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CIRC : Centre International de Recherche sur
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CoPEC : Escherichia coli productrices de
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CPEC : Escherichia coli productrices de
cyclomodulines
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Dispersion d’Energie

EFSA : Autorité Européenne de Sécurité des
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on Cancer »

IL : Interleukine
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INRS : Institut National sur la Recherche et la
Sécurité

LCN-2 : Lipocaline 2 fécale
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MET : Microscope électronique a transmission
MetaHIT : « Metagenomics of the Human
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MICI : Maladie Inflammatoire Chronique de
I’Intestin

MMR : «MisMatch Repair»

MO : Mati¢re Organique

MOI : « Multiplicity Of Infection »

Mucl : « Mucin-1 »

Muc?2 : « Mucin-2 »

NGS : « Next Generation Sequencing »

NP : Nanoparticules

OTU(s) : « Operational Taxonomic Units »,
Unité(s) Taxonomique(s) Opérationnelle(s)
PAF : Polypose Adénomateuse Familiale
PC : Poids Corporel

PCNA : « Proliferating cell nuclear antigen »
PCE : Perchloroéthyléne

PCR : « Polymerase Chain Reaction »
PCRq : « Polymerase Chain Reaction »
quantitative

pks : « polykétide synthase »

RCH : Rectocolite hémorragique

ROS : « reactive oxygen species », especes
réactives de I’oxygene

RT-PCRq : « reverse transcriptase-PCR »
quantitative

SIMS : « Nanoscale secondary ion mass
spectrometry »

SOMIVAL : SOciété de Mlse en Valeur de
I’ Auvergne et du Limousin

TCE : Trichloroéthyléne

TiO: : Dioxyde de titane

TiO; NP : Dioxyde de titane nanoparticulaire
TNFa. : « Tumor Necrosis Factor alpha »
T-RF : « Terminal-Restriction Fragment »
T-RFLP : « Terminal-Restriction Fragment
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TTGE : « Temporal Temperature Gel VC : Chlorure de Vinyle
electrophoresis » WT : « Wild Type »
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Chapitre 1 : Curriculum vitae

Delphine BOUCHER, née RIGAUDIERE

Née le 09/06/1977 a Aurillac (Cantal), mariée, 2 enfants

Coordonnées personnelles : Coordonnées professionnelles :
28 rue de I’écorchade M2iSH, UMR U1071 Inserm/UCA-USC INRAE 1382
63400 Chamali¢res CBRYV - 28, Place Henri Dunant

63001 Clermont-Ferrand Cedex
®:0473177084/0473178343
>4 : delphine.boucher@uca.fr

FONCTIONS UNIVERSITAIRES ET POSITIONS

2016 :

2012

2010

2007 :

Intégration du laboratoire Microbes, Intestin, Inflammation et Susceptibilité de
I'Hote (M2ISH), UMR1071 Inserm/Université Clermont Auvergne (UCA) - USC
INRAE 1382. Directeur : Pr Nicolas Barnich

Sujet de recherche : Etude de I’impact de molécules contaminantes sur le microbiote
intestinal dans le cadre de pathologies digestives chroniques.

Intégration de I’équipe de recherche Equipe d’Accueil 4678 Conception, Ingénierie
et Développement de I’Aliment et du Médicament (EA4678 CIDAM) de
I’Université d’Auvergne (UdA). Directrice : Pr Monique Alric

Sujet de recherche : Etude de I’impact de polluants aromatiques polycycliques sur le
microbiote intestinal.

Mobilité de PIUT du site d’Aurillac vers ’IUT du site d’ Aubiére.

Maitre de Conférences, section CNU 64, aupres de ’'UdA - Institut Universitaire
Technologique (IUT) d’Aurillac, département Génie Biologique (GB).

Sujet de recherche : Etude des communautés bactériennes et de leurs capacités
métaboliques épuratrices dans divers environnements pollués.

Laboratoire d’accueil : Laboratoire Microorganisme : Génome et Environnement
(LMGE), UMR CNRS 6023, Université Blaise Pascal, 63177 Aubicre. Directeur : Dr
Christian Amblard, Equipe: Génomique Intégrée des Interactions Microbiennes,
responsable : Pr Pierre Peyret.

2006-2007 : Attaché Temporaire a I’Enseignement et a la Recherche (temps complet) a

2006 :

I’UdA - IUT d’Aurillac, département GB. Laboratoire d’accueil : LMGE, UMR
CNRS 6023, Université Blaise Pascal, 63177 Aubicre.

Sujet de recherche : Etude des communautés bactériennes de sols pollués par des
hydrocarbures, sous la responsabilité du Pr Pierre Peyret.

Stage post-doctoral. INRA UMR Centre Alpin de Recherche sur les Réseaux
Trophiques et Ecosystemes Limniques (CARRTEL - Thonon les Bains). Directeur :
Dr Jean Frangois Humbert.

Sujet de recherche : Diversité et fonctionnement des communautés procaryotiques dans
le lac du Bourget par des approches d’empreintes moléculaires et de métagénome.
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CURSUS ET DIPLOMES

2002-2005 : Doctorat d’Université en Biologie — Spécialité : Ecologie Microbienne, soutenu

le 22 novembre 2005 a I'universit¢ Blaise Pascal (UBP), Clermont-Ferrand.
Mention Tres Honorable avec les Félicitations du Jury.

e Suyjet : Structure, dynamique et activité des communautés procaryotiques en milieu
lacustre. Etude du lac-réservoir de la Sep (Puy de Dome - France).

e Directeur de thése : Pr Didier Debroas.

e Financement : convention CIFRE avec I’entreprise SOMIVAL (Clermont-
Ferrand).

e [aboratoire d’accueil : Université Blaise Pascal, LMGE, UMR CNRS 6023, 63177
Aubiere.

2001 : Diplome d’Etude Approfondie Ecologie des Systémes Continentaux, option
Aquatique. Mention Bien.
Sujet : Etude des conditions d’amplification de I’ADNr 16S et de la diversité bactérienne
dans les sédiments d’un lac eutrophe (Aydat — Massif Central). Laboratoire d’accueil :
LMGE, UMR CNRS 6023.
Université Paul Sabatier - Toulouse I1I, UBP- Clermont-Ferrand II, Université Sciences
et Techniques du Languedoc - Montpellier II.

2000 : Maitrise Biologie des Populations et des Ecosystémes, mention Environnement.

Mention Assez Bien.
UBP - Clermont-Ferrand II.

1999 : Licence Biologie des Organismes. Mention Assez Bien.
UBP - Clermont-Ferrand II.

ACTIVITES PEDAGOGIQUES

AU SEIN DE L’UNIVERSITE CLERMONT AUVERGNE

> Enseignements a PIUT., département Génie Biologique (GB)

Les enseignements que j’assure actuellement (CM, TD, TP), sur une base de 192h
¢quivalent TD, concernent la microbiologie générale et médicale ainsi que la biologie
moléculaire. Ils sont dispensés au sein du département Génie Biologique sur le site d’ Aubiére
en Bachelor Universitaire de Technologie (BUT) Génie Biologique dans les parcours Biologie
médicale et biotechnologie (BMB) et Diététique et Nutrition (DN) (anciennement Diplome
Universitaire de Technologie (DUT) option Analyses Biologiques et Biochimiques (ABB) et
Diététique (Diet)).

J’ai la responsabilit¢ de 5 modules d’enseignements (4 ressources et 1 Situation
d’apprentissage et d’évaluation (SAE)) ainsi que d’'un TP de microbiologie et d’un TP de
biologie moléculaire en BUT?2. Je suis également co-responsable des enseignements des TP de
microbiologie médicale en BUT1 et BUT2.

Lorsque j’étais sur le site d’Aurillac, j’étais responsable de tous les modules et
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enseignements de microbiologie pour les trois options du département (Bioinformatique,
Agronomie et Environnement).

Iz:t) il(()):ll:ﬂe Niveau Intitulé Nature Zggﬁf %
IUT Génie Biologique — site d’ Aubicre
BUT Bac+1 Microbiologie générale CM 11
BUT Bac+2 | Microbiologie générale et médicale CM 13 10,5
BUT Bac+1 Microbiologie générale TD 17,5
BUT Bac+2 | Microbiologie générale et médicale TD 8 15,5
BUT Bac+2 Biologie moléculaire TD 10
BUT Bac+1 | Microbiologie générale et médicale TP 78
BUT Bac+2 | Microbiologie générale et médicale TP 46 74
BUT Bac+2 Biologie moléculaire TP 45
De 2007 2 2010 — IUT Génie Biologique — Site d’ Aurillac

DUT Bac+1 Microbiologie générale CM 12 8.9
DUT Bac+2 Microbiologie de I’eau CM 10 ’
DUT Bac+1 Microbiologie générale TD 64 30.8
DUT Bac+2 Microbiologie de 1’eau TD 12 ’
DUT Bac+1 Microbiologie générale TP 100 60.3
DUT Bac+2 Microbiologie de I’eau TP 49 ’

J’ai également dispensé en 2014 et en 2015 des CM (15h) sur les bases de la biologie
en Diplome Universitaire de Sciences Fondamentales pour la Technologie (DUFST).

Activités pédagogiques annexes :
- Encadrements de projets tutorés en 1°° (ABB1) et 2"% année (ABB2).
- Participation au jury des soutenances de projets tutorés de 1°* et 2" année ABB.
- Suivis et visites des ¢tudiants en stage (ABB2, BMB?2).
- Soutenance de stages ABB2, BMB2.
- Etude des dossiers pour le recrutement des étudiants en 1°° année d’IUT Génie
Biologique.

> Enseignements en Master 1 Biologie et Santé

2017-2020:
e (M : techniques d’analyses du microbiote intestinal (3h)

EN DEHORS DE L’UNIVERSITE CLERMONT AUVERGNE

> Enseignements en Master 2 Méthodes de Recherche en Environnement-Santé-
Toxicologie-Ecotoxicologie (M-RESTE) de I’université Joseph Fourier (Grenoble)

2012-2015 : CM : microorganismes et bioremédiation des écosystémes pollués (3h).
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RESPONSABILITES PEDAGOGIQUES

RESPONSABILITES AU SEIN DU DEPARTEMENT GENIE BIOLOGIQUE

>

Depuis septembre 2020 : Directrice des Etudes des étudiants du BUT2 option BMB
(et auparavant du DUT2 option ABB2) sur le site d’Aubiére.

Taches inhérentes a la direction des études :

- Effectuer le suivi régulier des étudiants qui composent la promotion (environ une
centaine).

- Assurer le recrutement des étudiants (entre 14 et 20 étudiants chaque année) qui
candidatent directement en 2™ année de BUT BMB via la plateforme e-candidat.

- Créer et gérer au quotidien I’emploi du temps (EDT) pour les BUT2 pour les
ressources et SAE communes pour les 2 options BMB et DN soit pour 126 étudiants
(CM, 5 groupes TD et 10 groupes TP) ainsi que les ressources et SAE spécifiques
pour 1’option BMB soit 99 étudiants (CM, 4 groupes TD et 8 groupes TP).

- Gestion des notes et des absences.

- Participer aux journées portes ouvertes de I’'IUT et a Infosup/Auversup.

Depuis septembre 2023 : correspondante pour ’AFGSU (Attestation de Formation aux
Gestes et Soins d'Urgence) du département GB de I’'IUT (site d’ Aubiere).

2019 : gestion de PEDT des 112 étudiants de 1 année de DUT (ABB1 et DIET1) du
département GB a I’IUT sur le site d’ Aubiére.

De septembre 2008 a juin 2010 : responsable de PEDT de la 2" année du DUT GB,
option Environnement sur le site d’Aurillac (42 étudiants) (CM, TD (2 groupes), TP (3
groupes).

RESPONSABILITES COLLECTIVES, MISSIONS D’INTERET GENERAL

PARTICIPATION A DES CONSEILS DE COMPOSANTES, DE LABORATOIRES

>

Depuis 2023 : membre nommé du conseil de perfectionnement du département GB63
de I’'UCA.

Depuis 2023 : membre nommé de la commission de recrutement en BUT2 et BUT3 de
I"UCA.

2019-2020 : membre nommé du conseil scientifique de I’'IlUT de Clermont-Ferrand.
Depuis 2017 : membre élu au Conseil de Département Génie Biologique, IUT, UCA.

Depuis 2016 : membre du conseil de laboratoire M2iSH.
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PARTICIPATIONS A DES COMMISSIONS, DES JURYS DE CONCOURS

» 2023 : membre du comité de sélection pour le poste de maitre de Conférences a I’'TUT de
Clermont-Ferrand, site d’Aurillac : COS 64 MCF 0132 - G 125 - IUT CA BIO 15/ UMREF.

» 2023 : membre de la commission pour le recrutement du poste d’ATER 01 Bio 63 aI’'TUT
de Clermont-Ferrand, site d’ Aubiére.

PARTICIPATIONS A DES RESEAUX

» Depuis 2022 : membre du réseau Nutrition Activité physique Cancer Recherche
(Réseau NACRe).

»> Depuis 2021 : « contact scientifique » de ’UCA auprés de ’European Food Safety
Authority (EFSA) pour le théme 4.9 « Chemical contaminants ».

» Depuis 2017 : membre du « programme transversal microbiote » (PTM) de I’Inserm
(coordinateur : Pr Nadine Cerf-Bensoussan, Institut Imagine, Paris).

AUTRES

» 2017 et 2021 : participation au jury des journées de I’Ecole Doctorale des Sciences de
la Vie, Santé, Agronomie, Environnement de ’'UCA.

» Depuis 2022 : participation au jury de soutenance de stages de recherche d’étudiants
en médecine pour I’obtention d’équivalence de Master 1.

» Participation au jury de soutenance de stages du Master 1 et/ou 2 Microbiologie
Parcours : Génome, écologie et physiologie microbienne (tous les ans, soit en brigade
volante soit en brigade fixe).

DEMANDE DE FINANCEMENTS, PARTICIPATIONS A DES PROJETS

Porteur de projet :

2020-2021 : Projets exploratoires, département MICA (INRAE). ECOLOGIE : Impact de
facteurs environnementaux sur la colonisation de bactéries impliquées dans des pathologies
chroniques intestinales. Coordinateur : Dr Delphine Boucher, M2iSH, Clermont-Ferrand.
(30 000 euros).

2018-2019 : Association Francois Aupetit. Impact de facteurs environnementaux sur la
colonisation de bactéries impliquées dans la maladie de Crohn. Coordinateur : Dr Delphine
Boucher, M2iSH, Clermont-Ferrand. (20 000 euros).

Plusieurs autres projets ont ét¢ déposés au cours des dernieres années au sein du
laboratoire M2iSH (Pack Ambition Recherche a la région, ANR, I-Site émergence...).
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Comme partenaire dans un projet multi-équipes :

2019-2020 : Ligue contre le Cancer. Radioimmunothérapie ciblant la TSPANS : preuve de
concept dans un modele murin de développement spontané de tumeurs colorectales.
Coordinateur : Dr Frangoise Degoul, IMOST, Clermont-Ferrand.

2012-2014 : Ecosphére Continental et Cotiere (EC2CO). EcChlore: Role des
microorganismes déhalorespirants dans le cycle du chlore et dans le fonctionnement d’un
¢cosystéme d’eau douce non pollué. Coordinateur : Dr. C. Biderre-Petit, LMGE, UMR CNRS
6023, Clermont-Ferrand.

2012 : SITA remédiation. Evaluation du traitement anaérobie des sites pollués par des solvants
chlorés ou des hydrocarbures aromatiques polycycliques. Coordinateur : Pr Pierre Peyret, EA
4678 CIDAM, Clermont-Ferrand.

2009-2012 : ANR EmergenceBio09. Supplément alimentaire pour diminuer la production de
méthane chez le ruminant. (INRA Clermont-Theix). Coordinateur : Dr Diego Morgavi, INRA
Theix, Clermont-Ferrand.

2009-2012 : ANR BioEnergies. Valorisation des coproduits agricoles et industriels via la
production d’hydrogéne utilisant des souches microbiennes anaérobies mésophiles.
Coordinateur : Pr. Christian Larroche, Laboratoire de Génie Chimique et Biochimique (LGCB),
Clermont-Ferrand.

2008-2011 : ANR Génomique Microbienne a Grande Echelle. METASOIL. Découverte et
compréhension de la communauté microbienne des sols par 1’approche métagénomique.
Coordinateur : Pr. Timothy Vogel, Ecole Centrale de Lyon, Environmental Microbial
Genomics Group, Lyon.

2008-2009 : EC2CO Microbien. Caractérisation d’un consortium bactérien dégradant des
hydrocarbures aromatiques polycycliques par une nouvelle approche biopuces ADN.

Coordinateur : Dr. Pascal Poupin, Laboratoire des Interactions Ecotoxicologie, Biodiversité,
Ecosystemes (LIEBE) — UMR 7146, Metz.

2008-2009 : EC2CO Microbien. Evaluation expérimentale en microcosmes de I’impact
d’exemples d’herbicides (phénylurée, tricétone) sur les microorganismes d’écosystémes
aquatiques : complémentarité¢ des approches de génétiques et métabolomiques. Coordinateur :
Pr. Jacques Bohatier, LMGE, UMR CNRS 6023, Clermont-Ferrand.

2007-2011 : ANR-07-PRECODD (PRogramme ECotechnologies et Développement
Durable). Evaluation et Développement du Traitement Anaérobie des Sites Pollués par les
Solvants Chlorés (EVASOL). Coordinateur : Dr. Jean-Yves Richard, Société SITA
Remédiation, Lyon.

2007-2009 : EC2CO. Microbiologie Environnementale (MicrobiEn). Methanolac :
METHANOGgenese et Méthanotrophie dans la zone anoxique d’un LAC méromictique (Lac
Pavin, Massif Central). Coordinateur : Dr. Gérard Fonty, LMGE, UMR CNRS 6023, Clermont-
Ferrand.

2007 : Institut National de Recherche et de Sécurité (INRS). Etude de la composition et de
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la dynamique microbienne de fontaines de biodégradation des graisses. Coordinateur : Pr. P.
Peyret, LMGE, UMR CNRS 6023, Clermont-Ferrand.

COLLABORATIONS ACTUELLES

Dr Christophe Massard et Dr Oscar Awitor : Laboratoire de Physique de Clermont (LPC)
UMR CNRS 6533 - IN2P3.

Dr Frédérick Barreau : Institut de Recherche en Santé Digestive (IRSD), UMR1220 Inserm,
Toulouse.

Dr Romain Villéger : Laboratoire Ecologie et Biologie des Interactions (EBI) - UMR CNRS
7267, Poitiers.

PARTICIPATIONS A DES CONGRES

e Communications orales : 26 dont 6 en tant qu’oratrice (soulignée)

Juban C, Sauvaitre T, Devaux A, Roche G, Ledieu C, Brugiroux S, Godfraind C, Massard C,
Awitor O, Barnich N, Bonnet M, Boucher D. « Impact du dioxyde de titane, sous forme
d’additif alimentaire E171, sur la carcinogenése colique et sur le microbiote intestinal en
modéle murin APC™™" 5. 16 novembre 2023. 4émes Automnales du Groupe Cancer Clermont

Auvergne (GCCA).

Sauvaitre T, Brugiroux S, Roche G, Ledieu C, Chevarin C, Godfraind C, Massard C, Awitor
O, Barnich N, Bonnet M, Boucher D. 2021. Food additive E171 promotes colonic
tumorigenesis and induces changes in gut microbiota composition in APC™"* murine model.
CLARA, 29 mars-2 avril, Lyon, France (distanciel).

Ribiere C, Peyretaillade E, Parisot N, Darcha C, Barnich N, Boucher D, Peyret P. 2014. Impact
of Oral Exposure to a Polycyclic Aromatic Hybrocarbon, the Benzo(a)Pyrene, on Intestinal
Microbiota in C57BL/6N Mice. ROWETT-INRA symposium, 16-19 juin, Aberdeen, Scotland.

Ribiere C, Boucher D, Peyretaillade E, Parisot N, Gallois N et al. 2013. Reconstruction de
génomes complets de microorganismes d’intérét au sein d’environnements complexes par une
approche innovante de capture de genes en solution. AFEM, 22-25 octobre, Parent, France.

Popova M, Parisot N, Ribiére C, Denonfoux J, Dugat-Bony E, Boucher D, Peyretaillade E,
Morgavi D, Peyret P. 2013. Fungal secondary metabolites from Monascus spp. reduce methane
production by affecting rumen methanogenic Archaea diversity in wethers. GGAA, 23-26 juin,
Dublin, Irlande.

Peyretaillade E, Parisot N, Denonfoux J, Dugat-Bony E, Boucher D, Peyret P. Traitement des
données de 454 : exemple de traitement. (ETEGE ; 2012 ; Aussois France).

Denonfoux J, Parisot N, Dugat-Bony E, Biderre-Petit C, Boucher D, Morgavi DP, Peyretaillade
E and Peyret P. 2012. Targeted metagenome exploration by solution hybridization-selection
capture coupled with next generation sequencing. ISME, Copenhague, Danemark.
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Peyret P, Denonfoux J, Parisot N, Dugat-Bony E, Biderre-Petit C, Boucher D, Fonty G,
Peyretaillade E. 2011. La capture de la fonction par des approches haut débit. Colloque de
Génomique Environnementale, Lyon, France.

Denonfoux J, Dugat-Bony E, Biderre-Petit C, Boucher D, Peyretaillade E, Peyret P. 2011.
Metagenomics exploration by solution hybridization-targeted capture. FEMS 2011: 4th
Congress of European Microbiologists, 26-30 juin, Geneva, Suisse.

Dugat-Bony E, Biderre-Petit C, Boucher D, Peyretaillade E, Denonfoux J, Jaziri F, Moné A,
Chebance B, Peyret P. 2011. Identification of microbial biodegradation capacities on multiple

contaminated sites by functional DNA microarrays. P.11th Conference on Bacterial Genetics
and Ecology - BAGECO 11, mai, Corfou, Grece.

Dugat-Bony E, Biderre-Petit C, Denonfoux J, Jaziri F, Parisot N, Boucher D, Mon¢é A,
Chebance B, Peyretaillade E, Peyret P. 2011. Suivi des capacités de biodégradation des solvants
chlorés par des approches biopuces ADN. Journées de 1’école Doctorale SVSAE, avril,
Clermont-Ferrand, France.

Dugat-Bony E, Biderre-Petit C, Denonfoux J, Jaziri F, Parisot N, Boucher D, Mon¢ A,
Chebance B, Peyretaillade E, Peyret P. 2011. Suivi des capacités de biodégradation des solvants
chlorés par des approches biopuces ADN. 8¢me Rencontre des Microbiologistes du pole
clermontois, avril, Clermont-Ferrand, France.

Peyret P, Jaziri F, Denonfoux J, Dugat-Bony E, Rimour S, Hill D, Curvers C, Richard JY,
Peyretaillade E, Boucher D, Biderre-Petit C. 2011. Exploring microbial biodiversity to improve

bioremediation. BIT’s 1st Annual World Congress of Marine Biotechnology, 25-29 avril,
Dalian, Chine.

Peyret P, Jaziri F, Denonfoux J, Dugat-Bony E, Rimour S, Hill D, Peyretaillade E, Boucher D,
Biderre-Petit C. 2011. Complex diversity of bacterial communities during bioremediation of
aliphatic hydrocarbons-contaminated soil. BIT’s 1st Annual World Congress of Marine
Biotechnology, 25-29 avril, Dalian, Chine.

Peyret P, Dugat-Bony E, Jaziri F, Denonfoux J, Boucher D, Biderre-Petit C, Hill D, Curvers
C, Richard JY, Rimour S, Peyretaillade E. 2011. Probe Design Software for Explorative
Phylogenetic and Functional DNA Microarrays Development in Microbial Ecology. BIT’s 1st
Annual World Congress of Marine Biotechnology, 25-29 avril, Dalian, Chine.

Boucher D, Debroas D. 2006. Impact de la composition de la communauté bactérienne et des
facteurs environnementaux sur des activités ectoenzymatiques en milieu lacustre. VIIIéme
Congres International des Limnologues d’Expression Frangaise, 17-21 mars, Hammamet,
Tunisie.

Boucher D, Jardillier L, Debroas D. 2005. Succession of bacterial community composition
over two consecutive years in two aquatic systems: a natural lake and a lake-reservoir. The 9th
Symposium of Aquatic Microbial Ecology, 21-26 Aott, Helsinki, Finlande.

Boucher D, Jardillier L, Debroas D. 2005. Succession de la composition de la communauté
bactérienne dans deux écosystémes aquatiques : un lac naturel et un lac-réservoir. 2°™° rencontre
des microbiologistes du pole Clermontois. 1er avril, Clermont-Ferrand, France.
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Sime-Ngando T, Pradeep Ram AS, Boucher D, Debroas D and Romagoux JC. 2005. Seasonal
phage bacteriolysis equals protistan bacterivory in a freshwater reservoir: coupling with the
physical environment. The 1st European Workshop on Aquatic Phage Ecology, 2-4 Février,
Thonon-Les-Bains, France.

Sime-Ngando T, Pradeep Ram AS, Boucher D, Debroas D, Romagoux JC. 2004. Viral lysis,
protistan bacterivory, and bacterial production in the Sep Reservoir: coupling with the physical
environment. Workshop on Freshwater microbial ecology: comparison of methods for
measuring activity and interactions, 6-8 Octobre, Pallanza, Italie.

Jardillier L, Boucher D, Personnic S, Jacquet S, Thénot A, Sargos D, Amblard C, Debroas D.
2004. Relative importance of nutrients and mortality factors on prokaryotic community
composition in two lakes of different trophic status. Workshop on Freshwater microbial
ecology: comparison of methods for measuring activity and interactions, 6-8 Octobre, Pallanza,
Italie.

Jacquet S, Bettarel Y, Sime-Ngando T, Pradeep Ram AS, Boucher D, Jardillier L, Debroas D,
Domaizon I, Personnic S, Dorigo U, Duhamel S. 2004. Quantification, diversité et role
fonctionnel des bactériophages en milieu lacustre (quelques cas d’étude en France). VIemes
Journées de I’Ecologie Fonctionnelle, 10-12 mars, Rennes, France.

Lefranc M, Boucher D, Vera A, Thénot A, Desvilettes C et Debroas D. 2004. Structure et
dynamique du picoplancton eucaryote dans deux écosystémes lacustres. VIémes Journées de
I’Ecologie Fonctionnelle, 10-12 mars, Rennes, France.

Boucher D. 2003. Succession spatiale et temporelle des Eubactéries dans deux écosystémes
lacustres. Séminaire UMR CARRTEL (Savoie) — UMR CNRS 6023 (Auvergne), décembre,
Clermont-Ferrand, France.

Boucher D, Richardot M, Jardillier L et Debroas D. 2003. Etude des relations entre 1’activité
et la structure des communautés bactériennes en milieu lacustre. VIIéme Congres International
des Limnologues d’Expression Francaise, 27 juillet-1er aotit, Montréal, Canada.

Jardillier L, Boucher D, Basset M, Amblard C, Richardot M et Debroas D. 2003. Controle
ascendant et descendant de la structure de la communauté bactérienne dans la zone euphotique
d’un lac-réservoir d’eau douce. Vémes Journées de 1’Ecologie Fonctionnelle, 12-14 mars,
Nancy, France.

e Communications affichées (20 dont 6 en tant que présentatrice)

Ziad Al Nabhani, Caroline Carl¢, Delphine Boucher, Luisa Morelli, Kawthar Boumessid,
Nicolas Barnich, Gilles Dietrich, Sandrine Menard, Emmanuel Mas, camille Larue, Marie
Carriere, Frédérick Barreau. 2023. Influence of perinatal foodborne titanium dioxide exposure
on susceptibility to develop colitis in adult mice. Digestive Disease Week, 6-9 mai, Chicago,
Etats-Unis.

