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NAFLD: Maladie du “foie gras non alcoolique”. FateMM

Spectrum of NAFLD stages ,,\' \,

Normal | Simple NASH and
liver steatosis fibrosis

Cirrhotic
liver

- Graisse intra-hépatique >5%. - Stéatose
- Inflammation
- Ballonnement hepato-cellulaire.

- Avec/sans fibrose.
— —

from: Aron-Wisnewsky et al. 2020

La pathophysiologie implique une interaction complexe entre des facteurs hormonaux, nutritionnels et génétiques...
et le microbiote intestinal from: e Roy et al. 2013 from: Pappachan et al. 2017




NAFLD: Epidémiologie et diagnostic. PaCeMM
'VA )
Prevalence NAFLD Prévalence Obésité ,\’ o

from: Younossi et al. 2016 from: Talukdar et al. 2020

- La NAFLD est la maladie hépatique chronique la plus répandue dans les pays développés.
- Associé a un DT2 (18-33 %) ou a une résistance a l'insuline (66-83%).
- Age et obésité.




- Asymptomatique (grande proportion).

- Biopsie du foie, et analyse histologique. « gold standard »

- Invasive, risqué et coliteuse.

- Nécessité d’'une approche diagnostique non invasive et bon marché.

-  MICROBIOTE INTESTINAL ?

p
Gut microbiota-derived factors as

Q,.Jt micr.olbiota-darivad factors Gut microbiota-derived factors drivers of disease progression
with anti-inflammatory effects * « LPS
* Short-chain fatty a?'ds Q‘K i a\: » Gut microbiome-derived metabolites
l{:.g. acetate, proprionate, / (j ' = * (lactate, ethanol, TMAQ)
. Cutyratfﬂ . . % aﬂt{{z‘j‘ * Induces a decrease in total bile acid
fﬂ;}g)ﬁ‘g‘n progression L b ; pool size, which in turn can affect
O
A

FXR signalling and NAFLD
-

s

from: Aron-Wisnewsky et al. 2!20

Control. =—>» NAFLD. =—> NASH. =—> NASH + Fibrosis. =2 Cirrhosis.

Genetics &
Epigenetics

Computational analysis,
Data integration,

Microbiota

Figure 2: The EPoS Approach to Study of the Interaction between Intrinsic & Extrinsic
Factors that Determine NAFLD Progression

=> |ldentifier marqueurs bases sur la composition microbienne de l'intestin.




EPoS NAFLD cohort.

Nous n'avons pas trouvé de différences statistiquement significatives entre les principaux parametres morphologiques dans

Crtl_NAFL (n=31)

NASH (n=127)

P value

clin_sex: F
M

10 (32.3%)
21 (67.7%)

52 (40.9%)
75 (59.1%)

0.495

clin_age

60.0 [47.5,69.5]

58.0 [50.5;65.0]

0.605

bc_weight

88.8 [72.5;99.0]

90.0 [80.8;106]

0.294

bc_bmi

31.1[27.2;35.7]

32.4 [29.0;36.7]

0.104

clin_obesity_stage: Non Obese
Obese

Severely Obese

15 (48.4%)
7 (22.6%)
9 (29.0%)

43 (33.9%)
39 (30.7%)
45 (35.4%)

0.317

les différents grades de NAFLD.
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En revanche, dans le groupe NASH, il y a une plus grande proportion de diabétiques et de stades avancés de fibrose (F3:4),

ainsi que des valeurs plus élevées de tour de taille et de taux d'enzymes hépatiques.




EPoS NAFLD cohort. PaCeMM

Crtl_NAFL (n=31) NASH (n=127) P value ,,\’ ,

clin_sex: F 10 (32.3%) 52 (40.9%) 0.495 o Wy
M 21 (67.7%) 75 (59.1%)
clin_age 60.0 [47.5;69.5] 58.0[50.5;65.0] 0.605
bc_weight 88.8[72.5;99.0]  90.0 [80.8;106] 0.294
bc_bmi 31.1[27.2;35.7] 32.4[29.0;36.7] 0.104
clin_obesity_stage: Non Obese 15 (48.4%) 43 (33.9%) 0.317
Obese 7 (22.6%) 39 (30.7%)
Severely Obese 9 (29.0%) 45 (35.4%)

Nous n'avons pas trouvé de différences statistiquement significatives entre les principaux parametres morphologiques dans
les différents grades de NAFLD.
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* Enrevanche, dans le groupe NASH, il y a une plus grande proportion de diabétiques et de stades avancés de fibrose (F3:4),
ainsi que des valeurs plus élevées de et de taux d'enzymes hépatiques.
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EPoS NAFLD cohort.
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Nous n'avons pas trouvé de différences statistiquement significatives entre les principaux parametres morphologiques dans

Crtl_NAFL (n=31)

NASH (n=127)
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En revanche, dans le groupe NASH, il y a une plus grande proportion de diabétiques et de stades avancés de fibrose (F3:4),

ainsi que des valeurs plus élevées de tour de taille et de taux d'enzymes hépatiques.




