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Lactobacillus rhamnosus Lcr35° as an effective
treatment for preventing Candida albicans infections in
the preclinical model Caenorhabditis elegans
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Lactobacillus rhamnosus 35

Antipathogéne Lactobacillus rhamnosus Lcr35

®

Candida albicans ATCC 10231

* Bactérie lactique

. < rtuni g :
Levure pathogene opportuniste « Commercialisée par biose®
* (Candidoses intestinales et vaginales g s I
o * Propriétés probiotiques
* Infections récidivantes . , ,
* Applications thérapeutiques

(intestinales et vaginales)
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C. albicans en présence de Lcr35°

Suivi de la concentration de C. albicans ATCC 10231
en co-culture avec Lcr35°®

Nivoliez et al. 2012

Anova test with bonferroni correction
*p < 0,05;**p<0,01; *** p< 0,001

Skl 18, a8 A2 ZE =
Dausset et al.
en cours de soumission
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Compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans les effets probiotiques de Lcr3s®

\

Approche in vivo

Selon la FDA, un LBP:

1) contient des microorganismes vivants,

2) est applicable pour la prévention, le traitement ou pour
soigner une maladie,

- publique

3) n’est pas un vaccin.

Développer de nouveaux

|dentifier les génes et molécules impliqués dans
Live Biotherapeutic Products (LBPs)

les interactions entre Lcr3s®, C. albicans et ’hote
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Nourriture ad libitum Lcr35€(4h) C. albicans (2h) ./

MICROBES - 15° congrés nationale de la SFM, 1°" octobre 2019 Cyril Poupet



Survie de C. elegans aprés ingestion de Lcr35® et/ou C. albicans

médiane de survie de 9,5 a 14 jours

1.00 -
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g —— = = CA (n=424)
— 1 = OP50 (n=313)
0.754 - — = Lcr35° (n=259)
E BE = OP50 + CA (n=120) \ N.S.
= — Lcr35® + CA (n=164)
E
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0.00+ ' *L* dw wyen e = Lcr35® prévient la candidose
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Time after infection (days)
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Log rank test; ***: p < 0,001 Protocole adapté de De Barros et al. 2018
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Expression de genes de C. elegans
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" receptor pathway

Oxidative stress

Microbial infection ——— ROS

cascade (AGE-1,

Insulin-like Microbial pathogens
/ (e.g. INS-7) Stress mediator
DAF 2 | Intestinal lyme,
| | —
R CnypIaSm
Phosphorylation P —

PDK-1, AKT-1, AKT-2
SGK-I)

|

Anti-pathogens (innate immunity)
and oxidative stress responses

Longevity, anti-pathogens (lys-8,
lys-9), resistance to abiotic stress
(sod-3, ctl1, hsp-16)
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Poupet et al., en préparation
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p38 MAPK pathway
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« C. albicans: 7 tous les genes
* Lcr35® traitement préventif : 1 sek-1

<o Longevit
. Anti-pathogens (innate immunity) Ivs-9). re
Anova test with LSD and oxidative stress responses ys-5) (s

*p<0,05;* p<0,01;***p<0,001
P p P
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Insulin signaling pathway
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(D . . Phosphorylation
Q B E. coli OP50 + C. albicans cascade (AGE-1,
2 0. PDK-1, AKT-1, AKT-2
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* Lcr3s®: T daf-16
« C. albicans: 7 tous les genes
e Lcr3s® traitement préventif : 4 daf-2

Longevity, anti-pathogens (lys-8,
Anova test with LSD lys-9), resistance to abiotic stress

*p<0,05;**p<0,01;***p< 0,001 (sod-3, ctl1, hsp-16)
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Antimicrobials
30

20

10

Relative Gene Expression

*

-104 . —

B Lcr3s®
B C. albicans

B E. coli OP50 + C. albicans

Lcr35® + C. albicans

*

abf-2 cnc-4

« Lcr3s®: 1 enc-4 3 fipr-22/23
« C. albicans: 7 tous les génes
* Lcr3s® traitement préventif : 4 tous les génes

Anova test with LSD
*p <0,05;** p<0,01;***p< 0,001

firp-22 / fipr-23

Avec Lcr3s®, C. elegans semble ne pas
« détecter » le pathogéne
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Modulation du transcriptome de C. elegans (RNA-seq)

Nb de génes sous exprimés  sur exprimés
avec Lcr3s® 34 @ Sensory perception of chemical stimulus (GO:0007606)-|0.09
. RNA i G0:0006396)-10.15
avec C. albicans 346 630 processing ( )
Cellular macromolecule metabolic process (GO:0044260)-§ 0.60
en commun 14 176 p-value < 0,01
2.24

Post-embryonic development (GO:0009791)

Regulation of developmental growth (GO:0048638) 3.10

[ Coenzyme metabolic process (GO:0006732) 3.86 |

| Proton transmembrane transport (GO:1902600)

Extracellular matrix organization (GO:0030198) 10.05 Body morphogenenis (GO:0010171) 4.98

Cellular oxidant detoxification (GO:0098869)
Fatty acid beta-oxidation (G0:0006635) 13.21 Extracellular matrix organization (GO:0030198)
Cuticle development involved in collagen 2479 Cellular monovalent inorganic cation homeostasis (GO:0030004)
and cuticulin-based cuticle molting cycle(G0:0042338) ' Cuticle development involved in collagen
and cuticulin-based cuticle molting cycle (GO:0042338)
(I) 1|0 2|0 3‘0 Ecdysis, collagen and cuticulin-based cuticle (GO:0042395)
Fold enrichment Fatty acid beta-oxidation (GO:0006635)
Plus grande diversité de processus biologiques impliqués en L-phenylalanine catabolic process (GO:0006559)
présence de C. albicans Gluconeogenesis (GO:0006094)
: Ascaroside biosynthetic process (G0O:1904070)
Lcr35® : processus structuraux
. / . 0 10 20
C. albicans : processus métaboliques 1
Fold enrichment

Fisher’s exact test p-value et False Discovery Rate < 0,05
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C. albicans Lcr3s®
« est pathogéne pour C. elegans (¥ longévité) * augmente la longévité de C. elegans
* induit une réponse immunitaire * apporte une protection complete contre la
* aun fortimpact sur le transcriptome du ver candidose

* induit une répression des genes d’immunité
a peu d’impact sur le transcriptome du ver

Poupet Cyril et al., 2019. “Lactobacillus Rhamnosus Lcr35° as an Effective Treatment for
Preventing Candida Albicans Infection in the invertebrate model Caenorhabditis [ PLOS ONE, en révision ]
elegans: First Mechanistical Insights.” BioRxiv, April. Cold Spring Harbor Laboratory,

612481. https://doi.org/10.1101/612481.

Poupet et al., en préparation
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Etude mécanistique :

interactions hote /
microorganismes

e Modulation du
transcriptome de C. elegans
en situation préventive par
RNA seq

e Utilisation de vers mutants

e Modulation des genes de
virulence de C. albicans par

Lcr3s®

Développement de nouveaux
LBP contenant Lcr35®
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Présence de C. albicans dans 'intestin  wmi == |

C. elegans infecté par C. albicans

Sans traitement

Temps d’incubation sur
C. albicans-Rhodamine 123:72 h

OP50/Lcr35®%: 4 h
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