Sauvaitre T, Brugiroux S, Roche G, Ledieu C, Chevarin C, Godfraind C, Massard C, Awitor
O, Barnich N, Bonnet M, Boucher D. 2021. Food additive E171 promotes colonic
tumorigenesis and induces changes in gut microbiota composition in APC™"* murine model.
CLARA, 29 mars-2 avril, Lyon, France.
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Brugiroux S, Sauvaitre T, Roche G, Ledieu C, Chevarin C, Godfraind C, Massard C, Awitor
O, Barnich N, Bonnet M, Boucher D. 2019. Impacts of additive food E171 (titanium dioxide)
on the gut microbiota and colorectal carcinogenesis in APC™"" murine model. Digestive
Disease Week, 18-21 mai, San Diego, Etats-Unis.

Ribiere C, Boucher D, Parisot N, Darcha C, Barnich N, Peyret P and Peyretaillade E. 2015.
Oral exposure to environmental pollutant benzo[a]pyrene impacts the intestinal epithelium and
the gut microbiota of mice. 3rd International congress of Translational Research in Human
Nutrition, 26-27 juin, Clermont-Ferrand, France.

Parisot N, Denonfoux J, Ribi¢re C, Gasc C, Beugnot R, Boucher D, Peyretaillade E, Peyret P.
2014. Capturing diversity to illuminate ecosystem functioning. ISME, 24-29 aout, Séoul, Corée
du Sud.

Ribicre C, Boucher D, Peyretaillade E, Parisot N, Gallois N, Gasc C et Peyret P. 2013.
Reconstruction de génome complets de microorganismes d’interet au sein d’en vironnements
complexes par une approche innovante de capture de génes en solution. AFEM, 22-25 octobre,
Parent, France.

Parisot N, Denonfoux J, Ribiére C, Jaziri F, Comtet S, et al. 2013. Détermination de sondes
oligonucléotidiques pour outils moléculaires a haut-débit. AFEM, 22-25 octobre, Parent,
France.

Popova M, Parisot N, Denonfoux J, Dugat-Bony E, Boucher D, Peyretaillade E, Morgavi D,
Peyret P. 2013. Changes in rumen methanogenic Archaea diversity in wethers fed an
antimethanogenic feed supplement. AFEM, 22-25 octobre, Parent, France.

Biderre-Petit C, Mege M, Dugat-Bony E, Denonfoux J, Parisot N., Boucher D, Debroas D,
Peyretaillade E, Peyret P. 2012. Etude du roéle écologique des Dehalococcoidetes
(microorganismes déhalorespirants) dans le fonctionnement d'un écosystéme lacustre peu
anthropisé, le lac Pavin. JILO, Octobre, Clermont-Ferrand, France.

Denonfoux J, Parisot N, Dugat-Bony E, Biderre-Petit C, Boucher D, Morgavi DP, Peyretaillade
E, Peyret P. 2012. Exploration métagénomique ciblée par une approche innovante de capture
de genes en solution couplée a du séquencage haut-débit. (Journées de 1’école doctorale
SVSAE, Clermont-Ferrand, France).

Parisot N, Denonfoux J, Dugat-Bony E, Boucher D, Biderre-Petit C, Rimour S, Peyret P,
Peyretaillade E. 2012. AFFILGOOD: An Innovative Strategy for Accurate Taxonomic
Classification of Metagenomic Sequences. Ecole Thématique d’Experts en Génomique
Environnementale, avril, Aussois, France.

Denonfoux J, Jaziri F, Missaoui M, Dugat-Bony E, Terrat S., Bouzid O, Dumas E, Mone A,
Chebance B, Petit-Biderre C, Boucher D, Goncalves O, Peyretaillade E, Peyret P. 2010.
Microbial communities adaptation induced by global change. ACCAE, 20-22 octobre,
Clermont-Ferrand, France.

Denonfoux J, Jaziri F, Missaoui M, Dugat-Bony E, Terrat S, Bouzid O, Dumas E, Moné A,
Chebance B, Boucher D, Goncalves O, Peyretaillade E, Peyret P. 2010. Metagenomics
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exploration by microarray-based operon capture. International Society for Microbal Ecology,
22-27 aoft, Seattle, Etats Unis.

Etien S, Boucher D, Jardillier L, Lepéere C, Mallet C, Debroas D. 2006. Structure and activity
of Archaeal community in the oxic zone of lacustrine ecosystems. The 11th International
Symposium on Microbial Ecology, 20-25 Aoft, Vienne, Autriche.

Pradeep Ram AS, Boucher D, Sime-Ngando T, Debroas D, Romagoux JC. 2005. Phage
bacteriolysis, protistan bacterivory potential, and bacterial production in a freshwater reservoir:
coupling with temperature. International Symposium on the Dynamics of the Ocean Biosystem,
15-18 novembre. Tokyo, Japon.

Etien S, Boucher D, Jardillier L, Lepere C, Mallet C, Debroas D. 2005. Structure and activity
of Archaeal community in the oxic zone of lacustrine ecosystems. The 9th Symposium of
Aquatic Microbial Ecology, 21-26 Aoft, Helsinki, Finlande.

Lepere C, Boucher D, Jardillier L, Domaizon I, Debroas D. 2005. Structure et facteurs de
régulation du picoplancton eucaryote en milieu lacustre. Colloque d’Ecologie Microbienne, 9-
12 mai, Obernay, France.

Boucher D, Richardot M, Thénot A, Debroas D. 2004. Effets de la température et des
ressources sur la contribution des Eubactéries et des Archaea a la production microbienne en
milieu lacustre. VIemes Journées de I’Ecologie Fonctionnelle, 10-12 mars, Rennes, France.

Jardillier L, Boucher D, Amblard C, Richardot M, Debroas D. 2003. Controle ascendant et
descendant de la structure et du fonctionnement de la communauté bactérienne dans la zone
euphotique de lacs de niveau trophique différent : étude in situ en microcosmes. Colloque
d’Ecologie Microbienne, 25-28 mai, Carry Le Rouet, France.

Boucher D, Richardot M, Jardillier L, Debroas D. 2003. Etude des relations entre 1’activité et
la structure des communautés bactériennes dans deux écosystemes lacustres. Journées de
I’Ecole Doctorale, mars, Clermont-Ferrand, France.

PARTICIPATION A DES JURYS DE THESE

2015 : Céline Ribieére. « Impact d’un polluant environnemental, le benzo[a]pyréne, sur le
microbiote intestinal en modéle murin ». EA 4678 CIDAM, UCA. 10 décembre 2015.

PARTICIPATION A DES COMITES DE THESE

2024 : Siméon Bakyonon, Epidémiologie des infections a entérovirus A71 depuis 2016 en
France et en Europe. LMGE Equipe EPIE — UMR CNRS 6023/UCA.

2023, 2022 : Akossi Réginald, Role des ARNnc dans I’interaction hote-parasite : modele
homme-microsporidies. LMGE Equipe IHP — UMR CNRS 6023/UCA
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2020, 2021 : Elora Fournier. Microplastics (MPs) Fate in in vitro human digestive
environment and study of the dialogue between epithelium, microbiota and mucus. UMR 454
UCA/INRAE MEDIS.

2020,2021 : Thomas Merciecca. Systeme de sécrétion de type VI chez Klebsiella pneumoniae
: dialogue moléculaire et / ou arme antibactérienne ? LMGE Equipe CMES — UMR CNRS
6023/UCA.

2017 : Manon Defaye. Un parasite intestinal Blastocystis : Une nouvelle piste dans le
syndrome de D’intestin irritable. LMGE UMR CNRS 6023/UCA et Neurodol UMR1107
Inserm/UCA.

2015 : Cyrielle Gasc. Capture de geénes par hybridation couplée au séquencage de nouvelle
génération pour l'exploration d'échantillons métagénomiques. EA 4678 CIDAM, UCA.

2014 : Johan Gagniére. Role de souches d’Escherichia coli dans la carcinogénése colique :
implication du stress oxydant. M2iSH, UMR1071 Inserm/UCA - USC INRA 2018.

2013, 2014 : Céline Ribiére. « Impact d’un polluant environnemental, le benzo[a]pyréne, sur
le microbiote intestinal en modéle murin ». EA 4678 CIDAM, UCA.

DISTINCTION-PRIX

2023. Juban C, Sauvaitre T, Devaux A, Roche G, Ledieu C, Brugiroux S, Godfraind C, Massard
C, Awitor O, Barnich N, Bonnet M, Boucher D. « Impact du dioxyde de titane, sous forme
d’additif alimentaire E171, sur la carcinogenése colique et sur le microbiote intestinal en
modéle murin APC™™" 5. 16 novembre 2023. 4émes Automnales du Groupe Cancer Clermont
Auvergne (GCCA). Prix du public pour la meilleure présentation orale.

2019. Brugiroux S, Sauvaitre T, Roche G, Ledieu C, Chevarin C, Godfraind C, Massard C,
Awitor O, Barnich N, Bonnet M, Boucher D. Impacts of Additive Food E171 (Titanium
Dioxide) on the Gut Microbiota and Colorectal Carcinogenesis in Apc™™* Murine Model.
Distinction du Poster, Digestive Disease Week (DDW), San Diego, Etats-Unis.

LISTE DES TRAVAUX ET PUBLICATIONS

1er 2¢me Avant dernier | Dernier | Autre Total
auteur | auteur auteur auteur place
Revues internationales
., 4 6 2 1 4 17

avec comité de lecture
Revues, éditorial,

] , 1 1 1 2 5
chapitre d’ouvrage
Revue sans comité de 1 1
lecture
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¢ Publications dans des revues internationales

[P17] Carlé C, Boucher D, Morelli L, Larue C, Ovtchinnikova E, Battut L, Boumessid K,
Airaud M, Quaranta-Nicaise M, Ravanat JL, Dietrich G, Menard S, Eberl G, Barnich N, Mas
E, Carriere M, Al Nabhani Z, Barreau F. 2023. Perinatal foodborne titanium dioxide exposure-
mediated dysbiosis predisposes mice to develop colitis through life. Part Fibre Toxicol. PMID:
37996842.

[P16] Ribiere C, Peyret P, Parisot N, Darcha C, Déchelotte P, Barnich N, Peyretaillade E,
Boucher D. 2016. Oral exposure to environmental pollutant benzo[a]pyrene impacts the

intestinal epithelium and induces gut microbial shifts in murine model. Scientific Reports.
PMID: 27503127.

[P15] Biderre-Petit C, Dugat-Bony E, Mege M, Parisot N, Lorenz A, Moné A, Denonfoux J,
Peyretaillade E, Debroas D, Boucher D, Peyret P. 2016. Distribution of Dehalococcoidia in the
anaerobic deep water of a remote meromictic crater lake and detection of Dehalococcoidia-
derived reductive dehalogenase homologous gene. Plos One. PMID: 26734727.

[P14] Jaziri F, Parisot N, Abid A, Denonfoux J, Ribiere C, Gasc C, Boucher D, Brugere JF,
Mahul A, Hill DRC, Peyretaillade E., Peyret P. 2014. PhylOPDb: a 16S rRNA oligonucleotide
probe database for prokaryotic identification. DATABASE. PMID: 24771669.

[P13] Lepére C, Domaizon I, Taib N, Mangot JF, Bronner G, Boucher D and Debroas D. 2013.
Geographic distance and ecosystem size determine the distribution of smallest protist in
lacustrine ecosystems. FEMS Microbiology Ecology. PMID: 23448250.

[P12] Denonfoux J, Parisot N, Dugat-Bony E, Biderre-Petit C, Boucher D, Morgavi D, Le
Paslier D, Peyretaillade E, Peyret P. 2013. Gene capture coupled to high-throughput sequencing
as a strategy for targeted metagenome exploration. DNA research. PMID: 23364577.

[P11] Dugat-Bony E, Biderre-Petit C, Jaziri F, David MM, Denonfoux J, Lyon DY, Richard
JY, Curvers C, Boucher D, Vogel TM, Peyretaillade E and Peyret P. 2012. In situ TCE
degradation mediated by complex dehalorespiring communities during biostimulation
processes. Microbial Biotechnology. PMID: 22432919.

[P10] Boucher D, Laffaire JB, Jaziri F, David C, Biderre-Petit C, Duquenne P, Peyretaillade
E and Peyret P. 2011. Bacterial community composition of biological degreasing systems and
health risk assessment for workers. Microbial Ecology. PMID: 21698403.

[P9] Biderre-Petit C, Boucher D, Kuever J, Alberic P, Jézéquel D, Chebance B, Borrel G,
Fonty G and Peyret P. 2011. Identification of sulfur-cycle prokaryotes in a low-sulfate lake
(Lake Pavin) using aprA and 16S rRNA gene markers. Microbial Ecology. PMID: 21107833.

[P8] Militon C, Boucher D, Vachelard C, Perchet G, Barra V, Troquet J, Peyretaillade E,
Peyret P. 2010. Bacterial community changes during bioremediation of aliphatic hydrocarbons-
contaminated soil. FEMS Microbiology Ecology. PMID: 21044099.

[P7] TerratS, Peyretaillade E, Gongalves O, Dugat-Bony E, Gravelat F, Mone A, Biderre-Petit
C, Boucher D, Troquet J and Peyret P. 2010. Detecting variants with Metabolic Design, a new
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software tool to design probes for explorative functional DNA microarray development. BMC
Bioinformatics. PMID: 20860850.

[P6] Boucher D, Debroas D. 2009. Impact of environmental factors on couplings between
bacterial community composition and ectoenzymatic activities in a lacustrine ecosystem. FEMS
Microbiology Ecology. PMID: 19622070.

[PS] Boucher D, Richardot M, Thénot A, Debroas D. 2006. Incorporation of 3H-Thymidine
by different prokaryotic groups in relation to temperature and nutrient levels in a lacustrine
ecosystem. Microbial Ecology. PMID: 16770684.

[P4] Boucher D, Jardillier L, Debroas D. 2006. Succession of bacterial community
composition over two consecutive years in two aquatic systems: a natural lake and a lake-
reservoir. FEMS Microbiology Ecology. PMID: 16420617.

[P3] Lepere C, Boucher D, Jardillier L, Domaizon I, Debroas D. 2006. Succession and
regulation factors of small eukaryote community composition in a lacustrine ecosystem (Lake
Pavin). Applied and Environmental Microbiology. PMID: 16598004.

[P2] Pradeep Ram AS, Boucher D, Sime-Ngando T, Debroas D, Romagoux JC. 2005. Phage
bacteriolysis, protistan bacterivory potential, and bacterial production in a freshwater reservoir:
coupling with temperature. Microbial Ecology. PMID: 16052381.

[P1] Jardillier L, Boucher D, Personnic S, Jacquet S, Thenot A, Sargos D, Amblard C,
Debroas D. 2005. Relative importance of nutrients and mortality factors on prokaryotic

community composition in two lakes of different trophic status: microcosm experiments. FEMS
Microbiology Ecology. PMID: 16329961.

¢ Revues, chapitres d’ouvrage, editorial

[R5] Boucher D, Barnich N. 2022. Phage Therapy Against Adherent-invasive E. coli: Towards
a Promising Treatment of Crohn's Disease Patients? J Crohns Colitis. PMID : 35796668.
Editorial.

[R4] Villéger R, Lopes A, Veziant J, Gagnicre J, Barnich N, Billard E, Boucher D, Bonnet M.
2018. Microbial markers in colorectal cancer detection and/or prognosis. World J Gastroenterol.
PMID : 29904241.

[R3] Ribiere C, Beugnot R, Parisot N, Gasc C, Defois C, Denonfoux J, Boucher D,
Peyretaillade E, Peyret P. Targeted Gene Capture by Hybridization to Illuminate Ecosystem
Functioning. Methods in Molecular Biology. Book: Microbial environmental genomics.
Springer, New York: Humana Press, 2016. PMID : 26791503

[R2] Gasc C, Ribicre C, Parisot N, Beugnot R, Defois C, Petit-Biderre C, Boucher D,
Peyretaillade E, Peyret P. 2015. Capturing prokaryotic dark matter genomes. Research in
Microbiology. PMID : 26100932.

[R1] Peyretaillade E, Boucher D, Parisot N, Gasc C, Butler R, Pombert JF, Lerat E, Peyret P.
2015. Exploiting the architecture and the features of the microsporidian genomes to investigate
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diversity and impact of these parasites on ecosystems. Heredity. 114 : 441-449. PMID :
25182222.

e Publication dans des revues sans comité de lecture

David C, Boucher D, Laffaire JB, Peyret P, Duquennes P, Brugnot C. 2009. Suivi de la flore
microbiologique des fontaines de biodégradation des graisses. Hygieéne et sécurité¢ du travail.
214 : 25-35.

e Rapports d’activités contractuelles

2012. Contrat SITA remédiation. Etude des capacités métaboliques des populations
microbiennes présentes dans les eaux de nappes phréatiques polluées par des chloroéthénes.
Utilisation de la biopuce ADN fonctionnelle « DechloArray ».

2008. Contrat INRS. Etude de la composition et de la dynamique microbienne des fontaines de
biodégradation des graisses.

2004. (Collectif). Retenue de la Sep : étude de la qualité des eaux — Rapport d’activité 2004.
2003. (Collectif). Retenue de la Sep : étude de la qualité des eaux — Rapport d’activité 2003.
2002. (Collectif). Retenue de la Sep : étude de la qualité des eaux — Rapport d’activité 2002.

ACTIVITES D’ENCADREMENT

THESE EN COURS

Depuis le 1¢" octobre 2023 : Charline Juban. « Impact des particules de dioxyde de titane
sur la colonisation des bactéries Escherichia coli B2 impliquées dans le cancer colorectal ».
Co-encadrement (50%) avec le Pr Mathilde Bonnet (50%).

THESES SOUTENUES

2012-2015 : Céline Ribiére. « Impact d’un polluant environnemental, le benzo[a]pyréne, sur
le microbiote intestinal en modele murin ». EA 4678 CIDAM, UCA. Co-encadrement (50%)
avec le Dr Eric Peyretaillade (50%). Devenir : scientifique suivi de projet, Vaiomer, Labége.

Participation a I’encadrement de :

Cécile Militon (2004-2007) : « Caractérisation des communautés procaryotiques impliquées
dans la bioremédiation d’un sol pollué¢ par des hydrocarbures et le développement d’outils
d’analyse a haut débit : les biopuces ADN ». LMGE, UMR CNRS 6023, UCA. Devenir : Maitre
de Conférences, Institut Méditerranéen d’Océanographie, Marseille.

Cyrielle Gasc (2013-2016) : « Capture de geénes par hybridation couplée au séquencage de

nouvelle génération pour I'exploration d'échantillons métagénomiques. ». EA 4678 CIDAM,
UCA. Devenir : responsable des opérations NGS et bioinformatiques, MaaT Pharma, Lyon.
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MASTER 2

2022-2023 : Charline Juban. Master I (M2), Microbiologie, Parcours : Génome, écologie et
physiologie microbienne, UCA. « Etude de I’impact du dioxyde de titane, sous forme
nanoparticulaire et sous forme d’additif alimentaire (E171), sur des cellules épithéliales
intestinales et sur une souche d’Escherichia coli impliquée dans le cancer colorectal ». M2iSH,
UCA. Encadrement : Co-encadrement (50%) avec le Pr Mathilde Bonnet (50%).

2019-2020 : Théo Gonzales-Micheli. Master II (M2), Microbiologie, Parcours : Génome,
écologie et physiologie microbienne, UCA. « Etude de I’impact du dioxyde de titane sous forme
d’additif alimentaire E171 sur les communautés bactériennes intestinales et sur I’inflammation
». M2iSH, UCA. Encadrement : 100%. Devenir : technicien laboratoire ICARE, Clermont-
Ferrand.

2017-2018 : Thomas Sauvaitre. M2 Biologie Santé¢ (BS), parcours Génétique et Physiologie,
Pathologies, UCA. « Caractérisation de 1’effet du TiO; sous forme d’additif alimentaire E171
sur la carcinogénése colique et sur le microbiote intestinal en modéle murin APC™*. 5 M2iSH,
UCA. Co-encadrement (50%) avec le Pr Mathilde Bonnet (50%). Devenir : Doctorat,
scientifique modeles précliniques, chargé de projets, Danone Nutricia research, Saclay.

2015-2016 : Gwenaélle Roche. M2R spécialité Génétique et Physiologie, UCA. « Etude du
role de la protéine tétraspanine 8 dans la carcinogénése colique au sein du modéle murin
APC™"*/Tspan8” ». M2iSH, UCA. Co-encadrement (50%) avec le Pr Mathilde Bonnet (50%).
Devenir : Technicienne en expérimentation animale, M2iSH, Clermont-Ferrand.

2012-2013 : Cyrielle Gasc. Master 2 Professionnel Microbiologie : Génome, Ecologie et
Biotechnologies (M2P MGEB), Université Blaise Pascal (UBP). « Etude des capacités
métaboliques des populations microbiennes présentes dans des environnements pollués par du
lindane ». LMGE, UBP. Co-encadrement (80%) avec le Pr Pierre Peyret (20%). Devenir :
responsable des opérations NGS et bioinformatiques, MaaT Pharma, Lyon.

2010 - 2011 : Valérie George, Master 2 Recherche (M2R), Université d'Aberdeen (Erasmus).
« Study of microorganisms involved in reductive dechlorination in a natural freshwater
ecosystem (Pavin lake, France) ». LMGE, UBP. Encadrement : 100%. Devenir : analyste en
recherche criminelle, gendarmerie, Bourges.

2009 - 2010 : Maxime Ossédat, M2R MGEB, UBP. « Mise en place d’une approche innovante
de capture en vue d’identifier les microorganismes et les voies métaboliques impliqués dans la
biodégradation des solvants chlorés. » LMGE, UBP. Co-encadrement (50%) avec le Dr Corinne
Biderre-Petit (50%). Devenir : formateur en Master MEEF (Biotechnologies et biologie en
lycée technologique), Seine Saint Denis.

2003-2004 : Cécile Fourmarier, M2P (anciennement DESS), UBP. « Evolution des
communautés planctoniques et des flux de carbone dans le réservoir de la Sep ». LMGE, UBP.
Co-encadrement (80%) avec le Pr Didier Debroas (20%). Devenir : Directrice des Services
Techniques adjointe au cadre de vie et environnement, Villenave d’Ornon.
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MASTER 1

2021-2022 : Charline Juban, Master I (M1), Microbiologie, Parcours : Génome, écologie et
physiologie microbienne, UCA. « Etude de I’impact du dioxyde de titane, sous forme
nanoparticulaire et sous forme d’additif alimentaire (E171), sur des cellules épithéliales
intestinales et sur une souche d’Escherichia coli impliquée dans le cancer colorectal ».
Encadrement : 100%.

2002-2003 : Eléonore Attard, Maitrise Biologie des Populations et des Ecosystémes, UBP.
« Suivi spatio-temporel de la matiére organique dissoute dans un lac-réservoir oligomésotrophe
(Sep, Massif Central) ». LMGE, UBP. Encadrement : 100%. Devenir : Ingénieur de recherche,
UMR 5254 IPREM, Pau.

LICENCE PROFESSIONNELLE

2018-2019 : Célia Ledieu, Licence professionnelle Bio-industries et Biotechnologies : Etudes
moléculaires, cellulaires et intégrées des molécules bio-actives, UCA. « Etude de 1’impact du
dioxyde de titane, sous forme d’additif alimentaire E171, sur la carcinogenese colique et sur le
microbiote intestinal en modéle murin APC™™" 5. M2iSH, UCA. Licence professionnelle
réalisée en alternance. Encadrement: 100%. Devenir: technicienne, IGBMC, Illkirch-
Graffenstaden.

LICENCE 3

2012-2013 : Nicolas Gallois, L3 Parcours Biologie Cellulaire et Physiologie, UBP. « Etude des
capacités métaboliques des populations microbiennes présentes dans les eaux de nappes
phréatiques polluées par des chloroéthénes. Utilisation de la biopuce ADN fonctionnelle «
dechloarray ». EA 4678 CIDAM, Université d’ Auvergne. Encadrement : 100%. Devenir : post-
doctorant, UMR CNRS LIEC, Vandoeuvre-les-Nancy.

DUT

2012-2013 : Mélanie Blanc, DUT Génie Biologique, Université d’ Auvergne. « Mise en place
d’un diagnostic PCR pour la détection de génes codant les enzymes impliquées dans la voie de
la déchloration réductrice. Application a des sites pollués par des chloroéthénes ». EA 4678
CIDAM, Université¢ d’Auvergne. Encadrement: 100%. Devenir : post-doctorante, France
Energies Marines, Plouzané.

2011-2012 : Stella Baret, DUT Génie Biologique, Université d’Auvergne. « Mise en place
d’une approche innovante de capture de genes en solution en vue d’identifier de manicre
exhaustive le symbiome bactérien et archéen d’arthropodes ». EA 4678 CIDAM, Université
d’Auvergne. Encadrement : 100%. Ingénieur agronome, chef de produit, V. Mane Fils aromes
et parfums, Grasse.

2010 - 2011 : Lauriane Roux, DUT Génie Biologique, Université d’Auvergne. « Etude de
populations bactériennes impliquées dans la déchloration réductrice par des approches de
biologie moléculaire dans un écosystéme naturel non pollué, le lac Pavin ». LMGE, UBP.
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Encadrement : 100%. Devenir : Ingénieur - doctorat biologie, responsable du laboratoire
biologie, Greentech, Clermont-Ferrand.

BTS

2010-2011 : Anais Bacconnier, BTS Biotechnologies, Le puy en Velay. « Mise en place de
I’approche CARD-FISH en vue de I’identification et de la quantification de microorganismes
ayant des capacités de déchloration réductrice dans le lac Pavin». LMGE, UBP.
Encadrement : 100%. Devenir : technicienne en biochimie, IUT, Clermont-Ferrand.
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Le domaine dans lequel s’inscrit I’ensemble de mes activités de recherche est I’écologie
microbienne. Cette discipline vise a mieux comprendre la structure et D’activité des
communautés microbiennes, la biogéographie des microorganismes ou encore le role de
ces derniers dans le fonctionnement des écosystémes en faisant appel a des théories
écologiques. Mes travaux de recherche se focalisent principalement sur les procaryotes et plus
spécifiquement sur la réponse des communautés bactériennes a différents types de
perturbations (d’origine naturelles ou anthropiques) que ce soit en milieux artificiels ou

en milieux naturels (environnements aquatique, terrestre et intestinal).

INTRODUCTION

Les microorganismes procaryotiques représentent, de loin, un des plus grands réservoirs
de diversité génétique sur terre. En effet, ’accumulation des mutations, qui se sont produites
au cours des 3,5 milliards d’années passées, a conduit a I’apparition de trés fortes variations
aussi bien au niveau phénotypique que génétique (Sogin et al., 2006). Leur abondance sur terre
est estimée entre 4 et 6 x 10°° cellules et leur biomasse est évaluée a 350-500 x 10'° grammes
de carbone (Whitman et al., 1998 ; Forney et al., 2004). De ce fait, il constitue un des groupes

biologiques les plus importants sur Terre.

