM (métabolisme
glucidique et lipidique) et le microbiote intestinal (modulation de la composition et des fonctions)
ont en effet été observés a la suite des interventions avec des fibres alimentaires. Le phénotypage
complet (métabolique, métagénomique, métabolomique) réalisé dans le cadre de ces études a par
ailleurs permis une étude plus fine de I’interaction entre le profil CM et le microbiote intestinal.
De maniére intéressante, nous avons identifié le profil de fermentation comme un biomarqueur qui
permettrait de distinguer des profils de réponse spécifique aux interventions avec les fibres
alimentaires. En ce sens, des interventions nutritionnelles avec des fibres alimentaires,
personnalisées en fonction des réponses aux interventions, notamment en fonction du profil de
fermentation, pourraient donc permettre d’améliorer la prévention des maladies

cardiométaboliques.

En termes de perspectives, ces travaux de thése invitent tout d’abord les chercheurs a
améliorer I’étude et la caractérisation de I’impact des fibres alimentaires sur le profil CM et le
microbiote intestinal par des choix méthodologiques et de biomarqueurs adaptés.

Des améliorations sont aussi encore a faire avec notamment un besoin de systéme plus intégratif
et des approches multidisciplinaires amenant les chercheurs avec différentes compétences
(nutrition et physiologie, microbiologie, bio-informatique et bio-statistiques...) a travailler
conjointement. Une caractérisation plus précise de 1’effet des fibres alimentaires sur le profil CM
et le microbiote intestinal pourrait par la suite permettre 1’apport de nouvelles connaissances. Ces
dernieres pourront servir pour conseiller et fournir des recommandations d’une part aux sujets,
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quant a leur consommation de fibres alimentaires et avec notamment des interventions plus ciblées.
D’autres part, ces nouvelles connaissances aideront également les industriels a réfléchir au
développement d’un outil nutritionnel avec des composés bioactifs comme les fibres alimentaires
ou de voir comment ils peuvent modifier des recettes existantes afin de prendre part a la prévention

des maladies CM auxquelles nous faisons face de nos jours.
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Figure 21 Figure générale de la thése

SAAILD3dSYHAd L3 SIVIINS3Y

SUOI}EPUBLLILIOIBI S3||2ANOU
‘SadUBSSIBULO0D S3||3ANOU
s9pn12 sap uoleloljpwe
juawajuiofuod ia|jlenesy

saJieuljdsipnnw saysoidde

S9JUB)SIXD

$9]319294 8p uonedyIpow .«
syunpoad xneaanou
ap uawaddojanap .«

uonuanaid ainajjIBW .
@gsijeuuosiad uonLINU .«

! t: »@_ [ | __.m_ [ )

. suoijuaAlalul xne sanbypads sasuodaa 33
uoleUBWIBY BP |IJ0Id -

12431u1,p sinanbiewolq A .. ”un _
AY

1@ sanbiSojopoylaw xio0y) . _

—

_ aigeud opmig |

uniyoelld apni3 _

H1v3yg apni3 _

S3IAOHLIN 13 ST13I¥ILVIN

28ua|jeyd 1531 sedau 12 anbidAjouayd a11qixaly ap 3dadu0)

aSojoyieg ues (r ll‘v.ﬂ/.» \
N n e passap
FSYISOIWOH
- ﬂ& H Jfejod \%‘ljyr —
ﬁ f @M k w sauip01d Ip %L 8 ‘SIPIdl| 3P %6°8S “SaPIINIG P %5ZE
‘1034 €26
q R 5046 U3 33 24305 U IYIU
% @ﬂ == uE:*!ZEun sodas
@ H=H xneipueidisod
1°
unal e sunanbuiewoiq ap |aued un
19|dwod a8edAjouayd
< m. v |
pe') | =] ¥
[BUNSS)UI 3j0IqOIOIL
npayogelsw a[eunsajul a191Leq LB
.m:o_.o:o_A.:o_ﬂ_m‘anoo ‘anojewweyul |yold
ANOY
— ‘9] ‘aulnsul ‘asoon|9
:anbipidi|
¥ 10 snbipioni6 swsijoqers iy
TN
] v
a||a10d109 uosodwod g D
sanbujawodoiyjue sjuawinNu sap uonepAxo
sassweleq 1o anbnabiaua swsijoqela