EPoS NAFLD cohort.

En revanche, beaucoup plus de
variables sont affectées par le degré
de fibrose, avec I'aggravation de |la
fibrose :

* Augmentation de I'AGE.

* Augmentation de I'obésité et des
caractéristiques associées.

* Mauvaise santé métabolique.

* Une proportion importante
d'autres maladies ou alterations
comme l'hypertension et la
dyslipidémie.
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EPoS NAFLD cohort.

pvalue= 3.3e-07 pvalue= 4.7e-07
En revanche, beaucoup plus de 100! 100!
variables sont affectées par le degré - o
de fibrose, avec I'aggravation de |la g éose
. %0.50- g .50
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* Augmentation de I'AGE.
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EPoS NAFLD cohort.

En revanche, beaucoup plus de sl P
variables sont affectées par le degré S 0751
de fibrose, avec I'aggravation de la g . g”
fibrose : - Eox
* Augmentation de I'AGE. - g |
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Approche expérimentale.

Echantillons de selles

Allemagne
France

Italie
Royaume Uni

» Reads —— Metaphlan 4 — Tableaux d'abondance

Genome catalog

1.008,148 genomes

236,620 referances

TN.528 MAGs

Enterotipage

> |dentification of relevant species

Generation de modeles predictiff

O Inputfoutput O Genomic database  © MetaPhlAn 4

|

SGB organization

70,927 SGBs

23,737 k5GBs
47,190 usGBs
(5,692 uSGBs with
at least 5 MAGs)

Marker Identification Taxonomic Info MetaPhlan 4
o SGA quality contral NCEI taxonomy Sequence
allgnment
9 Gene calling and annotation
MataPhlan 4 DB
e Clustering unknown genes o mpplng
21,978 k5GBs
o Identify core genes 4,992 uSGBs

e Mapping core genes
o Identify marker genes

o Marker quality control

5.1 M markers

4.1 M for kSGBs
1M for uSGBs

Clade’s coverage
robust average

Abundance
normalization

Meatagenomic
samples

ATCCTABGET  AT6A
FrIATCPEEAY  ASCOARRRICL
BrACLEATORITE.

Taxonomic
profiling

Samples

SPOEN + SHOSY

Blanco-Minguez et al., 2023




Richesse et diversité génétique microbienne. oMM
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Nous n'avons pas trouvé de différences statistiquement significatives dans la richesse totale des SGB et
dans les indices de diversité en fonction du degré de NAFLD et du stade de fibrose.




Diversité et richesse : diversité béta. PaCeMM

Analyse PERMANOVA distances de Bray-Curtis au niveau du genre. ,,\ ’ \,
Permanova p=0.504; R2=0.00575 Permanova p= 0.606 ; R2=0.0112
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Ni le degré de NAFLD ni le stade de fibrose n'ont eu d'impact statistiqguement significatif sur la variance de la communauté
microbienne intestinale.




Modeles predictifs. PaCeMM

N \\
* Les approches actuelles de ML (SOTAs - State Of The Art) produisent des modeles avec un grand '\I’ o
nombre de variables difficiles a interpréter. ,\' ,
* Predomics (prifti et al. 2020) : inspiré par les relations écologiques, propose des modeles , (N
Bin/Ter/Ratio (BTR), qui quantifient les interactions en comparant les abondances. -

Wi _ $ =9

UNHEALTHY HEALTHY UNHEALTHY HEALTHY UNHEALTHY HEALTHY

Subdoligranulum unclassified /
Veillonella unclassified + Clostridium perfringens Streptococcus_anginosus + Veillonella_unclassified - Alistipes_indistinctus (Megasphera micronuciformis + Streptococcus anginosus)
< 18.0 % then class = healthy < 8.3 % then class = healthy > 81 then class = healthy
BINARY TERNARY RATIO

Des scores ont été générés pour chaque échantillon en combinant les abondances d'un nombre réduit d'espéces, puis la
décision est prise en fonction du fait que la valeur du score dépasse (ou non) un certain seuil.