Les procaryotes sont répartis en deux domaines bien distincts : les bactéries et les
Archaea (Woese, 1987 ; Wheelis et al., 1992). Leur petite taille, leur cycle cellulaire rapide
ainsi que leur versatilité métabolique leur permettent d’étre largement distribués au sein de la
biosphere. En effet, ils peuvent coloniser toutes les niches écologiques concevables (milieux
pélagiques ou benthiques, lacustres ou océaniques, habitats terrestres, rhizosphériques,
environnements intestinaux, atmosphere...) y compris celles qualifiées comme étant extrémes
voire hostiles par I’Homme et ou aucun autre organisme ne pourrait survivre. Les
microorganismes procaryotiques sont des acteurs des processus importants. Ils ont une
importance considérable dans les cycles biogéochimiques, dans le stockage des éléments
nutritifs ou encore dans la régulation des flux de maticres et d’énergie (Azam et al., 1983). Leur
influence dans les changements climatiques globaux tout comme leur origine dans la trés grande
majorité¢ des composés bioactifs commercialisés a I’heure actuelle ou encore leur responsabilité
dans le déclenchement de pathologies chez I’Homme, I’animal ou la plante témoignent de
I’¢tendue de leur implication dans le fonctionnement de la biosphére. L’étude des

microbiotes associés a différents environnements (terrestre, aquatique, intestinal...),

21







Chapitre 2 : synthése des activités de recherche

connue sous le terme d’écologie microbienne, est devenue un des domaines les plus fructueux
de la recherche en biologie au cours des deux dernicres décennies, les objectifs étant de mieux
comprendre la physiologie, les interactions que les microorganismes établissent entre eux
et avec ’environnement de maniéere générale ainsi que de déterminer ’impact des facteurs
biotiques et abiotiques de leur environnement de I’échelle individuelle aux communautés

dans I’écosysteme.

Les microorganismes procaryotes sont largement répartis a la surface de notre
planéte avec un role crucial dans ’organisation, I’évolution et le fonctionnement des
écosystémes. Leur diversité phylogénétique n’en reste pas moins considérable. En effet, si
I’exploration des communautés procaryotiques a été limitée pendant de nombreuses années par
les approches traditionnelles de mise en culture, les années 1990 ont représenté une réelle
transition dans le champ de 1’écologie microbienne en levant des verrous technologiques avec
I’application des outils moléculaires pour les études environnementales (Pace, 1995). Ainsi, le
ciblage de biomarqueurs d’intérét tel que le géne codant pour la petite sous-unité du ribosome
(ARNr 16S) par des techniques d’empreinte génétique (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE) / Temporal Temperature Gel Electrophoresis (TTGE), Terminal-
Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP), Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis (ARDRA)), d’hybridation in situ fluorescente (Fluorescent In Situ Fluorescent
(FISH)) ou encore de techniques de clonage suivi par un séquencage de type Sanger, a permis
d’approfondir nos connaissances sur la structure procaryotique de différents €cosystémes
(Muyzer et al., 1993; Gray et Herwig, 1996; Liu et al., 1997; Fisher et Triplett, 1999; Giraffa et
Neviani, 2001). Par la suite, autour des années 2000, I’émergence de la métagénomique
(Handelsman, 1998) combinée au développement des technologies de séquencage haut débit
ou séquencage de nouvelle génération (Next Generation Sequencing (NGS)) avec notamment
les techniques de pyroséquencage 454 (Roche), SOLiD (sequencing by oligonucleotide ligation
and detection), Ion Torrent, ILLUMINA® (Solexa), PacBio et Nanopore, a révolutionné notre
vision de la diversité taxonomique procaryotique (i.e. (Sanger et al., 1977; Quince et al., 2009;
Milani et al., 2013; Ribiére et al., 2016b; Earl et al., 2018; Matsuo et al., 2021). Ainsi, a I’heure
actuelle, pres de 104 phyla procaryotes (89 bactériens et 15 archéens) sont répertoriés dont
un peu moins de la moitié (39 : 37 bactériens et 2 archéens) correspondent a des divisions
candidates (SILVA rRNA database project, https://www.arb-silva.de/contact/), divisions pour
lesquelles aucun représentant cultivé n’est connu ou n’a encore été décrit a ce jour (Rappé et

Giovannoni, 2003).
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Cette importante diversité phylogénétique des procaryotes s’accompagne €galement
d’une trés grande diversité fonctionnelle. Madigan et Martinko (2007) ont défini les fonctions
comme |’ensemble des activités physiologiques, biochimiques ou physiques qui se produisent
a différents niveaux et qui vont avoir une influence sur le détenteur de la fonction mais
¢galement sur son environnement que ce soit de maniere directe ou indirecte. Les fonctions
peuvent alors étre considérées soit au niveau de 1’organisme, ou elles sont liées a I’expression
du génome et sont donc dépendantes du métabolisme, soit au niveau de la communauté ou elles
auront alors un impact sur I’ensemble de 1’écosystéme et notamment sur son fonctionnement.
Ainsi, les fonctions individuelles sont déterminantes des fonctions écologiques que I’on

peut observer au niveau de I’environnement.

La diversité taxonomique influe sur la fagon dont les écosystémes fonctionnent (Bell et
al., 2005). Les microorganismes procaryotiques sont, d’une part, extrémement diversifiés
phylogénétiquement, et d’autre part, présents au sein de différents biotopes (aquatique,
terrestre, atmosphérique, intestinal...). Ils subissent par conséquent des pressions de sélection
complexes dues aux fluctuations au cours du temps des différents parametres biotiques et
abiotiques. Ces modifications environnementales s’apparentent donc a des perturbations.
Ces dernieres peuvent ainsi avoir deux origines bien distinctes : une origine naturelle (variations
climatiques : intempéries, sécheresse, inondations, incendies...) et une origine anthropique
(modifications géomorphologiques, adjonction de fertilisants, introduction de polluants dans
I’environnement...). La définition d’une perturbation reste difficile a établir et dépend a la fois
de I’échelle environnementale et du contexte écologique. Les perturbations ont toutefois pour
conséquences soit d’altérer I’environnement immédiat en déclenchant des changements
physiques ou chimiques impactant par la suite les communautés locales, soit d’affecter
directement les communautés présentes dans I’écosysteme (Glasby et Underwood, 1996). Les
perturbations apparaissent a des échelles a la fois spatiale et temporelle avec des différences en
termes de fréquence (nombre d’événement par unité de temps), d’intensité¢ (magnitude de la
perturbation), d’étendue (proportion de 1’écosysteme affecté) et de périodicité (régularité des
occurrences) (Grimm et Wissel, 1997). Elles sont également souvent classées selon leur durée.
Ainsi, les perturbations sporadiques (de type « pulse »), correspondant généralement a des
¢veénements souvent intenses, imprévisibles et de courte durée, se distingueront des
perturbations chroniques (de type « press ») caractérisées par des événements continus, de
longue durée, exercant un niveau de pression constant (Bender et al., 1984). Les communautés

procaryotiques €tant au cceur du fonctionnement de ces derniers, des modifications de leur
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structure (c’est-a-dire de leur richesse, de leur diversité et/ou de leur composition) peuvent
ainsi, en réponse a la présence de modifications environnementales, se produire et par la suite
se traduire par une incidence potentielle sur les processus métaboliques de 1’environnement.
Cependant, ces communautés peuvent également résister aux perturbations environnementales
si certaines de ses especes présentent une flexibilité métabolique mais également une tolérance
physiologique aux conditions changeantes de 1’écosysteme. De ce fait, la notion de

perturbation ne peut étre dissociée de celle de stabilité.

La stabilité d’un systéme peut €tre séparée en deux composantes : la premiere étant
basée sur la stabilité¢ de la dynamique de ce dernier alors que la seconde concerne la stabilité
par rapport aux changements (McCann, 2000). Dans ce dernier cas, apparaissent alors les
concepts de résistance (capacit¢ du systtme a résister aux changements face a une
perturbation) et de résilience (capacité du systeéme a revenir a son état d’origine aprés une
perturbation) (Pimm, 1984). Ceux-ci peuvent &étre interprétés en se basant soit sur des
paramétres taxonomiques en prenant en compte la composition de la communauté
microbienne (Allison et Martiny, 2008) soit sur des critéres fonctionnels (Little et al., 2008)
les deux pouvant étre parfois reliés (Balvanera et al., 2006; Cardinale et al., 2006). Ainsi, la
résistance sera définie plus spécifiquement par le degré auquel la composition de la
communauté microbienne reste inchangée apres une perturbation (Allison et Martiny, 2008) ou
par la capacité¢ du systéme a maintenir, grace a la réorganisation de la composition de ces
membres, les fonctions exercées lors d’une perturbation (Harrison, 1979). De méme, la
résilience est caractérisée par le degré auquel la communauté microbienne retourne a sa
composition initiale (Allison et Martiny, 2008) ou par la vitesse a laquelle le systeme recouvre
I’ensemble des activités initiales aprés une perturbation (Pimm, 1984). De ce contexte de
diversité-stabilité de 1’écosystéme, Yachi et Loreau, en 1999, ont fait émerger « I’hypothése
d’assurance » temporelle, selon laquelle la diversité biologique jouerait le réle d’une assurance
face aux modifications environnementales si les espéces sont complémentaires d’un point de
vue fonctionnel dans le temps. Ainsi, une forte diversité d’especes dans un écosystéme
conduirait a une meilleure stabilité des communautés suite a une perturbation. En d’autres
termes, la diversité biologique pourrait donc avoir un role potentiel dans la stabilité du systéme
face a une perturbation. En effet elle pourrait fournir la ou les espéces alternatives qui
pourrai(en)t assurer 'opération continue des fonctions principales pendant que les conditions
environnementales changent. Dans cette hypothése, les espéces sont donc fonctionnellement

redondantes a un moment donné pour les processus se déroulant au sein de I’écosystéme.
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La diversité taxonomique influence donc la facon dont fonctionnent les écosystémes.
L’établissement de liens entre la diversité des espéces, la diversité fonctionnelle et les
processus existant au sein des écosystémes revét par conséquent un aspect fondamental pour
la compréhension du fonctionnement de ces derniers (Tilman et al., 1997 ; Loreau et Hector,
2001; Worm et al., 2002). Cependant, si 1’identit¢ des micro-organismes procaryotes peut
actuellement étre aisément appréhendée par les différentes techniques de biologie moléculaire,
et si de nouvelles approches ont émergé (culturomique, transcriptomique, métabolomique,
protéomique...) afin d’étudier leurs larges potentialités métaboliques, il n’en reste pas moins
que leurs fonctions dans les processus de maintien ou de déstabilisation des €écosystémes restent
encore a déterminer. Afin d’améliorer la compréhension du fonctionnement des écosystémes,
il est nécessaire d’approfondir nos connaissances sur les processus microbiens et par conséquent
d’établir un lien entre les populations procaryotiques identifiées et les capacités métaboliques
qui sont présentes dans 1’environnement et ceci méme a de trés faibles niveaux d’abondance. Il
est également clairement établi que le fonctionnement de I’écosystéme dépend a la fois de
facteurs et/ou de processus biotiques (tels que la diversité et les fonctions des espéces ou les
interactions entre especes) et de contraintes abiotiques (tels que le climat ou encore la géologie).
L’¢évaluation de la contribution relative de ces deux facteurs généraux sur les processus
inhérents a 1’écosysteéme représente la principale question dans le débat sur la diversité et le
fonctionnement de I’écosystéme (Huston et McBride, 2002). C’est ainsi dans un contexte de
fonctionnement des écosystémes via I’étude de la structure et de Dactivité des
communautés procaryotiques en réponse a différents types de perturbations que se

positionne une partie de mes activités de recherche.

Le premier volet de ce chapitre « synthése des activités de recherche » s’attachera
donc a présenter les travaux de recherche réalisés au cours de mon contrat doctoral, travaux
qui avaient pour objectif d’étudier la structure, la dynamique et I’activité des communautés
procaryotiques en milieu lacustre et en particulier dans le lac-réservoir de la Sep situé dans le
Puy de Dome. Cet écosysteme artificiel qui a été créé pour subvenir aux besoins en eau durant
les périodes d’étiage, est donc soumis a des perturbations d’ordre physique, correspondant a
I’ouverture des vannes du barrage, qui peuvent alors influer sur les communautés présentes

dans la retenue et par voie de conséquence sur le fonctionnement de 1’écosystéme.

Le deuxiéme volet concernera une partie des travaux réalisés au cours de mes contrats

post-doctoraux et suite 2 mon recrutement en tant que maitre de conférences. Seront alors
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décrits les effets de perturbations sur la structure et ’activité des communautés bactériennes en
milieux artificiels (fontaines de biodégradation des graisses) et naturels (écosystémes terrestre,
aquatique et murin). Dans le cadre de cette partie, le terme de perturbation sera pris dans le sens
d’une modification des compositions des communautés bactériennes liée a 1’apport de divers
composants (métaux, graisses, huiles ...) ou a la présence d’un polluant (hydrocarbures
aliphatiques, solvants chlorés, hydrocarbure aromatique polycyclique (HAP)). La derniére
partie du bilan de mes activités de recherche, qui correspond au projet de recherche

développé actuellement, sera intégrée dans la partie « projet de recherche ».

I. STRUCTURE, DYNAMIQUE ET ACTIVITE DES COMMUNAUTES
PROCARYOTIQUES EN MILIEU LACUSTRE

Mon doctorat a été réalisé au sein du Laboratoire Microorganismes : Génome et
Environnement (LMGE) UMR CNRS 6023 dirigé alors par le Dr Christian Amblard.
Mon doctorat a été effectué dans le cadre d’une convention CIFRE avec I’entreprise SOMIVAL
(SOciété de Mlse en Valeur de I’ Auvergne et du Limousin) a Clermont-Ferrand dont I’objectif
¢tait d’assurer le suivi de la qualité des eaux de la retenue de la Sep (Puy de Dome). Mon projet
de these portait plus spécifiquement sur 1’étude de la structure, de la dynamique et de I’activité
des communautés procaryotiques en milieu lacustre avec comme modele d’étude le lac-
réservoir de la Sep. Cependant, afin de valider les résultats obtenus sur les successions de
populations bactériennes sur ce méme site, le lac Pavin (Puy de Dome), considéré comme stable

de par ses caractéristiques hydrogéologiques, a servi d’écosystéme de référence.

1. Contexte du travail et objectifs

Dans les pays industrialisés et dans les pays en voie de développement, les ressources
hydriques sont exposées a une dégradation pernicieuse due au retour d’une eau insuffisamment
épurée et/ou a d’autres impacts liés aux activités humaines tels que la contamination par des
métaux lourds, les polluants organiques mais également 1’apport excessif de nutriments menant
alors a une eutrophisation accélérée des eaux. L’eutrophisation des lacs et des réservoirs, qui
est considérée comme le processus naturel de vieillissement de tous les plans d’eaux, est 'un
des principaux problémes de dégradation de la qualité des eaux a travers le monde, ce qui peut
engendrer des répercussions négatives sur les plans écologique, sanitaire, social et économique.

Les retenues, qui peuvent étre étudiées des leur création, constituent alors de puissants modeles
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Figure 1. Importance des communautés procaryotiques dans les réseaux trophiques des
écosystémes aquatiques. Les populations bactériennes, qui jouent un role fondamental dans la
régulation des flux de matiére et d’énergie, font partie de la boucle microbienne (Azam et al., 1983).

Figure 2. Lac-réservoir de la Sep (photo de gauche) et lac Pavin (photo de droite).
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d’études. C’est donc dans le cadre d’une action de recherche contractualisée visant a obtenir un
maintien de la qualité des eaux et regroupant de nombreux partenaires (Agence de 1’eau Loire-
Bretagne, Ministére de I’Environnement, SOMIVAL...), que le lac-réservoir de la Sep, a été
¢tudié des sa mise en eau afin d’identifier des facteurs et de comprendre les phénoménes de
dégradation de la qualité¢ de I’eau en vue d’une meilleure gestion des écosystémes aquatiques
continentaux.

L’établissement de modeles prévisionnels en vue d’un maintien de la qualité des eaux
nécessitent la connaissance des processus d’évolution temporelle de toutes les communautés
biologiques participant au fonctionnement de 1’écosystéme. Si certains travaux conduits sur des
retenues, et notamment sur celle de la Sep, avaient permis d’appréhender la composition et la
succession des communautés phytoplanctoniques (e.g., Tadonléké et al., 2002) et
zooplanctoniques (e.g., Thouvenot et al., 2000), la structure, la dynamique et ’activité du
bactérioplancton en milieu lacustre, et plus particuliérement dans les réservoirs, restaient
encore peu connues en raison notamment des limitations méthodologiques importantes.
L’originalité de ce travail de thése était, par conséquent, double : d’une part, améliorer 1’état
des connaissances sur le compartiment bactérien dans les lacs (les bactéries hétérotrophes
jouant un role essentiel au sein de I’écosysteme aquatique puisqu’elles permettent le transfert
des flux de matiére et d’énergie aux niveaux trophiques supérieurs via le concept de boucle
microbienne ; figure 1) et d’autre part développer des outils méthodologiques permettant

d’associer structure et fonctionnement a 1’échelle des communautés procaryotiques.

2. Structure et dvnamique de la communauté procarvotique planctonique lacustre.

Dans un premier temps, nous nous sommes donc intéressés a étudier la composition et
les successions spatio-temporelles de la communauté bactérienne planctonique, sur deux
années consécutives, dans deux lacs du Massif Central : le lac-réservoir de la Sep et le lac
Pavin et ceci au niveau de deux zones d’échantillonnage : 1’épilimnion (zone de surface) et
I’hypolimnion (zone profonde) (Figure 2). Contrairement au lac Pavin, qui nous a servi
d’écosysteme de référence, les apports hydriques importants et le temps de renouvellement des
eaux relativement court (220 jours) font que le réservoir de la Sep est un systéme instable et
donc soumis a de fortes perturbations du point de vue hydrologique. La structure de la
communauté bactérienne de ces deux écosystémes lacustres a été déterminée par clonage-
séquencage de ’ADNr 16S et par une technique de fingerprint: la T-RFLP (Terminal-

Fragment Length Polymorphism). La comparaison des T-RFs (Terminal Restriction
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Figure 3. Variations saisonniéres, pour 1'épilimnion (A) et I'hypolimnion (B) du réservoir de la
Sep, du nombre et de 1'abondance relative des différentes unités opérationnelles taxonomiques
(OTUs) détectées par I'analyse T-RFLP de I'ADNr 16S digéré par Msp L, représentant plus de 2%
de l'aire totale. Les aires en bleu, vert, pourpre et jaune représentent respectivement les
Betaproteobacteria, les Verrucomicrobiota, les Actinobacteriota et les Bacteroidota. Les nombres au-
dessus des profils correspondent au nombre total d'OTUs détectés par Msp I pour chaque échantillon.
Les nombres sur les profils T-RFLP correspondent a la longueur des T-RFs en pb. Les variables
environnementales présentées dans cette figure sont celles qui expliquent statistiquement le plus les
variations des T-RFs dominants, selon 1’analyse canonique des correspondances (Boucher et al., 2006).
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Fragments) obtenus sur les clones aux T-RFs obtenus a partir du profil environnemental de T-
RFLP a alors permis d’identifier une partie des T-RFs et donc de suivre les différents
phylotypes sur toute la période de I’¢étude.

Les résultats obtenus ont mis en évidence que la composition de la communauté
bactérienne (CCB) des deux sites d’étude était, pour chaque date d’échantillonnage, dominée
par un faible nombre de taxons et que les Actinobactéries et les pB-Protéobactéries
représentaient les deux divisions bactériennes les plus abondantes (Figure 3) (Boucher et
al., 2006a). Les travaux ont mis en évidence que, sur les deux années consécutives, il existait
une structure générale assez stable du bactérioplancton a 1'échelle des divisions
bactériennes ce qui contrastait avec une succession plus rapide des populations a une
échelle phylogénétique plus fine. L’¢tude pluriannuelle réalisée sur ces deux écosystémes
lacustres a mis par ailleurs en évidence 1’absence de succession claire de la communauté
bactérienne en fonction des saisons. En raison de la taille de son bassin versant, de son temps
de renouvellement des eaux et des flux hydriques, de tels résultats étaient attendus pour le
réservoir de la Sep (Lindstrom et al., 1998). Cependant, ces résultats pouvaient étre, en premicre

analyse, plus surprenants pour un écosystéme considéré comme « stable » tel le lac Pavin.

Nos résultats ont montré que si la disponibilité des nutriments et les facteurs de mortalité
coincidaient avec les variations temporelles de la CCB a toutes les profondeurs
d'échantillonnage, les nutriments (NH4-N, NO3-N), mais aussi la prédation (flagellés
pigmentés et hétérotrophes, zooplancton), expliquaient significativement les variations
rapides de la CCB seulement pour le réservoir de la Sep. Le role des nutriments (N, P et
carbone organique (glucose)) dans le controle de la CCB au niveau de la zone euphotique du
réservoir de la Sep a, de plus, été significativement confirmé par une approche expérimentale a
I’aide de la technique MicroFISH (microautoradiographie combinée a la technique FISH)
(Boucher et al., 2006b). Concernant la partie prédation, nos résultats complétaient les travaux
de Jardillier et al. (2005a, 2005b) qui avaient montré que 1’abondance et la CCB étaient
controlées par les flagellés mixotrophes et les cladocéres dans cet écosystéme. La prédation
exercée par les bactériophages pourrait aussi provoquer des remaniements treés rapides des
populations bactériennes d’aprés la théorie du «kill the winner » (Weinbauer, 2004).
Cependant, elle n’aurait que treés peu d’effet sur la structure de la communauté bactérienne du
réservoir de la Sep (Jardillier et al., 2005a), méme si elle pourrait, dans des conditions
climatiques exceptionnelles (canicule de 2003), jouer un role significatif sur la communauté

bactérienne totale (Pradeep Ram et al., 2005). Les facteurs reliés aux forces saisonniéres
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Figure 4. Evolution temporelle (en nM.h™") des activités aGlcase (a-Glucosidase), pGlcase (B-
Glucosidase), APase (Alcaline Phosphatase) et LAPase (Leucine aminopeptidase) dans le
Réservoir de la Sep a 1 m au-dessous de la surface (A) et 1 m au-dessus des sédiments (B) (Boucher
et al., 2009).

Tableau 1. Résultats de 1'analyse de redondance : pourcentage de variation des activités
ectoenzymatiques expliqué significativement (p<0.05) par les différents paramétres de biodiversité
et environnementaux dans le Réservoir de la Sep. Pour les paramétres de biodiversité, les valeurs
entre parentheses correspondent a la fréquence de détection des T-RFs 1 m au-dessous de la surface et
1 m au-dessus des sédiments, respectivement. DFCHO : dissolved free carbohydrates ; DCAA :
dissolved combined amino-acid (Boucher et al., 2009).

BGlcase aGlcase Apase LAPase
Biodiversity parameters T-RFs (bp) 101 (2-0) 68.6
128 (1-0) 3.5
160 (1-1) 154
183 (4-1) 149
296 (7-7) 36
305 (4-4) 79 18.1
457 (7-8) 7.5 1.7
458 (1-0) 294 54.8
461 (10-9) 0.8
510 (4-2) 83
540 (0-1) 71
Environmental parameters Inflow (Ls™") 26.1 51
Temperature ( °C) 50.5
PO4-P(mgPL™") 9.2
NHz-N (mgNL™) 10.5
DCAA (mgL™) 9.2
PO4-P of tributaries (mgPL™")
NH4-N of tributaries (mgNL™) 438

DCAA of tributaries (mgL™") 38
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(température pour les deux sites d’étude et flux hydriques sortants pour le réservoir de la Sep)
expliquaient, par ailleurs, significativement les variations de la CCB uniquement dans les
zones d'échantillonnage les plus profondes et ceci pour les deux sites d’étude. Les flux
entrant ou sortant ont une influence importante sur la dynamique des populations planctoniques
dans les réservoirs (Lindstrom et Bergstrom, 2004). Ils pourraient également impacter la
composition et I’origine des communautés bactériennes. En effet, le pourcentage d’OTUs et
de clones d’origine non aquatique était plus important pour le réservoir de la Sep. Cette
différence entre les deux écosystémes, qui concernaient principalement des séquences affiliées
aux Verrucomicrobiota et aux Bacteroidota (anciennement Bacteroidetes), est probablement 1i¢

au temps de résidence des eaux plus court pour le lac-réservoir.

3. Relation entre Dactivité, la structure de la communauté procaryotique et les

paramétres environnementaux

Dans un second temps, 1’établissement ou non d’une relation entre la CCB et le
fonctionnement de 1’écosystéme a été recherché, au sein du réservoir de la Sep, a travers un
processus bactérien majeur dans le cadre du fonctionnement du réseau trophique microbien : la
dégradation de la matiére organique (MO) via Dlactivité de certaines ectoenzymes (o-
Glucosidase (aGlcase), B-Glucosidase (BGlcase), Alcaline Phosphatase (APase), Leucine
aminopeptidase (LAPase)).

Les résultats obtenus ont mis en évidence que les profils temporels des activités
ectoenzymatiques étudiées, a I’instar de ceux de la CCB, ont présenté des variations marquées
(Figure 4). Les activités hydrolytiques ont, par ailleurs, été reliées a la structure de la
communauté bactérienne. Cependant, la richesse bactérienne serait moins importante que la
composition dans la détermination du fonctionnement des écosystémes. Aussi, parmi les
différents paramétres biotiques testés (abondance, production, structure), seule la
présence/absence ou l’aire des T-RFs dominants (>2%) expliquaient, de maniére
significative, les variations des activités ectoenzymatiques. La part explicative de la structure
de la communauté bactérienne dans les variations d’activités ectoenzymatiques restait,
cependant, plus ou moins importante selon 1’activité hydrolytique considérée puisque la CCB
représentait une part importante du contréle de I’expression uniquement de I’a-Glcase,
de la BGlcase et de ’APase (Tableau 1). Certaines populations bactériennes auraient ainsi la

capacité¢ de dégrader des substrats variés puisqu’elles interviennent de manicre significative
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dans la régulation de plusieurs activités ectoenzymatiques. Les populations intervenant dans
les variations d’activités ectoenzymatiques ont principalement été identifiées comme des
populations que I’on peut considérer comme rares. Ainsi, la perte ou ’introduction d’une
espéce au sein de I’écosysteéme aurait des conséquences mesurables en termes de
fonctionnement. Cette constatation met ainsi en exergue la singularité des espéces (Naeem,
2002) qui expose que, chaque espece, que I’on nomme alors espece clé, a un role primordial et
bien défini au sein de 1’écosystéme. Cependant, les communautés bactériennes peuvent
également étre fonctionnellement redondantes, comme ont pu le montrer Fernandez et al.
(2000). En effet, différentes populations (i.e. T-RFs) interviendraient dans la régulation d’une

méme activité ectoenzymatique dans le réservoir de la Sep (Tableau 1).

Les parametres abiotiques ont ¢également une influence sur [Iactivité de
dépolymérisation de la MO par les bactéries. Les facteurs environnementaux différaient en
termes de nature et d’origine (réservoir ou tributaires) selon P’activité hydrolytique
considérée (Tableau 1). Les activités ectoenzymatiques du réservoir de la Sep étaient
dépendantes en partie des nutriments minéraux ou organiques, cependant aucune relation n’a
¢té observée entre un substrat et/ou le produit d’hydrolyse ou I’activité hydrolytique, comme
par exemple entre 1’activité PGlcase et les DFCHO (Dissolved Free Carbohydrates) ou les
DCCHO (Dissolved Combined Carbohydrates), qui peuvent respectivement activer ou inhiber
I’expression ou la syntheése de cette enzyme (Chrost, 1998). Or lors de I’étude menée par
Richardot et al. (2000), les variations des activités ectoenzymatiques €taient régulées par les
polysaccharides. Ces différences pourraient étre expliquées par les changements de MO
(allochtone, autochtone) depuis la mise en eau du réservoir. Les relations mises en évidence par
I'analyse statistique suggéreraient plutét un effet indirect des parametres testés que des

phénomenes de régulation stricto senso sur les activités ectoenzymatiques.