$41153r90 13 31X31NOD

‘saJlejuawi|e saiquy

S3| JdAE  SuoluU3aAJIRUI
xne sanbyads asuodaa
9p s|iyoid sap Jaynuap)
TIPRIqo

*anbijoqejawoipaed ijoid
- 3j01qoNIW - SAIqY
suoljdeIdIUI S3)

Ja1pni? Inod saJiejuawije
saiqy xne 30y, 9p
asuodau ap sananbaewoiq
ap |sued un Jaynuap|
TIR33Iq0

saJiejuawije
saiqid

suopdouoy 3@ uopisodwod)
Jeunsajul 3301qOIIN

{ TN
A

o TR

P ol N

<

WD [4oid

VW

®)

153



VALORISATIONS DES TRAVAUX DE THESE
ETUDE BREATH:

Publications:

e Ranaivo, H.; Thirion, F.; Béra-Maillet, C.; Guilly, S.; Simon, C.; Sothier, M.; Van Den
Berghe, L.; Feugier-Favier, N.; Lambert-Porcheron, S.; Dussous, I.; Roger, L.; Roume, H.;
Galleron, N.; Pons, N.; Le Chatelier, E.; Ehrlich, S. D.; Laville, M.; Doré, J.; Nazare, J.-A.
Increasing the Diversity of Dietary Fibers in a Daily-Consumed Bread Modifies Gut
Microbiota and Metabolic Profile in Subjects at Cardiometabolic Risk. Gut Microbes
2022, 14 (1), 2044722. https://doi.org/10.1080/19490976.2022.2044722. 1F: 10,2.

e Impact of a daily consumption of a dietary fiber-enriched bread for 8 weeks in subjects
at cardiometabolic risk: metabolomic analyses and integration with metagenomic and
clinical data
Ranaivo, H.; ... ; Nazare, J.-A ; Martin JC.
en préparation

Présentations :

Orales
e 4™ ¢dition des Assises Rhone-Alpes Auvergne de Nutrition et Métabolisme (2019)
e 13" European Nutrition Conference FENS (2019)
e Congres Société Francophone du Diabete (2021)

Affichées
e Les Journées Francophones de Nutrition (2019)

ETUDE FITACHITIN:

Publication:

e Ranaivo, H.; Zhang, Z.; Alligier, M.; Van Den Berghe, L.; Sothier, M.; Lambert-Porcheron,
S.; Feugier, N.; Cuerq, C.; Machon, C.; Neyrinck, A. M.; Seethaler, B.; Rodriguez, J.;
Roumain, M.; Muccioli, G. G.; Maquet, V.; Laville, M.; Bischoff, S. C.; Walter, J.;
Delzenne, N. M.; Nazare, J.-A. Chitin-Glucan Supplementation Improved Postprandial
Metabolism and Altered Gut Microbiota in Subjects at Cardiometabolic Risk in a
Randomized Trial. Sci Rep 2022, 12 (1), 1-14. https://doi.org/10.1038/s41598-022-12920-
z. IF: 4,4,

Présentations:

Orales
e Les Journées Francophones de Nutrition (2021)
e NUTRITION 2022 LIVE ONLINE (2022)
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Publication:
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Breyton', H Ranaive?, S Lambert-Porcheron’>» C Machon®, A Mialon’, L
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AUTRES TRAVAUX DE THESE

Tres intéressée par I’organisation et toutes les étapes de la recherche clinique, j’ai demandé
a étre intégrée dans le montage des projets au sein du CRNH et Julie-Anne Nazare m’a confié le
montage et la coordination du projet industriel P2F-GR derniérement mis en place au CRNH. J’ai
donc participé aux différentes réunions de faisabilité et de montage de ce projet et ai rédigé
I’ensemble des documents nécessaires pour la soumission au Comité de Protection des Personnes
(CPP). J’ai par la suite coordonné les échanges entre le CRNH, la Direction de la Recherche en
Santé (DRS) des Hospices de Lyon et I’industriel et me suis assurée de la bonne conduite de 1’étude
(suivi des inclusions, des visites d’explorations, de la réalisation des dosages et des rendus de
résultats, des modifications substantielles au protocole avec ressoumission au CPP, du monitoring
de I’é¢tude par la DRS, des échanges avec les data manager et les biostatisticiens pour la gestion et

les analyses des données).

