Summary

Metagenomics is developing into a mainstream technology, which is reflected in an exponential increase in metagenomic sequence data as well as in funded metagenomic projects. Consequently, the bioinformatic analysis of metagenomic data is becoming more important, necessitating standardized and semi-automatic statistics. 

In the course of my PhD at the VUB I developed a statistical pipeline, covering most analytical methods commonly used in metagenomics. The main idea is to have a workflow, which can adapt itself to the underlying data sources and helps the user in the selection of the appropriate statistics. The focus on the higher level metagenomic analysis tools was on univariate statistics, ordination, feature selection and clustering methods.

When researching human gut microbiome variations in lean and obese individuals, an overrepresentation of pathways for oxygen stress were present in the microbiota of obese humans. We hypothesized that this could be linked to the low-grade systemic inflammation that is known to be associated with obesity, as the observed reduced overall bacterial diversity in obese individuals could be linked to inflammation. This could create a dangerous situation for the obese host, because we think a positive feedback loop increases the Proteobacterial fraction due to an inflammatory response, which will in turn reinforces inflammation through metabolic endotoxemia. This feedback loop is probably not only fostered by the inflammatory response but also by a reduced gut lining integrity caused by increased mucus degradation and an increased genetic potential for metabolisms producing H2S. The identification of these novel mechanisms of gut microbial interaction with the host not only helps to explain the development of obesity associated inflammation and Diabetes Type 2, but could also offer new therapeutic targets for the treatment of these diseases.

A comparative study of the gut microbiota in humans and guinea pigs revealed that the overall microbial diversity was increased in guinea pig samples. Interestingly, the guinea pig microbiota functional potential was less defined than that of the human microbiota. Similarly, the taxonomic composition was also less defined and we concluded that the reference genome databases still contains an anthropocentric bias. However, we could show that Akkermansia was significantly increased in the guinea pig metagenome. This might be associated with the increased mucus in the guinea pig GI (guinea pigs are coprophagic and their redigested excrements are covered in mucus), and makes guinea pigs an interesting model for research on the Akkermansia genus.

The remaining work of this thesis was carried out on data of mouse models.  We used mice to explore the effects of genetic alteration on the microbiota. This was explicitly tested in mice with Caspase-1, -3, and -7 knockouts, genes that are important for barrier maintenance of the GI tract. Very clear differences between the gene knockouts could be reported, with a shift in the Bacteroidetes to Firmicutes ratio. On lower phylogenic levels we showed that Prevotellacea and Lachnospiraceae, bacterial families that are also associated with GI microbial alterations in IBD patients, were differentially abundant.
Mouse models are important tools for host associated microbial differences, as they allow to control environmental conditions to suit the research need. This is obviously difficult to obtain from human samples. Until recently, the confounding factors of cage environment and genetic background, were poorly characterized. The effect of mouse whole-genome differences on the gut microbiota was therefore examined using five different mice strains. We showed significant, but subtle, differences in the gut microbial ecosystem composition. A shift in response to different environments was shown and quantified in the same experiment, testing the effect of the microenvironment on the gut microbiota. More research in this direction will help to establish better controlled mouse microbiota research, as compositional shifts can be subtle and the microbiota can be easily shifted.  In addition we were able to show, for the first time, the existence of  mouse-“enterotypes”, specific microbiota compositions that were shown before only in human and chimp fecal microbiota samples. 
Single gene knockouts also seem to influence the composition of the mouse skin, as we could show in Caspase-14 knockout mice. The dominant taxa, Staphylococcaceae, was decreased in knockout mice and we detected more transient bacterial species in these mice. Surprisingly, Caspase-14 knockout mice had a higher antimicrobial activity than wild type mice. The relative reduction of the dominant Staphylococcaceae was therefore surprising, as we could link increased immune activity in the GI tract to a reduced richness. However, this result could as well mean that the total bacterial density was reduced in the knockout mice.
The present work contributes to the understanding of microbial communities in response to external changes. It demonstrates the sensitive nature of the microbial communities that are influenced by external differences, while still retaining a stable core of recognizable pattern (e.g. Bacteroidetes and Firmicutes dominance in the GI environment). However, under external stress conditions the microbiota can develop into a dysbiotic state. Therefore, the health and protection of this natural ecosystem associated with our bodies should become a primary aim in healthcare.
Samenvatting

In de loop van mijn doctoraatsstudie aan de VUB ontwikkelde ik een pipeline die de voornaamste analytische methodes die gebruikt worden in metagenomics semiautomatisch kan uitvoeren. Deze pipeline is het best voor te stellen als een workflow die zich aanpast aan de onderliggende databronnen en de gebruiker helpt om de meest toepasselijke statistische testen voor deze data te selecteren. De focus van deze higher level metagenomische analyse tools lag op univariate statistiek, ordinatie, eigenschap selectie en clustering methodes.

De steile groei in de sponsering van metagenomische projecten en de enorme vraag naar metagenomische sequentie data toont aan dat metagenomics stilaan evolueert naar de standaard in het veld van de microbiota studies. De verwerking en analyse van de gegenereerde metagenomische data wordt dan ook steeds belangrijker en de nood aan semiautomatische, gestandaardiseerde, statistische analyses via bio informatica dringt zich steeds harder op. 