Ce travail de doctorat a été une étude pionniére dans le cadre de I’écologie
microbienne des environnements aquatiques. En effet, c’est la premiére étude qui a permis
de suivre 1) sur deux années consécutives les effets des changements temporels de la CCB a
I’aide d’une approche de « fingerprint » (T-RFLP) et de clonage-séquengage et, ii) sur une
année les effets des modifications de la CCB et des facteurs environnementaux (physico-
chimiques et biotiques) sur les activités ectoenzymatiques potentielles (a-Glcase, BGlcase,
APase et LAPase) dans un lac-réservoir (réservoir Sep, France). Ce travail a pu étre valorisé

par 3 publications en premier auteur (Boucher et al., 2006a, 2006b; Boucher et Debroas, 2009).
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Figure 5. Fontaine de dégraissage a solvant (a gauche) et fontaine de biodégradation des graisses
(a droite).
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Figure 6. Représentation schématique d’un systéme de biodégradation des graisses (Boucher et al.,
2011).
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II. PERTURBATIONS ANTHROPIQUES SUR LA STRUCTURE ET
L’ACTIVITE DES COMMUNAUTES BACTERIENNES EN MILEUX
ARTIFICIELS ET NATURELS

1. En milieu artificiel : systéme de biodégradation des graisses.

Les recherches et résultats présentés dans cette partie concernent les travaux réalisés au
sein de 1’équipe Génomique Intégrée des Interactions microbiennes (GIIM) du Laboratoire
Microorganismes : Génome et Environnement (LMGE, UMR CNRS 6023). Ces travaux
s’inscrivaient dans le cadre d’un contrat avec I’Institut National de Recherche et de Sécurité
(INRS) dont j’¢étais la responsable scientifique. Il s’agissait alors d’étudier la composition et la
dynamique bactérienne de fontaines de biodégradation des graisses afin d’évaluer les
risques biologiques potentiels pour les utilisateurs. Sept systemes de dégraissage biologique
commercialisés par 2 fournisseurs ont ainsi été¢ étudiés mensuellement au sein de deux

entreprises francaises différentes : un manufacturier et une compagnie de transport en commun.

Les industries de métallurgie exigent l'utilisation de graisses pour lubrifier les
surfaces en métal pendant les opérations de fabrication, de recyclage ou de maintenance.
Aussi, les résidus de ces lubrifiants doivent étre enlevés pour protéger et améliorer 'aspect
du produit final. Le dégraissage des pieces métalliques s'effectue traditionnellement dans des
fontaines de dégraissage a l'aide de solvants (trichloroéthyléne, tétrachloroéthyléne,
dichlorométhane) dans des bacs placés le plus souvent directement sur des fiits (Figure 5).
L'utilisation de ces solvants organiques reste toutefois controversée en raison, d'une part, des
risques encourus par les travailleurs (risques cancérigénes et mutageénes, dangers pour la
reproduction), et d'autre part, des effets néfastes observés sur I'environnement (libération de
composés organo-volatils). Aussi, afin de pallier ses différents problémes, une solution
alternative a été trouvée dans l'utilisation de fontaines de biodégradation des graisses
(Figures 5 et 6). Leur innovation repose sur I’utilisation d’un cocktail de microorganismes
s¢lectionnés pour leur potentialité a dégrader les graisses et les huiles en eau et CO> pour leur
besoin nutritif et leur croissance (Callahan et al., 2001). Ces systémes de dégraissage utilisent
ainsi une solution de tensioactifs pour nettoyer et émulsionner les huiles et/ou les graisses
et des bactéries pour la digestion des produits émulsifiés. La biodégradation se fait dans des
conditions d’oxygénation permanente et autour de 37°C. Ces systémes sont essentiellement

autorégulés puisque I’activité microbienne s’ajuste elle-méme a la quantité d’huile et de graisse
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Figure 7. Composition des communautés bactériennes déterminées par clonage-séquencage de
I’ADNTr 16S dans les inocula servant a ensemencer les fontaines de biodégradation des graisses et
ceci pour 2 fabricants différents (A et B) (Boucher et al., 2011).
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présentes. Le mélange commercial de microorganismes utilisés dans ces systémes étant
inconnu, il était donc impératif d’évaluer les risques biologiques potentiels pour les utilisateurs
en cas de contamination par exposition soit directe avec la peau, soit orale (via la présence

d’aérosols ou le fait de porter les mains contaminées a la bouche).

L’identification des communautés bactériennes par clonage-séquencage de I’ADNr
16S, a la fois des inocula bactériens et des échantillons prélevés dans les sept systemes de
dégraissage biologique, a mis en évidence que ces derniers ne fonctionnaient pas avec les
populations bactériennes d'origine. En effet, pour la plupart des systemes de dégraissage
biologique, la CCB des deux inocula différaient radicalement de celle des différentes solutions
de nettoyage. Ainsi, des bactéries ayant des capacités a produire des agents surfactants (Bacillus
pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus) ou a dégrader des hydrocarbures aliphatiques
(Acinetobacter baumanii) ou des composés aromatiques complexes (Rhodococcus
rhodochrous) ont été identifiées dans les cocktails servant a ensemencer les fontaines de
dégraissage biologique (Figure 7) alors que des fortes proportions de Citrobacter (C.
amalonaticus), Klebsiella (K. oxytoca, K. pneumoniae), Ralstonia, Pantoea agglomerans ou
encore Pseudomonas (P. aeruginosa) ont été¢ mises en évidence dans les échantillons prélevés
mensuellement (Figure 8) (Boucher et al., 2011). Des bactéries issues de 1'environnement
seraient ainsi capables de coloniser rapidement les fontaines et de supplanter la
communauté bactérienne initiale. Ces bactéries colonisatrices peuvent provenir de
I’environnement de travail c¢’est- a dire de I’air, des picces métalliques a usiner, du type de
graisses ou des fluides de coupe utilisés lors des opérations industrielles d'usinage et de
meulage, mais également des utilisateurs (microbiote cutané, aérosols via la toux) lorsqu’ils
travaillent sans gants. Une dynamique importante des populations bactériennes a par
ailleurs été observée. En effet, ces derniéres fluctuent rapidement au moindre changement du
milieu, celui-ci pouvant étre dii 2 une augmentation ou a une baisse de I’apport en graisse ou en
liquide, a une modification de la température lors de I’arrét des fontaines, a un changement de

la nature des graisses ou bien encore a un réensemencement.

Parmi les différentes bactéries qui ont été identifiées tant dans les inocula que dans la
solution des systémes de dégraissage biologique, certaines espéces (P. aeruginosa, K. oxytoca,
et K. pneumoniae) sont répertoriées comme faisant partie du groupe 2 dans la classification
des agents biologiques par 1’Union Européenne. Elles sont considérées comme des agents

pathogénes opportunistes et peuvent induire des maladies telles que des irritations cutanées,
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des kératites ou encore des infections des voies urinaires ou respiratoires. Certaines peuvent
¢galement é&tre responsables de pneumopathie d’hypersensibilité (S. maltophila, P.
agglomerans) (Bernstein et al., 1995; Laitinen et al., 1999) qui restent cependant difficiles a
diagnostiquer. Ainsi, il existe une réelle difficulté a établir un lien direct entre des symptomes
et ’utilisation de ces systemes de dégraissage biologique qui sont une nouvelle technologie tres
peu étudiée. In fine, nous avons pu établir des recommandations en termes de mesures de
prévention des risques liés a ces nouvelles fontaines pour les travailleurs, a savoir la
protection des plaies mais également le port de gants, de lunettes de protection oculaire et de

vétements de travail protégeant la peau (Boucher et al., 2011).

2. En milieu naturel : écosystémes terrestre, aquatique et murin.

Depuis plusieurs décennies les activités humaines engendrent une production de plus en
plus importante de produits chimiques (dont les hydrocarbures aliphatiques, les chloroéthénes
ou encore les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)) qui peuvent contaminer
différents types d’écosystémes entrainant alors un dysfonctionnement de ceux-ci. De par la
toxicité et les effets cancérigenes de certaines de ces molécules, ces derniéres représentent de
plus une préoccupation majeure pour les autorités publiques et sanitaires. La restauration des
sites contamingés peut étre effectuée a ’aide de techniques physiques et/ou chimiques (Kalin,
2004; Khan et al., 2004) qui permettent 1’extraction, la destruction et/ou I’immobilisation des
polluants. Ces approches restent trés invasives pour les €cosystémes traité€s et extrémement
onéreuses a mettre en place. La bioremédiation constitue une alternative a ces techniques en
utilisant les capacités des microorganismes a décontaminer les environnements de facon
naturelle grace a des machineries enzymatiques adaptées (Serrano et al., 2008). La réussite
des traitements dépend des conditions physicochimiques du site pollu¢ mais également des
capacités de dégradation de la microflore indigéne. Aussi, afin de mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans ce processus, d’améliorer les rendements de dépollution mais
¢galement de mieux comprendre les mécanismes d’adaptation des microorganismes suite a des
perturbations, il est nécessaire de mieux connaitre, tant sur le plan taxonomique que
fonctionnel, les populations bactériennes impliquées. Les travaux présentés par la suite ont
également été réalisés au sein de 1’équipe GIIM du LMGE puis de I’Equipe d’Accueil
Conception Ingénierie et Développement de I'Aliment et du Médicament 4678 (CIDAM).
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Figure 11. Arbre phylogénétique des séquences d’OTUs (Operationnal Taxonomic Units)
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(Militon et al., 2010).
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a. Environnement terrestre contaminé par des hydrocarbures aliphatiques.

Les sols sont le support trophique de la production végétale et a ce titre un des
déterminants de la qualité et de la sécurité¢ alimentaire. Ils déterminent de plus la qualité des
eaux superficielles et souterraines de par leurs rdles dans les processus de ruissellement et
d’infiltration des eaux. Les sols peuvent subir de nombreuses pollutions résultant d’accidents
industriels, de dépots ou de transport de matieres dangereuses. Parmi les différents polluants
retrouvés au niveau des environnements terrestres, les hydrocarbures aliphatiques, qui
présentent des risques toxicologiques, mutagenes voire méme cancérigénes pour de nombreux
organismes dont I’Homme (Spencer et al., 2002) sont ceux qui sont les plus importants d’un
point de vue quantitatif.

Ainsi, dans le cadre des travaux de thése de Cécile Militon, nous nous sommes intéressés
a caractériser les microorganismes présents au niveau d’un sol alluvial pollué accidentellement
par des hydrocarbures aliphatiques (issus d’huiles de laminage) au cours d’un procédé de
biostimulation par apport continu d’oxygene en réacteurs pilotes (Biobasic Environnement®).
La composition ainsi que la dynamique des communautés bactériennes de ce sol ont été
¢tudiées, au début, aprés 12 mois et 24 mois de traitement, par une approche de clonage-
séquencage ciblant ’ARNr 16S mais également le gene codant pour I’ARNr 16S, permettant
ainsi la caractérisation des communautés bactériennes métaboliquement actives et totales
(actives, quiescentes et mortes) respectivement. L'aération a permis d’induire une dégradation
constante des polluants, celle-ci étant due probablement a une combinaison d'actions physiques
et d'actions biotiques par la biostimulation des communautés microbiennes (Figure 9). En effet,
la quantification des polluants lors du processus de bioremédiation a montré une diminution
de la teneur en polluant de 15% aprés 12 mois et de 43% aprés 24 mois de biostimulation.
L’analyse des librairies de clones a révélé que les communautés bactériennes présentaient de
nombreux phylotypes rares. Parall¢lement a 1’abattement en hydrocarbures aliphatiques, des
modifications ont été observées pour la CCB pour chaque date d’échantillonnage. En effet,
avant le démarrage du processus de bioremédiation au moment ou la pollution est maximale,
les communautés bactériennes étaient dominées par des bactéries affiliées aux Gamma-
Proteobacteria et aux Alpha-Proteobacteria (Figure 10). Apreés 24 mois de traitement une
diminution de ces deux classes bactériennes a pu étre observée au profit des Actinobacteriota.
Ce changement était particulierement important pour les bactéries métaboliquement actives
puisque les Actinobacteriota ont augmenté de 30% a 80% entre le début et la fin du procédé de

bioremédiation. Concernant 1’identification des phylotypes (Figure 11), 70 % de ceux affiliés
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Figure 12. Proportion et changement des phylotypes dominants au cours du processus de
biorémédiation d'un sol pollué par des hydrocarbures aliphatiques. Les proportions des phylotypes
dominants ont été caractérisées dans les bibliothéques obtenues a partir de I’ADNr 16S (a gauche) et de
I'ARNr 16S (a droite) a l'échelle pilote du sol pollué par les hydrocarbures (t0 en blanc ; t1 : 12 mois en
gris clair ; t2 : 24 mois en gris fonce¢) (Militon et al., 2010).
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Figure 13. Déchloration réductrice des alcénes chlorés par les bactéries déhalorespirantes
(Futagami et al., 2008). PCE = perchloroéthyléne ; TCE = trichloroéthyléne ; DCE = dichloroéthyléne
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déhalogénase ; BvcA et VcrA = Vinyl chloride réductases. Les fléches pleines indiquent les procédés
de déchloration réductrice et celles en pointillées, les étapes de déchloration co-métabolique. Le degré
de toxicité des composés est exprimé par les pictogrammes.
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aux Actinobacteriota n'étaient que faiblement apparentés (97 % de similarité de séquence) a des
phylotypes connus et un seul représentait prés de 74% des séquences d’Actinobacteriota. Le
procédé de biostimulation par aération a induit en particulier la sélection de phylotypes
bactériens actifs appartenant aux Actinobacteriota. Deux phylotypes apparentés au genre
Acidimicrobium (CMJARS) et Microbacterium (ARN92) ont été plus particuliérement stimulés
dont un a représenté jusqu’a plus de 40% de la communauté bactérienne active a la fin du
procédé de biostimulation (Figure 12), suggérant ainsi leur implication dans le processus de

restauration de 1’écosystéme terrestre (Militon et al., 2010).

b. Environnement aquatique et présence d’alcénes chlorés.

Les solvants chlorés et plus particulicrement les alcénes (perchloroéthyléne (PCE),
trichloroéthyléne (TCE), dichloroéthyléne (DCE) et chlorure de vinyle (VC)) sont des
molécules issues principalement de la chimie de synthése, tres volatiles, et largement utilisées
au niveau industriel pour des procédés de nettoyage ou comme intermédiaires de synthése
(fabrication d’insecticides, anesthésiques, ...) (Furukawa, 2006). Certains de ces composés sont
persistants, potentiellement capables d’€tre bioaccumulés, et surtout toxiques voire
cancérigenes (Contreras Lopez, 2003). IIs sont peu présents dans les eaux de surface et n’étant
pas retenus par les argiles, ils vont avoir tendance a se déposer dans la partie basse des nappes
phréatiques. Leur rejet dans I'environnement représente donc un risque pour la pérennité des
environnements mais ¢galement pour I’Homme. La biodégradation des solvants chlorés par les
bactéries s’effectue a la fois en présence et en absence d’oxygene. En aérobiose, elle résulte le
plus souvent d’une réaction d’oxydation (assimilation aérobie (Mattes et al., 2010) et co-
métabolisme aérobie (Arp et al., 2001)) alors qu’en anaérobiose, elle se fait par déchloration
réductrice, ¢également appelée halorespiration ou déshalorespiration (Vogel et McCarty, 1985;
Vogel et al., 1987) (Figure 13). Toutes les étapes cataboliques sont alors assurées par des
enzymes spécifiques appelées déshalogénases réductrices (Furukawa, 2006). Six genres
bactériens (Dehalobacter, Dehalococcoides, Desulfitobacterium, Desulfuromonas, Geobacter
et Sulfurospirillum) sont capables d’utiliser les alcénes chlorés mais seule la souche
Dehalococcoides ethenogenes 195 est capable de réaliser la minéralisation compléte du PCE

en éthyléne (Futagami et al., 2008) (Figure 13).

Afin d’orienter et d’adapter site par site les stratégies de bioremédiation a mettre en

ceuvre pour les environnements contaminés par des chloroéthénes, une biopuce ADN
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Figure 14. Vue d'ensemble du schéma stratégique de décontamination du site pollué par les
chloroéthénes. a : Représentation chronologique des périodes d'échantillonnage et de la biostimulation
par injection de lactate. b : Localisation des puits d'injection et de surveillance et distribution limite du
lactate immédiatement apreés l'injection (cercles gris). P2, P3, P3S et P6 : puits d'injection. P1, P2, P3 et
P4 : puits de surveillance. Le puits de surveillance en amont P1 est situé hors de la carte. La fleche
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indique la direction d'écoulement des eaux souterraines (Dugat-Bony et al., 2012).
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Figure 15. Analyse de redondance (RDA) permettant d’expliquer les variations des niveaux
d’expression des génes impliqués dans la dégradation des chloroéthénes pour le site B. La longueur
de la fléche est corrélée a la force de la relation entre les variables de réponse. Les fléches pointent dans
la direction du changement maximal pour la variable associée. Carrés noirs : génes individuels. Etoiles
vertes : dates d’échantillonnage et points de prélévement des eaux souterraines. (Dugat-Bony et al.,

2012).
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fonctionnelle « DechloArray » a été mise au point dans le cadre de la thése de Eric Dugat-
Bony (Dugat-Bony et al., 2011). Cette biopuce, qui permet la détection simultanée de tous les
genes impliqués dans les trois voies majeures précédemment citées de la biodégradation
métabolique des chloroéthénes, a notamment été utilisée sur des prélévements effectuées au
niveau d’une nappe d’eaux souterraines polluée par du TCE issu d’un site industriel francais
(Dugat-Bony et al., 2012). La nappe phréatique était traitée par un procédé de biostimulation
qui consistait a injecter du lactate afin de servir de donneur d’¢lectrons. Le suivi du site a été
réalisé sur une année et les prélévements ont été effectués a partir de plusieurs puits répartis sur
I’ensemble du site (zone source de contamination, panache de diffusion et zone non polluée)
afin de caractériser la dynamique spatio-temporelle des communautés microbiennes impliquées
dans la biodégradation des chloroéthénes en réponse aux injections de lactate et d’identifier les
principaux facteurs physico-chimiques impliqués dans les changements des communautés
bactériennes (Figure 14). Les résultats obtenus ont mis en évidence une diminution importante
de la charge en polluants avec la détection de I’ensemble des sous-produits de dégradation du
TCE (DCE, VC et éthyléne). Une seule voie métabolique, la déchloration réductrice
anaérobie, semblait étre utilisée au regard de la détection des génes des déhalogénases
réductrices. La biodégradation compléte du TCE s’est ainsi produite grace a une large diversité
de populations déhalorespirantes impliquant notamment les genres Sulfurospirillum,
Dehalobacter, Desulfitobacterium, Geobacter et Dehalococcoides. Plus précisément, alors
que les especes affiliées aux genres Sulfurospirillum et Dehalobacter seraient a 1’origine de la
dégradation du TCE en DCE, ce serait Geobacter qui serait responsable de cette premiere étape
dans le panache 1a ou les concentrations en TCE sont plus faibles (Figure 15). Par ailleurs, la
détection simultanée, au niveau du panache, des geénes verd et bveA, codant pour des Vinyl
Chloride réductases, suggere qu’au moins deux especes différentes de Dehalococcoides sont
probablement responsables de la dégradation du DCE et du VC en éthyléne. Les analyses
statistiques ont par ailleurs révélé I’importance de certains parameétres environnementaux pour
le bon déroulement du processus de déchloration réductrice in situ. La proportion des différents
accepteurs d’¢lectrons (TCE, DCE, VC ou d’autres accepteurs alternatifs comme le nitrate et le
sulfate), le potentiel redox ou encore la concentration en carbone organique totale influent

fortement sur la dynamique spatio-temporelle des microorganismes déhalorespirants.

Le développement de cette biopuce pour la détection des geénes de dégradation des
chloroétheénes s’est révélée €tre une approche pertinente pour évaluer la performance d’un

processus de bioremédiation in situ afin de permettre aux industriels d’adapter ou d’optimiser
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Figure 16. Arbre phylogénétique des séquences du géne codant pour I'ARNr 16S des
Dehalococcoidia (DEH) mettant en évidence la position phylogénétique des 11 OTUs obtenus dans
la colonne d'eau du lac Pavin. L'analyse phylogénétique a été réalisée a l'aide de la méthode du
« neighbor-joining ». Les séquences de cette étude se répartissent en trois classes définies par Wasmund
et al. (2014) : GIF-9B en bleu foncé, MSBLS5 en bleu clair et Ord-DEH en orange (Dehalogenimonas)
et en jaune (Dehalococcoides). Les séquences des DEH cultivées sont surlignées en rouge. La barre
d'échelle représente une divergence de séquence de 1 % (Biderre-Petit et al., 2016).
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Figure 17. Quantification de I’abondance totale de ’ADNr 16S et de deux phylotypes liés aux
Dehalococcoidia (OTUs 1 et 2) dans la colonne d'eau du lac Pavin. (Biderre-Petit et al., 2016).
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les systemes de biotraitement. Elle a, par la suite, ét¢ utilisée dans le cadre d’un contrat dont
j’avais la responsabilité scientifique. Ce contrat établi avec 1’entreprise SITA remédiation, qui
était déja impliquée dans les travaux précédemment cités, avait ainsi pour objectif d’étudier les
capacités métaboliques des populations microbiennes présentes dans des aquiferes pollués par

des chloroétheénes (PCE, TCE, DCE ou VC).

Au cours des dernic¢res décennies, les activités humaines, et plus particulierement les
activités industrielles, ont ainsi généré de nombreux composés organochlorés et provoqué des
pollutions importantes du fait de leur rejet massif et de leur accumulation dans I’environnement.
Ce qui est moins connu, c’est que la nature peut également étre a I’origine de la formation
de molécules organochlorées en abondance et qui, dans certains cas, peuvent correspondre a
des composés identiques a ceux synthétisés par I’Homme. Ainsi, certaines algues marines
seraient capables de produire du TCE et du PCE (Abrahamsson et al., 1994) et la formation
naturelle de VC a pu étre mise en évidence dans les sols (Keppler et al., 2002). Certains groupes
bactériens vont donc étre capables d’utiliser ces composés en tant que substrats pour leur
croissance. Le fait de mieux comprendre le rdle écologique des populations déhalorespirantes
dans le fonctionnement d’un écosystéme aquatique naturel non anthropisé est donc nécessaire
afin d’approfondir nos connaissances pour des applications en bioremédiation. Afin de pouvoir
répondre a cette problématique, des études ont été conduites sur le lac Pavin qui représente un
excellent modele d’étude de par ses caractéristiques géo-physico-chimiques. Par une approche
de clonage-séquengage de I’ADNr 16S et par une approche de PCR quantitative, nous avons
ainsi pu mettre en évidence une diversité naturelle de bactéries affiliées a la classe des
Dehalococcoidia a différentes profondeurs de la zone anoxique du lac Pavin qui est un lac
méromictique (Biderre-Petit et al.,, 2016). Les Dehalococcoidia détectées ¢étaient
phylogénétiquement diversifiées et la majorité des séquences d'ADNr 16S présentaient moins
de 91 % de similarité avec des séquences d'ADNr 16S de Dehalococcoidia précédemment
isolées (Figure 16). Afin de prédire le potentiel métabolique des Dehalococcoidia détectés et
d’évaluer si ces bactéries présentaient des génes codant pour des enzymes capables de
transformer les composés halogénés, un enrichissement de ’ADN génomique affilié aux
Dehalococcoidia a été réalisé en utilisant une approche de capture de génes (Denonfoux et al.,
2013; Ribiére et al., 2016a) a I’aide de sondes ciblant ’ARNr 16S de Dehalococcoidia, des
genes de déhalogénases réductrices et des séquences d’insertion adjacentes connues. Deux
nouvelles séquences homologues de déshalogénase réductrice ont été identifiées a partir de

I'ADN génomique enrichi en Dehalococcoidia (Figure 17), et les génes marqueurs situés a
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proximité directe ont bien confirmé que les fragments de geénes provenaient de
Dehalococcoidia. La faible similarité de séquence avec les génes connus de la déshalogénase
réductrice suggére donc un potentiel catabolique encore inconnu dans la zone anoxique du

lac Pavin.

c. Environnement digestif et hydrocarbures aromatiques polycvcliques

Suite a une mobilité de 1I’équipe GIIM du LMGE vers ’EA 4678 CIDAM dirigée par le
Pr Monique Alric, j’ai dii initier une nouvelle thématique en lien avec 1I’environnement digestif.
Je me suis donc intéressée a étudier I'impact d’un polluant environnemental, le
benzo[a|pyréne (B[a]P), sur le microbiote intestinal en modéle murin. Ces travaux ont ¢té

réalisés dans le cadre de la thése de Céline Ribicre que j’ai co-encadrée.

Le microbiote intestinal désigne I'ensemble des populations microbiennes qui peuplent
le tractus gastro-intestinal. Cette communauté microbienne intestinale, qui est considérée
comme un organe a part enticre, a co-évolué avec son hote et joue ainsi un role crucial dans
I’homéostasie du tractus digestif, et plus globalement dans celle de son hote via des fonctions
métaboliques, immunologiques, structurales et de protection contre la colonisation par des
microorganismes pathogeénes. Bien que le microbiote intestinal semble étre largement
bénéfique a son hote, des modifications de la CCB, ou dysbiose, sont associées a un
dysfonctionnement du systeme digestif qui peuvent alors conduire a 1’apparition de maladies
inflammatoires chroniques digestives, de type maladies inflammatoires chroniques intestinales
(MICI) ou cancer colorectal, ou des pathologies chroniques extra-digestives telles que des
allergies, des maladies arthritiques, l'obésité, des syndromes métaboliques ou encore des
maladies auto-immunes. Plusieurs facteurs externes sont susceptibles de provoquer ces
modifications du microbiote intestinal dont la qualité de I’environnement. En effet, des études
ont mis en évidence que certains composés chimiques toxiques pour I'environnement tels que
le cadmium ou encore les biphényles polychlorés pouvaient avoir un impact sur le microbiote
intestinal dans des mod¢les in vivo (Choi et al., 2013; Liu et al., 2014). La qualité de
I’environnement, avec notamment la présence de molécules contaminantes, pourrait donc, en
association avec des facteurs génétiques, immunologiques et d’autres facteurs
environnementaux (comme le stress ou encore le régime alimentaire) jouer un role clé dans
l'initiation, le développement ou l'expression clinique de maladies via des altérations du

microbiote intestinal.
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Parmi les différentes substances toxiques actuellement répertoriées, les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) font partie de la catégorie des polluants organiques
persistants, plus communément retrouvés sous le sigle POP. Ces derniers représentent un réel
danger pour la sant¢ humaine et font par conséquent I’objet d’une surveillance et d’une
réglementation particulierement accrues selon le protocole d’Aarhus et la Convention de
Stockholm signés respectivement en 1998 et en 2001. La catégorie des POP regroupent des
molécules organiques complexes sur la base de quatre propriétés différentes, a savoir : 1) leur
persistance dans I’environnement (ils sont résistants a tout type de dégradation), ii) leur capacité
de bioaccumulation (ils s’accumulent dans les tissus vivants avec une augmentation de leur
concentration a chaque maillon de la chaine alimentaire), iii) leur mobilité en raison de leur
semi-volatilité dans 1’air (ce qui leur permet d’étre déplacés sur de longues distances et de
pouvoir étre déposés loin des sources d’émission), et iv) leur toxicité (effets immunotoxiques,
neurotoxiques, tératogénes et/ou cancérogenes) (Vandecasteele et Ourisson, 2005). Le
benzo[a]pyréne (BaP) est le membre le plus caractérisé et le plus toxique de cette famille
des HAP. En effet, plusieurs effets mutagenes, pro-inflammatoires et cancérigénes ont été
démontrés dans différents modeles animaux (Baird et al., 2005; Qamar et al., 2012). L’induction
de tumeurs dans plusieurs organes a par ailleurs conduit le BaP a étre class¢é comme
cancérogene de groupe 1 pour I'Homme par le Centre International de Recherche sur le Cancer
(CIRC). La contamination de ’Homme par le BaP est inévitable et peut se faire selon 3 voies
différentes : 1’inhalation de fumée de tabac ou d’air pollué, le contact direct avec un
environnement pollué (retombées de poussiéres atmosphériques, eau ou sol pollu¢), et
I’ingestion d’eaux ou d’aliments contaminés (principalement de viandes et de poissons grillés
ou fumés au charbon de bois, ou de légumes mal nettoyés). Si 1’appareil respiratoire est
particuliérement sensible aux polluants atmosphériques (Atkinson et al., 2001), le systeme
digestif n’en est pas moins épargné en raison de I’absorption de sols (effet particulierement
prononcé chez les enfants) (Calabrese et al., 1997), d’aliments ou d’eau contaminées (Phillips,
1999), ou encore de BaP venant de I’arbre pulmonaire par le phénoméne de clairance
mucociliaire. La compréhension de I’impact de ces POP, et notamment du BaP, sur la santé
humaine, et plus particulierement sur le systeme digestif, est essentielle et apparait donc comme
une priorit¢ suite au Grenelle de I’environnement et aux différents travaux

santé/environnement.