Modeles predictifs. PaCeMM

N \\
Les approches actuelles de ML (SOTAs - State Of The Art) produisent des modeles avec un grand ,\I’ o
nombre de variables difficiles a interpréter. \’ \,
Predomics (prifti et al. 2020) : inspiré par les relations écologiques, propose des modeles , (N
Bin/Ter/Ratio (BTR), qui quantifient les interactions en comparant les abondances. -

Génération des modeles prédictifs pour F3:4 sur la cohorte EPoS. 10 fois 10 fois cv.

1501 H:j:
CUNAFL (n=31) FO (n=21

1001

| FO:2 (n=106) |

(F1:2 (n=85) |

(NASH (n=127) ]

(F3:4 (n=52) | [F3:4 (n=52)




Modeles predictifs. PaCeMM

N \\
Les approches actuelles de ML (SOTAs - State Of The Art) produisent des modeles avec un grand ,\I’ o
nombre de variables difficiles a interpréter. \’ \,
Predomics (prifti et al. 2020) : inspiré par les relations écologiques, propose des modeles , (N
Bin/Ter/Ratio (BTR), qui quantifient les interactions en comparant les abondances. -

Génération des modeles prédictifs pour F3:4 sur la cohorte EPoS. 10 fois 10 fois cv. Test le modele dans une cohort de validation

1501 H:j_
CUINAFL (n=31) FO (=21 2c ]
(Fo (n=36) |
100 | FO:2 (n=106) |
(FL:2 (n=85)) 50 (Fo:2 (n=72)]
d
(NASH (n=127) ] Test (F1:2 (n=36) |
50+ 251
(F3:4 (n=52) ] [F3:4 (n=52)
F3:4 (n=14) F3:4 (n=14)
01 01
Loomba et al., 2017




Modeles predictifs. PaCeMM

* Les approches actuelles de ML (SOTAs - State Of The Art) produisent des modeles avec un grand '\I’\’
nombre de variables difficiles a interpréter. ,\' ,
* Predomics (prifti et al. 2020) : inspiré par les relations écologiques, propose des modeles , (N
Bin/Ter/Ratio (BTR), qui quantifient les interactions en comparant les abondances. -
mda|cv
s_ Ruthenibacterium_lactatiformans_t SGB15271 —e—| (+ s__Veillonella_parvula_t__SGB6939+ s__Faecali
bacillus_intestinalis_t__SGB6754+ s__Roseburia_ho
s__Veillonella_parvula_t_SGB6939 - -0= minis_t_ SGB4936)
s_ Roseburia_hominis_t_SGB4936- -@~ (+ s__Ruthenibacterium_lactatiformans_t_ SGB152 > - 0.00035 then class = F3:4
71+ s__ Fusicatenibacter_saccharivorans_t SGB48
s__Fusicatenibacter_saccharivorans_t__SGB4874 4 +~@—

74+ s__Blautia_massiliensis_t_SGB4826_group+ s

_ GGB9712_SGB15244_t_ SGB15244)
s_Blautia_massiliensis_t SGB4826_group - | ‘@

s__GGB9712 SGB15244 t SGB15244- te- Accu racy: 0.778
s__Faecalibacillus_intestinalis_ t SGB6754 4 ® AUC 0721
0o 1 2

Feature importance
L'utilisation d'un petit facteur de pénalité (0.005), qui permet d'augmenter la taille du modele plus facilement. Nous
avons obtenu un modele ternaire de 7 espéces qui permet de déterminer si un échantillon est au stade F3:4 si la
soustraction entre la somme des abondances relatives des espéeces en rouge, associées au F3:4, et la somme des
especes associées au F0:2, en bleu, est supérieure au seuil.




Modeles predictifs. PaCeMM

Le modele a été teste dans la cohorte analysée dans Loomba ‘17. \ ,
Best model for AUC ,’ ’

metal.terinter o .

prevalence filter 20; penal 0.005

(+ s__Veillonella_parvula_t__ _SGB6939+ s__ Faecali 100-
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= 4
2 50
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n
25 . EPoS Validation
Acc =0.778 | | Acc = 0.721
AUC = 0.721| |[AUC = 0.664
0_
100 75 50 25 0

specificity




Modeles predictifs. PaCeM\
Modele ’ternary’ génére avec Random Forest model pour fibrose avance '\I’\\’

predomics pour la fibrose avance. \ ,
Best model for AUC SOta . rf ,,

metal.terinter

prevalence filter_20; penal_0.005 prevalence_ﬁlter_ZO; penal_0.015 ’ ~

100
100+

~
6]
f

sensitivity
u
o

751

Validation

EPoS

257 Acc = 0.778 | | Acc = 0.721
AUC = 0.721| |AUC = 0.664 -
oA = ]
100 75 50 25 0 E
specificity i 50
c
Q
)]
Les modeles générés a l'aide
d'approches classiques d'apprentissage 25- EPoS Validation
Acc = 0.968 Acc = 0.523

automatique donnent d'assez bons
résultats en validation croisée au sein de
la cohorte EPoS, mais leur généralisation 01

AUC = 0.954 AUC = 0.604

est assez médiocre. 100 75 50 25 0
specificity




Modeles preédictifs.