Le calendrier de cette étude est décrit dans la figure 22 ci-dessous :

Etude de N N Investigations Analyses
faisabilité . . statistiques et
et chiffrage ' g S et analyses biologiques rapport d'étude

MO: Convention
collaboration signée

M+1 M+b6 M+18 M+20

Figure 22 Calendrier de I’étude P2F-GR.
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ETUDE P2F-GR
Etude pilote randomisée pour mesurer les effets de la prise en aigu de produits fermentés

sur la réponse glycémique postprandiale et le profil métabolique

1. Contexte et rationnel

Les maladies cardiométaboliques (MC) (diabétes et maladies cardiovasculaires) figurent encore
aujourd’hui parmi les premicres causes de mortalité dans le monde avec une prévalence toujours
en hausse, représentant ainsi un vrai défi de santé publique (OMS 2020).

Ces MC sont associées a différents facteurs de risque parmi lesquels on retrouve 1’alimentation
dont notamment une consommation insuffisante de fruits et légumes (GBD 2019 Risk Factors
Collaborators et al., 2020), connus pour étre riches en composants alimentaires bénéfiques a la
santé tels que les fibres alimentaires.

Par ailleurs, des études ont également mis en évidence un lien direct entre les fluctuations
glycémiques postprandiales et la mortalité cardiovasculaire (Laville et al., 2013).

I1 a été¢ démontré que les fibres alimentaires, en particulier les béta-glucanes diminuent les valeurs
de la glycémie et de I’insulinémie postprandiales lors des tests d’hyperglycémie provoquée par
voie orale (HGPO), ou lorsqu’ils sont ajoutés a différents produits alimentaires (pates, pain, soupe,
céréales, etc.) chez les sujets sains ou diabétiques (Jenkins et al., 1978 ; Tappy et al., 1996 ;
Liljeberg et al., 1996 ; Biorklund et al., 2005 ; Wood et al., 1994 ; Braaten et al., 1991 ; Casiraghi
et al., 2006). L hypothese étant que les béta-glucanes ont une action régulatrice sur la glycémie ;
ils ralentissent l'apparition du glucose dans le plasma, et améliorent la réponse insulinique qui
entraine a son tour une inhibition prolongée de la synthése hépatique du glucose et la lipolyse.
Des études réalisées chez ’animal et chez I’Homme ont montré que les fibres alimentaires
augmentent aussi la satiét¢ (EFSA 2010b). Lorsqu’elles sont fermentées, les fibres peuvent
¢galement induire la production de gaz tels que le dioxyde de carbone (CO2), le dihydrogene (Hz)
et le méthane (CHa), signatures alors de leur fermentation (Nakamura ef a/.2010).

D’autre part, ayant été utilisée pendant longtemps comme moyen de conservation des aliments, la
fermentation permet également d’améliorer la qualit¢ des aliments : golt, texture, voire
digestibilité. Ces dernieres années, un intérét grandissant des chercheurs et des consommateurs
pour ces aliments fermentés est noté, notamment en raison de leurs effets bénéfiques sur la santé

(Sanlier et al., 2017 ; Dimidi et al., 2019).
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Dans ce contexte, des produits fermentés riches en fibres et notamment en béta-glucanes ont été
produits.
Il s’agit ici de caractériser les potentielles propriétés métaboliques de ces produits fermentés a

travers des interventions nutritionnelles.

. Objectifs

Obijectif général de I’étude :

L’objectif général de cette étude est de caractériser les effets de la prise en aigu de produits
fermentés, en comparaison avec la prise en aigu d’un produit contrdle, sur le métabolisme

glucidique postprandiale chez des sujets a risque CM.

Objectif principal :

L’objectif principal de cette recherche est de caractériser les effets de la prise en aigu du produit
fermenté le plus riche en béta-glucane, en comparaison avec la prise en aigu d’un produit

contrdle, sur le métabolisme glucidique postprandiale chez des sujets a risque CM.