L’objectif des premiers travaux de theése de Céline Ribiere était par conséquent

d’étudier en modeéle murin impact du BaP sur le microbiote a la fois fécal et associé a la
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Figure 18. Développement d'une inflammation modérée chez les souris traitées au benzo[a]pyréne
(BaP). A, B : Score histologique déterminé au niveau de 1’iléon et du colon respectivement. C :
histologie (coloration HPS) de 1'iléon et du colon de souris exposées par voie orale a une solution saline
physiologique stérile (contrdle), a de I'huile de tournesol (véhicule) ou a du BaP. Chaque symbole
représente une souris individuelle. Les valeurs sont représentées par la moyenne + SEM (erreur standard
de mesure) et les valeurs p (A, B) sont issues d'un test de Mann-Whitney. L'érosion épithéliale (fléche
doublée) et 'augmentation du nombre de cellules dans les cryptes (fléche) sont également montrées (C)
(Ribiére et al., 2016).
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Figure 19. Composition de la communauté bactérienne fécale des souris controles, des souris
traitées au véhicule (huile de tournesol) et des souris traitées au BaP, différenciée par 1'analyse en
coordonnées principales (PCoA) a partir d’une matrice de distance UniFrac. Les souris témoins,
les souris traitées au véhicule et les souris traitées au BaP sont représentées en bleu, en vert et en rouge,
respectivement, a TO (avant 'exposition) et a T27 (Ribiére et al., 2016).
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muqueuse intestinale. En effet, nous avons émis 1’hypothése que le BaP pourrait altérer la
composition des communautés microbiennes de I’intestin, induisant alors une réponse
inflammatoire ainsi qu’une altération des fonctions intestinales ce qui pourrait alors favoriser
I’émergence ou 1’aggravation des pathologies chroniques associées a une dysbiose du
microbiote intestinal. Une étude de surexposition chronique orale, par gavage, au BaP a une
dose de 50mg/kg de poids corporel (Labib et al., 2012) durant 28 jours a par conséquent été
menée chez des souris C57BL6. Trois groupes ont été étudiés : un groupe contrdle (groupe
ayant recu de I’eau), un groupe « véhicule » (groupe ou les souris ont regu de 1’huile de
tournesol) et un groupe « BaP » (souris ayant recu le BaP dissout dans de I’huile de tournesol).
A Tissue des 28 jours d’exposition, des signes d’inflammation modérée de la muqueuse
intestinale ont été observés a la fois au niveau iléal et colique chez les souris du groupe BaP en
comparaison aux deux autres groupes. Les analyses histologiques ont mis en évidence que la
muqueuse iléale était significativement plus lésée que la muqueuse colique (Figure 18).
L'infiltration de 1'épithélium par les polynucléaires était significativement augmentée dans les
deux tissus de la muqueuse des souris exposées au BaP. Le nombre de cellules inflammatoires
(polynucléaires) ainsi que des lésions au niveau des cryptes ont également été observées au
niveau iléal et colique avec dans les cas les plus graves, la présence d’une érosion multifocale.
L’approche de séquencage haut débit (Illumina), ciblant la région V4 du géne codant pour
I’ARNr 168, a été entreprise afin d’étudier les effets du BaP sur la structure (richesse, diversité
et composition) de la communauté bactérienne fécale et associée a la muqueuse intestinale
(iléale, colique proximale et colique distale). Les résultats ont mis en évidence 1’absence d’effet
significatif de I’exposition orale au BaP sur les paramétres de I’alpha-diversité (nombre
d'unités taxonomiques opérationnelles (OTUs), indice Chaol, indice de Shannon, mesures
basées sur la divergence (Phylogenetic Distance)) et ceci quel que soit le type d’échantillon
biologique (féces ou muqueuse) auquel on s’intéressait. Alors que les Bacteroidota, suivi par
les Bacillota (anciennement Firmicutes) et les Verrucomicrobiota ont dominé la CCB
fécale et ceci quel que soit le groupe de souris auquel on s’intéressait, ce sont les Bacillota qui
¢taient prédominants avec ensuite les Bacteroidota et les Verrucomicrobiota au niveau de la
muqueuse intestinale iléale et colique (proximale et distale). Les analyses en coordonnées
principales, basée sur une matrice de distance calculée grace a I'indice de B-diversité «
Weighted Unifrac », ont cependant montré une séparation des souris en fonction du traitement
qu’elles ont recu (contrdle, véhicule et BaP) a la fois pour les échantillons fécaux et de
muqueuses coliques (Figure 19). Cette clusterisation a donc suggéré que 1'exposition orale au

BaP induit des changements significatifs dans la composition et I’abondance relative

40







Chapitre 2 : synthése des activités de recherche

principalement au niveau des familles et des genres bactériens. Ainsi, par exemple, aucune
diminution des Bacillota n'a été détectée apres l'exposition orale au BaP, alors que les
Lactobacillaceae et plus particulierement les Lactobacillus étaient moins représentés a la fin de
I'expérimentation. Dés le début de 1'expérience, le microbiote intestinal a semblé résister a
I'impact des polluants avec l'augmentation de bactéries bénéfiques telles que Akkermansia
muciniphila. En effet, ses capacités a dégrader le mucus et a produire du propionate, qui stimule
notamment le systéme immunitaire et les fonctions de la barriere intestinale, ont ét¢ démontrées
(Derrien et al., 2004). L’augmentation d'A. muciniphila un jour apres la premiére administration
de BaP semblerait t¢émoigner d'un effet protecteur sur 1'épithélium intestinal. Cependant, cet
effet protecteur ne semblait étre que temporaire puisqu’une une diminution globale de
'abondance relative de cette bactérie a été observée par la suite. D'autres taxa bactériens,
reconnus comme bénéfiques ont également ¢té affectés sélectivement au cours et a la fin de
I'expérimentation au BaP, tels que Mucispirillum, Ruminococcaceae et Lactobacillaceae
(Lactobacillus). Ces différents appauvrissements en taxa bactériens semblaient se produire
parallélement a I'apparition d'un environnement intestinal pro-inflammatoire avec des
abondances plus ¢levées des membres des familles Porphyromonadaceae, Paraprevotellaceae
et Alcaligenaceae qui sont connues pour €tre associées a des états inflammatoires (Chen et al.,
2012; Schwab et al., 2014; Walujkar et al., 2014). Afin de se replacer dans un contexte
d’écologie microbienne, les taxa bactériens ont été classés en trois catégories : dominants
(1% < abondance relative), communs (0,1% < abondance relative < 1%) ou rares
(abondance relative < 0,1%). En effet, si les populations dominantes ont un roéle majeur dans
le fonctionnement des écosystémes, les populations rares ne sont pas moins importantes. Si
elles contribuent faiblement & I'abondance totale de la communauté, ces membres peuvent
toutefois représenter des contributeurs substantiels au fonctionnement de 1'écosystéme (Pedros-
Ali6, 2012). Lorsque les écosystémes microbiens sont soumis a des perturbations, ces
populations peuvent avoir un role déterminant notamment dans les phénomeénes de résistance
et de résilience. Les taxa de la « biosphére rare » peuvent ainsi constituer un réservoir de
capacités métaboliques permettant de répondre aux changements des conditions de
I’environnement. Il s’agit de la théorie de « seed bank ». Cette « seed bank » est constituée
d’un ensemble de microorganismes dormants qui peuvent devenir actifs et se développer
lorsque les conditions environnementales leur sont favorables. Ces organismes dormants
diminuent au maximum leurs activités métaboliques pour réduire drastiquement leur dépense
énergétique afin d’attendre des conditions plus favorables pour leur croissance (Lennon et

Jones, 2011). Ainsi, les membres rares des communautés bactériennes fécales et associées a la
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murines significativement perturbés en raison de l'exposition orale au BaP. A : microbiote fécal
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abondance relative), ceux en rouge ont été considérés comme des membres dominants (> 1 % en
abondance relative). Le gradient de couleur allant du rouge a 'orange indique les taxons qui étaient
initialement dominants et ont ensuite été considérés comme étant communs (entre 0,1 % et 1 %). Le
gradient de couleur allant du jaune a l'orange indique le passage de taxons rares a des taxons communs.
Les variations significatives de 'abondance de la population bactérienne ont été évaluées a I'aide du test

de Mann-Whitney (valeur p < 0,05) (Ribiére et al., 2016).
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muqueuse lors de nos travaux ont subi des changements temporels, tout comme les membres
dominants suite a 1’exposition orale au BaP. Ils pourraient jouer un réle important dans la
physiologie et 'homéostasie du tractus gastro-intestinal. L’augmentation de 1’abondance de
taxa rares bénéfiques comme les Bifidobacteriaceae (Bifidobacterium) (Figure 20) au niveau
de la muqueuse intestinale chez les souris exposées au BaP tendrait a souligner le role du
recrutement de certains de ces taxa rares pour maintenir I’homéostasie intestinale. Cependant,
il ne serait également pas surprenant que d’autres taxa rares avec des effets plutot nocifs pour
I’environnement intestinal voit leur abondance augmentée. Ainsi, l'exposition orale au BaP
pourrait conduire au développement d'un environnement favorable pour des populations
¢galement non bénéfiques pour 1'hote.

L'exposition orale chronique au BaP a provoqué une inflammation plus prononcée au
niveau iléal que colique. Cette différence pourrait étre due a I’épaisseur de la couche de mucus
plus faible au niveau iléal qui conférerait une protection moins importante en comparaison au
niveau colique. De plus, I’intestin est un organe cible connu pour la toxicité du BaP et la
formation d’adduits a I’ADN a été démontrée dans I’intestin de souris exposées par voie orale
au BaP (Uno et al., 2004). L’intestin est le premier segment a participer au métabolisme médié
par ’enzyme P450 des xénobiotiques (Van Herwaarden et al., 2007). La forte activité des
enzymes P450 dans ce segment intestinal pourrait également expliquer cette inflammation plus

importante au niveau iléal.

L’ensemble des travaux décrits dans cette partie « ¢tude de perturbations anthropiques
sur la structure et ’activité des communautés bactériennes en milieux artificiels et naturels » a
¢été valorisé via la publication de 6 articles scientifiques (Militon et al., 2010; Boucher et al.,
2011; Dugat-Bony et al., 2012; Denonfoux et al., 2013; Ribicre et al., 2016b; Biderre-Petit et
al., 2016), d’une revue (Gasc et al., 2015), d’un chapitre de livre (Ribiere et al., 2016a) et d’un

article de vulgarisation destiné a ’hygiene et a la sécurité au travail (David et al., 2009).
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Figure 21. Incidence (A) et mortalité (B) par cancer dans le monde (International Agency for
Research on Cancer, GLOBOCAN, 2022).

Figure 22. Répartition géographique de ’incidence (en bleu) et de la mortalité (en rouge) du
cancer colorectal dans le monde et en Europe. (International Agency for Research on Cancer,
GLOBOCAN, 2022).
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Le projet de recherche que je développe actuellement a ét¢ initié€ suite a un changement
de laboratoire en 2016. 11 est réalisé au sein du laboratoire Microbes, Intestin, Inflammation
et Susceptibilité de ’Hote (M2iSH) UMR1071 Inserm/UCA - USC INRAE 1382 dirigé par
le Pr Nicolas Barnich et en collaboration avec le Pr Mathilde Bonnet. Il concerne I’impact de
molécules contaminantes telles que le dioxyde de titane (TiO2) sur le microbiote intestinal
dans le cadre du cancer colorectal (CCR). En effet, les facteurs environnementaux, et plus
particulierement la présence de molécules telles que les nanoparticules de TiO2, que I’on peut
retrouver dans I’alimentation, pourraient jouer un role prépondérant dans le développement du
CCR. Ces molécules pourraient intervenir dans I’étiologie de cette pathologie en induisant
notamment des perturbations au niveau de la structuration et du fonctionnement de

I’écosystéme microbien intestinal.

I. LE CANCER COLORECTAL

1. Généralités

Le cancer colorectal (CCR) est une pathologie chronique intestinale touchant deux
organes du tube digestif : le cdlon et/ou le rectum. Au niveau mondial, il représente le 3¢me
cancer le plus fréquemment observé et la 2°™ cause de mortalité par cancer avec plus de
1 926 400 nouveaux cas et 9 743 800 déces en 2022 (Figure 21). C’est le 2°™ cancer le plus
diagnostiqué chez la femme et le 3™ chez ’'Homme. L’incidence et le taux de mortalité par
CCR varient de mani¢re importante selon la localisation géographique, les taux les plus élevés
¢tant observés dans les pays les plus développés (Australie, Nouvelle Zélande, Europe et
Amérique du Nord). En Europe, la France représente le 12°™ taux d’incidence le plus élevé
géme

(19°™ pour I’homme et pour la femme) et le 9°™ taux de mortalité le plus bas (12°™ pour

I’homme et 10°™ pour la femme) (Figure 22). En France, le CCR est également le 3°™ cancer
en termes d’incidence et le 2°™ cancer en termes de mortalité. Le taux de survie (standardisé
par rapport a I’age) au-dela de 5 ans est estimé a 63% tous stades de gravité confondus. Malgré
les progres du dépistage et de la prise en charge thérapeutique de la maladie, le CCR reste donc

un probléme majeur de santé publique.

2. De la cellule normale a I’adénocarcinome

La majorité des cas de CCR sont des adénocarcinomes qui se développent a partir des
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Figure 23. Schéma de la structure de la paroi et de I’épithélium colique. A : Schéma d’une coupe
transversale du colon. La paroi intestinale est composée de 4 couches, de la lumiére intestinale vers les
couches plus profondes : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse. B : Schéma d’une
coupe transversale de la muqueuse colique. Cette derniére est constituée de trois couches qui sont un
¢épithélium stratifié, la lamina propria et la musculaire muqueuse. Quatre types de cellules différenciées

composent 1’épithélium : les cellules a mucus (ou cellules caliciformes), les cellules entéroendocrines,
les entérocytes et les cellules de Paneth (Pr Daniel Balas).
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entérocytes de 1’épithélium.

a. Structure de la paroi

Le colon est la portion du tube digestif qui suit I’intestin gréle et qui précede le rectum.
Les roles physiologiques spécifiques du cdlon sont la réabsorption hydroélectrolytique, la
dégradation des composés non digestibles et le stockage des selles avant la défécation. Le
rectum constitue la derniére partie du tube digestif. Il fait suite au colon et s'étend jusqu'a I'anus.
Il sert essentiellement de réservoir aux selles qui sont ensuite évacuées par 1’anus. De ces
différentes fonctions intestinales découle une organisation histologique spécifique. La paroi
intestinale est ainsi constituée de quatre tuniques qui sont, de la lumiére du tube digestif vers
I’extérieur : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse (Figure 23). La
muqueuse est la tunique la plus complexe. Elle est composée 1) d’un épithélium monostratifié
et organisé en cryptes (ou glandes de Lieberkiihn) qui sont le si¢ge de la prolifération et de la
différenciation cellulaire, ii) d’une lame basale, iii) d’une lamina propria (ou chorion) riche en
vaisseaux sanguins et lymphatiques, et iv) d’une fine couche musculaire de soutien appelée
musculaire muqueuse (Figure 23). L’épithélium quant a lui, est composé de 4 populations
cellulaires dans des proportions différentes : les entérocytes (cellules absorbantes et sécrétrices
d’enzymes hydrolytiques), les cellules caliciformes (sécrétion du mucus), les cellules de Paneth
(sécrétion d’agents antimicrobiens) et les cellules entéro-endocrines (sécrétion de diverses

hormones) (Barker et al., 2008).

b. Evénements tissulaires et cellulaires du CCR

La carcinogenése colorectale débute dans la majorité des cas a partir d’une cellule
¢pithéliale intestinale de la muqueuse suite a une mutation initiatrice ou une modification
épigénétique. D’ un point de vue histologique, le foyer de crypte aberrante (FCA) est la premiére
anomalie décelable au sein de la muqueuse colique. Dans 95% des cas, cette 1ésion reste
bénigne, elle ne possede pas d’atypies cellulaires et reste hyperplasique. Cependant, dans 5%
des cas, le FCA devient dysplasique et définit alors un micro-adénome. A [I’échelle
macroscopique, 1’adénome se présente souvent sous forme de polype c'est-a-dire d’une
excroissance de la muqueuse venant envahir la lumiére intestinale. Le risque d’évolution d’un
adénome vers un cancer est d’autant plus grand que la dysplasie est importante. Selon le degré

de dysplasie, on distingue les adénomes précancéreux dits de bas grade des adénomes dits de
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Figure 24. Modifications moléculaires conduisant a la carcinogene colorectale de type sporadique.
La séquence d’évenements moléculaires adénome-cancer a été évoquée pour la premiere fois par Fearon
et Vogelstein (1990). A chaque étape de la séquence intervient une ou plusieurs altérations génomiques
qui s’ajoutent a la précédente et induit des modifications cellulaires et histologiques (modifiée d’apres
Grady et al., 2014).

Destruction complex

DV_’ AXIN

INERPS APC
Cl SK3
B-TrCP,
+ Wnt target genes
e Qeag

= lee
B-catenin degradation

B Wnt on

TCF-dependent
transcription

Figure 25 : Représentation schématique de la voie de signalisation Wnt/APC/p-caténine. A : En
absence d’un ligand WNT, le complexe de destruction (constitué notamment d’APC, AXIN, GSK3 et
CK1) se lie et phosphoryle la f-caténine cytoplasmique qui sera ensuite dégradée grace au protéasome.
B : En présence de WNT, une liaison entre le ligand et le récepteur FZD-LRP5/6 entraine 1’inhibition
de la phosphorylation de la B-caténine cytoplasmique et le désassemblage du complexe de destruction.
Cela entraine la stabilisation de la B-caténine et sa translocation nucléaire ou elle pourra alors activer la
transcription de génes cibles dont des oncogénes. Suite a une altération du géne APC dans le cadre du
CCR, la formation du complexe de destruction est impossible, entrainant alors une activation aberrante
de la voie Wnt malgré 1’absence du ligand (modifiée d’aprés Bian et al., 2020).
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haut grade. Sur 1000 adénomes, 25 évolueront en adénocarcinomes dans un délai de 10 a 20
ans. Ces derniers, d’abord limités a 1’épithélium, s’étendent progressivement en profondeur,
franchissent la lame basale (adénocarcinome intra-muqueux in situ), la lamina propria puis la
musculaire de la muqueuse colique et deviennent des adénocarcinomes invasifs (Jass, 2007).
Les cellules tumorales peuvent alors disséminées aux ganglions et aux autres visceres

(essentiellement le foie et les poumons) par voie sanguine et/ou lymphatique (Scheele et al.,

2005).

c. Bases moléculaires de la carcinogénése colorectale

La séquence qui décrit la transformation d’un épithélium sain en adénocarcinome
invasif, et qui a été baptisée par Fearon et Volgenstein la séquence adénome-cancer, va de pair
avec des événements moléculaires (Figure 24) (Fearon et Vogelstein, 1990). Environ 6 a 10
altérations génomiques seraient nécessaires au cours de 1’évolution pour conduire de la cellule
normale jusqu’a I’adénocarcinome. Dans 75 a 80% des CCR sporadiques, 1’altération la plus
fréquemment identifié¢e est celle du geéne suppresseur de tumeur 4PC (Adenomatous Polyposis
Coli) qui conduit a une activation de la voie constitutionnelle de la voie de signalisation Wnt/f3-
caténine et donc a une prolifération anarchique et continue des cellules coliques (Gregorieff et
Clevers, 2005). En effet, lors du développement normal et en absence du ligand WNT, la (-
caténine cytosolique est phosphorylée par le complexe multi-protéique APC-Axine-GSK3 puis
dégradée par le protéasome (situation « Wnt off ») (Figure 25). Cependant, lorsque le ligand
WNT est présent, il va se fixer sur les récepteurs de surface activant alors la voie Wnt/B-caténine
ce qui empéche la phosphorylation de la B-caténine et donc sa dégradation (Figure 25). La -
caténine est alors transloquée dans le noyau ou elle s’associe a des facteurs de transcription de
genes cibles impliqués dans la prolifération cellulaire, la différenciation cellulaire et I’apoptose
(situation Wnt on). Dans le CCR, la voie Wnt est activée constitutivement. En effet, lorsque le
géne APC est muté, la protéine résultante est alors tronquée et incapable de former le complexe
APC-Axine-GSK3 qui ne peut pas phosphoryler la B-caténine. On se retrouve alors dans la

situation « Wnt on » de maniére constitutive en absence de ligand.

Un mod¢le animal de référence de la carcinogenese colique spontanée est la souris
APC™"* (Min, Multiple intestinal neoplasia) (Jackstadt et Sansom, 2016). Ces souris possédent
une mutation non-sens au niveau du codon 850 d’un all¢le du géne Apc induisant la formation

d’un codon stop. Ainsi, elles développent des centaines de polypes adénomateux au niveau de
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I’intestin gréle et les animaux plus agés présentent des tumeurs localement invasives et des

adénocarcinomes au niveau du colon.

3. Etiologie et facteurs de risque

a. Facteurs génétiques

Certains syndromes génétiques peuvent prédisposer au développement du CCR (environ
5% des CCR). Il s’agit principalement de la Polypose Adénomateuse Familiale (PAF) et du
syndrome de Lynch ou syndrome HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer). La
PAF représente environ 1% des CCR. Elle se caractérise par le développement, des
I’adolescence, de multiples polypes (>100) dans le colon. Le risque de développer un CCR chez
ces patients avant 1’age de 40 ans est presque de 100% en ’absence de traitement. Deux génes
sont connus pour étre impliqués dans la PAF : le géne APC a transmission autosomique
dominante et le géne MYH (ou Mut-YH) a transmission autosomique récessive (Reya et Clevers,
2005; Half et al., 2009). Le syndrome de Lynch, quant a lui, représente 3% des CCR. Il se
caractérise par la formation de polypes mais en plus faible nombre que pour la PAF et le risque
pour les patients atteints de ce syndrome de développer un CCR a 70 ans est de 1’ordre de 70%
pour les hommes et de 40% pour les femmes. L’anomalie touche un des génes du systeme
MisMatch Repair (MMR) qui contrdle la réparation des défauts d’appariement de I’ADN
survenant lors de la duplication de ’ADN. Les patients touchés par ce syndrome sont
prédisposés a développer des CCR mais également d’autres cancers touchant 1I’endometre, les

ovaires ou encore les voies biliaires.

b. Antécédents personnels ou antécédents familiaux

Chez un individu ayant un antécédent familial de CCR, le risque de cancer est accru
sans que des facteurs génétiques soient toujours identifiés. Ce risque augmente avec le nombre
d’apparentés atteints, le degré de parenté avec la ou les personnes atteintes ainsi que leur age
lors du diagnostic. Ainsi, les personnes 1) ayant un antécédent personnel de CCR ou d'un (ou
plusieurs) adénome (s), ii) présentant un parent au 1 degré ayant été atteint d’'un CCR ou d'un
adénome de plus de 1 cm de diamétre avant 65 ans, ou iii) ayant deux parents au premier degré
qui ont été atteints de ce type de cancer et ceci quel que soit leur 4ge au moment du diagnostic,

présentent 4 a 10 fois plus de risques de développer un CCR que les personnes a risque moyen.
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c¢. Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin

Les CCR associés aux maladies inflammatoires de 1’intestin (MICI) représentent 0,5%
des CCR diagnostiqués (Beaugerie et al., 2013). Les MICI, auxquelles appartiennent la maladie
de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH), augmentent le risque de développer un
CCR de 1,5 a 3 fois chez les patients ayant des antécédents de RCH et de MC ; toutefois, la
valeur exacte du risque peut varier selon les études, les périodes et les facteurs de risque
individuels (Sato et al., 2023). L’augmentation du risque est liée notamment a 1’age au début
de la maladie, a la durée d’évolution de la maladie (le risque devenant plus important apres 10
ans d’évolution) ou encore a I’étendue des 1€sions montrant le réle de I’inflammation chronique

dans le développement de ces CCR (Eaden, 2001; Murthy et al., 2021).

d. Age et sexe.

Le CCR est caractérisé par une prédominance masculine avec un sex-ratio de 1,25
(Globocan, 2022). Cette différence reste incertaine mais elle pourrait étre liée a des différences
hormonales ou a des modes de vie différents entre les hommes et les femmes. L’age est
¢galement un facteur de risque important du CCR. Si avant 40 ans les CCR sont relativement
rares, le risque de développer un CCR augmente a partir de 50 ans et s’accroit jusqu’a 80
ans. Ainsi, 94 % des cancers colorectaux se manifestent chez les personnes de plus de 50 ans.
De maniére générale, I’incidence du cancer augmente avec I’age et le vieillissement peut étre
considéré a la fois par rapport a I’individu mais également par rapport a 1’échelle cellulaire.
Cependant, la proportion de patients diagnostiqués avec un CCR avant I’age de 50 ans a
constamment augmenté au cours de la derniére décennie (Boardman et al., 2020). De plus, des
études épidémiologiques prédisent une augmentation de 27,7 % des diagnostics précoces de

cancer du colon d’ici 2030 (Mauri et al., 2019).

e. Facteurs environnementaux

Facteurs de risques nutritionnels

La consommation chronique d’alcool est reconnue comme étant un facteur de risque
pour le développement du CCR. Cette constatation est basée sur des preuves de

consommation supérieure a 30 g par jour ce qui équivaut a environ deux verres par jour. En
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effet, le risque de CCR est augmenté de 23 % pour les consommateurs de 30 g d’alcool par jour
et de 41 % pour 45 g d’alcool par jour par rapport aux non buveurs (Cho, 2004). Les
mécanismes impliqueraient soit un effet mutagéne de 'acétaldéhyde, soit un effet de 1’alcool
sur le métabolisme des folates (Giovannucci, 2004).