FO:1 (n=73) vs F2:4 (n=85)

Best model for AUC.test

Pour la fibrose légere

s__Dysosmobacter_welbionis_t SGB15078 -

s__Candidatus_Cibiobacter_qucibialis_t__SGB15286 -

s__Lachnospiraceae_bacterium_WCA3_601_WT_6H_t SGB4910 -

s__Blautia_massiliensis_t SGB4826_group -

s__Roseburia_inulinivorans_t  SGB4940 -

s__ Clostridia_bacterium_t SGB14861 -

s__Agathobaculum_butyriciproducens_t _SGB14993 group -

s__ Blautia_obeum_t SGB4811_group

mda|cv
~0—
0
-0~
@
[ J
o
410
0 1 2 3 4

modéle binaire avec une pénalité de 0,005 qui a atteint une AUC de 0,71, avec et une AUC de 0,69, avec 8 especes.

Feature importance

sensitivity

100+

751

50+

251

terga2.bininter

Best model for AUC.test

prevalence_filter_50; penal_0.005

]

EPoS Validation
Acc =0.728 Acc = 0.698
AUC =0.71 AUC =0.713
100 75 50 25
specificity




Conclusions PaCeMM
/\‘

* Nous n'avons trouvé aucune différence de diversité ou de richesse '
entre les différents grades de NAFLD ou les différents stades de \'\,
fibrose.

e Les analyses de la diversité béta n'indiquent pas non plus de
différences dans la structure du microbiome associées a |'état du
foie.

* Nous avons pu générer des modeles prédictifs qui se sont
relativement bien généralisés dans les cohortes de validation avec
un nombre bas d’especes.

* Les méthodes classiques d'apprentissage automatique génerent
apparemment de meilleurs modeles, du moins dans le cadre du
processus VC, mais leur généralisation est plutot médiocre dans |la
cohorte américaine.
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Supplementary support slides




Enterotypage. PaCeMM

Permanova p=0.001; R2=0.24 ,,\' ,
EPOS enterotype ’ ~

—e— Bact-1 —e— Bact-2 —e— Prevotella -~ Ruminococcus ] i ietri tan.
Fibrosis stage distribution; DMMK4.sep NAFLD grade distribution
Chi sqr pvalue: 0.16 Chi sqr pvalue: 0.287
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Bien que nous ayons détecté les quatre entérotypes, nous
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~0.50 A i

nafld ou a I'un des stades de fibrose..

-04 0.0 0.4
PCol [25.5%]




Signatures microbiennes. \

Scaled(SGB abn) ~ Liver status+ Adjustments Adjustments: clin_sex+clin_age+clin_diabetes+clin_obesity stage+Statin+center '\I’\',

Fibrosis stage NAFLD grade

s__Streptococcus_parasanguinis.t__SGB8071 1

Jusqu'a 17 modéles ont montré des valeurs p T
globales significatives (FDR < 0,05), cependant
seulement dans 5 des SGB le statut du foie a eu
un impact significatif sur I'abondance des SGB,
trois associés a la NAFLD et deux associés au
stade de la fibrose. s__Clostridia_bacterium.t__SGB53517

oyoeds Q14VYN

s__Blautia_wexlerae.t__SGB4837_group-

s_ Lentisphaeria_bacterium.t__ SGB9203 A

ayoeds sisoiqi4

*, pval < 0.05; **, pval < 0.01; *** pval < 0.001




Diversity and richness: other features

affected
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KW p-value = 0.436

In contrast, we detected a reduction in richness and diversity in the diabetic samples, or the participants with
insulin resistance, and in the group of participants with dyslipidaemia we only detected a reduction in the

richness.




center
Permanova p=0.046 R2=0.035

clin_sex1 050+
clin_age A
center 0.25-
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clin_obesity_stage 1
clin_obesity -

clin_hta
clin_dyslipidaemia 1
clin_diabetes A

Statin A
Metformin

R2
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Drugs Permanova p=0.018 R2=0.015
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lipid_tg 1
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clin_bilirubin 1
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Biochemical data
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Four variables show a statistical significant impact on the gut
microbial community structure, levels of triglycerides and liver

GGT, the recruitment centre and the presence of dyslipidaemia
PERMANOVA Rsquares; * pval < 0.05
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