Objectifs secondaires :

1. Caractériser les effets de la prise en aigu du produit fermenté le plus riche en B-glucane,
en comparaison avec la prise en aigu d’un produit controle sur :

o Sur la concentration en postprandial d'insuline

o Sur la concentration en postprandial des hormones digestives dont la GLP-1 et la ghréline

o Sur le profil de fermentation coliques des fibres en postprandial

o Sur le métabolisme énergétique et I’utilisation des nutriments en postprandial

o Sur la tolérance digestive

2. Caractériser les effets de la prise en aigu du produit fermenté le plus riche en B-glucane,
en comparaison avec la prise en aigu de la poudre de fruits fermentés la moins riche en -glucane
o Sur la concentration en postprandial d'insuline

o Sur la concentration en postprandial des hormones digestives dont la GLP-1 et la ghréline

o Sur le profil de fermentation coliques des fibres en postprandial

o Sur le métabolisme énergétique et I’utilisation des nutriments en postprandial

o Sur la tolérance digestive
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3. Evaluer les apports nutritionnels la semaine précédant et le soir de la prise en aigu des

produits de 1’étude.

4. Evaluer les parameétres anthropométriques et de mesure de la composition corporelle le

jour de la prise en aigu des produits de 1’étude

Conception et design de I’étude

Les produits fermentés sont riches en fibres et notamment en béta-glucanes, connus pour diminuer
la réponse glycémique postprandiale a raison de 4g pour 30 g de glucides disponibles (EFSA
2011).

Nous avons fait I’hypothése que pour le méme ratio de fibres totales apportées par les produits
fermentés, c’est-a-dire 4 g de fibres totales pour 30 g de glucides disponibles, nous pouvons
observer les mémes effets qu’avec les béta-glucanes.

Une ¢étude a par ailleurs montré que la supplémentation en béta-glucanes diminue
significativement la réponse glycémique, notamment I’iASC lorsqu’ils étaient administrés aux
sujets dans le cadre d’un repas et non d’une boisson (Poppit et al., 2007).

Ensuite, le test d’hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) étant le gold standard pour
évaluer la réponse glycémique, les produits fermentés ont donc été administrées aux sujets dans le
cadre d’un petit-déjeuner mimant la composition d’un test HGPO avec une charge totale de 50g
de glucides disponibles et 6.67 g de fibres totales apportées par les produits fermentés.

Pour caractériser les potentielles propriétés métaboliques (en postprandial : la concentration en
glucose, insuline, hormones digestives dont le Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) et la ghréline, le
profil de fermentation colique des fibres, le métabolisme énergétique et 1’utilisation des nutriments
ainsi que la satiété et la tolérance digestive) de 2 produits fermentés par rapport a un contrdle, une
¢tude interventionnelle de comparaison randomisée et en cross over permettant de limiter I’impact
des variabilités interindividuelle avec une prise en aigu de 3 petits-déjeuners standardisés
(contrdle, avec farine 1, avec farine 2) séparée par 7+/-2 jours de washout a été mise en place au
CRNH Rhone-Alpes.

Il s’agit d’étude d’une étude exploratoire car il n’existe a ce jour aucune donnée clinique sur 1’effet
de ces produits fermentés chez I’humain bien que des analyses sensorielles aient été réalisées en
interne. Cette étude a été qualifiée de recherche interventionnelle sur la personne humaine de

catégorie n°1.
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Le design final choisi est présenté sur la figure 1.

Finde I'étude
y] —— V2 V3 Vd
1-14+/-7jS 7+/-2]s 7+/-2js
V1 Sélection V2-V4 Exploration
Signature consentement Recueil El et ttt concomitants
Interrogatoire et examen médical Remise et retour des questionnaires et carnets alimentaires,
Entretien di€tétique Poids, pouls, TA, TH, TT, composition corporelle
Bilan sanguin Mesures 3 jeun et en postprandial: sang, gaz expirés,
calorimétrie indirecte
EVA satiété

Randomisation Symptdmes Gastro-Intestinaux

Figure 1 : Design de 1’étude et déroulé des journées d’exploration

4. Critéres de jugement

Critére de jugement principal :

Le critére de jugement principal est 1’ Aire Sous la Courbe Totale (ASC) de la réponse
glycémique postprandiale en réponse a la prise en aigu du produit fermenté la plus riche en [3-

glucane et du produit contrdle dans le cadre d’un petit déjeuner standardisé.