De nombreux rapports ont établi un lien entre la consommation de viandes rouges ou
de viandes transformées (incluant la charcuterie) et le risque de développer un CCR. En
2015, le CIRC a ainsi classé la consommation de viandes transformées comme cancérogene
pour I’homme (Groupe 1) et la consommation de viandes rouges comme probablement
cancérogene pour I’homme (Groupe 2A) (IARC, 2015). En 2018, le CIRC a publié une
monographie ou le niveau de preuve de 1’augmentation du risque de CCR était convaincant
pour la consommation de charcuteries et probable pour la consommation de viandes rouges
(IARC, 2018). Les mécanismes mis en jeu pourraient étre liés a un exces de fer héminique, qui
génererait un stress oxydant au niveau des lipides induisant la formation de composés
génotoxiques, mais également a la présence de composés N-nitrosés venant des sels nitrités
utilisés pour la conservation ou encore des amines hétérocycliques aromatiques cancérogenes
ou des HAP formés lors de la cuisson excessive. La consommation quotidienne de 50 g de

viande transformée augmenterait ainsi le risque de CCR de 18%.

Le surpoids et ’obésité sont également considérés comme des facteurs favorisant
le développement du CCR. En effet, il a ¢t¢ montré que 1’indice de masse corporel (IMC) était
corrélé positivement au risque de CCR. Ainsi, a partir d’'un IMC supérieur a 25 kg/m?
(surpoids), ce dernier augmenterait régulicrement (Kyrgiou et al., 2017). Les individus
présentant un IMC > 30 kg/m? (obésité) aurait un pourcentage d’augmentation du risque de
CCR estimé a 41% par rapport aux individus ayant un IMC inférieur a 23 kg/m2 (Ma et al.,
2013 ; Dong et al, 2017 ; Liu et al, 2019a). Le pourcentage d’augmentation du risque de CCR
a été estimé a 20-30 % chez ’homme et & 10% chez la femme pour une augmentation de I’'IMC
de 5 kg/m?. L augmentation du risque de CCR chez les personnes obéses serait notamment liée
au tissu graisseux viscéral dont la physiologie anormale se traduirait par une insulinorésistance,
une sécrétion élevée de cytokines pro-inflammatoires et de certaines adipokines (Van Kruijsdijk

et al., 2009).

Facteurs de risque liés au mode de vie

La sédentarité, qui correspond au fait de passer plus de 8h en position assise ou allongée
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dans la journée, et I’insuffisance d’activité physique, qui est caractérisée par une pratique
inférieure a 30 minutes par jour, concourraient a augmenter le risque de CCR. A l’inverse, les
individus pratiquant une activité physique réguliére pourraient ainsi réduire de 24% le risque
de développer un CCR (Wolin et al., 2009). Cet effet bénéfique semblerait étre li¢ a
I’accélération du transit intestinal réduisant alors ’exposition de la muqueuse digestive aux
cancérogeénes d’origine alimentaire et également a la diminution du risque de prise de surpoids

et d’obésité qui sont eux-mémes des facteurs de risque du CCR.

Le tabagisme augmente d’environ 15-20% le risque de développer un CCR chez les
fumeurs, a la fois chez les hommes et chez les femmes (Botteri et al., 2020). Ce dernier
augmente en fonction du nombre d'années de tabagisme et du nombre de cigarettes fumées par
jour. Par exemple, le risque de CCR est augmenté de 25 a 30 % chez les personnes fumant 40
cigarettes par jour ou chez ceux qui fument depuis 50-60 ans (Liang et al., 2009; Botteri et al.,

2020; Amitay et al., 2020).

Facteurs de risque liés a la qualité de ['environnement

Méme si cela n’a pas encore été clairement établie et que les observations faites
découlent de corrélations, la pollution de I’air, pourrait jouer un role dans le développement
du CCR. Ainsi, des risques ¢levés de CCR ont été observés chez des sujets ayant été exposés
a des concentrations €levées en émission de diesel en comparaison a des individus non exposés
(Kachuri et al., 2016). Des méta-analyses d’étude épidémiologiques ont notamment mis en
¢vidence une association entre les particules fines de diamétre inférieur a 2,5 pum (PM25) et le
CCR (Pritchett et al., 2022). Une exposition chronique au dioxyde d’azote (NO;) semblerait

¢galement étre associée au risque de développer un CCR (Wei et al., 2023).

La prévention du cancer repose sur I’identification de ses causes. Au regard des
différents facteurs précédemment décrits, c’est-a-dire les facteurs liés a la génétique, a la
nutrition, au mode de vie ou encore a la qualité¢ de I’environnement, il est clairement établi que
le CCR présente une ¢étiologie multifactorielle. Ces facteurs nutritionnels et/ou
environnementaux peuvent agir directement sur 1’épithélium mais pourraient agir via un autre

acteur prépondérant de ’homéostasie intestinale : le microbiote intestinal.
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II. MICROBIOTE INTESTINAL ET CARCINOGENESE COLIQUE

1. Fonctions du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal est I’ensemble des microorganismes qui colonisent le systéme
digestif. Chez I’Homme, celui-ci est composé principalement de bactéries et de virus
(principalement des bactériophages), les Archaea et les champignons n’en représentant qu’une
fraction minoritaire (Lozupone et al., 2012). Environ 10'! bactéries/mL et 10° virus/g de feces
sont ainsi retrouvés au niveau du tractus gastro-intestinal (Sender et al., 2016; Liang et
Bushman, 2021). Considéré aujourd’hui comme un organe a part entiere du corps humain, le
microbiote intestinal assure de nombreuses fonctions essentielles a la santé de son hote et au
maintien de I’homéostasie du tractus gastro-intestinal (Figure 26). Il assure ainsi des 1) fonctions
métaboliques en participant a la digestion des nutriments, a la dégradation et a la fermentation
des résidus alimentaires non digestibles (ce qui aboutit & la production de métabolites
assimilables par I’hote tels que des acides gras a chaine courte (AGCC) ou encore des vitamines
servant ensuite de source d’énergie) (Bernalier-Donadille, 2010), ii) des fonctions
immunologiques avec sa participation au développement et a la maturation du systéme
immunitaire ; en effet les animaux axéniques présentent notamment un défaut de
développement des structures lymphoides associées a 1’intestin ou encore une réduction du
niveau d’immunoglobuline A (IgA) sécrétée (Sekirov et al., 2010), iii) des fonctions
structurales en contribuant au développement et a la maturation de I’épithélium intestinal en
facilitant la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales et ’angiogenése dans la
muqueuse (Natividad et Verdu, 2013), ou encore iv) des fonctions de barriére et de protection
pour lutter contre la colonisation de microorganismes pathogeénes via le resserrement des
jonctions serrées au niveau de 1’épithélium intestinal, la compétition pour les sites
d’attachement épithéliaux et pour la disponibilité des nutriments mais également la production
de bactériocines et la stimulation de peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales

(O’Hara and Shanahan, 2006; Cerf-Bensussan et Gaboriau-Routhiau, 2010).

2. Composante bactérienne du microbiote intestinal

Chaque segment du tractus gastro-intestinal (estomac, intestin, colon, rectum) exerce
une fonction spécifique qui induit des caractéristiques physico-chimiques différentes

aboutissant a la création de niches écologiques variées pouvant héberger des populations
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(Arumugan et al., 2011).
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microbiennes différentes. Le microbiote intestinal est largement étudié¢. Cependant, parmi les
bactéries et les virus qui représentent la composante majeure de celui-ci, seules les
communautés bactériennes sont largement explorées. Ainsi, un gradient croissant longitudinal
(oro-anal) est observé aussi bien en termes de densité qu’en terme de composition des
populations bactériennes le long du systéme digestif (Figure 27). Le colon est ainsi le
compartiment le plus densément peuplé avec 10'! bactéries/mL mais également le plus
diversifié avec de nombreux genres bactériens tels que Bacteroides, Prevotella,
Porphyromonas, Clostridium, Faecalibacterium, Ruminococcus ou encore Lactobacillus.

Les travaux qui se sont attachés a étudier le microbiote intestinal aussi bien en termes
de richesse, de diversité ou de composition ont été majoritairement menés a partir d’échantillons
de selles, ces derniers étant les plus faciles a collecter. Il est actuellement admis que la
composition du microbiote fécal refléte celle du microbiote luminal au niveau du co6lon distal.
Parmi les populations bactériennes identifiées au sein du microbiote fécal, 90% appartiennent
a deux phyla : les Bacillota et les Bacteroidota (Qin et al., 2010). D’autres phyla bactériens
minoritaires sont également détectés tels que les Proteobacteria, les Fusobacteriota, les
Actinobacteriota ou encore les Verrucomicrobiota. Cette forte conservation du microbiote
intestinal au niveau du phylum, avec moins d’une dizaine de phyla représentés, indiquerait
I’existence d’une forte pression de sélection au sein de I’environnement intestinal. Cependant,
si les bactéries fécales appartiennent a un nombre restreint de phyla, une richesse et une
diversité¢ importantes sont observées au niveau des espeéces et des souches. De plus, des
variations considérables dans la composition de ce microbiote ont ét¢ décrites entre les
individus aussi bien dans le cadre du « Human Microbiome Project » (HMP) du NIH (Human
Microbiome Project Consortium, 2012), du projet européen « Metagenomics of the Human
Intestinal Tract » (MetaHIT) (Qin et al., 2010; Le Chatelier et al., 2013) que de nombreuses
autres ¢études de populations (e.g. Falony et al., 2016). Malgré cette forte variabilité, il a
cependant ét¢ mis en évidence, et ceci indépendamment du sexe, du pays ou du continent,
I’existence de trois entérotypes ou trois groupes distincts dirigés chacun par un genre
discriminant : Bacteroides (entérotype 1), Prevotella (entérotype 2) et Ruminococcus
(entérotype 3) (Figure 28) (Arumugam et al., 2011). Des changements dans les entérotypes ont
toutefois été observés sur une année pour 45% des personnes d’une cohorte suédoise (Olsson
et al., 2022). Les entérotypes reflétent ainsi probablement la variation du régime alimentaire,
du temps de transit et de la consistance des selles dans les populations normales. Plus
récemment, Frioux et al. (2023), ont établi un modele a base de 5 entéro-signatures

(Bacteroides, Bacillota, Prevotella, Bifidobacterium, Escherichia) qui permet d’identifier des
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changements préjudiciables dans la composition du microbiote intestinal et de fournir des

hypotheses sur ces modifications.

Le microbiote intestinal présente également un gradient axial en raison notamment
de la présence de mucus et d’un gradient en oxygéne. Différents types de microbiote associé
a la muqueuse colique vont pouvoir alors étre mis en évidence en fonction de leur localisation
spécifique. On parlera alors de microbiote associ¢ au mucus (externe et interne), a 1’épithélium
et aux cryptes. Un gradient décroissant en oxygene étant observé de la surface de I’épithélium
a la lumiére intestinale, seuls des taxa aéro-anaérobies facultatifs ou anaérobies stricts sont
retrouvés au niveau de cette dernicre (Espey, 2013). Ainsi, la région luminale serait
principalement colonisée par les familles Bacteroidaceae, Enterococcaceae et
Lactobacillaceae alors que la muqueuse colique de souris serait enrichie en Lachnospiraceae
et Ruminococcaceae (Nava et al.,, 2011). La couche de mucus retrouvée au niveau de
I’épithélium intestinal peut servir de barriere pour protéger I'épithélium sous-jacent de la
fixation d'agents pathogénes mais également de source de nutriments pour les bactéries
commensales. Ainsi, elle va former une niche écologique particuliére qui va pouvoir étre
colonisée par des genres bactériens pouvant étre différents de ceux retrouvés au niveau du
microbiote fécal tels que des taxa mucolytiques comme Akkermansia muciniphila (Derrien et

al., 2004).

Les communautés bactériennes associées a la muqueuse intestinale colique, de par leur
proximité avec 1’épithélium sous-jacent, joueraient un rdole notamment dans les échanges
d’¢léments nutritifs et I’induction du systéme immunitaire inné de 1’héte (Sonnenburg et al.,
2004). 11 semble par conséquent plus pertinent d’étudier le microbiote associé a la muqueuse
colique que le microbiote fécal. Cependant la richesse et la diversité de celui-ci sont moins
explorées que celles du microbiote fécal. En effet, 1’échantillonnage des communautés
bactériennes associées a la muqueuse, par macrobiopsie du tissu intestinal, est un acte invasif
et donc plus difficile a mettre en ceuvre qu’une collecte de feéces, en particulier chez des

donneurs sains.

3. Microbiote intestinal et cancer colorectal

Comme il a été¢ décrit précédemment, le microbiote intestinal, de par les nombreuses

fonctions qu’il remplit, joue un réle primordial dans I’homéostasie du tractus digestif et plus
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Figure 29. La charge tumorale des souris APCM™* est régulée par la présence du microbiote
intestinal. La croissance tumorale est réduite chez les souris APCM™* axéniques. Les barres d'erreur
représentent la déviation standard. Le niveau de signification de p < 0,05 (test de somme des rangs de
Wilcoxon) est indiqué par un astérisque (Li et al., 2012).
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Figure 30. Modéle Driver-passenger pour le cancer colorectal. La muqueuse colique des patients
présentant un risque de cancer colorectal (CCR) est colonisée par des membres pathogénes du genre
Bacteroides (tels que Bacteroides fragilis entérotoxinogéne (ETBF)) ou de la famille des
Enterobacteriaceae ou par d'autres bactéries qui peuvent jouer le role de "moteurs" du CCR ; ces
moteurs peuvent provoquer une inflammation, une prolifération cellulaire accrue et/ou la production de
substances génotoxiques qui contribuent a l'accumulation de mutations au cours de la séquence
adénome-carcinome. Comme l'ont suggéré Fearon et Vogelstein, la séquence de mutations commence
dans le géne APC, provoquant la transition vers un adénome, et se termine par une mutation de P53 qui
provoque la transition vers un carcinome. Le processus oncogene s'accompagne d'une rupture et d'une
hémorragie du tissu cancéreux, ce qui modifie le microenvironnement et la pression sélective sur le
microbiote local. Ces changements facilitent le remplacement progressif des bactéries pilotes par des
"passagers", c'est-a-dire des pathogénes opportunistes (Fusobacterium ou Streptococcus spp.), des
bactéries commensales ou d'autres bactéries ayant un avantage concurrentiel dans la niche tumorale
(Tjalsma et al., 2012).
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globalement dans celle de son organisme hote. Il n’est donc pas surprenant de retrouver des
perturbations de ce microbiote intestinal, appelées dysbioses, associées a un état
pathologique et notamment au CCR. Il a, par ailleurs, ét¢ mis en évidence que des souris
axéniques colonisées par le microbiote de souris développant des CCR (mode¢le d’induction
chimique AOM/DSS) présentaient un nombre de tumeurs plus important que des souris
axéniques colonisées par le microbiote de souris conventionnelles suggérant ainsi qu’un
microbiote dysbiotique était capable de favoriser la carcinogenese colorectale (Zackular et al.,
2013). De méme, la charge tumorale des souris APCM™* semble étre régulée par la présence
des populations microbiennes intestinales puisque le nombre de tumeurs est significativement

réduit chez des souris APCM™* axéniques en comparaison a des souris APCM"*

non axéniques
(Figure 29) (Li et al., 2012). Les bactéries pourraient étre impliquées dans la carcinogénéese
colique selon le modele « Driver-passengers » proposé par Tjalsma et al. (2012) (Figure 30).
Dans un premier temps, certaines bactéries commensales définies comme « drivers » seraient
initiatrices du développement du CCR en induisant des dommages a I’ADN des cellules
¢pithéliales. Les altérations du microenvironnement intestinal conduiraient alors au

remplacement de ces bactéries par d’autres populations dites « passengers » qui, elles, seraient

promotrices de la carcinogéneése colique.

Le microbiote intestinal semble donc étre particulierement important dans le
développement de la carcinogénése colique et il est apparait donc primordial de caractériser ces
dysbioses. Des études focalisées sur la composante bactérienne utilisant le s€équencage a haut
débit du géne codant pour 'ARNTr 16S bactérien et la métagénomique ont ainsi mis en évidence
des modifications de la richesse, de la diversité et de la composition bactérienne chez les
patients atteints de CCR par rapport aux individus sains. Cependant, des résultats divergents
peuvent apparaitre selon les études réalisées en raison des différents parametres biologiques
(I’age de l'individu ; les stades de la maladie ; le type d'échantillon i.e. échantillons de selles,
de muqueuse ou de tumeur ; la localisation du tissu prélevé i.e. prélévement effectué au niveau
du colon droit, du colon gauche ou au niveau du rectum), environnementaux (alimentation,
sédentarité...) ou des approches techniques ou méthodologiques utilisées (le type de procédures
d'extraction d’ADN ; I’approche moléculaire utilisée : métagénomique, séquengage de 'ADNr
16S ; les régions de I'ADNr 16S ciblées, les bases de données de 'ADNr 16S utilisées pour
réaliser les affiliations). Ainsi, selon les études, la richesse spécifique (évaluée par le nombre
d'OTUs observés, I'estimateur de couverture basé sur 'abondance ou les indices de Chao) ou la

diversité¢ des communautés (valeurs de Shannon et de Simpson) sont réduites (Chen et al., 2012;
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Figure 31. Changement de la composition bactérienne et des métabolites au cours de la
carcinogénese colique (Villéger et al., 2018).
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Liu et al., 2020), augmentées (Burns et al., 2015; Lu et al., 2016) ou inchangées (Zhong et al.,
2022; Alexander et al., 2023) en comparaison a celles des sujets sains. En ce qui concerne la
CCB, les phyla Bacteroidota (anciennement Bacteroidetes) et Bacillota (anciennement
Firmicutes) apparaissent comme dominant la structure de la communauté bactérienne
des différents types d'échantillons de CCR suivis par les Pseudomonadata (anciennement
Proteobacteria), Actinobacteriota, Fusobacteriota et Verrucomicrobiota (Kneis et al., 2023;
Russo et al., 2023). Cependant des différences sont observées en termes d’abondance et de
populations bactériennes a une échelle phylogénétique plus fine entre les échantillons de
selles, de muqueuse (colon droit et gauche) ou de tumeurs. Des ¢tudes ont également révélé
une augmentation en certains taxa bactériens chez les patients atteints de CCR et notamment
en Streptococcus gallolyticus (anciennement connu sous le nom de Streptococcus bovis),
Fusobacterium nucleatum, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Clostridium septicum,
Parvimonas micra, Prevotella, Peptostreptococcus, Porphyromonas, Bacteroides, Dialister ou
encore Intestimonas) (Balamurugan et al., 2008; Chen et al., 2013; Thomas et al., 2019; Yachida
et al., 2019; Okumura et al., 2021; Périchon et al., 2022; Kneis et al., 2023; Kong et al., 2023;
Wang et Fang, 2023) en parall¢le d’un appauvrissement en espéces bactériennes commensales
considérées comme bénéfiques (Faecalibacterium prausnitzii, Lactobacillus, Roseburia,
Ruminococcus) (Mangifesta et al., 2018) (Figure 31). Plus précisément, il a ét¢ démontré que
certaines especes bactériennes spécifiques sont connues pour étre des pathobiontes associés au
CCR, comme Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis entérotoxinogéne (ETBF) ou
encore les E. coli productrices de colibactine également appelées CoPEC (Bonnet et al.,
2014; Gagniere, 2016; Cheng et al., 2020; Liu et al., 2020; Dougherty et Jobin, 2023; Wang et
Fang, 2023).

4. Escherichia coli productrice de colibactine et cancer colorectal

Les bactéries E. coli sont des bacilles a paroi Gram négatif, aéro-anaérobies facultatifs,
qui appartiennent au phylum des Pseudomonadata (Proteobacteria) et a la famille des
Enterobacteriaceae. Elles colonisent le microbiote intestinal humain des la naissance et ne
représentant qu’environ 0,1% de celui-ci a I’age adulte (Eckburg et al., 2005). En raison d’une
forte plasticité génomique, certaines souches de cette espéce sont capables d’acquérir des
propriétés physiologiques et de virulence leur permettant de s’adapter a différentes niches
écologiques (Hacker et Kaper, 2000; Dobrindt et Hacker, 2001). Plusieurs phylogroupes ont

ainsi été identifiés, chacun présentant des caractéristiques distinctes, notamment en termes des
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Figure 32. Reconstruction phylogénétique des souches d'Escherichia coli. Le phylogroupe C établi
n'a pas pu étre distingué dans le phylogroupe B1. Le clade cryptique I a été inclus en tant qu'outgroup
dans la reconstruction (Gonzales-Alba et al., 2019).
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facteurs de virulence, de spécificité¢ d'hdte et de prévalence dans différents environnements
(Figure 32). Le phylogroupe B2 contient des souches ayant de plus grandes capacités d'adhésion
aux cellules intestinales et d’invasion, ce qui peut étre associ¢ a la colonisation des tissus
tumoraux dans les cas de CCR, mais également des genes de virulence les rendant plus
susceptibles de provoquer des dommages cellulaires et une inflammation chronique. Parmi les
facteurs de virulence acquis par les E. coli, la capacité a produire des toxines jouerait un role
majeur dans le potentiel carcinogéne de certaines souches. Ces toxines interféreraient avec le
fonctionnement normal de la cellule eucaryote en ciblant la prolifération, l'apoptose et la
différenciation, tous ces processus étant associés a la carcinogénese. Certaines de ces toxines,
les cyclomodulines, sont ainsi capables d’interagir avec le cycle cellulaire de la cellule hote
en agissant sur I’ADN soit directement via des dommages (toxines CDT et colibactine) soit
indirectement via les acteurs protéiques du cycle cellulaire (facteurs cif et CNF) (Nougayréde
et al., 2005, 2006).

Dans les études de prévalence chez les patients atteints de CCR, la colibactine est la
cyclomoduline la plus fréquemment retrouvée (CPEC, Cyclomodulin-producing E. coli) et les
souches d’E. coli productrices de colibactine sont appelées CoPEC (Colibactin-producing
E. coli). En effet, une forte prévalence des CoPEC a ét¢ observée dans les tissus des patients
atteints de CCR (50-68%) en comparaison a des biopsies de patients sains (20,8%) (Buc et al.,
2013; Dejea et al., 2018). Une étude réalisée au sein du laboratoire M2iSH a, de plus, mis en
¢vidence que la prévalence des CoPEC dans la muqueuse intestinale était plus fréquente chez
les patients atteints de CCR de stade TNM (Tumor-Node-Metastasis) III/IV que chez ceux
atteints de CCR de stade I, suggérant un lien possible avec l'agressivité du cancer (Bonnet et
al., 2014). Ces résultats ont été¢ confirmés par d’autres équipes (Périchon et al., 2022; De
Oliveira Alves et al., 2024). De Oliveira Alves et al. (2024) ont également mis en évidence que
les patients atteints d’un cancer au niveau du colon droit et colonisés par des CoPEC
présentaient une survie globale plus faible a des stades TNM III/IV. Cependant, dans d’autres
¢tudes la survie ne semble pas étre altérée (Arima et al., 2022; Miyasaka et al., 2024). Une
détection des CoPEC a des stades précoces de la carcinogénése colique a également ét€¢ mise
en évidence et suggere ainsi un rdle de ces derniéres aux premieres étapes de la carcinogénése
(Viljoen et al., 2015; Nakatsu et al., 2018; Miyasaka et al., 2024). Les souches CoPEC sont
porteuses de 1'1lot de pathogénicité de la polykétide synthase (ilot pks) qui code pour une chaine
d’assemblage conduisant entre autres a la production de la colibactine. Cette derniére induit des
alkylations puis des cassures double-brin de I'ADN dans les cellules épithéliales, un stress

oxydant (Nougayrede et al., 2006; Cuevas-Ramos et al., 2010; Wilson et al., 2019), ainsi que
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Figure 33. Activités pro-carcinogénes des CoPEC au sein de la muqueuse colique. L’échappement
des CoPEC a l'autophagie dans les cellules épithéliales infectées pourrait conduire la colibactine a
alkyler I'ADN, puis a causer des dommages a I'ADN et ensuite un arrét du cycle cellulaire. En outre, les
CoPEC induisent un stress oxydant cellulaire, ce qui entraine 1'inhibition de la protéine de réparation de
I'ADN MLHI. Tous ces mécanismes participent a l'instabilité génomique des cellules épithéliales
infectées. De plus, les CoPEC induisent la sénescence des cellules épithéliales infectées, accompagnée
de la sécrétion de médiateurs inflammatoires et de la croissance, favorisant la prolifération des cellules
adjacentes non infectées. Ils pourraient également affecter le microenvironnement immunitaire de la
tumeur, méme a distance du site tumoral, par le biais de la réduction des lymphocytes T CD3+ infiltrant
la tumeur (Veziant et al., 2021).
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Figure 34. CoPEC et promotion du cancer colorectal. A : La souche 11G5 d'E. coli associée au cancer
du cdlon persiste dans les cellules épithéliales intestinales et stimule le développement de tumeurs du
colon chez les souris APCM™*, Nombre et volume des tumeurs coliques visibles chez les souris infectées
par la souche 11G5 d'E. coli associée au cancer du c6lon, la souche K12-commensale d'E. coli ou gavées
avec le PBS (contrdle) *, p < 0,05 (Bonnet et al., 2014). B : La souche clinique E. coli pks+ (CCR20)
favorise la tumorigénése dans un modele de souris AOM/DSS au regard du nombre augmenté de
tumeurs par souris a la fin du protocole AOM/DSS ; *p<0,05 ; **p<0,01 ; NS, non significatif
(Cougnoux et al, 2014).
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des altérations moléculaires retrouvées dans les tumeurs CCR chez I’ Homme (Dziubanska-
Kusibab et al., 2020; Pleguezuelos-Manzano et al., 2020; Iftekhar et al., 2021; Georgeson et al.,
2023), suggérant qu’elle peut participer a I’instabilité génomique nécessaire au développement
du CCR. Cette action est renforcée de plus par une inactivation du systtme MMR (Gagniére et
al., 2017; Dougherty et al., 2023). Les souches CoPEC sont également capables d’induire une
sénescence cellulaire associée a la production de facteurs de croissance, tels que le facteur de
croissance hépatocytaire, ce qui entraine la prolifération des entérocytes voisins non infectés
(Figure 33) (Cougnoux et al., 2014; Dalmasso et al.,, 2014). Elles peuvent modifier le
microenvironnement tumoral en altérant la réponse antitumorale des lymphocytes B (Lopées et
al., 2020) et en déséquilibrant le métabolisme lipidique (De Oliveira Alves et al., 2024). Les
différents mécanismes d’action des CoPEC sont résumés sur la Figure 33 (Veziant et al., 2021).
Les effets pro-carcinogenes des COPEC pourraient toutefois étre limités par 1’autophagie (Lucas
et al., 2020). En modéle murin, il a été mis en évidence que les CoOPEC favorisaient la formation
de CCR chez des souris APCM™" (Bonnet et al., 2014), chez des souris traitées par
azoxymethane-dextran sodium sulfate (AOM-DSS) (Cougnoux et al., 2014), chez des souris
déficientes en IL10 (IL107") traitées par AOM (Arthur et al., 2012) et chez des souris APCM"*;
IL107 (Tomkovich et al., 2017) (Figure 34). L’effet procarcinogéne des CoPEC a également
¢té montré chez des souris sans susceptibilité génétique mais avec une colite induite au DSS
(Salesse et al., 2021). Une augmentation de 1’effet pro-carcinogéne des CoPEC a de plus été
mise en évidence chez les souris présentant un déficit d’autophagie dans les cellules épithéliales
intestinales (Salesse et al., 2021). Dans tous les cas, une susceptibilité de I’hote (génétique et/ou
pro-inflammatoire) est nécessaire pour observer les effets pro-carcinogenes des CoPEC.
Récemment, une métanalyse a montré, par ailleurs, que les patients qui suivent un régime
occidental « western diet » présentent un risque significativement plus élevé de CCR lorsqu'ils
sont colonisés par des souches CoPEC (Arima et al., 2022). De plus, I’expression de la

colibactine serait dépendante de la concentration en oxygene (Bossuet et al., 2023).