Ons onderzoek naar variaties in de menselijke darmmicrobiota tussen slanke en obese individuen stootte op een over-representatie van pathways voor het weerstaan van oxygene stress in de darmmicrobiota van obese individuen. De hypothese die we bouwden om dit gegeven te verklaren is gebaseerd op de low-grade systemische inflammatie die al langer geassocieerd wordt met obesitas. Het bleek namelijk dat de gereduceerde bacteriële diversiteit die we waarnamen, gelinkt kon worden aan inflammatie in obese personen. De microbiële variaties die we waarnamen in de meeste obese individuen samen met hun geïnflammeerde status kan  volgens ons  tot een gevaarlijke situatie leiden: op deze manier kan de Proteobacteriële fractie van de darmmicrobiota verhoogt worden -via een positieve feedback loop veroorzaakt door de inflammatie reactie- en dit kan er op zijn beurt voor zorgen dat de inflammatie reactie in stand gehouden wordt door endotoxemia. De positieve feedback loop wordt daarenboven waarschijnlijk niet alleen aangedreven door de geïnflammeerde status van de gastheer maar ook door een verminderde darmwand integriteit veroorzaakt door verhoogde mucus degradatie en verhoogde productie van H$_2$S, zoals het verhoogde genetisch potentieel voor deze eigenschappen doet vermoeden. De identificatie van mechanismen van interactie tussen darmmicrobiota en de gastheer, zoals in dit onderzoek, helpt om de ontwikkeling van obesitas geassocieerde inflammatie en diabetes type 2 te ontrafelen en kan daarenboven ook nieuwe therapeutische doelwitten opleveren voor de behandeling van deze ziektes. 

Een vergelijkende studie van de darmmicrobiota in mens en cavia onthulde een grotere algemene microbiële diversiteit in de cavia ten opzichte van de mens, terwijl het functioneel potentieel van de darmmicrobiota in deze laatste hoger lag. In overeenstemming hiermee stelden we ook vast dat de taxonomische compositie minder gedefinieerd was. Uit deze gegevens blijkt dat de referentie genoom databases nog steeds voornamelijk op de mens gericht zijn. Toch konden we aantonen dat het genus Akkermansia significant meer aanwezig was in de cavia microbiota dan in de menselijke microbiota. Deze verhoogde aanwezigheid zou te maken kunnen hebben met de hogere aanwezigheid van mucus in de cavia. Cavia’s zijn immers coprofage dieren en hun opnieuw verteerde uitwerpselen zijn omhuld met een dikke laag mucus. Dit maakt de cavia een interessant model voor onderzoek naar het genus Akkermansia.

De data van de overige werken uitgevoerd tijdens deze thesis zijn afkomstig van muismodellen. In een eerste werk gebruikten we muizen om het effect van genetische wijzigingen op de darmmicrobiota na te gaan. We testen muizen met knock outs voor de genen Caspase-1, -3 en -7. Deze genen zijn onder meer belangrijk voor de darmwand integriteit. Tussen deze muizen zagen we zeer duidelijke verschillen wat betreft de Bacteroidetes versus Firmicutes ratio. Op een iets lager fylogenetisch niveau bleken Prevotellaceae en Lachnospiraceae, twee bacteriële families die ook geassocieerd worden met microbiële alteraties in IBD patiënten, differentieel aanwezig waren.

Muismodellen zijn belangrijke tools in het onderzoek naar gastheer geassocieerde microbiële verschillen aangezien ze toelaten allerlei externe en genetische factoren te controleren, iets wat duidelijk moeilijker is bij onderzoeken met mensen. Tot voor kort was het effect van factoren zoals samenhuizen en genetische achtergrond van muizen echter zeer beperkt gekarakteriseerd. Daarom onderzochten wij het effect van genomische verschillen op de darmmicrobiota in vijf verschillende soorten muizen. We toonden aan dat er significante, maar subtiele verschillen waren in de samenstelling van het microbiële ecosysteem van de darm in muizen. We rapporteerden verschuivingen in microbiota ten gevolge van een andere leefomgeving en we kwantificeerden deze verschuivingen. In ditzelfde onderzoek toonden we als eersten het bestaan van muis-“enterotypes” aan. Voorheen waren deze specifieke microbiële composities enkel aangetoond in mensen en chimpansees. Dit onderzoek droeg door al deze ontdekkingen zeker bij tot de verbeterde controle van muis modellen in microbiëel onderzoek, al is meer onderzoek nog steeds nodig, aangezien de compositionele veranderingen zeer subtiel kunnen zijn en de microbiota in muizen makkelijk verschuivingen ondergaat.     

In een ander onderzoek toonden we aan dat een Caspase-14 knock out in muizen een invloed heeft op de compositie van de microbiota van de huid. Het normaal dominante taxa van de huid, Staphylococcacae, was gereduceerd in de knock out muizen en we detecteerden er meer transiënte bacteriële soorten. Verrassend genoeg hadden deze muizen juist een hogere antimicrobiële activiteit dan wild type muizen. De relatieve reductie van Staphylococcacae was verassend omdat we eerder in de darm waarnamen dat een gereduceerde richness gelinkt was aan een verhoogde immunologische activiteit.

Het onderhavige werk draagt bij tot een beter begrip van de invloed van externe en genetische factoren op microbiële gemeenschappen. Het toont aan hoe gevoelig microbiële gemeenschappen zijn voor externe factoren, terwijl ze toch een zekere stabiele kern met een herkenbaar patroon behouden (bijvoorbeeld de dominantie Bacteroidetes en Firmicutes in de darm). Desondanks kan de microbiota onder invloed van externe stress condities evolueren naar een toestand van dysbiose. Daarom moeten we de bescherming van dit ecosysteem, dat zo nauw geassocieerd is met ons lichaam, hoog in het vaandel dragen en bereid zijn de nodige stappen te zetten in de gezondheidszorg.   