Critére de jugement secondaire :

- Pendant la période postprandiale :

o Valeurs maximum et minimum ainsi que les temps au pic, les ASC totales et incrémentales 0-
240min et les cinétiques des paramétres métaboliques plasmatiques suivants

a. Glucose (temps t-30, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240)

b. Insuline (temps t-30, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240)

o Valeurs maximum et minimum ainsi que les temps au pic, les ASC totales et incrémentales 0-
240min et les cinétiques des hormones digestives suivantes

a. GLP-1 (temps t-30, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240)

b. Ghréline (temps 0, 60, 120, 180, 240)

o Valeurs maximum et minimum ainsi que les temps au pic, les ASC totales et incrémentales 0-
240min et les cinétiques des gaz expirés suivants
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H2, CH4 (remps t-30, 0, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420 ou 480, 540, 600, 660 ou 720, 780
T1440

o Mesure de 1’oxydation des substrats énergétiques (glucides, lipides, protides) et thermogénéese
induite par les aliments par calorimétrie indirecte pendant toute la période postprandiale (0-240

min)

o Evaluation de la tolérance digestive des poudres de fruits fermentés a 1’aide d’échelles
visuelles analogiques sur les symptomes gastro-intestinaux et des questionnaires sur la

consistance et la fréquence des selles durant les 24 h suivant I’ingestion
Au cours de la période basale

o Mesure a jeun (t-30 et 0) des différents parametres métaboliques, hormones digestives et gaz

expirés suivant: glucose, insuline, GLP-1, ghréline, H2 et CH4.

o Mesure de 1'azote urinaire, reflet du métabolisme des protéines nécessaire a 1’évaluation du

métabolisme énergétique de repos

o Evaluation de l'apport nutritionnel moyen quotidien a I’aide d’enquétes alimentaires sur 3 jours

précédant chaque journée d’exploration

o Mesure du poids, de la taille, du tour de taille, du tour de hanche, de la composition corporelle
en masse maigre et en masse grasse par impédancemétrie le jour de la prise en aigu des produits

de I’étude

Population cible

Pour cette étude, les sujets recherchés ont été des sujets homme ou femme, présentant un risque
métabolique (surpoids, obésité abdominale (tour de taille > 94 cm pour les hommes et > 80 cm

pour les femmes), consommation de fibres alimentaires < 25g/j).

Produits testés (CONFIDENTIEL)

Les deux produits utilisés dans cette étude font partie d'une nouvelle gamme de produit fermentées
riches en fibres alimentaires, tout en présentant une faible teneur en sucres et en maticres grasses.
Leurs ingrédients sont tous d'origine végétale, produits naturellement (sans traitement chimique),
sans gluten, sans OGM et riches en vitamines, minéraux essentiels et fibres prébiotiques béta-

glucane.
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Ces farines ¢étaient données aux sujets dans le cadre d’un petit déjeuner standardisé composé de
cracottes froment, de gelée de framboise et de sirop de grenadine dilué dans de 1’eau (dans laquelle
était diluée les produits).

Pour le contrdle, il s’agissait de la prise du méme petit déjeuner mais sans produits.

Comme I’ensemble du petit-déjeuner devait apporter 50g de glucides disponibles, un ajustement
a été fait en rajoutant du glucose dans la boisson dont la quantité était dépendante du produit

fermenté rajouté ou non.

Déroulement de I’étude

Screening — Visite de sélection et d’inclusion V1

Apres un premier contact téléphonique ou le/la volontaire a été informé(e) sur les objectifs, la
nature et les risques possibles de 1’étude, il/elle a re¢u par courrier ou par mail la note d’information
du protocole et le formulaire de consentement a titre informatif. S’il/elle est resté intéressé(e) pour
participer, une convocation a la visite de sélection lui a été envoyée.