Les modifications de la composition et de I’abondance des communautés bactériennes
et plus particulierement de certaines bactéries pathogenes telles que les CoPEC, peuvent étre la
résultante d’un environnement digestif modifi¢ dii a de nombreux facteurs environnementaux
capables d’induire des perturbations. La qualité de ’environnement, qui n’est pas clairement
¢tablie comme étant un facteur avéré participant a I’initiation, a la promotion de la

carcinogénese colique, pourrait cependant jouer un role essentiel dans le déterminisme du
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Figure 35. Représentation schématique des différents nano-objets. Selon le nombre de dimension

se situant a I’échelle du nanometre (entre 1 et 100 nm), ici représenté par les fléches, 3 catégories sont
définies : le nanofeuillet, la nanofibre et la nanoparticule.
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Figure 36. Représentation schématique du potentiel d’interaction des particules micro- et
nanomeétriques. Pour une méme masse, la surface externe des nanoparticules de TiO: (n) est plus
importante que celle des particules micrométriques (). Par conséquent, leur potentiel d’interaction est
supérieur, ce qui leur confére des propriétés différentes.
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Figure 37. Différents domaines d’utilisation du dioxyde de titane (modifiée d’aprés Musial et al.,
2020).
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CCR. La prévalence des souches CoPEC dans cette pathologie pourrait étre notamment due a
I’exposition de I’environnement digestif a des substances contaminantes telles que les

nanoparticules de dioxyde de titane (TiOz).

III. LE DIOXYDE DE TITANE

1. Généralités sur les nanomatériaux et les nanoparticules

En 2011, la Commission Européenne a défini un nanomatériau comme un « matériau
naturel, formé accidentellement ou manufacturé contenant des particules libres, sous forme
d’agrégat ou sous forme d’agglomérat, dont au moins 50% des particules, dans la répartition
numérique par taille, présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1 nm et
100 nm ». Pour des raisons liées notamment a la protection de I’environnement et a la santé
publique, le seuil de 50 % fixé pour la répartition numérique par taille peut parfois étre remplacé
par un seuil compris entre 1 % et 50 % (Loi : 2011/696/UE : JOUE ne L275-20.10.2011). Au
sein des nanomatériaux se trouve la famille des nano-objets, ou les nanoparticules (NP)
présentent 3 dimensions externes a I’échelle du nanométre (Figure 35). Ces derniéres sont
omniprésentes dans 1’environnement et leur utilisation repose sur leur petite taille qui leur
confére une surface spécifique externe plus grande et donc un potentiel d’interaction plus
important que les particules de taille supérieure (Figure 36). De ce fait, les NP sont susceptibles
d’induire des perturbations de I’environnement dans lequel elles sont retrouvées. Les NP
produites par ’Homme sont appelées nanomatériaux manufacturés et le TiO2 correspondent

aux NP les plus abondantes.

2. Le dioxyde de titane

A 1’état naturel, le TiO, existe sous 3 formes cristallines : rutile, brookite et anatase,
cette derniére étant la forme majoritairement retrouvée dans les produits du quotidien. Le TiO»
est utilisé sous forme de poudre blanche, composée de micro et de nanoparticules. Il est retrouvé
dans les industries de la construction (peintures, fabrication de ciments et de verres), de la
pharmaceutique (galénique), de la cosmétique (protection solaire, dentifrice) ou encore de
I’agroalimentaire (confiseries, patisserie) notamment en raison de ses propriétés blanchissantes,
opacifiantes et de ses capacités d’absorption des rayons ultra-violets (Figure 37) (Musial et al.,

2020). Dans les produits de consommation courante, le TiO2 est retrouvé sous la dénomination
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CI177891 ou E171. L’E171 est un additif alimentaire qui comporte une proportion variable en
NP : entre 6 et 55 % par rapport au nombre de particules totales (Saisine n° 2019-SA-0036,
Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de I’environnement et du travail
(ANSES)). Au cours de la derni¢ére décennie, la présence d’E171 a été quantifiée dans de
nombreux produits alimentaires (Weir et al., 2012; Peters et al., 2014; Lim et al., 2018). Les
confiseries, patisseries ou encore les sauces figurent parmi les catégories d’aliments présentant
le taux le plus ¢élevé de E171. La quantité moyenne de particules de TiO2 ingérées par individu
est difficile a évaluer en raison des différences d’habitude alimentaire mais également d’age.
L’autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) estime cependant que 1’exposition
quotidienne au TiO2 varierait d’'une moyenne de 0,4 mg.kg"' de poids corporel (PC) chez les
personnes de plus de 65 ans a une moyenne de 10,4 mgkg™' de PC chez les jeunes enfants

(EFSA, 2021).

3. Le dioxvde de titane, un potentiel carcinogéne au niveau intestinal ?

a. Toxicité du TiO2, systéeme digestif et carcinogénése colorectale

Le TiO2 peut se retrouver au niveau du tractus gastrointestinal par ingestion mais
¢galement par le phénomene de clairance mucociliaire aprés inhalation. Bien que les études de
biodisponibilité orale aient montré une absorption systémique limitée du TiO> (de 0,1 a 0,6 %
de la dose initiale) (Jones et al., 2015), une teneur ¢élevée en NP de TiO; a été observée chez
I’Homme dans le foie et la rate (Heringa et al., 2018). Des particules de TiO> ont également été
observées au niveau des plaques de Peyer d’enfants suspectés d’avoir une MICI (Hummel et
al., 2014) ou au niveau du pancréas de patients atteints de diabete de type 2 (Heller et al., 2019).
En modeéle in vivo, il a ét¢ montré que la TiO> pouvait s’accumuler dans le foie, la rate, 1’intestin
(Wang et al., 2007; Chen et al., 2009; Onishchenko et al., 2012; Talamini et al., 2019; Akagi et
al., 2023; Cai et al., 2023), les agrégats lymphoides et les plaques de Peyer de personnes

atteintes ou non de pathologies chroniques digestives (Powell et al., 1996; Brun et al., 2014).

Des travaux visant a évaluer la toxicité du TiO: in vitro (sur des cellules épithéliales
intestinales (CEI)) mais également in vivo ont montré que ce dernier, que ce soit sous forme
nanoparticulaire ou sous forme d’E171, entrainait une augmentation des marqueurs de
I’inflammation (Nogueira, 2012; Dorier et al., 2019; Pedata et al., 2019; Pinget et al., 2019;
Yan et al., 2020), des dommages a I’ADN (Li et al., 2010) ou encore un stress oxydant (Kang
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et al., 2008). Les NP de TiO: sont en effet susceptibles de s'accumuler au niveau de I'intestin.
Le TiO; peut traverser la barricre intestinale (Coméra et al., 2020) et induire une augmentation
de la perméabilité intestinale (Rodriguez-Ibarra et al., 2024) et une toxicité via la formation
d’especes réactives de I’oxygeéne (ROS) et la génotoxicité (Gerloff et al., 2012; Shi et al., 2013;
Dorier et al., 2017; Proquin et al., 2017; Charles et al., 2018; Dorier et al., 2019; Vieira et al.,
2022; Vignard et al., 2023), altérant alors 'homéostasie immunitaire intestinale et systémique
(Bettini et al., 2017). Des travaux in vivo, ont par ailleurs, montré que I’E171 ¢tait capable
d’induire une modification de I’expression de certains génes potentiellement liés aux processus
tumoraux au niveau du coOlon chez des souris (Proquin et al., 2018), d’accélérer la
transformation néoplasique dans un modele de cancer associé a la colite (Urrutia-Ortega et al.,
2016), d’initier au niveau colique des 1ésions prénéoplasiques et le développement de cryptes
aberrantes chez des rats (Bettini et al., 2017) et également d’entrainer la modulation de geénes
impliqués dans la formation de tumeurs dans un mod¢le murin inactivé pour le géne Apc

(Bischoff et al., 2022).

b. TiO:2 et microbiote intestinal

Le TiO2, de par ses propriétés bactéricides (Liou et Chang, 2012), peut altérer la
croissance de certaines populations bactériennes et est donc susceptible d’induire des dysbioses
au niveau intestinal. En effet, des études in vitro ont mis en évidence que le TiO; inhibait la
croissance de certaines souches de Lactobacillus lactis et d’E. coli (e.g. Radziwill-Bienkowska
et al., 2018). Si le TiO; semble avoir un impact limité sur les différents parametres de I’alpha-
diversité (Li et al., 2018; Mao et al., 2019; Pinget et al., 2019; Mu et al., 2019; Perez et al.,
2021; Carl¢ et al., 2023), la composition des communautés bactériennes, semble cependant étre
affectée avec plus particuliecrement certains phyla et genres bactériens qui sont
significativement augmentés ou diminués comme les Bacillota, les Bacteroidota, les bactéries
affiliées aux genres Bifidobacterium, Lactobacillus, Turicibacter, Allobaculum ou encore
Muscispirillum (i.e. (Mu et al., 2019; Chen et al., 2019; Pinget et al., 2019; Khan et al., 2019;
Cao et al., 2020; Carl¢ et al., 2023). Les résultats observés concernant ces modifications de la
CCB différent en fonction du type de TiO» utilisé (nanoparticulaire ou E171), de la dose et de
la durée d’exposition du TiO2, du type d’échantillon analysé (féces ou muqueuse) ou encore
des approches méthodologiques utilisées (type d’extraction d’ADN, type de séquencage...).

L’exposition a I’E171 semble également favoriser la formation de biofilm par des bactéries
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commensales et perturber la sécrétion de métabolites comme les AGCC (Cao et al., 2020;

Pinget et al., 2019).

IV.AXES DE RECHERCHE

Le TiO2 a été classé, en 2006, par I’Union Européenne (UE) comme produit carcinogeéne
par inhalation sous forme de poudre. Suite a des recours déposés par des industriels, ’'UE
n’ayant finalement pas trouvé de preuves formelles de toxicité chez I’Homme, mais n’ayant pas
pu exclure non plus toute toxicité, le tribunal de la Cour de justice de I'UE a annulg, fin 2022,
la classification du TiO2 en tant que substance cancérogene par inhalation sous forme de poudre.
Concernant I’additif alimentaire E171, ’ANSES a émis des incertitudes concernant son
innocuité et a révélé un manque de données conduisant a la suspension de sa mise sur le marché
ainsi que celle des produits en contenant uniquement dans le domaine de 1’agroalimentaire dés
2018 en France (Art. 53, loi Egalim n°2018-938). Apres la publication d’avis supplémentaires
de la part de I’EFSA, T'utilisation de I’E171 et la production de denrées alimentaires en
comportant a été interdite a 1’échelle européenne des le 7 aott 2022 (réglement (CE) n°2022/63
du 18 janvier 2022), avec toutefois une possibilité d’écoulement des stocks. Le TiO> reste donc
une molécule particulierement surveillée dont il est nécessaire d’évaluer toute toxicité

éventuelle au niveau digestif.

Méme si la classification du TiO> comme agent pro-carcinogeéne par inhalation n’est
plus a 'ordre du jour, les données de la littérature suggerent qu’il pourrait participer a la
carcinogenese colique. La présence de TiO> notamment dans 1’alimentation pourrait jouer un
role dans la structuration de 1’écosystéme microbien intestinal et par conséquent dans le
développement du CCR en induisant notamment une dysbiose et en favorisant potentiellement
la sélection et I’augmentation de la prévalence de pathobiontes tels que les bactéries CoOPEC
dont I’implication dans le CCR est reconnue. L’objectif du projet de recherche que je développe
actuellement est donc d’étudier I’impact du TiO; sous forme nanoparticulaire et sous forme
d’additif alimentaire E171 dans le cadre de la carcinogénese colique en s’attachant notamment
a ses effets sur les interactions entre les cellules coliques et le microbiote intestinal dont les
CoPEC par des approches in vitro et in vivo. Le projet est ainsi organisé en trois taches. Pour
chacune d’entre elles, sont décrits les résultats préliminaires qui ont été obtenus par les
différents étudiants que j’ai encadrés ou co-encadrés sur cette thématique « molécules

contaminantes, microbiote intestinal et carcinogénese colique » (Thomas Sauvaitre, Célia
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Figure 38. Observations de solutions de dioxyde de titane (E171 et nanoparticules (NP) de TiO,)
en microscopie électronique a transmission. L’E171 contient a la fois des microparticules et des NP
regroupées en agrégats (A, B). Des NP sont observées en amas dans le TiO, NP (C).
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Figure 39. Viabilité et temps de génération des bactéries CoOPEC 11GS exposées a différentes
concentrations de TiO, (NP et E171). A : La viabilité des bactéries CoPEC 11G5 exposées a
différentes concentrations de TiO, NP et d’E171 pendant 24h a été estimée par dénombrement sur
géloses. La figure est représentative de 3 réplicats biologiques. Les résultats sont exprimés en
pourcentage de viabilité par rapport a la condition non traitée. Tests statistiques : Kruskal Wallis et test
des comparaisons multiples de Dunn ( p < 0,05). B : La croissance bactérienne des bactéries COPEC
11G5 exposées a différentes concentrations de TiOzet d’E171 a été évaluée sur ’appareil Spark ® Cyto
(Tecan) par mesure de I’absorbance. Les temps de doublement ont été calculés au cours de la phase
exponentielle de croissance. La figure est représentative de 3 réplicats biologiques. Pour la
représentation, seules les variations significatives avec la condition non traitée sont indiquées. Tests
statistiques : ANOVA 1F et test post hoc de Dunnett (* : p < 0,05 ; ** : p <0,005 ; ¥*** : p <0,0001).
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Figure 40. Souches bactériennes CoPEC 11G5 exposées a des solutions de TiO; (E171 et NP) et
observées en microscopie électronique a transmission. L’exposition au TiO, semble entrainer chez
ces souches bactériennes des pili moins nombreux, plus épais et mieux organisés (F) en comparaison a
la condition controle (E).
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Ledieu, Charline Juban) ainsi que les travaux envisagés par la suite (dont une partie dans le

cadre de la thése de Charline Juban, actuellement en 1°° année de doctorat).

Tache 1 : Etude des interactions entre souches cliniques CoPEC et cellules épithéliales

intestinales

1. Impact du TiO: sur les capacités d’adhésion, d’invasion et de survie de souches

cliniques CoPEC en cellules épithéliales intestinales

L’E171 que nous utilisons était commercialisé par une société spécialisée pour la vente
de produits et d’ingrédients destinés a la cuisine et a la patisserie. Une diffraction aux rayons X
ainsi que les analyses thermogravimétriques qui ont ¢été réalisées dans le cadre d’une
collaboration avec le Pr Oscar Awitor et le Dr Christophe Massard du Laboratoire de Physique
de Clermont-Ferrand, ont révélé que ’E171 utilisé était une poudre minérale, sous forme
d’anatase et que la taille des cristallites d’E171 n’excédait pas 28 nm. Une observation au
microscope ¢lectronique a transmission (MET) a mis en évidence que I’E171 contenait bien a
la fois des micro- et des nanoparticules (Figure 38). Les résultats in vitro qui sont présentés par
la suite ont été obtenus en étudiant I’effet du TiO; sous forme nanoparticulaire et sous forme
d’E171 sur la souche clinique CoPEC 11GS5 de référence qui est une souche isolée d’une biopsie
de muqueuse colique d’un patient atteint d’un CCR sporadique (Collection MiPaCoR, N°DC-
2017-2972). Afin de nous rapprocher des conditions physiologiques et de ne pas forcer I’impact
potentiel du TiO2, nous avons choisi de travailler a des concentrations proches de la

concentration réaliste atteignant l'intestin humain (0,14 pg.mL") (Guo et al., 2017).

Modifications structurales et internalisation

Aprées avoir exposé durant 24h la souche clinique CoPEC 11GS5 a des concentrations de
0,1 et 1 ug.mL! soit de NP de TiO2 soit d’E171, les résultats préliminaires ont montré, d’une
part, I’absence de modification significative du pourcentage relatif de viabilité de la souche
clinique CoPEC de référence, et d’autre part, une diminution du temps de génération de cette
derniere (Figure 39). Une observation en microscopie électronique a transmission (MET) a mis
en évidence des modifications structurales chez certaines bactéries de cette souche clinique
avec notamment la présence de pili de type 1 moins nombreux mais plus épais et mieux

organisés autour de la cellule en comparaison a la souche bactérienne non exposée (Figure 40).
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Figure 41. Capacités d’adhésion et de survie de la souche CoPEC 11GS5 exposée a différentes
concentrations de TiO; (NP et E171). La souche 11G5 a été cultivée dans du milieu LB a différentes
concentrations de TiO, nanoparticulaire et d’E171 pendant 24h (0,1 ; 1pg/mL-1). Les cellules
¢épithéliales intestinales HT29 ont ensuite été infectées avec la souche exposée ou non aux différentes
conditions a une MOI 100 pendant 3h et 24h afin de mesurer les capacités d’adhésion (A, D) et de survie
(C, F) respectivement. La figure est représentative de 3 réplicats biologiques. Tests statistiques :
Kruskal-Wallis et test des comparaisons multiples de Dunn (*: p <0,05).
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Figure 42. Souches bactériennes CoPEC 11G5 exposées a des solutions de TiO; (E171 et
nanoparticulaire (NP)) et observées en microscopie électronique a transmission. Des nanoparticules
(entourées) sont observées comme pouvant étre internalisées (G) ou adsorbées a la paroi (H).
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Les pili de type 1 sont des structures impliquées dans la pathogénicité bactérienne de par leur
role dans I’adhésion a différents types de cellules eucaryotes y compris les cellules épithéliales
coliques via la reconnaissance de résidus mannosides (e.g. Wold et al., 1990). II est cependant
nécessaire de vérifier cette observation de réorganisation structurale des pili notamment en
essayant de quantifier le nombre de pili, en effectuant des mesures de longueur de ces derniers
au MET mais également en testant la capacité des pili a interagir notamment avec le mannose.
La mesure, avant et aprés exposition au TiO,, de I’expression de geénes candidats impliqués
dans la synthese de ces pili, tels que fimH par une approche ciblée de RT-qPCR, permettrait de
confirmer également cette observation. Les pili étant des structures possédant des propriétés
biomécaniques et participant au processus d’adhésion des bactéries, les modifications
morphologiques observées pourraient alors expliquer la meilleure capacité d’adhésion et de
survie aux cellules HT29 constatée pour la souche 11GS5 exposée au TiO» (Figure 41). Une fois
entrée a l’intérieur des cellules eucaryotes, la souche 11G5 exposée au TiO,, et plus
particulierement a la forme nanoparticulaire, semble se multiplier de fagon plus importante en
comparaison a la souche non exposée. Le TiO: pourrait ainsi potentialiser les effets pro-
carcinogenes des CoPEC en favorisant leur interaction avec les cellules hotes. Ces données
n’ont été¢ obtenues qu’avec une seule souche CoPEC. Ces résultats sont donc a confirmer sur
d’autres souches CoPEC de la collection MiPACor qui est disponible au laboratoire. La
réalisation d’une étude similaire sur des cellules HT29-MTX, qui sont des cellules productrices

de mucus, permettra aussi de se rapprocher des conditions physiologiques.

Des coupes ultrafines de ces mémes échantillons de la souche clinique CoPEC 11G5
exposée aux deux types de TiOz et inclus en paraffine ont mis en évidence que des NP, avec
une taille comprise entre 22 et 40 nm, semblaient étre adsorbées a la paroi bactérienne et/ou a
I’intérieur de la cellule bactérienne (Figure 42). La MET associée a une identification chimique
type EDS (Spectroscopie de rayons X a Dispersion d’Energie), en collaboration avec le Centre
Imagerie Cellulaire Santé (CICS) de Clermont-Ferrand, permettrait de confirmer cette
potentielle internalisation. Cependant cette dernieére n’est pas obligatoirement impliquée dans
les mécanismes conduisant aux modifications morphologiques des pili. En effet, nos
observations montrent qu’une majorit¢ des bactéries présentent ces modifications
morphologiques alors que I’internalisation est un phénoméne beaucoup moins fréquent comme

observé aussi par Radziwill-Bienkowska et al. (2018).
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Figure 43. Interaction du TiO; (E171 ou nanoparticulaire (NP)) avec les cellules épithéliales
intestinales HT29 au microscope électronique a transmission. Que ce soit pour ’E171 ou le TiO»
NP, les cellules présentent moins de jonctions serrées et des mitochondries gonflées (A). Des NP (cercles
bleus) sont observées « libres » dans le cytoplasme de la cellule (B), ou bien vacuolisées (C). Des NP
de TiO; sont également retrouvées dans le noyau et semblent s’accrocher avec sa chromatine (D).
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Les CEI HT29 ont également été¢ exposées aux mémes concentrations de TiO> et
observées en MET. Des modifications structurelles ont été observées sur les cellules exposées
telles que des cellules paraissant moins jointives mais également des mitochondries fortement
modifiées (Figure 43), ce qui pourrait corréler avec un stress oxydant et une dissipation du
potentiel de membrane mitochondriale (Vigneshwaran et al., 2021). Des agrégats de TiO», aussi
bien d’E171 que de NP strictes, ont été observés dans le cytoplasme des cellules eucaryotes soit
sous forme « libre », soit comme contenu dans une vacuole (Figure 43). Nos observations en
MET semblent également montrer I’internalisation du TiO» dans les CEI HT29 avec une
localisation dans le cytoplasme mais aussi dans le noyau (Figure 43). Si la localisation dans le
cytoplasme est connue (Gitrowski et al., 2014), I’interaction potentielle des NP de TiO: avec le
matériel génétique des CEI n’a pas encore été¢ démontrée a notre connaissance. Cependant, cette
interaction ne serait pas surprenante en raison de la charge positive du TiO> (Pagnout et al.,
2012). Aussi, il a été observé une fragmentation de la chromatine chez des cellules cancéreuses
du foie (HepG2) exposées a des NP de TiO: (Shahmoradi et al., 2023) ou encore chez des
cellules de Leydig traitées avec des NP d’argent (Ray et Nath, 2022). Il apparait donc comme

nécessaire de vérifier par analyse EDS si le TiO; est bien internalisé.

Activation des genes ou des voies liées aux interactions hotes / pathogenes et a la carcinogénése

Afin d’analyser les geénes bactériens différentiellement exprimés et les voies de
régulation des cellules eucaryotes perturbées par I’exposition au TiO;, une analyse
transcriptomique par RNAseq sera réalisée sur des souches bactériennes CoPEC et sur des
cellules HT29 et HT29-MTX exposées ou non 24h et 72h au TiO: ainsi que sur ces mémes
cellules épithéliales coliques exposées au TiO> puis infectées par les CoPEC. Ceci permettra
d’identifier les mécanismes moléculaires induits par le TiO> qui favorisent les interactions
CoPEC/Entérocytes. L’¢étude de ’expression de I’ilot génomique codant pour la colibactine
sera également entreprise par PCR digitale (plateforme culturomique, fédération SysMic) afin
d’avoir une trés grande sensibilit¢ en comparaison de 1’approche par RT-qPCR classique.
L’¢tude d’exposition de 24h sera, par ailleurs, complétée par 1’é¢tude d’une exposition chronique
des cellules épithéliales HT29 et HT29-MTX pendant 21 jours afin de mimer I'impact que la
consommation quotidienne d'aliments contaminés aurait sur la prolifération et la différenciation
des entérocytes et ainsi sur l'intestin qui se renouvelle continuellement. Les cellules eucaryotes
seront ensuite mises en contact avec des souches CoPEC afin d’étudier également par une

approche transcriptomique les génes bactériens et eucaryotes dont 1I’expression est modifiée par
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I’exposition au TiO: et a I’infection des CoPEC pour les cellules. Pour cela, les cellules seront
triées par cytométrie en flux pour sélectionner les entérocytes présentant des CoPEC
persistantes en intracellulaire. L’ensemble des résultats permettra alors d’identifier, au niveau
des bactéries et des cellules hdtes, les mécanismes moléculaires induits par le TiO> qui

favorisent les interactions CoPEC/entérocytes.

2. Impact du TiO2 sur I’évolution du génome des CoPEC et par conséquent sur les

interactions avec les cellules épithéliales intestinales

L’augmentation dans le colon de patients CCR de certaines populations microbiennes,
notamment des pathobiontes, pourrait s’expliquer par une meilleure adaptation des bactéries a
I’environnement en raison de leur plasticité morphologique. Aussi, nous proposons de sous-
cultiver des souches CoPEC (souche 11G5 de référence et 4 autres souches CoPEC de la
collection MiPACor) mais aussi une E. coli non pathogéne (souche K12C600) avec du TiO>
sous forme de NP et d’additif E171, avec des concentrations allant jusqu’a 1000 fois les doses
atteignant 1’intestin, toutes les 24h pendant 70 jours afin de générer une population de CoPEC
conduisant a une modulation potentielle de la virulence. L'interaction des sous-populations de
CoPEC obtenues avec les cellules HT29 et HT29-MTX différenciées sera ensuite étudiée en
mesurant leurs capacités d’adhésion et de survie dans les cellules aprés 24h. Ces souches
CoPEC seront séquencées apres sous-culture avec du TiO; puis leurs génomes seront comparés
avec le génome des souches CoPEC de référence avant exposition au TiO> afin de mettre en
¢vidence la sélection des potentielles mutations patho-adaptatives. Pour chaque souche CoPEC,
4 sous-cultures seront réalisées pour évaluer la reproductibilité de 1’apparition des mutations
patho-adaptatives. L'impact des molécules contaminantes sur I'expression des génes sera aussi
déterminé par analyse transcriptomique au regard des modifications patho-adaptatives

identifiées.

Tache 2 : impact du TiO: sur la capacité de colonisation des CoOPEC en modéle murin

prédisposé a développer un CCR

1. Caractérisation des altérations de la communauté bactérienne intestinale en

modéle murin APC™IV*

Des dysbioses ayant ét¢ observées chez les patients atteints de CCR que ce soit au niveau
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Figure 44. Etude par PCR quantitative du microbiote des souris APCmin/+ en comparaison des
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Figure 45. Richesse du microbiote au niveau du colon de souris APC"" et WT. La richesse a été
évaluée par le nombre d’OTUs. PM : muqueuse proximale ; T : tumeur.