Lors de cette visite de sélection (Visite V1), les sujets sont arrivés au CRNH a jeun depuis 20 h la
veille au soir. IIs ont d’abord rencontré 1’investigateur/trice qui a repris tous les ¢léments de 1’étude
(les objectifs, la nature et les risques possibles de 1’étude) et apres un temps de réflexion qui leur
a été laissé, I’investigateur/trice a recueilli son consentement éclairé et signé.

La visite a ensuite durée 3 h environ avec :

- Un interrogatoire et un examen médical, des mesures du poids, de la taille, du tour de taille,
du tour de hanche et une mesure de la tension artérielle et du pouls

- Un bilan sanguin

- Un entretien diététique pour vérifier les critéres de sélection et donner les informations sur
le remplissage du carnet de recueil alimentaire, des différentes échelles et des questionnaires

A la suite de cette visite, les critéres cliniques et biologiques d’inclusion et de non-inclusion ont
été vérifiés et I’admission définitive du sujet dans I’étude a été établie ou non. Le sujet a été
informé par téléphone ou par mail (selon sa convenance) de sa participation définitive ou non a

I’étude.

Visites d’exploration V2, V3 et V4 : voir Figure 2.

La veille de chaque journée d’exploration (V2, V3 et V4) les sujets devaient avant 20h, consommer
un diner standardisé et remplir un carnet alimentaire. Le jour des explorations, ils devaient venir

au centre a 7h30.
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Petit déjeuner test standardisé
(15 minutes)

Déjeuner
sans fibres

Findu test

° >
¢

Tt
le petit déjeuner
J+1

ine : uréique (>
Gaz expirés: H2, (02, CHA (A)
EVAsatiéte @

tolérance digestive: )

Figure 2 : Déroulement de la journée d’exploration

A leur arrivée, les sujets ont été pris en charge par I'infirmier(e) qui a réalisé les mesures
anthropométriques et de composition corporelle par impédancemétrie ainsi que les signes vitaux.
Ils ont vu a tour de réle le médecin et les diététiciennes pour vérifier les critéres d’inclusion et non
inclusion ainsi que le remplissage du relevé alimentaire et des questionnaires.

La pose d’un cathéter veineux a permis de réaliser les différents prélévements sanguins de la
journée (t-30, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 et 240). Des recueils de gaz expirés ont aussi été
réalisés a différents temps (t-30, 0, 60, 120, 180, 240 et a leur domicile a t 360, 480, avant le diner
standardisé du soir et avant le petit-déjeuner du lendemain matin)

Une mesure de calorimétrie indirecte de 20 minutes pour évaluer la dépense énergétique de repos
(DER) a été réalisée avant le petit déjeuner qui a ét¢ consommé en 15 minutes ainsi que tout au
long de la période postprandiale sur des périodes de 30 minutes/heure.

Pour évaluer leur satiété et leur tolérance digestives les sujets ont dii remplir des questionnaires et
des EVA a différents temps (avant chaque repas de la journée d’exploration et avant le petit

déjeuner du lendemain matin).

Analyses statistiques

Nombre de sujets nécessaires

L'objectif principal est la comparaison de 1"ASC de la glycémie postprandiale en réponse a la prise
en aigu du produit fermenté le plus riche en béta-glucane dans le cadre d’un petit déjeuner
standardisé et de 1"AUC de la glycémie postprandiale en réponse a la prise en aigu d’un petit
déjeuner standardisé sans produit mais avec la méme quantité de glucides disponibles, dans un
contexte crois¢€. Selon Tosh et al. (2013), on peut s'attendre a une différence de 50 en iIAUC entre
les deux groupes (hypothése conservative) ; un écart type de 50 est attendu pour I'"ASC (Poppit et

al.; 2017). En supposant une corrélation entre les iIASC du méme sujet de 0,3, 1'inclusion de 18
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sujets fournirait une puissance de 90% pour montrer une différence statistique entre les deux
groupes (risque alpha bilatéral de 5%). 20 sujets ont donc inclus pour tenir compte des perdus de

vue.

Description des méthodes statistiques

Les analyses statistiques seront réalisées avec les logiciels R et SAS par le service de biostatique
des HCL.

Les analyses pour les différents critéres de jugement (excepté les critéres relatifs a la tolérance)
seront effectuées sur I’ensemble des sujets de 1I’étude disposant d’au moins une évaluation d’1ASC
durant leur suivi. Les données d’une période durant laquelle la consommation de produits
fermentés était prévue mais n’a pas ¢été effective seront considérées comme les données d’une
période placebo. Les analyses relatives aux criteéres de tolérance seront effectuées sur I’ensemble
des sujets de 1’étude, en considérant le régime alimentaire réellement pris durant les périodes.
Pour chaque marqueur et chaque statistique résumé, un modele linéaire a effets mixte sera construit
pour modéliser les valeurs pour les trois produits en tenant compte de la corrélation entre les
mesures d’un méme individu. Le modéle mixte tiendra compte en effet fixe du produit, et inclura
un intercept aléatoire par sujet.

A visée exploratoire, un effet carry-over sera évalué en tenant compte d’une interaction entre le
produit et I’ordre d’administration.

Lorsque I’hypothése de normalité des résidus du modéle ne sera pas vérifiée, une transformation
logarithmique des données sera envisagée ou bien une transformation selon la méthode de Blom
correspondant a une analyse sur des rangs normalisés.

Pour chaque marqueur étudié, le risqué alpha sera réparti selon les différents résumés de la
cinétique selon la méthode de Bonferroni (5 % divisé par le nombre de statistiques résumé
associées au marqueur). Pour une statistique résumé donnée, une méthode équivalente au
stepdown Tukey sera utilisée afin d’effectuer les comparaisons deux a deux entre les différents
produits : les corrélations entre les statistiques des trois tests seront évaluées a partir de la matrice
de variance covariance des effets fixes, et une approche de type closed test sera appliquée.

Enfin, il n’y aura pas d’imputation des données manquantes. L’approche d’analyse par mod¢le
mixte permettra de tenir compte de I’ensemble des données d’un sujet pour lesquels I’'1ASC sera
¢valuable pour au moins un des produits.

Un plan d’analyse statistique détaillé sera par ailleurs rédigé avant le gel de la base des données.
Il tiendra compte de toute modification du protocole ou de tout événement inattendu survenu au

cours de I’é¢tude et ayant un impact sur les analyses présentées ci-dessus.
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ACTIVITES COMPLEMENTAIRES A LA RECHERCHE

ENSEIGNEMENT
Participation a une Unité d’Enseignement transversale de Nutrition a la Faculté de Lyon 1
(Décembre 2020, Villeurbanne, France)

Participation a des ateliers de découverte de la recherche clinique lors de 1’accueil d’étudiants au

sein du CRNH-RA (Mars 2022)

FORMATION

Intégrité scientifique dans les métiers de la recherche

Université de Bordeaux, en ligne, 15h (Février 2020)

Dealing with scientific literature: efficient reading and good note taking habits

Université de Lyon, 20h (Février 2020)

Introduction a la statistique avec R

Université de Bordeaux, en ligne, 25h (Juillet 2020)

Certificat de Gestion des Systémes Industriels suite a deux modules de formation de 80h en
tout :

Stratégie d’entreprise : Université de Lyon, 40h (Décembre 2020)

Gestion de la recherche et du développement : Université de Lyon, 40h (Mars 2021)
Auto-formation sur la programmation sur SAS et participation a un séminaire de 3 jours organisé
par le Pr Chantal Simon sur les modéles mixtes (Octobre 2020)

Deux séjours a Marseille (Plateforme Biomet) pour visiter les différentes plateformes
d’analyses et s’initier aux analyses de données métabolomiques de maniére générale (2j) et pour
travailler sur I’analyse des données métabolomiques de 1’é¢tude BREATH (1j) (Septembre 2020
et Septembre 2021)

Séjour de 10j a PINRAE de Jouy-en-Josas (MetaGenoPolis et Micalis) pour visiter les
différentes plateformes d’analyses et pour travailler sur I’intégration des données cliniques et
métagénomique avec celles de métabolomiques (Octobre 2021)

Certificat des Bonnes Pratiques Cliniques

GIRCI Auvergne Rhone-Alpes, 3h (Avril 2022)
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