Figure 46. Communautés bactériennes intestinales des souris APC™"* et WT, différenciées par
I'analyse en composantes principales (ACP). A : souris agées de moins de 15 semaines, 1 = muqueuse
proximale de souris WT, 2 = muqueuse proximale des souris APC™"* 3 = tumeurs de souris APC™"*
; B : souris agées de plus de 15 semaines, 4 = muqueuse proximale de souris WT, 5 = muqueuse
proximale des souris APC™"*, 6 = tumeurs de souris APC™"*,
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des féces, de la muqueuse colique ou des tumeurs, il est cependant important de pourvoir définir
a quel moment de la carcinogénese les modifications de la CCB vont apparaitre. L’étude sur
I’Homme étant difficile a réaliser, il a été choisi de travailler sur le modéle murin APC™"*
prédisposé au CCR. La caractérisation du microbiote intestinal de ces souris APC™"" au cours
de la carcinogénése colorectale pourrait apporter des arguments en faveur de I’implication de
modifications des populations bactériennes associées aux muqueuses coliques. Dans le cadre
des travaux de Master 2 de Johan Gagnicre (encadré par le Pr Mathilde Bonnet), il a donc été
entrepris d’étudier les modifications du microbiote aux différentes phases de la carcinogenése
afin de mieux comprendre a quelle étape pourrait intervenir certaines bactéries et d’évaluer les
conséquences fonctionnelles sur les 1ésions. Le microbiote, a la fois associé¢ a la muqueuse
colique et aux tumeurs, a donc été caractéris¢, par une approche de séquencage du géne codant
pour ’ARNTr 168 (Illumina® MiSeq), 4 un stade précoce (souris agées de moins de 15 semaines)
et a un stade avancé (souris agées de plus de 15 semaines) de la carcinogénese colorectale et

ceci en comparaison a des souris congéniques de type sauvage.

Les résultats ont montré qu’il y avait une augmentation significative des bactéries au
niveau de la muqueuse colique (quantifiée par qPCR) chez les souris APC™"" en comparaison
aux souris « Wild-Type » (WT), et que cette augmentation corrélait avec le nombre de tumeurs
(Figure 44) suggérant ainsi un rdle pro-carcinogeéne de certaines especes bactériennes colonisant
le tube digestif et/ou la création d’une dysbiose tumoro-induite. L’analyse approfondie de la
structure du microbiote intestinal a révélé, de plus, une richesse significativement plus
importante des bactéries associées a la muqueuse pour les souris APC™"" 3 un stade avancé de
la carcinogénese colorectale et en comparaison a la fois a un stade précoce du CCR et aux souris
sauvages (Figure 45). Les membres appartenant aux Bacillota, suivis des Bacteroidota et des
Proteobacteriota, ont dominé la BCC, quel que soit 1’age (< ou > 15 semaines), le type
d’échantillons (muqueuse ou tumeur) ou le génotype de souris. Alors qu’une clusterisation a
clairement été établie entre les souris APC™"* et les souris WT que ce soit avant ou aprés ’Age
de 15 semaines, indiquant donc une différence dans 1’abondance des populations bactériennes,
le microbiote intestinal & un stade avancé de la carcinogénese colique semblait de plus différer
de celui a un stade précoce (Figure 46). Les populations considérées comme dominantes (1% <
abondance relative) étaient majoritairement affectées avec une augmentation des bactéries
notamment affiliées aux genres Bacteroides (résultats confirmés par qPCR) a la fois au niveau
des tumeurs et de la muqueuse colique des souris APCM"* agées de plus de 15 semaines en

comparaison aux souris WT du méme age. Nous avons €galement pu observer qu’il y avait une
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Figure 48. Diagramme de Venn montrant les taxa dominants spécifiques et partagés pour les
souris WT et APC™"* 4gées de plus de 15 semaines. Le diagramme a été établi a partir des taxa affiliés
au niveau du genre. A = muqueuse proximale des souris APC™"* B = tumeur des souris APC™"* C =
mugqueuse proximale des souris WT (http://bioinfo.genotoul.fr/jvenn/example.html).
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Figure 49. Impact de ’E171 sur des souris APC™™*, Des souris APC™""ont été exposées a une
concentration d’E171 de 10 mg.kg 'tous les 2 jours pendant 28 jours puis mises a mort. A : le volume
total des polypes pour chaque souris a été mesuré. Au sein du groupe traité (en orange), certaines souris
(en rouge) présentent des polypes dont le volume est significativement plus important que le groupe
contrdle (en vert). B : La microinflammation intestinale a été estimée grace au dosage de la lipocaline 2
fécale (LCN2) par ELISA sandwich. Une augmentation significative de la LCN2 est mesurée pour les
souris comportant des polypes significativement plus volumineux (en rouge).
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augmentation significative des E. coli au niveau des tumeurs et de la muqueuse colique chez
les souris prédisposées a développer un CCR et que cette augmentation corrélait avec le nombre
de tumeurs (Figure 47). Il a ét¢ intéressant également de voir que seulement 3 genres, a savoir
Escherichia, Paraprevotella et un genre appartenant aux Lactobacillaceae, étaient considérés
comme dominants uniquement au niveau des tumeurs des souris APCM™* agées de plus de 15

semaines (Figure 48).

Les différents résultats obtenus concernant le microbiote ont apporté des arguments en
faveur de I’implication de modifications des communautés bactériennes associée aux
muqueuses coliques dans la carcinogénése colorectale. Le role initiateur et/ou promoteur de
certaines bactéries dans le CCR et la possible création d’une dysbiose par un environnement
tumoral sont probablement étroitement liés et complémentaires. Afin de compléter ces travaux,
il reste toutefois a corréler ’ensemble de ces données a I’inflammation intestinale (suivie par
imagerie optique), au développement des 1ésions tumorales, et a différents criteres histologiques
coliques (nombre de mitoses, infiltrats inflammatoires, présence d’atypies cellulaires...). Afin
d’explorer les fonctions existantes au sein du microbiote aux différentes phases de la
carcinogenese, nous utiliserons le logiciel PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation of
Communities by Reconstruction of Unobserved States) qui vise a prédire les fonctions dans une
communauté a partir d’informations phylogénétiques et notamment a partir de séquences
d’ADNr 16S (Douglas et al., 2020). Nous pourrons ainsi avoir une analyse prédictive

fonctionnelle de notre écosystéme intestinal au cours de la carcinogénese colorectale.

2. Impact du TiO: sur le microbiote intestinal en modéle murin APC™»*

Afin de déterminer si le TiO2 pourrait promouvoir la carcinogénese colique, nous avons
réalisé une expérimentation in vivo ou des souris APC™"" prédisposées a développer un CCR
ont ¢été exposées ou non oralement et chroniquement a de I’E171 a une dose équivalente

humaine (DEH) de 10 mg.kg! de PC (Bettini et al., 2017).

Les données obtenues in vivo ont mis en évidence que deux groupes se distinguaient au
sein des souris exposées a I’E171 en ce qui concernait le volume total des polypes par souris :
un groupe de souris qualifiées de répondeuses et un groupe de souris définies comme non
répondeuses (Figure 49). Nous avons pu mettre en évidence qu’une forte augmentation du

volume tumoral total associée a une augmentation de la micro-inflammation (LCN-2 fécale)
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chez les souris E171 répondeuses suggérait alors un effet promoteur (Figure 49). Une tendance
a la surexpression du geéne marqueur de prolifération cellulaire PCNA associée aux
caractéristiques histologiques plus agressives des tumeurs (fréquence plus élevée d’hyperplasie
et de dysplasie séveres) du groupe exposé a ’E171 corroborent ces observations et confirment
les données de la littérature puisqu’une accélération de la transformation néoplasique en
présence d’E171 avait précédemment été mise en évidence dans un modéle de cancer associé a
la colite (Urrutia-Ortega et al., 2016) et dans un modele murin de carcinogenese chimio-induite
(Bettini et al., 2017) pour un temps d’exposition a I’E171 plus long. Cet effet sur la prolifération
pourrait donc étre induit par I’inflammation mais aussi par les effets génotoxiques et oxydant
du TiOz. Afin de compléter ces données in vivo, une gradation histologique précise ainsi que la
quantification de 1’expression des génes codant les cytokines inflammatoires (IL6, TNFa) ainsi
que ceux impliqués dans la production de mucus (Mucl, Muc?) seront réalisées. En effet, les
observations histologiques montrent une baisse du nombre de cellules caliciformes et une
augmentation de ’infiltrat inflammatoire dans les cdlons des souris répondeuses. Les souris
exposées a I’E171 répondeuses semblaient de plus sous-exprimer 1’occludine qui est une
protéine transmembranaire des jonctions serrées (Figure 50). En impactant les jonctions
intercellulaires au niveau de [’épithélium, I’E171 provoquerait 1’augmentation de la
perméabilit¢ de la barricre épithéliale ce qui pourrait permettre la translocation des
pathobiontes, tels que les CoPEC, leur permettant d’étre en contact direct et prolongé avec
I’épithélium intestinal puis d’envahir la lamina propria et d’induire une augmentation de la
micro-inflammation comme nous avons pu le mettre en évidence. Des tests de fonctionnalité
de perméabilité intestinale avec du dextran-FITC et un marquage des cellules immunitaires
associ¢es a la muqueuse et a la lamina propria sur des souris traitées au TiO> sont donc

envisagés pour confirmer nos hypotheses.

Le TiO; peut impacter I’écosystéme digestif aussi bien au niveau de 1’environnement
digestif que des communautés bactériennes. Nous avons ainsi investigué, par une approche de
séquengage haut débit de I’ADNr 16S, le microbiote associé a la muqueuse et nous avons pu
mettre en évidence que les phyla Bacillota et Bacteroidota prédominaient la CCB associée a la
muqueuse colique des souris exposées ou non a I’E171, ce qui concordent avec les résultats
d'autres études conduites sur des échantillons fécaux (Cao et al., 2020). Si I’E171 n’impacte
pas significativement ’alpha-diversité¢ (Figure 51), des modifications ont été observées au
niveau de la composition des populations bactériennes avec notamment, chez les souris

exposées a 1I’E171, une diminution significative de 1’abondance des genres Truepera et
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Figure 52. « Fold change » des taxas bactériens associés a la muqueuse colique et significativement
impactés par une exposition a I’E171 chez les souris APC™"*., L’outil DESeq?2 a permis d’identifier
21 OTUs considérées comme exprimées différentiellement. Ils sont représentés selon la famille (A) ou
le genre (B) a laquelle ou auquel ils appartiennent (axe Y), leur Log 2 Fold Change (axe X) et leur

phylum.

Figure 53. Proportion des souris pour lesquelles les bactéries E. coli ont été détectées au niveau de
la muqueuse colique des souris exposées a ’E171 a une Dose Equivalente Humaine de 10 mg.kg™!
Poids Corporel. La portion noire représente la proportion de souris pour laquelle E. coli a été détectée
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par PCRq et la portion gris clair celle pour laquelle I’espéce n’a pas pu étre détectée.
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Lachnospiraceae NK4B4 (Figure 52), considérés comme bénéfiques du fait de la production
d’acides gras a chaines ramifiées et d’AGCC, respectivement (Sun et al., 2021; Weber et al.,
2023). Le TiO; pourrait ainsi induire des modifications en entrainant une diminution de
certaines populations en raison de phénoménes de plasmolyse, de turgescence ou
d’internalisation des NP ce qui induirait alors des Iésions a la cellule et une mortalité comme
précédemment mis en évidence chez des souches d’E. coli ou de Lactobacillus (Lin et al., 2014;
Radziwill-Bienkowska et al., 2018; Janus et al., 2019). La diminution ou la disparition de
certaines especes bactériennes pourrait alors libérer une niche écologique que d’autres espéces
pourraient coloniser plus facilement afin d’y proliférer. Ainsi les souris exposées a ’E171
présentaient une augmentation des bactéries affiliées notamment aux Coriobacteriaceae dont
une forte abondance dans la muqueuse colique de patients atteints de CCR a été corrélée avec
un mauvais pronostic de survie (Huo et al., 2022). Par ailleurs, nous avions pu mettre en
¢vidence par une approche de PCR(q, d’une part, que les bactéries E. coli étaient plus présentes
chez les souris exposées a I’E171 par rapport au groupe contrdle, et d’autre part que les E. coli
étaient plus souvent détectées chez les souris présentant des polypes que chez les souris n’ayant
pas de polypes. Ces données suggerent que le TiO> pourrait favoriser 1’implantation des E.
coli (Figure 53). L’augmentation de certaines populations, notamment des pathobiontes,
pourrait aussi s’expliquer par une meilleure adaptation des bactéries a 1’environnement en
raison de leur plasticité morphologique potentialisée par 1’exposition au TiO>. L’analyse de
I’abondance que nous avons réalisée concerne les 200 taxa les plus abondants. Or, comme
précédemment expliqué, les taxa rares pourraient également jouer un réle important dans le
fonctionnement de 1’écosysteme. Il est donc nécessaire de compléter cette analyse du
microbiote en prenant en compte la totalité des communautés bactériennes identifiées.

La participation de ’E171 a la promotion de la carcinogénése colique peut se faire via
une modification de I’environnement ou un impact direct sur le microbiote intestinal. Aussi,
afin de déterminer I’implication de la dysbiose dans les phénotypes observés, nous souhaitons
mettre en place des transferts de microbiote de souris exposées ou non a ’E171, en mod¢le
murin APC™"* axénique (en collaboration avec la plateforme GNOTAMINA du Programme
et Equipements Prioritaires de Recherche : Systémes Alimentaires, Microbiomes et Santé
(PEPR-SAMS)). Différents parametres seront analysés a savoir le score histologique,
l'altération de 1'homéostasie de la barriére intestinale (via des mesures de la perméabilité
intestinale et de I’expression des protéines de la jonction serrée) et les profils transcriptomiques
du colon en se focalisant notamment sur les geénes liés a l'inflammation, a l'intégrité de la

barriere et aux processus de détoxification.
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3. Impact du TiO: sur la capacité de colonisation des CoPEC en modéle murin

Nos précédents résultats ont suggéré que le TiO» pourrait altérer la perméabilité
intestinale ce qui pourrait alors permettre la translocation des pathobiontes, tels que les CoPEC.
Afin de vérifier si le TiO2 pourrait favoriser I’implantation des CoPEC, des souris APC™"*
seront exposées chroniquement a I’E171 a la méme DEH de 10 mg.kg! PC, puis colonisées par
la souche clinique CoPEC 11G5 tout en continuant ’exposition a I’E171. La capacité de
colonisation des CoPEC sur le microbiote intestinal et par voie de conséquence sur le
fonctionnement de ce dernier sera suivi par dénombrement des Unités Formant Colonies (UFC).
L’étude spatiale in situ de la niche environnementale de la souche CoPEC 11GS5 au niveau de
la muqueuse colique par méthode FISH et par RNAscope (plateau technique NEURO-DOL,
UMRI1107 Inserm/UCA) permettra de voir s’il existe une interaction ou une coopération avec
d’autres populations bactériennes qui pourrait alors favoriser la tumorigénése. L’analyse
histologique de la muqueuse colique sera également entreprise et certains parametres de 1’hote
(induction des dommages de I’ADN, production de cytokines pro-inflammatoires...) seront
¢galement étudiés. Des tests de fonctionnalité de perméabilité intestinale avec du dextran-FITC
et un marquage des cellules immunitaires (neutrophiles, CD4, CDS8) associées a la muqueuse et
a la lamina propria seront réalisés. La composition en acides biliaires sera également étudiée
(plateforme du CHU Saint Antoine, APHP, Paris) afin de vérifier si I’impact du TiO> conduit a
une suppression de la biosynthése des acides biliaires secondaires suite a 1’absence de certaines
populations bactériennes, ce qui pourrait alors favoriser I’implantation des CoPEC ou autres
bactéries potentiellement pathogénes au détriment de bactéries protectrices. Le microbiote
associ¢ a la muqueuse colique (séquencage ADNr 16S, Illumina) ainsi que l'activité
microbienne seront donc déterminés. L'effet du TiO, sur le métabolome des bactéries sera
¢galement étudié par une analyse métabolomique non-ciblée (en collaboration avec le Dr
Romain Villéger - Projet Permica en deuxiéme phase a I’ANSES). Le TiO: sera, de plus,
quantifier dans la muqueuse colique des souris exposées au TiO2 par spectrométrie de masse a
plasma inductif (Inductively Coupled Plasma -Mass Spectrometry, ICP-MS, plateforme
analytique CarMa, Laboratoire Magmas et Volcans, UMR6524, CNRS/UCA).

Nous souhaiterions également étudier la localisation du TiO2 au niveau de la muqueuse
intestinale des souris et vérifier s’il existe bien une internalisation au niveau des cellules et
tenter une quantification de celui-ci. Pour cela il serait intéressant de coupler le MET au

NanoSIMS (Janin, 2023). Le NanoSIMS, pour Nano-scale Secondary lon Mass Spectrometer,
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est une sonde ionique a haute résolution spatiale utilisant un faisceau d’ions O ou Cs" afin
d’analyser des échantillons solides. Cette technique de spectrométrie de masse permet de
collecter les isotopes de la plupart des ¢léments du tableau périodique et donc de cartographier
des rapports isotopiques avec une échelle trés fine. Le MET permet une analyse de toute
I’épaisseur de 1’échantillon, tandis que le NanoSIMS fournit une analyse de la surface de
I’échantillon qu’il est nécessaire de répéter plusieurs fois pour obtenir une analyse en
profondeur. La reconstruction en trois dimensions de la zone analysée au NanoSIMS
permettrait ainsi de s’assurer que les NPs sont localisées en profondeur plutot que sur la surface
de la coupe de I’échantillon. La corrélation des images obtenues au MET et au NanoSIMS
(plateforme du Museum National d’Histoire Naturelle) permettrait ainsi d’identifier, de
localiser et de quantifier les NP dans la muqueuse colique des souris APC™"*,

Une autre approche que nous souhaiterions mettre en place dans le cadre de cette partie
serait la combinaison du FISH et du NanoSIMS, en ciblant certaines populations bactériennes
telles que les E. coli. En effet, méme s’il ne serait pas possible de différencier par la sonde FISH
la souche CoPEC 11G5 des souches bactériennes E. coli commensales, nous pourrions tout de
méme, par comparaison avec les souris non exposées a ’E171 et avec les souris non colonisées
par la souche clinique de référence, voir la possible colocalisation des bactéries et des NP au

niveau de la muqueuse colique. Une autre possibilité serait de cibler I’ilot pks en RNAscope.

Nous souhaiterions également, d’une part, corréler I'effet aggravant du TiO> a la
capacité des souches CoPEC a coloniser la muqueuse intestinale et a induire 1'inflammation
intestinale chez des patients atteints de CCR. Afin d’établir un lien entre une exposition au TiO2
et la prévalence des CoPEC chez les patients atteints de CCR, nous pourrons réaliser une étude
ancillaire du projet METABIOTE (NCT03843905) mais ¢galement de la cohorte NutriNet-
Santé. En effet, a partir d’un questionnaire établi avec les personnes du réseau NACRe, nous
pourrions déterminer I’exposition des patients atteints de CCR au TiO; dans leur enfance ou

leur vie de jeune adulte et ensuite corréler ces données aux données cliniques des patients.

Tache 3 : les bactériophages de CoPEC : role et implication au sein du microbiote

intestinal.

Lorsque nous avons recherché, dans le cadre du Master 2 de Charline Juban, s’il y avait

un impact du TiO; sur la morphologie et la structure de la souche clinique CoPEC 11G5, la
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Figure 54. Souches bactériennes CoPEC 11G5 observées en microscopie électronique
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Figure 55. Rapport entre 1'abondance des
virus et des bactéries et rapport entre la
lyse et le taux de perte par prédation
(Thingstad, 2000).
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Figure 56. Représentation graphique du
modéle de « Lotka-Volterra ». La population
des proies est représentée en bleue et celles de
prédateur en rouge. (Signes Pont et al., 2023).
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MET nous a permis de mettre en évidence la présence de bactériophages (Figure 54) dans notre
culture bactérienne qu’elle soit exposée ou non au TiO. Ces bactériophages étaient retrouvés
libres dans I’échantillon mais également fixés a la paroi de certaines bactéries. Leur détection
¢tait encore plus facile lorsque les bactéries CoOPEC 11G5 avaient été réensemencées et leur
quantité semblait plus importante lorsque celles-ci avaient été exposées au TiO,. Leur présence
nous questionne donc quant a leur role vis-a-vis des bactéries CoOPEC 11GS5, sachant que ces

bactériophages n’entrainent pas une lyse de la culture bactérienne.

Les bactériophages, qui sont des virus spécifiques des bactéries, représentent l'entité
biologique la plus abondante, quel que soit I'environnement considéré. Ils sont des acteurs clés
de la santé et des maladies humaines. Ils peuvent influencer le développement de pathologies
humaines telles que le choléra, qui est causé par certaines souches de Vibrio cholerae infectées
par le bactériophage CTX (Waldor et Mekalanos, 1996), mais aussi étre utilisés pour traiter des
infections bactériennes. En effet, la thérapie par les phages est utilisée depuis le début du
vingtieme sieécle notamment pour traiter la dysenterie bacillaire, en ciblant Shigella 1'agent
¢tiologique de la maladie (d’Herelle, 1931). Cependant, 1'utilisation des phages dans la pratique
clinique a rapidement décliné en Occident en raison de 1'avenement des antibiotiques et du

manque de données fiables sur leur sécurité et leur efficacité.

Alors que des changements dans la structure des communautés bactériennes ont été
observées chez des patients atteints de CCR et que des especes bactériennes ont clairement été
reconnues comme ¢tant impliquées dans la carcinogénése colique, le rdle des virus intestinaux
reste encore largement inexploré. Cependant, les bactériophages représentent plus de 97,7%
d’une base de données de virus intestinaux d’adultes occidentaux en bonne santé (Gregory et
al., 2020), et leurs interactions constantes avec leurs hotes, que représentent les bactéries,
faconnent les communautés microbiennes de l'intestin ce qui impliquerait donc leur
contribution dans le maintien de I’homéostasie intestinale. Les bactériophages évoluent avec
les bactéries selon notamment un concept appelé "kill the winner" (Figure 55) (Thingstad, 2000;
Weinbauer, 2004) qui est analogue au mode¢le de Lokta-Volterra décrivant la dynamique des
populations de proies et de prédateurs en écologie (Figure 56). Dans ce mod¢le, le prédateur
que représente le phage ne peut se multiplier que si la population de proies bactériennes est
¢élevée. En plus de réguler les communautés bactériennes en éliminant spécifiquement leurs
hotes bactériens, les phages influencent 1'écosystéme intestinal en interagissant directement

avec les cellules immunitaires et en modulant la réponse immunitaire de 1'héte (Tiamani et al.,

72




Figure 57. Théorie de la Reine Rouge. La théorie de la Reine Rouge, formulée par Leigh Van Valen
en 1973, fait référence a une scéne tirée du livre « De 1’autre c6té du miroir » qui est la suite de « Alice
au pays des merveilles » de Lewis Caroll. Au cours de cette scéne Alice et la Reine Rouge se lancent
dans une course effrénée. Alice regarde autour d’elle avec une grande surprise : « pourquoi je crois que
nous sommes restées sous cet arbre pendant tout ce temps ! Tout est comme avant ! ». « Bien sur » dit
la reine. « Que voulez-vous qu’il en soit ? » « Eh bien, dans notre pays », dit Alice, toujours un peu
haletante, « on arrive généralement a un autre endroit si on court trés vite pendant longtemps, comme
nous 1'avons fait. » « C'est un pays lent », dit la reine. « Ici, voyez-vous, il faut courir autant que 1'on
peut pour rester au méme endroit. Si vous voulez aller ailleurs, vous devez courir au moins deux fois
plus vite que cela. » La Reine rouge attire Alice dans une course folle qui leur permet simplement de se
maintenir a la méme position. Chaque espéce doit ainsi s’adapter en permanence aux changements de
celles qui I’entourent. Illustration : John Tenniel, 1871.
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2022). Quelques études ont observé des changements significatifs dans le virome fécal, en
particulier dans la population de phages, chez les patients atteints de CCR (Hannigan et al.,
2018; Nakatsu et al., 2018). Plus spécifiquement une augmentation du nombre d’espéces virales
et un enrichissement en 5 bactériophages ciblant les Enterobacteriaceae, Bacillus, Proteus et
Streptococcus, ont ét¢ mis en €évidence chez les tissus de patients atteints de CCR en
comparaison a des individus sains (Marongiu et al., 2021). Une autre étude au contraire fait état
d’une richesse non impactée chez les patients atteints de CCR et de la diminution de phages
ciblant les Enterobacteriaceae (Gao et al., 2021). Au regard des quelques données existantes
dans la littérature et de nos observations, nous nous posons donc la question de savoir quel est
le role de ces bactériophages associés aux bactéries CoPEC 11G5 dans le cadre de la
carcinogenese colique. Les bactériophages que nous avons observés ne semblaient pas lyser les
cellules bactériennes. Il pourrait donc s’agir de phages tempérés. Bien que ne détruisant pas les
populations qu’ils infectent, ces phages tempérés peuvent agir profondément sur les populations
bactériennes. En effet, le prophage se propage en infectant de nouveaux hotes sans les détruire
mais en établissant une nouvelle lysogénie. Les prophages vont se comporter comme des
envahisseurs et peuvent ainsi contribuer a I'émergence de nouvelles souches bactériennes en
conférant de nouveaux avantages a leur hote. Il peut y avoir également une évolution par
exemple vers la pathogénicité, telles que la synthése augmentée de toxines, une amélioration
de la colonisation de I’hdte, une résistance aux acides biliaires ou encore une protection de leur
hote contre une lyse par d’autres bactériophages (Willner et al., 2011) leur permettant alors de
mieux s’adapter a I’environnement. Ce phénoméne de coévolution rappelle la théorie de la
Reine Rouge ou course aux armements ou les organismes s’adaptent sans cesse les uns aux
autres (Figure 57) (van Valen, 1973). Les changements évolutifs ne sont pas seulement initiés
par des changements issus de I’environnement mais ils peuvent également étre dus a une
dynamique évolutive créée par les étres vivants eux-mémes. Récemment, Luo et al. (2023) ont
mis en évidence une expansion des phages tempérés chez des souris APC infectées par
Helicobacter pylori au stade précoce de la carcinogénese colique avec également une forte

prévalence de genes de virulences codés par ces mémes phages.

L’¢tude de la composante bactériophagique revét donc un intérét tout particulier et
notamment dans le développement du CCR. Il serait ainsi intéressant d’étudier dans un premier
temps la structure de la communauté des bactériophages aussi bien en termes d’abondance, de
richesse, de structure que de composition en se focalisant plus spécifiquement sur les

bactériophages et ceci au niveau de la muqueuse et des tumeurs au sein de cohortes de patients
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atteints de CCR déja établies au sein du laboratoire (Collection MiPaCoR, N°DC-2017-
2972 dont est issue la souche CoPEC 11G5 ; Projet METABIOTE - NCT03843905). Des
corrélations pourraient alors étre établies avec les données déja obtenues concernant les
communautés bactériennes et avec les données cliniques des patients atteints de CCR mais
¢galement avec des patients sains.

II faudrait également isoler le bactériophage identifi¢ comme ciblant la souche CoPEC
11G5 afin de pouvoir séquencer son génome. Nous disposons du génome de ces mémes
bactéries. En comparant les génomes de ces deux derniers nous pourrions identifier si une
coévolution a eu lieu.

Il serait également intéressant de réaliser des observations en MET d’autres souches
CoPEC issues des cohortes de patients atteints de CCR dont nous disposons afin de voir si
d’autres bactériophages peuvent leur étre associées comme nous avons pu le voir pour la souche
clinique de référence 11G5 afin de voir si c’est un phénoméne sporadique ou qui peut étre

généralisé a d’autres pathobiontes impliqués dans la carcinogénese colique.
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